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RESUMO

Introducéo: A infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) apresenta-se na forma tanto aguda
quanto cronica e na maioria das vezes é assintomatica, apresenta diversos fatores de risco que
podem variar entre os grupos populacionais e a definicdo de infec¢do ainda é um desafio,
refletindo em bancos de sangue onde pode ser detectada pelos marcadores anticorpo contra o
HCV (anti-HCV) e NAT HCV (detecgdo de acidos nucléicos do HCV). Objetivo: Tracar o
perfil epidemioldgico e as caracteristicas moleculares da infecgdo pelo HCV em candidatos a
doacdo de sangue do Hemocentro de Roraima. Métodos: Candidatos anti-HCV positivo ou
indeterminado foram selecionados mediante o comparecimento de coleta de 2% amostra como
de rotina. Foi coletado resultados da triagem da doag&o de sangue e 22 amostra. E coletado nova
(32 amostra) amostra para quantificacio de RNA HCV pela plataforma Abbott RealTime™ HCV
Assay e aplicado questionario epidemiologico. Resultados: O grupo de candidatos a doacédo de
sangue foi constituido por jovens entre 18-29 anos (63,6%), predominio de do sexo masculino
(72,7%), solteiros (50,0%), todos procedentes da capital Boa Vista, e cerca de 54,5% néo eram
doadores de primeira vez, com evidéncias de exposicdo a fatores de risco (procedimentos
cirurgicos, compartilhamento de objetos de higiene, entre outros); 21 candidatos a doacéo de
sangue obtiveram resultados positivo ou indeterminado para anti-HCV e 1 resultado com NAT
HCV detectavel na triagem da doacdo. No teste de 22 amostra para anti-HCV, 12 foram
reagentes, 9 ndo reagentes e 1 indeterminado e NAT de 22 amostra indetectavel. Em nenhuma
amostra foi possivel detectar RNA HCV. Conclusdo: Sugere-se que estes doadores se
encontram com carga viral baixa sendo impossivel a deteccdo ou clearence plasmatico ou

resultados anti-HCV provenientes da triagem da doagdo de sangue podem ser falso-positivos.

Palavras—chave: doador de sangue; anti-HCV; NAT HCV, Roraima-Brasil.



ABSTRACT

Introduction: Hepatitis C infection (HCV) is presented as both acute and chronic and most
often is asymptomatic, it presents several risk factors that may vary across population groups
and the definition of infection is still a challenge reflecting in blood banks which can be detected
by the marker antibody against HCV (anti-HCV) and HCV NAT (detection of HCV nucleic
acids). Objective: To trace the epidemiological profile and the molecular characteristics of
HCV infection in candidates for blood donation the Blood Center of Roraima. Methods:
positive or indeterminate anti-HCV candidates were selected by the 2nd sample collection
attendance as routine. It was collected results of the screening of blood donation and 2nd
sample. And new sample collected for quantification of HCV RNA by Abbott Real Time™ HCV
Assay platform and applied epidemiological questionnaire. Results: Candidates for blood
donation had the characteristics, young people aged 18-29 years (63.6%) of males (72.7%),
single (50.0%), from the capital Boa Vista, and 54.5% were repeat donors, with evidence of
exposure to risk factors (surgical procedures, hygiene objects sharing, etc.); 21 candidates to
blood donation obtained positive results or indeterminate for anti-HCV and one result with
NAT detectable HCV screening of the donation. In the 2nd sample test anti-HCV, 12 were
reagents, 9 non-reactive, 1 indeterminate and NAT undetectable. In no sample was detectable
HCV RNA. Conclusion: It is suggested that these donors are low viral load being impossible
to detect or plasma clearance or anti-HCV results from the screening of blood donation can be

false positives.

Keywords: blood donors; anti-HCV; NAT HCV, Roraima-Brazil.
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INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) apresenta-se na forma tanto aguda quanto
cronica e na maioria das vezes é assintomatica. E uma doenca de curso variavel, podendo
evoluir para cura espontdnea ou, quando estabelecida, pode evoluir para cirrose,
hepatocarcinoma e morte. Além disso, é o principal indicador de transplante de figado, sendo
responsavel por, aproximadamente, 350.000 mortes ao ano em todo mundo (OPAS, 2014;
WHO, 2014; STASI et al., 2015).

A principal via de transmissdo do HCV ¢é a parenteral, portanto o HCV pode ser
transmitido por meio do sangue contaminado através do compartilhamento de equipamentos
para uso de drogas injetaveis, terapias invasivas, hemodialise e o compartilhamento de objetos
de higiene pessoal (aparelho de barbear e cortadores de unhas) (LOPES et al., 2009; HAHN et
al., 2010; MARTINS; NARCISO-SCHIAVON; SCHIAVON, 2011; CEPEDA et al., 2013).
Préticas sexuais desprotegidas apresentam-se como fator de risco por haver a descricdo da
deteccdo do virus no sémen (CIORLIA; ZANETTA, 2007; CAVALHEIRO et al., 2008, 2009,
2010).

Em bancos de sangue, a deteccéo da infeccdo pelo HCV é determinada pela reatividade
ao anticorpo contra 0 HCV (anti-HCV) e pela deteccdo de acidos nucléicos do virus (NAT),
conforme a Portaria n® 2.712 / 2013.

A reatividade pelo marcador anti-HCV ndo determina a infeccdo pelo HCV, porém a
realizacdo do teste NAT elimina o periodo de janela imunoldgica de 51 dias para 7 dias - periodo
compreendido entre o contato com o antigeno hemotransmissivel e a producéo de anticorpos
em niveis detectaveis pelos testes soroldgicos atuais. E possivel também que individuos tenham
tido contato com o HCV e eliminado o virus espontaneamente e ter anticorpos contra 0 HCV
podendo ser detectado, mas ndo estar mais infectado, fazendo com que os testes soroldgicos
sejam reativos, mas o teste NAT HCV n&o detectavel (BEDOYA; MARQUEZ; ARIAS, 2012).

Diversos estudos em Hemocentros tem relatado o perfil epidemiolégico de candidatos
a doacdo de sangue que apresentam o marcador anti-HCV e relacionam com testes
confirmatorios afim de avaliar o emprego de metodologias como também estabelecer possiveis
fatores de risco para esses grupos de candidatos a doacéo, considerando que o Brasil é extenso,
possivelmente essas variaveis podem se distinguir de acordo com as diferentes regides
(GONZAGA et al., 2008; GARCIA et al., 2009; JOSAHKIAN et al., 2010; SILVEIRA et al.,
2011; CHOUDHURY et al., 2011; ALVARADO-MORA et al., 2012).
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O conhecimento da distribuicdo da hepatite C entre candidatos a doadores de sangue
atendidos no Hemocentro de Roraima (Hemoraima) ainda é limitado em funcdo da inexisténcia
de estudos publicados sobre o tema.

Este estudo nos leva a reflexdo de que na regido de Roraima ha uma lacuna entre estudos
realizados com candidatos a doadores de sangue e a infecgé@o pelo HCV. A realizagéo de estudos
semelhantes permitira conhecer o comportamento epidemiolédgico da populacdo atendida no
Hemoraima e desta maneira fortalecer protocolos desde a selecdo de doadores até a certificacao

da qualidade dos hemocomponentes, com énfase na seguranca transfusional.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 HISTORICO DA HEPATITE C (HCV)

Relatos da antiguidade descrevem que os sintomas de individuos que apresentavam
ictericia e acumulo de liquido no abdome poderiam estar relacionados com alguma doenca
infecciosa e que a doenca poderia estar no figado (THOMAS; SEEFF, 2005; FONSECA, 2010).
No inicio da década de 1980, durante estudos experimentais com primatas, pesquisadores
relataram a presenca de um agente infeccioso que o denominaram de Agente de Forma Tubular.
Ja em 1989, identificaram finalmente o genoma do agente viral responsavel por 80 a 90% das
hepatites pds-transfusionais ndo-A e ndo-B. Tal agente foi denominado de virus da hepatite C
(HCV) (CHOO et al., 1989). Com o passar dos anos, desenvolveu-se teste sorolégico para
deteccdo de anticorpos contra a infecgdo pelo HCV e durante estes estudos detectou-se 0 HCV
em pacientes que se apresentavam como grupo risco, principalmente com histéria de transfuséo
sanguinea. E na mesma década de 80, o HCV pode ser caracterizado molecularmente
utilizando-se sondas de hibridizacdo para os agentes virais da hepatite (CHOO et al., 1989;
FONSECA, 2010).

1.2 VIRUS DA HEPATITE C

O virus da hepatite C representa o género Hepacivirus incluido na familia Flaviviridae.
E um pequeno virus com cerca de 30 a 60 nm de diametro e apresenta um genoma de RNA
linear com hélice Unica e positiva (Figura 1) (HOUGHTON et al., 1991).

A particula viral consiste num nucleocapsideo rodeado por uma bicamada lipidica, onde
se encontram glicoproteinas virais E1 e E2 (GEORGEL et al., 2010).

Seu genoma contém aproximadamente 9.400 nucleotideos, apresentando regides
conservadas ndo codificantes (NCR) nas extremidades 5’ e 3’ e, entre elas, uma longa regido
aberta de leitura (ORF - open reading frame) que codifica uma poliproteina de pouco mais de
3.000 aminoacidos. As regides 5S’NCR e 3’NCR sdo altamente conservadas, alvo para o
diagndstico molecular do HCV e para a iniciacéo da replicagdo viral (MORADPOUR; BLUM,
2004; BRASS; MORADPOUR; BLUM, 2006). A regido 5> NCR é uma regido interna de
entrada ribossomal (IRES) que inicia a traducdo do genoma do HCV (DUBUISSON; COSSET,
2014).
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Fonte: http://hepatite-tema.blogspot.com.br/2011_12_01_archive.htm (modificado)
Figura 1 - O virus da hepatite C. E um virus RNA da familia Flaviviridae com cerca de 30 a
60nm de didmetro.

A poliproteina codificada pelo genoma do HCV, ap06s ser clivada por enzimas virais e
celulares libera proteinas estruturais e ndo estruturais do virus. Além disso, uma poliproteina
(F/ARFP) traduzida por um mecanismo alternativo tem sido descrita, entretanto ainda ndo se
tem conhecimento da sua funcdo (GEORGEL et al., 2010).

A regido do genoma responsavel pelas proteinas estruturais, codifica a proteina core do
nucleocapsideo viral (proteina C, com cerca de 19kD) e as glicoproteinas E1 (gp33) e E2
(gp72), constituintes do envelope viral. Esta regido do genoma representa a sequéncia altamente
conservada, sugerindo um papel regulador durante a replicacdo viral (STRAUSS, 2001; LlI;
LEMON, 2013).

A proteina do Core do HCV é uma proteina de ligacdo ao RNA viral que constitui o
nucleocapsideo viral, relatada por interagir com uma variedade de proteinas celulares e por
influenciar as fungbes das células hospedeiras (MORADPOUR; BLUM, 2004). As
glicoproteinas E1 e E2 sdo proteinas transmembranicas, componentes essenciais do envelope
do HCV e necessarias para entrada e fusdo do virus nas células hospedeiras (DUBUISSON;
COSSET, 2014).


http://hepatite-tema.blogspot.com.br/2011_12_01_archive.htm%20(modificado)
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As proteinas ndo estruturais, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B representam
a extremidade carboxiterminal e sdo responsaveis pela replicacéo viral (LAUER; WALKER,
2001; MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007).

A juncéo entre as proteinas estruturais e nao estruturais € feita pela proteina p7. Esta
possui atividade de canais de calcio, ainda com fungdo desconhecida durante a replicagdo de
RNA, entretanto tem-se descrito que interacOes entre E1, E2 e p7 s&o essenciais para montagem
do virus, por isso poderia ser um alvo atraente para intervencdo antiviral (DUBUISSON;
COSSET, 2014).
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Fonte: DUBUISSON; COSSET, 2014 (modificado)
Figura 2 - Representacdo do genoma do virus da hepatite C.

As proteinas ndo estruturais podem ser denominadas de acordo com a atividade que
representam. Portanto, incluem NS2-3 autoprotease, NS3 serina protease e helicase RNA
localizada na regido C-terminal da NS3, a proteina polipeptidica NS4A, as proteinas NS4B e
NS5A, e a proteina NS5B RNA polimerase dependente de RNA-RdRp (MORADPOUR;
PENIN; RICE, 2007; DUBUISSON; COSSET, 2014). As proteinas NS3 - NS5B formam o
complexo de replicagdo viral, enquanto as proteinas NS2 e NS5A séo co-fatores para a
montagem viral (LI; LEMON, 2013).
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A regido 5’NCR ¢ a regido de escolha para a detec¢do qualitativa e quantitativa do RNA
pela alta conservacgdo da regido, permitindo a melhora da sensibilidade. Entretanto, estudos
demonstram que as regides mais utilizadas para diferenciar os gendtipos e os seus subtipos de
forma mais acurada seria investigando as regides do Core, do envelope E1 e a regido NS5B
pois sdo essas as regibes que possuem maior variabilidade (CHINCHAI et al., 2003,
SIMMONDS, 2004).

1.2.1 REPLICACAO VIRAL

Os modelos de investigacdo do ciclo de replicacdo do HCV e da patogénese ainda sao
complicados pela falta de sistemas de cultura de células eficientes e animais de pequeno porte.
Além dos seres humanos, o chimpanzé é o Gnico animal naturalmente suscetivel a infecgédo pelo
HCV sendo o unico modelo animal ideal na investigacdo sobre a patogénese e a imunidade
relacionados com o0 HCV. Ha relatos sobre a utilizagdo da producédo de particulas infecciosas
recombinantes do HCV em cultura de células, clones de cDNA funcionais, sistema replicon,
virus quiméricos para o estudo do ciclo de vida do HCV e o desenvolvimento de novos
antivirais (HSU et al., 2003; BARTOSCH; DUBUISSON; COSSET, 2003; BRASS;
MORADPOUR; BLUM, 2006; BILLERBECK et al., 2013; DUBUISSON; COSSET, 2014).

O ciclo viral do HCV engloba a entrada do virus nos hepatdcitos, desnudamento,
liberacdo do genoma viral para o citoplasma, seguido de traducdo e replicacdo do RNA,
montagem das particulas virais e sua saida da célula (PEZACKI; SINGARAVELU; LYN,
2010).

A entrada do HCV nas células-alvo (hepatdcitos) depende das proteinas estruturais do
virus e de moléculas de superficie celular do hospedeiro. Certos fatores do hospedeiro ja foram
descritos como: molécula CD81, receptores de lipoproteinas (LDL), glicosaminoglicanos
(GAG), o sulfato de heparina altamente sulfatada (SH), receptores scavenger (SR-BI),
moléculas claudin-1 (CLDN1) e occludin (OCLN) (PAWLOTSKY; CHEVALIEZ;
MCHUTCHISON, 2007; PEZACKI; SINGARAVELU; LYN, 2010).

Tem-se descrito que as glicoproteinas (E1 e E2) juntamente com moléculas de superficie
(LDL, GAG, SR-BI) estéo envolvidas no processo de entrada do virus nas células do hospedeiro
e que possivelmente a molécula CD81 atue como co-receptor de entrada (PAWLOTSKY;
CHEVALIEZ; MCHUTCHISON, 2007).
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Em seguida, a particula viral é internalizada via endocitose mediada por clathrin. O
genoma viral é liberado pelo processo de fusdo dependente de pH no citoplasma, agrega-se ao
ribossoma e traduz a poliproteina no citoplasma da célula hospedeira. A poliproteina é
translocada para a membrana do reticulo endoplasmatico (RE). Proteases do hospedeiro e do
virus participam do processo de p6s-traducdo da poliproteina do HCV em proteinas individuais
(GEORGEL et al., 2010; ZEISEL et al., 2011).

A replicacdo viral ocorre em membranas derivadas de reticulo endoplasmatico que
sofrem alteracGes induzidas pela proteina ndo estrutural NS4A. Estes locais incluem a presenca
de proteinas ndo estruturais de HCV, membranas associadas as apolipoproteinas (apoE e apoB),
e os intermediarios de dsSRNA (RNA fita dupla). A particula viral é entdo formada, passa pelo
processo de maturacdo onde as lipoproteinas sdo associadas e em seguida a particula € libertada
a partir da célula (PEZACKI; SINGARAVELU; LYN, 2010).

O processo de replicagdo viral esta representado na figura 3.
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Fonte: MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007 (modificado).
Figura 3 - Ciclo do VHC. a) Internalizacéo e ligagcdo do virus; b) Liberacdo no citoplasma e descapsidacéo; c)
Tradugdo mediada-IRES e processamento da poliproteina; d) Replicagdo do RNA; e) empacotamento e
montagem; f) maturag8o do virion e liberacéo.
Diversas terapias sdo apontadas com base no ciclo de replicacéo viral do HCV e a sua
interacdo com a célula-alvo, como por exemplo, os inibidores de protease virais NS3/4A sé&o

utilizados para a terapia de infec¢es por HCV gendtipo 1 (HEIM, 2013b), bem como NS5A
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que desempenha um papel significativo na resposta a terapia baseada em IFN-a. (LI; LEMON,
2013).

1.2.2 GENOTIPOS HCV

O genoma do HCV apresenta alto grau de variabilidade genética. Essa variabilidade esta
relacionada a enzima RNA-polimerase ndo possuir atividade corretiva, resultando na geracédo
de variantes virais. As muta¢des podem ser silenciosas (mudangas somente na sequéncia de
nucleotideos) ou ndo, causando alteracfes na sequéncia de aminoacidos. O resultado desse
processo define uma classificacdo preconizada em genotipos, subtipos, isolados e quasispecies
(SMITH et al., 2014).

As quasispecies sdo variagfes dentro de um mesmo genotipo e subtipo; conjunto de
moléculas muito semelhantes que apresentam muitas caracteristicas gerais em comum, mas por
outro lado, heterogéneas, devido a diferencas na sequéncia nucleotidica, desempenhando
importante papel no desenvolvimento da infeccédo viral, permitindo a sele¢éo de variantes mais
resistentes, sob a pressdo da resposta imunolégica do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2012).

Ha relatos de estudos baseados na similaridade entre as sequencias dos isolados HCV
gue evidenciam a existéncia de sete genoétipos e, aproximadamente, 67 subtipos, os quais
apresentam diferenca na resposta ao tratamento antiviral, bem como uma distribuicédo
geogréfica distinta. Os gendtipos sdo definidos por nimeros, exemplo: de 1 a 6 , enquanto que
0s subtipos sdo representados por letras: a, b, ¢ e assim por diante (CHAYAMA; HAYES, 2011;
NEWMAN et al., 2013; SMITH et al., 2014). Como demonstra figura 4 observa-se que o HCV

apresenta alta diversidade entre os gen6tipos e subtipos.
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Fonte: SMITH et al., 2014 (modificado).

Figura 4 - Representacéo da arvore filogenética do HCV demonstrando a distribuigdo entre os 7 genétipos e seus
subtipos.

As informacdes sobre 0s gendtipos e seus subtipos sdo importantes pois permite obter
informagdes epidemiologicas e clinicas relacionadas ao tratamento, uma vez que estes podem
influenciar na evolucdo da doenca, como também, permite conhecer a distribuigdo geografica
e rotas de transmisséo (HARRIS et al., 2007).

Os gendtipos (G) 1, 2 e 3 sdo amplamente disseminados em todo 0 mundo. Os subtipos
la (Gla) e 1b (G1b) sdo comuns na regido dos Estados Unidos e predominantes nos paises
Europeus. 2a (G2a) e 2b (G2b) sdo relativamente comuns na Ameérica, Europa e Japéo,
enquanto que o subtipo 2c¢ (G2c¢) é comumente encontrada no norte da Italia. O G3 é endémico
no sudeste da Asia, sendo frequentemente detectado na india. G4 parece ser prevalente na
Africa e no Oriente Médio. Por outro lado, infeccdes pelo G5 e G6 s&o comuns na Africa do
Sul e Asia, respectivamente. Recentemente foi proposto o G7 de origem africana (Africa
Central) (LOPES et al., 2009; SULBARAN et al., 2010; MURPHY et al, 2015).



30

Na Venezuela, foi descrito que o gendtipo mais comum é o G1 distribuido entre os
subtipos Gla e G1b, seguido do gendtipo 2 (G2a e G2j) e por tltimo o G3 (SULBARAN et al.,
2010; JASPE et al, 2012). Em um estudo realizado na Coldmbia com doadores de sangue foi
encontrado prevaléncia dos genétipos G1b (82.8%), Gla (5.7%), G2a (5.7%), G2b (2.8%), e
G3a (2.8%) (MORA et al., 2010). No Uruguai o Gla, G1b e G3a sdo os mais frequentes
(CASTELLS et al., 2015). Na Argentina, os genétipos G1 (G1b) e G2 sdo os de maior
ocorréncia encontradas em diferentes populacées (PICCHIO et al., 2006; GOLEMBA et al.,
2010; GAITE et al., 2014).

Os genotipos circulantes no Brasil sdo G1, G2, G3, G4 e G5. Estudos tém mostrado o
genotipo Glae G1b sdo os mais prevalente, seguido pelo gen6tipo G3a, distribuidos nas regides
do Brasil (LOPES et al.,2009; TORRES et al., 2009; LAMPE et al., 2010; BRUGGMANN et
al., 2014; VIDALES-BRAZ et al., 2015). Regido Norte, estudos tém descritos 0s genotipos 1,
2 e 3 sendo genotipo 1 o de maior prevaléncia e os subtipos G1b, G2b e G3a apresentam-se
com maior frequéncia (VIEIRA et al., 2011);

O conhecimento do gendtipo viral envolvido em uma infeccdo apresenta relagdo com as
caracteristicas clinicas do individuo infectado uma vez que diferentes gendtipos determinam as
formas de evolucédo da doenca (HARRIS et al., 2007).

A diversidade que o HCV apresenta desfavorece o desenvolvimento de vacinas e
favorece a persisténcia viral no organismo do hospedeiro, 0 mesmo adquire capacidade em
escapar a resposta imune do hospedeiro, e pode entéo estabelecer infeccao cronica (SHARMA,
2010; STRAHOTIN; BABICH, 2012).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

As estimativas apontam que a prevaléncia global da infeccdo pelo HCV varia em torno
de 2% a 3%, ou seja, entre 123-170 milhdes de pessoas sdo infectadas pelo HCV em todo
mundo e todos 0s anos morrem mais de 350.000 pessoas de doengas hepaticas relacionadas ao
HCV. Aproximadamente 15-45% das pessoas infectadas eliminam o virus espontaneamente
dentro em um prazo de seis meses, sem necessidade de tratamento algum. O restante 55-85%
das pessoas, entretanto, desenvolvem a infeccdo cronica. Destas, 15-30% correm risco de
cirrose hepéatica em um prazo de 20 anos. A hepatite C é a principal causa de fibrose, cirrose e
carcinoma hepatocelular, sendo importante indicador de transplante de figado (WHO,2014;
OPAS, 2014; STASI et al., 2015).
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Estimativas globais indicam que a prevaléncia da infec¢do pelo HCV ¢ maior (>2%) em
varios paises da América Latina, Europa Oriental e da antiga Unido Soviética, e certos paises
da Africa, do Oriente Médio e Sul da Asia; a prevaléncia é relatada como sendo mais alto
(aproximadamente 10%) no Egito (MOHD HANAFIAH et al., 2013; STASI et al., 2015).

Prevaléncia da Hepatite C

Alta: >3,5%
Moderada: 1,5-3,5%
Baixa: <1,5%

Sem registro

Fonte: MOHD HANAFIAH et al., 2013; CDC, 2013 (modificado).

Figura 5 — Estimativa global da prevaléncia da Hepatite C.

No Brasil, 0 Ministério da Satde (2012) descreveu a prevaléncia do HCV na populacéo
geral de 1,38% (entre 10 a 69 anos) com relacdo as capitais e DF, maior prevaléncia na Regido
Norte (2,1%), seguida pelas Regides Centro-Oeste e Sudeste (ambas com 1,3%), Sul (1,2%) e
Nordeste (0,7%) (MARTINS; NARCISO-SCHIAVON; SCHIAVON, 2011; BRASIL, 2012).

Em Roraima, a Secretaria de Vigilancia em Saide/MS publicou a ocorréncia de 35 casos
confirmados na série historica dos anos de 1999 a 2010, sendo 1 nesse ultimo ano. A taxa de
deteccdo no Brasil, em 2009, foi de 5,3 casos por 100 mil habitantes, para a regido Norte foi de
1,8 e para Roraima, 2,4 (BRASIL, 2011).
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Figura 6 - Taxa de detecgéo de hepatite C por 100 mil habitantes, Roraima, regido Norte e Brasil, 1999 a 2010.

No Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo — SINAN, a hepatite C é

responsavel por 95 notificacbes realizadas de casos confirmados segundo o ano de

diagnostico/sintomas no periodo entre 2008 a 2014 no Estado d

e Roraima.

Tabela 1 - NUmero de casos confirmados de hepatite C notificados no Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo — Sinan Net no Estado de Roraima, entre

2008 a 2014.
Ano de Diagnéstico / Sintomas N
2008 12
2009 27
2010 9
2011 18
2012 4
2013 16
2014 9
Total 95

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo -

SINAN NET, 2015.
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1.3.1 EPIDEMIOLOGIA DO HCV EM DOADORES DE SANGUE NO BRASIL

A prevaléncia do HCV em doadores de sangue em diversos estudos esta representada
pela ocorréncia de casos positivos/inconclusivos do marcador anti-HCV e muitas vezes com a
confirmacéo pelo método RIBA (Recombinant Immunoblot Assay) e/ou deteccdo de RNA-
HCV.

Os estudos do marcador anti-HCV em doadores de sangue muitas vezes depende do
comparecimento dos mesmos para realizacdo do teste confirmatdrio, entretanto cerca de 49 a
58,7% dos doadores anti-HCV positivos ndo retornam ao servigo hemoterapico para realizar o
teste confirmatdrio e ser acompanhado, sobre os quais nada se sabe em termos de serem ou ndo
infectados (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005, GARCIA et al., 2008).

A localizacdo do Estado de Roraima apresenta caracteristica peculiar por ter regies de
fronteira entre dois paises (Republica Bolivariana da Venezuela e Republica Cooperativa da
Guiana) e com Amazonas e Para (Estados Brasileiros) sendo comum o transito livre de pessoas
entre essas regides. Historicamente Roraima foi considerado foco de migrantes advindos de
outros Estados do Norte do Brasil e do Nordeste quando se iniciou a exploracdo social e
econdmica e imigrantes em busca das regifes de garimpos, de residéncia fixa ou de atendimento
médico, especificamente no Sistema Unico de Satde (SUS) (FREITAS, 2012). Por apresentar
essas carateristicas, o quadro a seguir apresenta alguns estudos realizados no Brasil e em alguns

paises vizinho com doadores de sangue onde o HCV foi investigado.



Quadro 1 - Estudos realizados que relataram a prevaléncia de anti-HCV/RNA-HCV em doadores de sangue.

34

. N° de -
Autor —Data Regido PEMRED 20 doadores Anu-l—JC\/ Confirmatdrio Caracteristicas do doador Genotipos
estudo . . (prevaléncia)
investigados
Reiche et al, 2003 PR - Brasil 1994 4 2001 80.284 451 (0,56%) - - -
valente; Covas; | qp pragil | 1996 2 2001 25.891 1,2% 0,3% entre 123 avaliados Entre 46-60 anos; Homens .
Passos, 2005 doadores de 12 vez
Goneahesetal | Go-Brasil | 200222003 41.033 172 (0,42%) . .
Silva, 2008 AM -Brasil | 200542007 82.851 306 (0,37%) 0,15% PCR+ e anti-HCy+ | '2de entre SLanos; doadoresde 4 qoigo 3
Benitez;
Rodriguez- Venezuela 2001 42002 715.393 3.854 (0,54%) Western Blot - -
Morales, 2008
5/1000
Schmunis et al, . 1993 12.708 2,8/1000
2008 Bolivia 2001 5.588 8.9/1000 - - -
2002 5.353 S
Doag0es
Garcia et al, . 5 0 a
2008/2011 MG - Brasil 1992 a 2005 171.027 561 (0,3%) 34 amostras PCR+ Doadores homens de 12 vez -

; . 08/2008 a 0 0,18% PCR + entre 46 anti- Homens, doadores de 12 vez e :
Lima, 2010 AM - Brasil 07/2010 43.270 120 (0,28%) HCV+ solteiros 1 seguido 3
P 304 (0,13%) RNA HCV . ) .

Oliveira-Filhoet | 7 pragii | 2004 22006 242.726 1.112 (0,4%) detectavel entre 1.112 anti- | Homens com idade entre 30-49 1 1 seguido do

al, 2010 anos 3

HCV+
Ramos, Ferraz, PR - Brasil 2008 5082 11 (2,97%) - - ;
2010
Josahkian et al, . X 0 29 amostras RIBA+ entre 62 Homens acima de 30 anos e
2010 MG - Brasil 1995 4 2008 218.871 814 (0,4%) anti-HCV+ casados.
Barroso; Brito . X Entre 18-45 anos; doadores
Junior, 2012 PA - Brasil 2005 a 2009 11.451 51 (0,44%) - homens e de 12 vez. -
24 (0,21%) entre
Costa, 2012 MA - Brasil 2005 a 2010 61.581 11.190 doacbes - Doadores homens e casados -

inaptas
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Ocorréncia maior em homens e de

. . 0 . .
Bedoya et al, 2012 Colombia 2007 a4 2010 65.535 0,6% NAT indetectavel doaces voluntarias

. Séo Paulo / Belo
Almeida-Neto et Horizonte / 2007 307.354 191/ 109'000 RIBA Entre 55 anos -

al, 2013 - . no total doacBes
Recife — Brasil
. 53 (24,54%) amostras com .
Flichman et al, . . 0,721% em 2004 . Homens acima de 50 anos de
2014 Argentina 2004 a 2011 2.595.852 0.460% em 2011 RNA detegtavel entre 216 idade.
anti-HCV+

Bedoya; Marquez; Colombia 2007 42010 65.535 0,6% NAT indetectavel Ocorréncia maior em homens e de

Avrias, 2012

doagdes voluntarias
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De acordo o Sistema de Gerenciamento Hemovida (dados ndo publicados) a prevaléncia
de anti-HCV em doadores de sangue no Estado de Roraima entre 2009 e 2013 foi estimada em
0,87%. Até a presente data ainda ndo ha estudos que relacionem testes de triagem com testes
confirmatorios para avaliar uma possivel prevaléncia super estimada deste marcador na regido

de Roraima.

Tabela 2 - Soroprevaléncia do marcador anti-HCV em doadores de sangue do Estado de Roraima,

entre 2009 a 2013.
N° de casos
Ano Netotalde i Hev %
doacdes o
positivo

2009 10182 82 0,81
2010 11024 160 1,45
2011 10698 86 0,80
2012 11982 120 1,00
2013 12424 42 0,34

Total 56310 490 0,87

Fonte: Sistema Hemovida, Hemoraima 2014 (dados ndo publicados).

1.4 VIAS DE TRANSMISSAO DO HCV

A principal via de transmissdo do HCV ¢ a parenteral, o que confere aos usuérios de
drogas, risco aumentado de adquirir a infeccdo causada por esse virus, devido ao
compartilhamento de equipamentos para uso de drogas e a adogcdo de praticas sexuais
desprotegidas. Estima-se que nesse grupo de risco as prevaléncias da infec¢do pelo HCV variam
entre 5,8-36,2% (LOPES et al., 2009; HAN et al., 2010; MARTINS; NARCISO-SCHIAVON;
SCHIAVON, 2011; CEPEDA et al., 2013).

Transmissdo vertical é a principal via de infeccdo pelo HCV na infancia. O risco
aumenta entre mulheres que apresentam carga viral elevada no momento do parto e exposicdo
ao sangue materno infectado. Terapias com antivirais sao contra indicados durante a gravidez,
entretanto a realizacdo da triagem do HCV no pré-natal auxilia no emprego de outras
intervencdes durante o parto ou periodo perinatal reduzindo o risco de infecgédo para a crianca
(COTTRELL etal., 2013).

Nos ultimos anos a possibilidade da transmisséo intrafamiliar vem sendo reportada com
maior intensidade. Estudos demonstram que o compartilhamento de itens de higiene pessoal,
como escova de dentes e aparelho de barbear, podem ser relevantes para a transmissdo da

infeccdo, assim como o risco da transmissdo sexual o qual também ndo deve ser subestimado
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pois hé descricdo do HCV presente em sémen de individuos infectados podendo ser transmitido
pela exposicdo ano-genital a fluidos infecciosos (CIORLIA; ZANETTA, 2007,
CAVALHEIRO et al., 2008; CAVALHEIRO et al., 2009; CAVALHEIRO et al, 2010).

A taxa de transmissdo do HCV entre profissionais de saude, ap6s exposic¢ao ocupacional
tem sido reportada entre 0-10% e os fatores de maior risco que foram associados variam entre
idade dos profissionais, tempo de servico e transfusao de sangue e carga viral do hospedeiro. A
transmissdo ocorre por acidentes com objetos perfurocortantes contaminados e exposicao das
mucosas (olhos, boca, nariz, ou pele lesada) (MARCONI et al., 2010).

A transmissdo do HCV em unidades de hemodidlise, especificamente no Brasil varia
em torno de 9,1% a 52% utilizando anti-HCV como referéncia. Em um estudo realizado em
Minas Gerais, foi observado prevaléncia de 14,8% do anti-HCV naqueles que necessitam de
hemodialise, destes 10,6% foram considerados portadores cronicos apds pesquisa qualitativa
do RNA-HCV (LEAO; PACE; CHEBELI, 2010) e na cidade de Manaus foi encontrada
soroprevaléncia de 13,9% em pacientes em hemodialise (MAIA et al., 2009).

Pacientes alcoolistas foram investigados e apresentaram prevaléncia de 15% para anti-
HCV e no confirmatério a prevaléncia caiu para 10,5%, sendo que o uso de drogas injetaveis
foi um dos fatores de risco para a infeccéo pelo HCV (GALPERIM et al., 2006).

O virus da hepatite C transmitido por transfusdo pode ser encontrado principalmente no
sangue total, concentrado de hemacias, plaquetas, plasma e nos concentrados de fatores de
coagulacdo (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005; OLIVEIRA et al., 2012).

O panorama mundial a respeito das infeccbes transmissiveis pelo sangue, somado a
crescente necessidade de hemocomponentes, limita ao maximo a possibilidade de transmissao
via transfusional, ainda que algumas infeccdes possam apresentar-se em pessoas aparentemente
sadias e assintomaticas. Em virtude disto, diversos 6rgdos de satde tem implementado medidas
destinadas a fornecer produtos sanguineos com qualidade e seguranca (BEDOYA;
MARQUEZ; ARIAS, 2012)

No Brasil, foi observado em 2010 que a maior propor¢do da infeccdo pelo HCV esta
relacionado ao o uso de drogas (27,4%), seguido de transfusdo (26,9%), contato sexual (18,5%),
acidente de trabalho (1,2%), contato domiciliar (1,1%), hemodialise (0,9%), transmissao
vertical (0,3%), entre outros (23,7%) (BRASIL, 2012).

1.5 TESTES DE DETECCAO PARA HEPATITE C
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A presenca da infecgdo pelo HCV pode ser determinada por meio de testes sorologicos
pela deteccdo do anticorpo contra o HCV ou deteccdo combinada do antigeno e anticorpo e
técnicas de biologia molecular que detectam 0 RNA do HCV.

Dependendo da carga viral, o HCV circula no sangue em baixa concentragdo. A
detec¢do de anticorpos contra antigenos especificos do HCV é a maneira mais frequentemente
empregada para identificar a infeccdo, presente ou passada. Para isso, sdo utilizados testes de
rastreamento, que apresentam alta sensibilidade, e testes suplementares, também denominados
confirmatérios, com maior especificidade (BRANDAO et al., 2001; BRASIL, 2008).

Para confirmacéo do diagndstico, o Ministério da Saude preconiza resultado anti-HCV
positivo e RNA-HCYV positivo (Figura 7). Os testes de funcao hepatica, especialmente os niveis
séricos da ALT/TGP e AST/TGO, apesar de serem indicadores sensiveis do dano do
parénquima hepatico, ndo sdo especificos para hepatites. Na pratica, os testes de biologia
molecular sdo utilizados para: diagnostico inicial; avaliacdo da resposta ao tratamento,
diagnostico de acidente ocupacional, de transmissdo vertical do virus C em imunossuprimidos
(BRASIL, 2008).
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Fonte: Hepatites Virais: o Brasil estad Atento. Ministério da Salde, 2008.
Figura 7 - Fluxograma laboratorial do diagnéstico da hepatite C.




39

Em 1989 foi desenvolvido o primeiro teste de detec¢do de anti-HCV denominado de
ELISA (ensaio por imunoabsorvancia ligado a enzima) (KUO et al., 1989). Teste de baixo
custo, podendo ser parcialmente ou totalmente automatizado além de ser amplamente
distribuido. Foi muito utilizado como teste de triagem em doadores de sangue e como prova
inicial para o diagnostico da infeccdo pelo HCV em pessoas com fatores de risco ou
manifestacdes clinicas da doenca hepatica (CONTRERAS et al., 2011).

Atualmente ja foram desenvolvidos testes ELISA para detec¢do do anti-HCV de 12, 28,
3% e 42 geragdo. O ELISA 12 geracdo (ndo mais utilizados na pratica clinica) tinha como alvo
somente um antigeno, o polipeptideo c100-3 com sensibilidade de 80% para aqueles que
estavam verdadeiramente infectados, entretanto apresentava cerca de 50 a 70% de falso-
positivo em individuos que ndo eram portadores da infeccao, refletindo na triagem de doadores
de sangue (BRANDAO et al., 2001).

O teste ELISA 22 geracdo surgiu em 1992 onde foram incorporadas duas proteinas
recombinantes do HCV: c22-3 (regido estrutural ou core) e ¢33-c (regido nao estrutural NS3).
Houve uma fusdo da proteina ¢33-c com o antigeno ¢100-3 para formar a proteina c200
(ALTER, 1992). Em grupos de baixo risco como em doadores de sangue, as vantagens foram
0 aumento da sensibilidade e especificidade reduzindo a taxa de falso-positivos para 40-50%;
em grupos de alto risco de infeccdo ou com historia de exposicdo ao HCV foi possivel
identificar 95% dos pacientes infectados; sendo que a houve uma reducéo da janela imunoldgica
de 16 semanas para 10 semanas (GRETH, 1997).

O teste ELISA de 32 geracao aprovado em 1996, foi considerado ideal para a triagem
em doadores de sangue quando comparado aos testes ELISA anteriores. Ao ensaio foi incluido
antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos para captura de anticorpos e adicionado o
antigeno da regido NS5. A principal vantagem foi a diminuicdo da janela imunoldgica para 7 a
8 semanas como também o aumento da sensibilidade para triagem em doadores de sangue, bem
como para hepatopatas infectados pelo HCV (GRETH, 1997). Sendo que estas vantagens
deveram-se a nova configuracdo dos antigenos ja presentes no ELISA 22 geracdo e ndo a
presenca do antigeno NS5 (BARRERA et al., 1995).

ELISA 42 geracéo foi desenvolvido para deteccdo simultanea do anti-HCV e o antigeno
do Core (LAPERCHE et al., 2005). Apresenta como principal vantagem sua realiza¢cdo mais
simples, com diminuicdo de custos e a possibilidade de substituir a complexa determinacéo do
RNA-HCV em bancos de sangue. Estudos mostraram uma deteccdo precoce do antigeno na
hepatite C aguda, como um marcador direto de replicacéo viral na fase cronica da infeccdo, e

também uma correlagdo significativa entre seus niveis e aqueles do RNA-HCV nas hepatites
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crbnicas e durante o seu tratamento (BUTI et al., 2003; ROSS et al., 2010; POZZOBON,;
BECK; CECCIM, 2011).

Em bancos de sangue, o teste ELISA de 42 geracdo apresentou um bom desempenho
quando comparado com ELISA 32 geragdo, pois além da concordancia com o de 32 geragdo para
os resultados reagentes e ndo-reagentes, reduziu o numero de indeterminados, sugerindo uma
maior especificidade. O que diminui a necessidade de repeticdo dos testes e o descarte
desnecessario de bolsas de sangue, apresentando uma O&tima relacdo custo-beneficio
(POZZOBON; BECK; CECCIM, 2011). Além disso, o ensaio apresentou sensibilidades
préoximo ao de NAT, com diferencas médias de deteccdo de 1 a 2 dias no periodo de janela
imunoldégica (COUROUCE et al., 2000; CHAKRAVARTI et al., 2013)

Os testes ELISA possuem algumas dificuldades para detectar todas as pessoas
infectadas com HCV, visto que ha diversos fabricantes para produzir os antigenos que refletem
nos resultados que podem variar principalmente em grupos de baixo risco. Levando em
consideracdo que além do teste ELISA que detectam o anti-HCV, existe os testes de
quimioluminescéncia (CMIA) e Imunoensaio Enzimatico por Microparticulas (MEIA), que
utilizam os mesmos antigenos utilizados na metodologia de ELISA e que usualmente
empregados em bancos de sangue (KESLI et al., 2009; PEREIRA; BERTOLLO; ZARIFE,
2010).

Entre as desvantagens para a deteccéo de anti-HCV, resultados falso-positivos sdo mais
provaveis em populacdes cuja prevaléncia de hepatite C é baixa como nos doadores de sangue,
ou ainda em reacBGes cruzadas com outros antigenos virais ou desordens imunoldgicas.
Resultados falso-negativos sdo observados em pacientes imunossuprimidos ou
imunocomprometidos podem ndo ser capazes de montar uma resposta imunoldgica
sorologicamente detectavel. Outra limitacdo deste teste € um nimero significativo de resultados
dados como indeterminados, em alguns grupos avaliados chegando a 13% utilizando teste
ELISA 32 geracdo (POZZOBON; BECK; CECCIM, 2011).

Devido a baixa especificidade dos testes ELISA, foi necessario o desenvolvimento de
testes suplementares para confirmacdo diagndstica daqueles individuos que apresentavam
resultados positivos nos testes ELISA. Entretanto, foi verificado que um resultado positivo
mesmo em um teste suplementar, nem sempre era indicativo de infeccdo, pois havia pacientes
que se recuperaram da infeccdo permanecendo com anti-HCV positivo durante anos (LOK;
GUNARATNAM, 1997; BRANDAO et al., 2001; SOUTO et al., 2002).

O teste suplementar que foi bastante utilizado em bancos de sangue foi o Ensaio

Immunoblot Recombinante (RIBA) que atualmente ndo é mais utilizado devido a presenca de
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resultados indeterminados. Posteriormente, foram realizados estudos comparando os resultados
dos testes RIBA com a técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) onde foi verificado
que pacientes imunossuprimidos com infeccdo pelo HCV tinham maior probabilidade de
apresentarem resultados indeterminados nos testes RIBA, sendo que em doadores de sangue
apenas cerca de 50% daqueles com RIBA positivo, tiveram confirmacdo diagnostica da
infeccdo (DAMEN et al., 1995; PAWLOTSKY et al., 1996).

Devido as limitacdes dos testes sorologicos, as técnicas de biologia molecular para a
deteccdo direta do RNA viral, embora menos acessiveis, mais complexas e onerosas, tornaram-
se uma ferramenta essencial no diagnostico da infec¢do pelo HCV. Suas vantagens incluem a
possibilidade do diagnostico precoce na infec¢do viral aguda, diagnostico da infeccdo em
pacientes incapazes de montar uma resposta sorolégica e confirmacdo da infeccdo ativa em
situacBes que apresentaram resultado indeterminado (POZZOBON; BECK; CECCIM, 2011).

Os testes moleculares podem ser divididos em testes de deteccdo qualitativa e
quantitativa do RNA viral. Os testes de detec¢do qualitativa informam a presenca ou ndo do
RNA viral (resultados detectavel e ndo detectavel), por exemplo, RT-PCR (reacdo em cadeia
da polimerase com a enzima de transcriptase reversa) que catalisa a sintese do DNA
complementar (cDNA) a partir da regido 5’NCR do RNA viral, PCR em tempo real, e a
Amplificacdo mediada pela transcriptase reversa (TMA) (BRANDAO et al., 2001).

Em bancos de sangue foi preconizado o uso da metodologia NAT (teste de detec¢éo de
acidos nucléicos), deteccao qualitativa do HCV. No Brasil, a partir da portaria n° 262/2002 do
Ministério da Salde, o teste NAT passou a ser recomendado para todos os doadores de sangue.
Desde entdo vem sendo desenvolvido por Bio-Manguinhos/Fiocruz a plataforma NAT, com kit
fabricado no préprio pais, para deteccdo do RNA viral dos virus HIV e HCV (BRASIL, 2007).

O teste de amplificacdo de acidos nucléicos (NAT) é uma tecnologia desenvolvida para
a deteccdo do RNA e DNA de agentes infecciosos virais, tais como o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e da hepatite C (HCV), em doadores de sangue destinado a transfusdo. O teste
NAT utiliza a técnica de biologia molecular chamada PCR (Polimerase Chain Reaction -
Reacdo em Cadeia da Polimerase) para amplificar e detectar o RNA (&cido ribonucléico) viral
presente no plasma do individuo infectado, sendo assim mais sensivel que o teste sorologico,
visto que pequenos niveis de RNA viral podem ser detectados logo no inicio da infecgéo. Essa
técnica apresenta reducdo da janela imunoldgica de deteccdo para 10-12 e 10 dias para HIV e
HCV, respectivamente (DOGBE; ARTHUR, 2015).

Atualmente existe a obrigatoriedade para realizacdo de duas metodologias soroldgicas
de testes para o virus HIV e para o virus HCV (Portaria n® 2712/2013; ANVISA, RDC n° 34
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/2014), um para deteccdo do anticorpo e/ou antigeno e outro para deteccdo da particula viral

denominado deteccédo de acidos nucléicos (NAT).

1.5.1 GENOTIPAGEM DO HCV

A genotipagem do HCV é util para estudos epidemioldgicos e para o direcionamento da
terapia antiviral, pois fornece informacGes sobre a probabilidade de resposta como determina a
duracgéo da terapia e dosagens de antivirais (BRASIL, 2008).

O genotipo de HCV pode ser determinado por detecgdo de anticorpos contra epitopos
especificos do gendtipo do HCV (método soroldgico), utilizando ELISA competitivo. Um dos
ensaios atualmente disponivel (Murex HCV serotipagem 1-6 HC02, Abbott Laboratories) pode
identificar os seis gendtipos de HCV (1-6) mas ndo subtipos, proporciona resultados
interpretaveis em cerca de 90% em pacientes cronicamente infectados (PAWLOTSKY et al,
1997; LI; LO, 2015).

O método molecular para genotipagem do HCV ¢é o sequenciamento direto das regides
do genoma NS5B ou E1 e posterior analise filogenética, entretanto esse método restringe-se a
centros de referéncias e pesquisa e sdo Uteis na discriminacdo dos subtipos dos genotipos HCV
(MURPHY et al., 2007; LI; LO, 2015).

Os métodos comerciais produzidos para de identificacdo dos gendtipos sao Linear Array
HCV Genotyping Test (Roche Molecular Systems) e tem como alvo a regido 5’'NCR. Ensaios
que visam outras regides para além da 5’'NCR foram recentemente desenvolvidos para melhor
discriminacdo entre os subtipos 1a e 1b. O ensaio Versant HCV genotype 2.0 assay (Siemens)
é baseado na hibridizacdo reversa e tem como alvo regides 5’NCR e Core para discriminagéo
entre os gendtipos de 1 a 6 (MURPHY et al., 2007; VERBEEK et al., 2008). Ja o ensaio Abbott
Real Time HCV Genotype 11 (Abbott Molecular) tem como alvo as regides 5’NCR e NS5B do
genoma, baseado na técnica RT-PCR em tempo real utilizando sondas marcadas especificas
dos gendtipos/subtipos que minimiza a contaminacdo com produtos amplificados
(CHEVALIEZ et al., 2009; SHINOL; GALE; KAN, 2012).

1.6 RISCO TRANSFUSIONAL



43

A transfusdo sanguinea é um método terapéutico universalmente aceito e
comprovadamente eficaz, principalmente se bem indicada, entretanto, pode levar a reacGes
adversas (reacdes transfusionais). A reacdo transfusional pode ser definida como um efeito ou
resposta indesejavel observado em uma pessoa, associado temporalmente com a administracéo
de sangue ou hemocomponente. Entre os diversos tipos de reagdes transfusionais (reacdo
alérgica, reacdo febril ndo hemolitica, lesdo pulmonar aguda, entre outras), a transmissao de
doenca infecciosa pela transfusdo € caracterizada pela reacéo adversa tardia de maior risco para
0 receptor de sangue (BRASIL, 2015).

Com a caracterizacdo do virus da hepatite C e com o desenvolvimento do teste
sorologico especifico para a pesquisa do anti-HCV foi possivel a deteccdo nos bancos de
sangue, os doadores possivelmente transmissores da Hepatite C (KUO et al., 1989; ALTER et
al., 1989; GONCALES JUNIOR et al., 1993). Certamente houve impacto positivo na prevencao
da transmisséo do HCV aos receptores de sangue.

Mesmo com a implantacdo do teste de deteccao do anti-HCV em bancos de sangue ainda
pode-se identificar o HCV transmissivel pela transfuséo pela ndo deteccéo do anticorpo durante
a triagem soroldgica, evidenciando que mesmo com a triagem clinica e o teste de deteccdo do
anticorpo somados a testes suplementares facultados aos servi¢cos de hemoterapia, ndo eram
suficientes para excluir a possibilidade de transmissdo do HCV.

A triagem clinica e os questionamentos durante a pré-doacdo mostrou ser pouco
eficiente para 0 HCV porque cerca de 50% dos doadores anti-HCV positivos ndo apresentam
qualquer um dos fatores de risco classicos como: uso de droga endovenosa e histérico de
transfusdo. Portanto, ndo exclui a possibilidade de transmissdo de agentes infecciosos.
Entretanto, apesar do rigor da mesma, observa-se em doadores com sorologia reagente a
possibilidade de serem acometidos por doenca crbnica e assintomatica, dificultando a sua
exclusdo na fase de triagem clinica, além disso vale ressaltar a possibilidade da omissdo de
informacBes consideradas intimas, como multiplos parceiros (CAZARRONE; BRITO;
GOMES, 2004; HAMERSCHLAK; SARAIVA, 2014).

Em 2013 a portaria n® 2712 de 12 de novembro de 2013, determinou a realizagéo do
teste de deteccdo de acidos nucléicos (NAT) para HIV e HCV no Brasil (BRASIL, 2013). A
decisdo de implementar técnica NAT em bancos de sangue foi baseada na sua capacidade de
identificar doadores infectados pelo HIV e HCV no inicio do periodo de janela imunoldgica,
antes da soroconversdo, e a experiéncia dos fabricantes de derivados do plasma mostrando a
praticidade da abordagem para o processamento em pool de amostras (STRAMER et al., 2004).

O conjunto de testes preconizados pela legislagéo, torna o sangue altamente seguro, mas

ainda assim, observa-se um pequeno numero de casos detectaveis que decorrem, em sua
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maioria, de doacgdes realizadas no periodo de janela imunolégica (HARMESCHLAK;
SARAIVA, 2014). O NAT tornou-se uma importante ferramenta na pesquisa pelo HCV, por
detectar a presenca do virus circulante e nfo a resposta do anticorpo para o virus. E um teste de
alta sensibilidade e totalmente independente por confirmar infeccdes em sorologia de casos
indeterminados. A necessidade de incorporacdo do NAT nos bancos de sangue é devida a sua
habilidade de reduzir o periodo de janela imunoldgica entre a infeccdo e a descoberta
(STRAMER et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2012).

Apesar da técnica indicar aumento de seguranga no uso de derivados de sangue, ha
registro de transmissdo do HCV através da transfuséo de concentrado de plaquetas feito a partir
de sangue com teste de amplificacdo negativo (OLIVEIRA et al., 2012).

A evolucdo de testes de triagem em bancos de sangue, somado ao rigor da triagem
clinica e epidemioldgica levaram a redugdo significativa do risco transfusional, pela
transmisséo de agentes infecciosos, tdo baixo que costuma ser denominando de risco residual,
calculado por métodos matematicos (LOPES; PROIETT, 2008; HAMERSCHLAK;
SARAIVA, 2014).

No Brasil, a prevaléncia estimada de doadores NAT HCV positivos é de 0,2% e o risco
transfusional sem NAT foi estimando em 1:200.000 (DE ALMEIDA-NETO et al., 2013).
Estima-se que no Brasil a incidéncia de hepatite C pos-transfusional seja de 0,002% e que o
risco residual seja de 3,7 para cada milhdo de transfusdes, quando se utilizam testes de anti-
HCV na triagem soroldgica de doadores de sangue (HAMERSCHLAK; SARAIVA, 2014).

Incidéncia do HCV foi de 3,11 por 100.000 pessoas-ano, e o risco residual de infeccdes
por HCV durante fase de janela imunolégica foi estimado em 5,0 por milhdo de unidades
transfundidas (DE ALMEIDA-NETO et al., 2013)

Um estudo realizado em Santa Catarina no entre 2007 e 2013, verificou que
soroprevaléncia do HCV aumentou 1,22-1,35 por 1.000 doadores, a incidéncia caiu 0,12-0,06
por 1.000 doadores/ano, e o risco residual diminuiu mais de 3 vezes apds a implementacdo NAT
resultando na eficiéncia da técnica em diminuir o risco de transmissao deste virus (KUPEK;
PETRY, 2014).

Nos Estados Unidos, apds a introducdo do teste NAT na triagem de doadores de sangue,
o risco residual do HCV passou a ser de 0,87% por milh&o de transfusdes (ZOU et al., 2010).
A transmissdo do HCV pela via transfusional antes da implantacdo do NAT, foi estimado em
1:103.000 unidades e, na préatica estima-se 1:250.000 (STRAMER et al., 2004).

A adocdo de critérios rigorosos na selecdo de doadores, a elevada sensibilidade da
triagem soroldgica e os processos de inativagao viral utilizados na produgdo de hemoderivados

levaram a reducdo do numero de casos novos de HCV (GAZE et al., 2006).
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1.7 HISTORIA NATURAL

A determinacdo da historia natural da hepatite C é de dificil avaliacdo devido a escassez
de estudo prospectivos, frequente imprecisao dos dados sobre a época da contaminagao, curso
longo e assintomatico da doenca (OLIVEIRA et al., 2012).

Ap0s a exposic¢do do individuo ao HCV, a viremia pode ser observada pela primeira vez
entre 1-2 semanas apos a transmissdo. A resposta imune adaptativa para a infec¢do é ativada sé
mais tarde, e as elevagdes dos niveis séricos de alanina transaminase podem ou ndo serem
observados entre 2-8 semanas apos o inicio da infeccdo, normalmente acompanhada por uma
reducdo na carga viral. Depuragdo viral ocorre em aproximadamente 30% dos individuos
infectados. Nos restantes 70% da populagéo infectada, o sistema imune ndo consegue eliminar
0 virus e uma infeccdo cronica persistente é estabelecida. Na fase crbnica, a eliminacédo
espontanea do HCV é um evento raro. A infeccdo cronica pelo HCV, quando ndo tratada e
persistente, no decorrer do tempo pode levar a patologia do figado, incluindo a fibrose, cirrose
e carcinoma hepatocelular (FREEMAN et al., 2001).

Estima-se que ao longo de 20-40 anos de 20-30% dos pacientes com hepatite C cronica
evoluem para cirrose hepatica. Entre os pacientes com cirrose e hepatite C ativa de 2-5% por
ano desenvolvem carcinoma hepatocelular. O estagio final da cirrose hepatica associada a
infeccdo crénica de HCV é a principal causa de transplante de figado nos paises desenvolvidos
(MAKOWSKA; HEIM, 2012).

1.8 RESPOSTA IMUNE CONTRA O HCV

1.8.1 RESPOSTA IMUNE INATA

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra particulas virais do HCV e
reconhece 0 HCV como particula ndo propria do sistema imune para induzir defesas antivirais
locais na célula hepatica e no tecido infectado, recrutando e modulando as a¢des celulares do
sistema imunoldgico a resposta imunitaria adaptativa. A imunidade inata é portanto essencial
para o controle da evolucdo da infeccdo pelo HCV (TERILLI; COX, 2013).
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Contudo, a maioria dos individuos infectados ndo conseguem desenvolver uma resposta
inata eficiente que elimine a infeccdo evoluindo para a uma infeccdo cronica pelos diversos
mecanismos de escape que regulam a imunidade inata (HORNER; GALE JR, 2013).

Os componentes celulares da imunidade inata, incluindo células residentes e células
infiltradas (tais como os hepatdcitos, células de Kupffer, células dendriticas plasmacitdide
(PDCs), celulas natural killer (NK) e as outras células do sistema imunologico), contribuem
para a capacidade de resolucdo da infeccdo pelo HCV, entretanto, cera de 70-80% dos casos de
infecc@o aguda evoluem para cronicidade (SEEFF, 2009; REHERMANN, 2013).

Os receptores citosdlicos RIG-1 (gene indutivel por &cido retindico I) e 0 MDAS (gene
de melanoma associado a diferenciacdo 5) sdo receptores que detectam virus de RNA. A
interacdo RIG-1 promove ativacdo de moléculas efetoras como o fator de resposta ao interferon
3 (IFR3) e do fator nuclear kB (NF-kB) e uma variedade de citocinas pro inflamatorias (LOO;
GALE, 2011).

Receptores Toll-like (TLRs) medeiam deteccdo do virus dentro de compartimentos
endossomais para sinalizar defesas inatas. Os hepatdcitos podem expressar diversos receptores
TLRs ( TRL1 a TLR10) (SATO etal., 2007; HOWELL et al., 2013). O quadro abaixo (Quadro
2) relaciona resumidamente cada TRL, sua estimulagéo e efeitos:

Quadro 2 - Relagdo dos TLRs durante a infeccdo pelo HCV.
Tipos celulares

TLR Ativacéo . Efeitos / Produgéo
envolvidos
TLR? Core e proteinas nao Células sanguineas Producéo de TNF-a, IL-6, IL-8
estruturais (NS3) mononucleares

Core e proteinas ndo Mondcitos - durante Regulam a replicagdo do HCV

TLR3 estruturais (NS3); . N . ) x
genoma RNA infeccéo cronica no figado; producéo de IFN-[3.
TLR4 Proteina NS5A Celula}s _B e Producdo de TNF-a, IL-6, IFN-
hepatdcitos B.
Células dendriticas
plasmocitoides, Lo s LR
TLR7/8/9 Genoma RNA Células NK, Ativagdo de IFR7 e NF-kB;
. producéo de IFN-q.
hepatocitos,
monacitos.

Fonte: HOWELL et al., 2013 (adaptado).

A ativacdo desses receptores dirige as respostas antivirais e pro-inflamatorias inatas que
limitam a replicagdo do virus, como também servem para recrutar células imunitarias

adaptativas e melhorar as suas a¢des efetoras no sitio da infeccdo (HORNER; GALE, 2013).
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Mesmo tendo a capacidade de ativar receptores TLRs desempenhando importante papel
na resposta imune, o HCV criou diversos mecanismos de escape a ativacdo dessas vias
prejudicando a sinalizagdo dos TLRs (SATO et al., 2007).

O sistema complemento tem papel importante durante a infeccédo pelo HCV. A via das
lectinas é desencadeada por uma proteina plasmatica chamada lectina ligante de manose
(MBL). Apo6s a ligacdao da MBL ao microrganismo ha ativacdo de MASP-1 (serina protease
associada a lectina ligante de manana) e MASP-2 para iniciagdo das etapas posteriores da
cascata. Na via das lectinas, foi observado que a proteina MASP-1 ativada no sangue periférico
pode ser responsdvel pela gravidade da fibrose nos hepatocitos sugerindo papel pro-
inflamatdrio durante a infeccdo, entretanto isso ainda ndo foi observado em outras patologias
(SAEED et al., 2013).

A ativacdo de células natural killer (NK) induz a producdo de IFN-y e sua atividade
citotoxica elimina hepatdcitos infectados. Tem-se descrito que a capacidade de morte de células
NK pode ser controlada por fatores genéticos do hospedeiro, como o tipo de alelo dos receptores
KIR (KIR2DL3) e HLA, dessa forma conseguem resolver a infecgdo espontaneamente ou
atingir tratamento eficaz (ZEROMSKI et al., 2011).

Com relacéo aos IFN, estes s&o citocinas determinantes para induzir estado antiviral das
células e ativacdo de outros componentes celulares (RAUCH et al., 2010). Na resposta imune
inata contra 0 HCV os fatores genéticos, tais como os polimorfismos de interferon (IFN3,
também conhecido como IL28B) , podem influenciar tanto na evolugdo da infec¢do quanto na
resposta a terapia anti-viral (HEIM, 2013a).

Moléculas pré-inflamatorias importantes incluem TNF-a, galectina-9, um regulador de
vias inflamatorias presente no figado, e interleucina-18 (IL-18), que é produzida principalmente
por macrdfagos e pode ser a primeira a ser observado durante a resposta imune contra o virus
(CHATTERGOON et al., 2011).

1.8.2 RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

O aparecimento da resposta imune adaptativa durante infeccdo pelo HCV se d& pelo
desenvolvimento das células T e estimulos dos linfocitos B, com a produgéo de anticorpos. Os
anticorpos produzidos contra epitopos das proteinas estruturais e nao estruturais do HCV nao

possuem atividade antiviral para bloquear a infecgéo, eles apenas as neutralizam, assim somente
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uma pequena fracao deles consegue inibir a entrada do virus na célula (THIMME ROBERT et
al., 2008).

Durante a infecgdo crbnica, os anticorpos neutralizantes especificos de HCV podem ser
detectados na maior parte dos pacientes. Entretanto, a evolucdo de quasispécies virais podem
levar ao escape dos anticorpos neutralizantes, as interac6es das glicoproteinas do HCV com a
lipoproteina de alta densidade (HDL) e o receptor scavenger (SR-B1) podem facilitar a entrada
viral e proteger contra anticorpos neutralizantes (VON HAHN et al., 2007).

N&o se conhece totalmente sobre o desenvolvimento de células B no percurso da
infecgdo. Entretanto, recentemente, a funcdo e o desenvolvimento de células B alterados tém
sido implicados em perturbacbes extra hepéticas associadas com o HCV na tentativa de
restabelecer a homeostasia. O disturbio mais comum ¢é crioglobulinemia (CM) (HOLZ et al.,
2012).

Na infeccdo pelo HCV, a resposta das células T CD8" e TCD4" aparecem tardiamente
(apds 5-12 semanas), sugerindo um mecanismo do organismo para nao promover a destrui¢ao
do tecido hepatico. No entanto, apds a ativacdo destas células, elas se apresentam de forma
eficaz durante a infecgdo (TERILLI; COX, 2013).

A deteccédo de células TCD4" funcionais especificas para o0 HCV durante a infec¢do
aguda pode estar associada ao clearence viral sugerindo manutencdo do controle viral. Com
relacdo ao desenvolvimento de resposta de células TCD8™ ha evidéncias de que ha uma relagdo
entre a deteccdo de células TCD8" e a depuragdo viral, sugerindo controle da viremia, sendo
que o repertorio de células TCD8 * é desenvolvido no inicio da infeccdo aguda e requer
atividade simultanea de células TCD4* para manter a resposta (NEUMANN-HAEFELIN;
THIMME, 2011). Todavia, existem estudos que relatam fortes associa¢fes que ligam alelos
HLA de protecéo (Classe | B27, B57, A3 e Classe 11 DQB1*0301) com eliminag&o espontanea
da infeccdo (DAZERT et al., 2009; KUNIHOLM et al., 2010).

Por conseguinte, a resposta inflamatoria é acompanhada por deposicdo limitada de
matriz extracelular no parénquima do figado, a capacidade de regeneracdo das células do
parénquima é prejudicada e os hepatdcitos mortos sdo substituidos por uma acumulacdo
abundante da matriz extracelular, segregada principalmente pelas células estreladas hepéticas
ativadas. Seguindo a progressao da doenca, as fibras de coldgeno véo progressivamente evoluir
para fibrose em ponte, levando finalmente a cirrose. A cirrose esta definida histologicamente
como processo caracterizado por fibrose e a conversdo da arquitetura normal do figado em
estruturalmente anormal (BATALLER et al., 2004; BERARDIS et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Tracar o perfil epidemioldgico e as caracteristicas moleculares da infeccdo pelo virus da

hepatite C (HCV) em candidatos a doacéo de sangue do Hemocentro de Roraima.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descrever o perfil epidemioldgico dos candidatos a doagdo de sangue que apresentaram
resultado reativo ou indeterminado para o teste de triagem soroldgica para o virus da
Hepatite C (anti-HCV) no Hemocentro de Roraima (HEMORAIMA);

2. Descrever possiveis fatores de risco na populacao estudada;

3. Relatar as diferentes metodologias empregadas e o periodo da realizacdo da triagem da
doacéo de sangue;

4. Relacionar os resultados dos testes de triagem para 0 HCV, na 22 amostra, deteccdo e
quantificacdo de RNA do HCV;

5. Caracterizar o gendtipo viral dos candidatos a doadores de sangue que apresentarem o

RNA do HCV nos testes de acidos nucleicos.
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3 METODOLOGIA

3.1 MODELO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional descritivo e transversal.

3.2 CARACTERISTICA DA AREA DE ESTUDO

O estudo foi conduzido no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Roraima
— HEMORAIMA. O Hemoraima é referéncia no Estado e o Unico centro de doacdo de sangue,
processamento e distribuicdo responsavel pelo abastecimento de hemocomponentes das
unidades de pronto atendimento, hospitais publicos e particulares e outras unidades de salde
que necessitam de hemocomponentes.

O Estado de Roraima (Figura 8 e 9) abrange uma area de 224.301,040 km?, possuindo
450.479 mil habitantes e apresenta 15 municipios (Alto Alegre, Amajari, Bonfim, Cant4, Boa
Vista, Caracarai, Caroebe, Iracema, Mucajai, Normandia, Pacaraima, Roraindpolis, Sdo Jodo
da Baliza, S8o Luiz, Uiramutd). Este estado faz divisa com os paises da Republica Cooperativa
da Guiana, também conhecida como Guiana Inglesa e Republica Bolivariana da Venezuela e
com os Estados do Brasil, 0 Amazonas e o Pard. Tem como capital Boa Vista onde esta
localizado o Hemocentro. Boa Vista representa 63,1% da populacéo total do Estado de Roraima
(IBGE, 2010).



Fonte: CGPTERR / SEPLAN, 2014.

Figura 8 — Representacdo do Estado de Roraima com seus 15 municipios.

Fonte: www.guianet.com

Figura 9 — Representacdo do mapa do Estado de Roraima apresentando regides de
fronteira.
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A cidade de Boa Vista é dividida em Macro Areas de Saude. As macro areas de sadde
abrangem os 54 bairros descritos no municipio e sdo definidas pela Superintendéncia da
Atencdo Basica da Secretaria Municipal de Saude de Boa Vista (Figura 10). A procedéncia dos

doadores foi estabelecida de acordo com a macro area de residéncia.

Boa Vista
Divisdo das Macro Areas dos Servigos de Satude
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Fonte: PMBV / SEPF, JUNHO DE 2014.
Figura 10 — Representag&o das Macro Areas de Salde definidas pelas Secretaria Municipal de Satde de Boa Vista.

Aquilino Mots Dusrte
4 Jd das Copalbas

3.3 POPULACAO DE ESTUDO E CRITERIOS DE SELECAO

No Hemoraima sdo atendidos anualmente cerca de 11.262 candidatos doadores de
sangue referentes a todo o Estado de Roraima, sendo que a maioria destes é proveniente da
capital de Boa Vista-RR (dados ndo publicados obtidos dos registros de estatistica do

Hemoraima).
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Foram selecionados doadores com sorologia reativa ou indeterminada para o marcador
anti-HCV, cadastrados no setor de coleta do Hemocentro e que retornaram para a consulta
médica no periodo de marco de 2014 a abril de 2015, incluindo aqueles que ndo tinham
comparecido a consulta médica em anos anteriores (2011, 2012 e 2013).

Foram incluidos doadores que apresentaram sorologia reativa ou indeterminada para
anti-HCV na triagem soroldgica da doacdo de sangue, e/ou que apresentaram NAT HCV
detectavel, ambos os sexos, com idade entre 18 e 65 anos, com ou sem outros marcadores
soroldgicos para Hepatite B, HIV, HTLV-1/2, Doengas de Chagas, Malaria, Sifilis. Foram
excluidos os candidatos a doadores de sangue que ndo apresentaram sorologia reativa ou
indeterminada para anti-HCV na triagem da doacéo de sangue.

Os individuos que atendiam os critérios de inclusdo foram convocados pelo setor de 22
Amostra do Hemoraima, para consulta médica, momento no qual o médico solicita a coleta de
nova amostra, como de rotina, para a repeticdo do teste. Neste momento os doadores foram
convidados a participar voluntariamente do estudo e seu consentimento registrado por meio da
assinatura de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) e aplicado um
questionario epidemioldgico (Apéndice B). Foram solicitadas informagdes pessoais e
epidemioldgicas e realizado questionamento sobre possiveis fatores de risco para a infec¢do do
HCV.

Vale ressaltar que alguns doadores ja tinham sido convocados em outro momento, mas

ndo compareceram, portanto foram convocados novamente no periodo do estudo.

3.4 TRIAGEM SOROLOGICA EM DOADORES DE SANGUE NO HEMORAIMA

Como de rotina, os doadores foram submetidos a triagem clinica, 0s quais responderam
a um questionario e foram submetidos a triagem soroldgica. Atualmente, o laboratério de
sorologia do Hemoraima realiza testes de rotina para triagem dos doadores de sangue pelo
método automatizado de quimioluminescéncia do sistema Architect i2000/i2000SR da Abbot
para HIV (HIV Ag/Ab: antigeno p24, anti-HIV | (grupo O e M) e anti-HIV-11), HTLV (anti-
HTLV 1| e Il), Hepatite B (HBsAg, anti-HBc e anti-HBs para 2% amostra), Hepatite C (anti-
HCV), Doenca de Chagas e pelo método manual para Sifilis (VDRL) e Malaria (microscopia).

Os testes de biologia molecular para HIV e HCV s6 foram implementados no meio do
ano de 2013 e estes sdo encaminhados para a cidade de Manaus na Fundagdo Hemoam para

realizacdo da pesquisa de &cidos nucléicos (NAT) de todos os doadores e os resultados foram
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encaminhados por meio de sistema virtual, o GSM-NAT (Gerenciador do Sistema
Multicéntrico NAT).

3.4.1 TESTE DE TRIAGEM PARA A HEPATITE C UTILIZADOS NA SOROLOGIA
NO PERIODO DE 2011 A 2015

Devido a presenca de doadores que tinham realizado doag¢Ges nos anos anteriores e que
foram convocados para o estudo, cabe destacar as ultimas metodologias utilizadas para detec¢do
de anti-HCV.

Trés metodologias foram realizadas no periodo de 2011 a 2015. As amostras foram
testadas por ELISA (ensaio por imunoabsorvéancia ligado a enzima) kit Murex anti-HCV 32
geracdo DiaSorin, MEIA (Imunoensaio Enzimatico por Microparticulas) kit AXSYM HCV 3.0
e CMIA (Quimioluminescéncia) kit Architect Anti-HCV Abbott (dias atuais).

O ensaio de ELISA Murex anti-HCV 3?2 geracdo DiaSorin detecta anticorpos contra
antigeno do HCV (Core, NS3, NS4 e NS5) por imunoabsorvancia ligada a enzima. A reacdo é
positiva quando o valor da absorvancia é igual ou superior ao valor do cut-off.

O ensaio Architect Anti-HCV € um imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia (CMIA) para decteccdo qualitativa de anticorpos contra 0 HCV (Core,
NS3 e NS4) em soro ou plasma humanos. Os imunoensaios quimioluminescentes sdo uma
variacdo do principio do imunoensaio enzimético (EIA). A presenca do anti-HCV no ensaio
emite um sinal quimioluminescente pela ligacdo dos conjugados com acridinio determinando a
positividade ao teste.

O ensaio AXSYM HCV 3.0 é um Imunoensaio Enzimético por Microparticulas (MEIA)
para deteccdo qualitativa do anticorpo especificos contra antigenos de superficie do virus da
hepatite C em soro ou plasma humano (Core, NS3, NS4 e NS5). O ensaio também é uma
variacao do principio EIA. Na reacdo final do MEIA, um anticorpo ligado a uma enzima ativa
sob um substrato para produzir um produto final fluorescente. A fluorescéncia produzida pela
reacao enzimatica é proporcional a quantidade de anticorpos ligados.

Em todos os testes o sistema é automatizado. O resultado é calculado baseado na
relagdo S/CO, que demonstra a relagdo do valor de corte calibrador e o valor da amostra a ser
pesquisada. A reacdo € considerada positiva quando o valor (S/CO) da amostra é igual ou
superior ao cut-off (>1,00). Por medida de seguranga transfusional, o resultado do teste ¢

considerado indeterminado quando a relagdo S/CO é de até 10% abaixo do valor do cut-off.
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Amostras que apresentaram resultado positivo ou indeterminado, por seguranga
transfusional, o hemocomponente € considerado inapropriado para doacdo e posteriormente

descartado.

3.4.2. TESTE DE TRIAGEM DA 22 AMOSTRA PARA HEPATITE C

Os doadores que apresentaram anti-HCV positivo ou indeterminado na triagem foram
convocados para uma consulta médica e na ocasido foi realizada a coleta de uma segunda
amostra. A 22 amostra foi processada no setor de sorologia do Hemoraima pela metodologia
anti-HCV CMIA e, dependendo do periodo de coleta e recursos disponiveis, as amostras foram
encaminhadas para serem processadas no laboratério Central do Estado de Roraima por meio
da tecnologia MEIA. Os doadores que apresentaram resultados positivo ou indeterminado
foram encaminhados ao servico de referéncia de diagndstico para hepatites virais, no Hospital

Estadual Coronel Mota.

3.5 PROCEDIMENTO TECNICOS

Doagao de sangue

I
Triagem
soroldgica
| 1
Anti-HCV Anti-HCV positivo
negativo ou indeterminado

Consulta
médica
1

Coleta 22 amostra
para sorologia

1
Aplicagdo do TCLE
e questionario

1

SIM NAO
1
| ...
Resultados da triagem da Coleta e
doagdo de sangue e 22 armazenamento
amostra incluidos no estudo de amostras

. |
Analise dos Quantificagdo
Resultados de RNA HCV

Figura 11 - Fluxograma demonstrativo das etapas desenvolvidas no projeto.
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3.5.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Dos doadores incluidos no estudo, foram coletadas amostras de sangue periférico (5
mL) em tubo PPT (Plasma Preparation Tube, Vacutainer BD, Franklin Lakes, NJ, USA) para
procedimentos de dosagem de carga viral e pesquisa de genotipos. Apos a coleta, os tubos foram
centrifugados a 3500 rpm por 5 minutos e armazenados em freezer - 80°C no laboratério de
biologia molecular da Universidade Federal de Roraima — UFRR. As amostras foram
armazenadas por um periodo de 12 meses e posteriormente processadas no laboratério de
Hepatites Virais do Laboratorio Central do Estado de Roraima para determinacdo de RNA do
HCV.

3.5.2 DETERMINACAO DE RNA DE HCV

3.5.2.1 Tecnologia NAT

O NAT é uma tecnologia desenvolvida para a detec¢do do acido nucléico do HIV e do
HCV, em bolsas de sangue destinadas a transfusdo. Os testes NAT HIV/HCV-Brasileiro,
produzido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ foram desenvolvidos e implantados com o proposito
de identificar os acidos ribonucléicos (RNA) desses virus previamente aos testes soroldgicos
convencionais, além de identifica-los em bolsas doadas com niveis de anticorpos indetectaveis
pelos testes soroldgicos tradicionais, promovendo a reducdo do periodo denominado janela
imunoldgica — periodo compreendido entre o contato com o antigeno hemotransmissivel e a
producdo de anticorpos em niveis detectaveis pelos testes sorolégicos atuais.

Utiliza uma plataforma automatizada com capacidade de processar 96 reacOes, destas duas
sdo controles negativos, duas controles positivos, ambos amplificam HIV e HCV, e 92 reacgdes que
podem ser processadas em minipool de seis amostras, possui alta rastreabilidade e sensibilidade
para deteccdo do HIV e HCV. Sua metodologia é baseada na técnica de PCR em tempo real e,
caso algum minipool apresente resultado positivo, as seis amostras que o0 compdem deverao ser

processadas em uma proxima rotina separadamente para identificacdo da amostra positiva.
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3.5.2.2 Plataforma Abbott RealTime™ HCV Assay
A determinacdo de RNA de HCV foi realizada por meio da plataforma de biologia
molecular automatizada Abbott RealTime™ HCV Assay (Abbott Diagnostic). Existem dois
sistemas que atuam em conjunto:
e Sistema Abbott m2000s, € utilizado para extracdo de acidos nucléicos de amostras de
soro ou plasma para detecgdo de RNA utilizando kit reagente;
e Sistema Abbott m2000rT processa transcricdo reversa da reacdo da polimerase em

tempo real (RT-PCR) para quantificagdo e genotipagem.

Para esta metodologia foi utilizado 0,5 ml de plasma/soro de cada amostra e kit de
Preparagdo de Amostra da marca Abbott Molecular Inc. (Lote 10567411) seguindo as
orientacOes técnicas contidas nos protocolos preconizados pelo fabricante.

Este método consiste em um conjunto de reagentes quimicos e microparticulas de éxido
de ferro no qual foi realizado o método genérico de isolamento de acidos nucléicos de lise da
amostra, ligando o lisado a microparticulas, aplicando maltiplos volumes de lavagem e eluindo

o acido nucléico total.

O teste foi realizado juntamente com amostras controle RNA HCV positivo e controle
RNA HCV negativo. O limite de deteccdo de RNA HCV é de 12 UI/mL e a interpretacdo do
resultado foi liberado como RNA HCV detectavel ou RNA HCV néo detectavel.

3.6 ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS

Os dados foram tabulados e armazenados por meio do Software Microsoft Excel®
(versdo 2013 para Windows). As analises descritivas foram apresentadas em tabelas e graficos

de distribuicdo de frequéncias.

3.7 IMPLICACOES ETICAS

O estudo foi submetido & avaliagio ao pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundago
Hemoam e aprovado em 27 novembro de 2013 sob n® CAAE: 18465613.6.0000.0009.

Os critérios de biosseguranga e confidencialidade das informagdes foram respeitados.
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4. RESULTADOS

Em 2014 foram realizadas 11.015 doacgdes de sangue pelo Hemoraima, sendo que 347
bolsas foram descartadas devido a reatividade aos marcadores da triagem sorolégica, sendo que
em 19 (0,17%) unidades descartadas foi detectada a presenca do anti-HCV. Em 2015, até a
finalizacdo do estudo ndo existia dados consolidados.

Foram convocados, no periodo de abril de 2014 a marco de 2015, 30 doadores incluindo
aqueles que ndo tinham comparecido a consulta médica em anos anteriores (2011, 2012 e 2013).
Compareceram 22 doadores, sendo que todos responderam ao questionario epidemiolégico e

18 doadores aceitaram coletar uma nova amostra para o estudo.

4.1 PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS CANDIDATOS A DOACAO DE SANGUE
ANTI-HCV*

O periodo de doagdo variou entre 0s anos de 2011 a 2015. A média de idade foi de 29
anos, sendo mais prevalente a faixa etaria entre 18-29 anos, com predominio do género
masculino (72,7%), doadores solteiros (50,0%) e sem histdrico de trabalhar em locais com
manuseio de amostras bioldgicas (72,7%). Os doadores foram todos procedentes da capital Boa
Vista com predominio da macro area de salde IV (22,7%) e cerca de 54,5% ndo eram doadores

de primeira vez, como mostra a tabela 3.

Tabela 3 - Perfil epidemiolégico dos doadores que apresentaram resultado anti-HCV positivo
ou indeterminado.

Variaveis n=22 (%)

Idade

18-29 14 (63,6)

Acima de 29 8 (36,4)
Género

Feminino 6 (27,3)

Masculino 16 (72,7)
Estado civil

Casado 10 (45,5)

Solteiro 11 (50,0)

Divorciado 1 (4,5

Trabalhou em
Estabelecimentos de
Saude 6 (27.3)
Outros 16 (72,7)
Procedéncia - Macroarea
I 4 (18,2)
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I 4 (18,2)
" 2 9,1)
\Y 5 (22,7)
\% 4 (18,2)
VI 3 (13,6)
12 vez doacéo
Sim 10 (45,5)
N&o 12 (54,5)
Total 22 (100)

Foram feitos questionamentos quanto a presenca ou auséncia de fatores de risco
relacionados a infec¢do pelo HCV (tabela 4). Foram observados alguns fatores de risco entre os
doadores em questdo, como a realizagéo de cirurgias (68,2%), compartilhamento de objetos de
higiene (36,6%), relacdo sexual desprotegida (9%). Aqueles que evidenciaram a realizacdo de
cirurgias (68,2%), foi questionado o periodo e em todos os questionarios foi verificado tempo
superior a 5 anos. O periodo em que um (4,5%) dos doadores precisou receber
sangue/hemoderivados foi ha cinco anos. Nenhum doador evidenciou o uso de drogas

injetaveis/inalaveis e terapia por acupuntura.

Tabela 4 - Questionamentos realizados aos doadores que apresentaram anti-HCV positivo ou indeterminado.

Questionamentos SIM NAO
(%) (%)

Ja teve hepatite? 1(45) 21(954)
Alguém da familia ja teve hepatite? 6(27,2) 16(72,7)
Ja fez cirurgia? Extracdo dentaria? 15(68,2) 7(31,8)
Faz ou fez uso de drogas injetaveis / inalaveis? 0 22 (100)
Possui tatuagem ou piercing? 2(9) 20 (90,9)
Utiliza terapia por acupuntura? 0 22 (100)
Faz uso de bebidas alcodlicas? 8(36,6) 14 (63,6)
Jé& fez exame de endoscopia? 1(45)  21(954)
Jé precisou receber transfusdo de sangue / hemoderivados? 1(45)  21(954)

Ja compartilhou aparelho de barbear, escova de dente, entre outros
objetos de higiene?

Ja sofreu acidente com material bioldgico? 1(45) 21(954)
Multiplos parceiros (sem uso de preservativo)? 2(9) 20 (90,9)
Ja fez ou faz sexo anal ou oral (sem uso de preservativo)? 7(31,8) 15(68,2)

8(36,6) 14 (63,6)
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4.2 RESULTADO DA TRIAGEM DE AMOSTRAS DE CANDIDATOS A DOACAO DE
SANGUE

Na triagem da doacdo de sangue, foi evidenciado que 21 doadores obtiveram resultado
positivo ou indeterminado para anti-HCV e 1 resultado com NAT HCV detectavel, totalizando
22 participantes do estudo. A tabela 5 apresenta os resultados de acordo com o ano da triagem,
a metodologia utilizada no momento da triagem com o ponto de corte considerando a zona

cinza entre 10-20% e a informacdo sobre ser a primeira doacdo ou nao.

Tabela 5 - Resultado da Triagem anti-HCV na data da doagéo de sangue.

Resultado da

N° de Ano da triagem da Ponto de ) Primeira
registro trﬁgae;:a doacdo para anti- Cn?g:g ddoo Método Resultado doacdo?
HCV (S/CO)
1 2014 1,05 1,00 CMIA reagente SIM
2 2012 2,41 1,00 CMIA reagente NAO
3 2012 0,66 0,720 ELISA indeterminado NAO
4 2013 1,64 1,00 CMIA reagente SIM
5 2014 2,91 1,00 CMIA reagente SIM
6 2014 2,14 1,00 CMIA reagente NAO
7 2012 1,05 1,00 CMIA reagente NAO
8 2014 1,17 1,00 ELISA reagente NAO
9 2012 0,73 0,692 ELISA reagente NAO
10 2013 2,11 1,00 CMIA reagente NAO
11 2013 1,71 1,00 CMIA reagente NAO
12 2011 1,74 1,00 ELISA reagente SIM
13 2011 0,622 0,731 ELISA indeterminado SIM
14* 2013 - - - - NAO
15 2013 0,99 1,00 CMIA indeterminado SIM
16 2010 1,02 1,00 ELISA reagente NAO
17 2014 2,26 1,00 CMIA reagente NAO
18 2012 0,792 0,743 MEIA reagente NAO
19 2015 2,84 1,00 CMIA reagente SIM
20 2015 5,49 1,00 CMIA reagente SIM
21 2012 0,85 1,00 CMIA  indeterminado SIM
22 2012 2,13 1,00 CMIA reagente SIM

*NAT HCV detectavel na triagem

Ao avaliar as metodologias empregadas durante a triagem da doagédo, observou-se que

12 amostras foram reagentes e 2 com resultado indeterminado no método CMIA, 1 amostra
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reagente no método MEIA e 4 amostras reagentes e 2 amostras com resultado indeterminado
no método ELISA (Tabela 6).

Tabela 6 - Resultado anti-HCV de acordo com as metodologias empregadas no periodo da triagem
da doacdo de sangue.

) Resultados
Método i
Reagente Indeterminado Total
CMIA 12 2 14
MEIA 0 1
ELISA 2 6
Total 17 4 21*

*1 detectavel no NAT

4.3 RESULTADO DA ANALISE DA 22 AMOSTRA

As analises da 2% amostra foram realizadas no periodo de coleta do estudo, 2014 a 2015.
Os resultados foram classificados em reagente, ndo reagente e indeterminado, pois nem todos
os doadores tinham resultado descrito da S/CO. Amostras que foram submetidas pela
metodologia MEIA foram processadas no LACEN. Vale ressaltar que o doador n® 14
apresentou NAT detectavel na triagem da doagédo, enquanto que nao foi detectado anti-HCV na
triagem da doacgdo e nem na 22 amostra. Posteriormente, na repeticdo do teste o resultado foi

ndo detectado.

Tabela 7 - Resultado da analise de 22 amostra dos doadores que apresentaram
anti-HCV positivo ou indeterminado na triagem.

N° de Resultado Método
registro
1 Reagente CMIA
2 Reagente MEIA
3 Reagente MEIA
4 Reagente MEIA
5 Reagente CMIA
6 Reagente CMIA
7 Né&o reagente MEIA
8 N&o reagente CMIA
9 Né&o reagente CMIA
10 Reagente CMIA
11 Né&o reagente CMIA
12 Reagente MEIA
13 Né&o reagente MEIA
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14 Né&o reagente CMIA
15 Indeterminado CMIA
16 Né&o reagente CMIA
17 Reagente CMIA
18 Né&o reagente MEIA
19 Reagente CMIA
20 Reagente CMIA
21 Né&o reagente CMIA
22 Reagente CMIA

Ao avaliar as metodologias empregadas para a realizagdo da 22 amostra, observou-se
que pelo método CMIA, 8 amostras foram reagentes, 6 amostras foram ndo reagentes e 1
amostra teve o resultado indeterminado. No método MEIA, 4 amostras foram consideradas
reagentes enquanto que 3 amostras foram consideradas ndo reagentes e nenhuma foi

considerada indeterminada (Tabela 8).

Tabela 8 - Resultado anti-HCV da 22 amostra.

. Resultado
Método . :
Reagente N&o reagente  Indeterminado Total
CMIA 8 6 1 15
MEIA 4 3 0 7
Total 12 9 1 22

4.4 RESULTADOS DO NAT-HCV DA TRIAGEM DE CANDIDATOS A DOACAO DE
SANGUE

Considerando que a metodologia NAT- HCV s6 foi empregada no segundo semestre de
2013, doac0es realizadas antes deste periodo ndo possuem resultado deste teste. Das vinte e
duas amostras analisadas, dez delas (amostras: 2, 3, 7, 9, 12, 13, 16, 18, 21 e 22) ndo foram
realizados testes de &cidos nucleicos. A tabela 9 apresenta os resultados no periodo da triagem

da doacéo de sangue.
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Tabela 9 - Resultado do NAT da Triagem da Doacdo de Sangue

N° de Registro Resultado do NAT

Indetectavel
Nao realizado
Na&o realizado

Indetectavel

Indetectavel

Indetectavel
Nao realizado

Indetectavel
Nao realizado

Indetectavel

Indetectavel
Nao realizado
Nao realizado

Detectavel

Indetectavel
Nao realizado

Indetectavel
Nao realizado

Indetectavel

Indetectavel
Nao realizado

22 Nao realizado
* Implantacdo do NAT somente em 2013.2, doacdes realizadas antes desta

Y O Y T T T ST N S TN
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data ndo tem resultado NAT.

Como mostra a tabela 10, quando se relacionou os resultados do NAT- HCV com os
resultados anti-HCV da 22 amostra, observou-se que em 8 amostras anti-HCV reagentes, ndo
foi possivel detectar RNA do HCV. Em 4 amostras anti-HCV reagentes ndo foi realizado NAT-
HCV, enquanto que 1 amostra com resultado nao reagente foi possivel detectar RNA do HCV.
Sendo que o teste NAT-HCV foi repetido na 2% amostra do candidato o qual teve RNA
detectavel na triagem, e apresentou resultado ndo detectado do NAT-HCV.

Tabela 10 - Relacéo entre o resultado de 22 amostra da sorologia anti-HCV e
NAT HCV (triagem).

Sorologia NG NAT N
anti-HCV Detectavel Detectavel  Realizado Total
Reagente 0 8 4 12
Né&o reagente 1 2 6 9
Indeterminado 0 1 0 1
Total 1 11 10 22
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4.5 RESULTADO DA QUANTIFICACAO HCV-RNA

Apos a analise da quantificagdo HCV-RNA pela plataforma Aboott RealTime™ HCV
Assay em 18 amostras no Laboratério Central de Roraima, foi verificado que nenhuma das
amostras em estudo apresentaram RNA do HCV circulantes (Tabela 11), incluindo naquelas
amostras que nédo tinham sido submetidas ao NAT HCV. Na&o foi possivel realizar o teste dos
doadores 11, 15, 21 e 22 pois 0s mesmos ndo permitiram a coleta de amostras.

Pelo fato de que nenhum candidato a doacéo de sangue, participante do estudo, nao
ter apresentado RNA HCV, ndo foi possivel realizar a genotipagem devido a carga viral ser
indetectavel ou presenca de clearence plasmatico ou resultados falso-positivos dos testes de

triagem.

Tabela 11 - Resultado da quantificagdo do RNA HCV em todas as
amostras do estudo.

N° de Registro Resultado HCV-RNA
1 Indetectavel
2 Indetectavel
3 Indetectavel
4 Indetectavel
5 Indetectavel
6 Indetectavel
7 Indetectavel
8 Indetectavel
9 Indetectavel
10 Indetectavel
11 Nao realizado
12 Indetectavel
13 Indetectavel
14 Indetectavel
15 Nao realizado
16 Indetectavel
17 Indetectavel
18 Indetectavel
19 Indetectavel
20 Indetectavel
21 Nao realizado

22 Nao realizado
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A figura 12 representa o resumo dos resultados dos testes realizados no presente

estudo.

Os candidatos a doacdo de sangue que apresentam resultados positivos sé@o
encaminhados ao servico de referéncia no Hospital Coronel Mota. Os participantes deste estudo
foram investigados no Servicos Assistencial Especializado (SAE) e foi verificado que nenhum

destes esta em tratamento/acompanhamento.
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Figura 12 — Fluxograma dos resultados dos testes. Representagdo dos resultados dos testes da triagem sorolégica da doagdo de sangue e dos resultados da coleta de nova amostra.
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5. DISCUSSAO

A préatica hemoterapica em todo mundo requer a triagem e o diagnostico das infeccdes
possivelmente transmissiveis pelo sangue a fim de assegurar a qualidade dos
hemocomponentes, bem como a seguranca transfusional, visto que ainda ndo ha disponivel um
substituto para o sangue.

Estudos de prevaléncia e analise de marcadores de doencas infecciosas tém sido
descritos em diversas localidades do Brasil, especificamente em doadores de sangue, sendo que
as variaveis populacionais de cada regido podem influenciar, bem como o conhecimento do
HCV em regides especificas considerando sua variabilidade genética (VALENTE; COVAS;
PASSOS, 2005; SILVA, 2008; GARCIA et al, 2008; LIMA, 2011; BARROSO; BRITO
JUNIOR, 2012).

O Hemoraima como centro de referéncia em banco de sangue localizado na capital do
Estado de Roraima recebe influéncia continua de individuos procedentes da cidade de Boa
Vista, o que explica a procedéncia de todos os doadores. Sendo que a maior parte dos
participantes era da macroarea de saude IV onde existem cinco unidades bésicas de salde
distribuidas e unidades de atencdo especializada que possibilitam o acesso aos testes rapidos
para HIV / HCV / HBV entre outros, caso o usuério deseje investigar sua condicdo (SEPF,
2014). Neste caso, excluindo a possibilidade de se dirigir ao Hemoraima com o intuito de obter
resultados diagndsticos por meio da doacgédo de sangue.

Estudos realizados com doadores de sangue relatam a prevaléncia maior de anti-HCV
em doadores de primeira vez (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005; SILVA, 2008; GARCIA
et al, 2008; LIMA, 2011; BARROSO; BRITO JUNIOR, 2012). Neste estudo, foi observado
nameros aproximados entre doadores de primeira vez (45,5%) e doadores de repeticéo (54,5%)
entre aqueles que aceitaram participar do estudo. Doadores de primeira vez ja foram
considerados grupo de risco entre os doadores para transmissao do HCV (BARROSO; BRITO
JUNIOR, 2012). Doadores de repeticdo ja foram considerados mais seguros do que doadores
de primeira vez, uma vez que 0s doadores de repeticdo sdo acostumados com o0s
questionamentos da triagem clinica da doacdo (CHOUDHURY et al., 2011). Entretanto, devido
a populagédo do estudo ser jovem, sugere-se que pode haver uma influéncia desta populagéo
apos comportamentos de risco e omissdo de informacGes durante a triagem clinica.

Entre 2005 a 2007 foi observado na Fundagdo Hemoam, a prevaléncia de anti-HCV no
sexo masculino e em doadores de primeira vez com mediana de idade de 32 anos (TORRES et
al., 2009). E entre 2009 a 2010, as caracteristicas dos doadores que apresentaram PCR positivo
para HCV foram doadores de primeira vez (60%), do sexo masculino (58%) e solteiros (60%),
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corroborando com os resultados deste trabalho, exceto por serem doadores de primeira vez
(LIMA, 2011).

Neste estudo foi observado maior proporcao de individuos jovens entre 18 e 29 anos
(63,6%). Vale ressaltar, que a faixa etéria pode variar de acordo com a regido de estudo, no
caso de Roraima, isto pode ser explicado pela maior proporcao da populacéo residente ter idade
entre 18-34 anos quando comparado com a faixa etaria entre 35-49 anos, consequentemente um
numero maior de solteiros que comparecem a doacdo de sangue, além disso o nimero de
homens residentes em Roraima é maior (228.859) quando comparado ao nimero de mulheres
(221.620) (IBGE, 2010).

A prevaléncia de anti-HCV entre doadores adultos jovens (entre 18-29 anos) e do sexo
masculino poderia indicar maior frequéncia de exposicao a potenciais fatores de risco entre 0s
homens, inclusive se ainda forem solteiros onde se permitem relacionar-se com diferentes
pessoas, levando em consideracdo de que o numero de homens doadores é maior do que
mulheres doadoras (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005; BARROSO; BRITO JUNIOR,
2012). Tem-se descrito que, a prevaléncia de HCV e HIV entre homens € considerado como
um fator de risco bem como a existéncia de multiplos parceiros (CALEGARI et al., 2011).

Durante os questionamentos, foi dado énfase aos participantes a existéncia ou nao de
“multiplos parceiros sem uso de preservativo”, sugerindo que ainda que o individuo tenha
diversos parceiros e recorra ao uso do preservativo, a exposicdo ao HCV e outras doencas
sexualmente transmissiveis diminuem, visto que o uso de preservativo é indicado para
prevencdo de doencas sexualmente transmissiveis.

Apesar do questionamento da possibilidade ou ndo de multiplos parceiros, foi observado
que 31,8% dos participantes responderam “sim” ao ser questionado se ja fez ou faz sexo anal
ou oral sem uso do preservativo, levando em consideracdo que tais exposicdes estdo
relacionadas ao aumento de doencas sexualmente transmissiveis, incluindo como fator de risco
para a infeccdo pelo HCV. Como também ha descri¢cbes sobre a detec¢do de HCV na saliva de
individuos infectados sugerindo a possibilidade de transmissao quando se realiza sexo oral pela
troca de fluidos, mesmo que a mucosa apresente ou ndao alguma lesdo (GONCALVES et al.,
2005; LUNA et al., 2008; MENEZES et al., 2012) e muitas vezes, a presen¢a de RNA-HCV na
saliva independe da carga viral do individuo (LINS et al., 2005).

Cerca de 68,2% dos participantes relataram a ocorréncia de algum tipo de cirurgia,
incluindo procedimentos de extragdo dentaria e um participante (4,5%) relatou a necessidade
de receber transfusdo de sangue ou hemoderivados. Entretanto, quando questionados sobre a
data dos procedimentos, foi observado periodo posterior ao ano de 1993, data a qual foi inserido

0s testes de triagem para a hepatite C nos bancos de sangue do Brasil.
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Em um estudo realizado no sul do Brasil relacionando os genétipos do HCV e os fatores
de riscos, entre eles foi relatada baixa relagé@o entre a terapia por acupuntura, tatuagens, piercing
e a infeccdo pelo HCV (PARABONI et al., 2012), dados semelhantes ao encontrado neste
estudo onde 100% dos participantes ndo utilizavam este tipo de terapia e apenas 9% possuiam
tatuagem ou piercing.

Entre os 22 doadores, 36,6% relataram o uso de bebidas alcodlicas, entretanto isso néo
afirma que estes doadores sdo dependentes de alcool. O uso de bebidas alcoolicas foi
considerado como fator de risco para infec¢éo pelo HCV em 10,5% dos alcoolistas, bem como
0 uso de drogas injetaveis (GALPERIM et al., 2006).

Tem-se descrito a possibilidade da transmissdao do HCV por meio do contato com
utensilios de uso pessoal contaminados com sangue infectado (CIORLIA; ZANETTA et al.,
2007). Neste estudo foi evidenciado que 36,6% dos participantes ja tinham compartilhado itens
de higiene, sendo que ja existe relato da possivel transmissdo do HCV entre objetos de higiene,
especificamente o compartilhamento de escova de dentes, laminas de barbear e cortador de
unhas (CAVALHEIRO et al., 2010). Entre doadores de sangue anti-HCV positivo e RNA-
HCV positivo ao serem questionados sobre fatores de risco, houve associacdo entre
compartilhamento desses objetos, inclusive em saldes de beleza, manicure, pedicure e
barbearia, sugerindo que esses doadores foram expostos ao HCV (VALOIS et al., 2014).

Neste estudo, um doador (4,5%) relatou um episédio de acidente ocupacional com
material bioldgico. A transmissdo do HCV apds acidente com agulha pode ocorrer com risco
aproximadamente dez vezes maior que a transmissdao pelo HIV, sem a possibilidade de
prevencdo apOs a exposicdo, 0 que ja acontece com o HIV (MONTELLA et al., 2005;
CIORLIA; ZANETTA et al., 2007). A ocorréncia da infec¢do pelo HCV entre os profissionais
da salde varia de 2% a 10%, associando-se 0 risco de contagio com o tempo de servico, a
realizacdo de procedimentos invasivos e a ocorréncia de acidentes percutaneos, sendo o sangue
fonte de infeccdo de maior frequéncia (MONTELLA et al., 2005; MARCON!I et al., 2010).

Neste estudo foi observado perda dos doadores durante a convocagao para a coleta de
2% amostra, considerando que alguns demoram entre 6 a 12 meses para comparecer a unidade.
Considerando este fato como motivo de limitagdo para o estudo, € comum 0 ndo
comparecimento dos doadores para a realizacdo do teste confirmatdrio de aproximadamente
60% daqueles que sdo convocados (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005; GARCIA et al.,
2008).

Ainda que os resultados do presente estudo ndo possam afirmar a presenca ou ndo da
infeccdo pelo HCV devido a realizagéo do teste confirmatorio ter se apresentado negativo em

todos os participantes, é de suma importancia a discussao deste tema, considerando a regido de
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Roraima onde ainda n&o se tem informagdes ou estudos. Sugere-se que estes doadores possam
ser acompanhado e que os testes de RNA- HCV possam ser repetidos posteriormente.

Testes ELISA/MEIA/CMIA fornecem um resultado quantitativo de absorbancia. Estes
sdo reportados como reativos ou ndo reativos, quando superiores ao valor do “cut-off”
informado pelo fabricante. Foi observado que grande parte das amostras reagentes durante a
triagem da doacdo de sangue estiveram muito proximas ao cut-off do método. Estudos
utilizando testes imunoenzimaticos para anti-HCV demonstraram que em amostras com valores
de absorbéancia préximos ao valor de cut-off existe uma maior probabilidade de apresentarem
resultados falso-positivos, ou seja, essas amostras quando testadas por ensaios confirmatérios
(RIBA, RNA HCV) geralmente apresentam resultado negativos. Sugere-se que resultados
positivos proximos ao cut-off sejam confirmados por outra metodologia afim de evitar
comunicagdo de resultados falso-positivos (DUFOUR et al., 2003; TORRES et al., 2009;
LIMA, 2011;). Além disso, até a confirmacdo do diagnostico, o doador convive com o estigma
de uma doenca muitas vezes inexistente, gerando grande tensdo além de perdas financeiras para
o Sistema Unico de Satde (SUS) em decorréncia do descarte de bolsas de hemocomponentes
possivelmente nédo infectados (SALLES et al., 2003; GARCIA et al., 2008).

Outro fator que contribui para essa problematica é a frequente troca na marca dos testes
de triagem soroldgica utilizados, em funcéo das normas de licitacdo a que estdo subordinados
0s bancos de sangue publicos para a compra de tais produtos. Esse fendmeno ocorre mesmo
quando sd@o usados testes de alta sensibilidade e especificidade. Cada marca de teste gera
resultados falso-positivos em amostras diferentes. Com isso, quando a marca dos reagentes é
frequentemente trocada, ocorre uma somatéria dos resultados falso-positivos — em outras
palavras, aumenta a chance de um doador sadio ter reatividade cruzada em pelo menos uma das
marcas utilizadas. Esse fendmeno ndo aconteceria se a mesma marca fosse sempre utilizada
(SALLES et al., 2003).

Dependendo do numero da amostra nos estudos, observa-se que a prevaléncia do HCV
em doadores de sangue decai com a realizacdo de um segundo teste (2% amostra) e/ou teste
confirmatdrio em aproximadamente 0,10% a 0,30% do valor inicial com base no teste anti-
HCV, ou seja, prevaléncias de anti-HCV que variam entre 0,3-0,4% podem decair para 0,15-
0,1% com a realizacdo do teste confirmatorio, semelhante ao ocorrido neste estudo
(VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005; SILVA., 2008; GARCIA et al., 2008; LIMA, 2011,
GARCIA et al., 2010; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010; JOSAHKIAN et al., 2010; BEDOYA;
MARQUEZ; ARIAS, 2012). Na Colombia, testes realizados na triagem de doacio de sangue

resultaram em seis casos para HCV entre mil doaces, e ao analisar testes confirmatorios néo



71

houve nimero de casos entre mil doacdes, sendo que no teste NAT os resultados foram todos
negativos (BEDOYA; MARQUEZ; ARIAS, 2012).

Também ndo se pode descartar a possibilidade de clearence plasmatico na amostra deste
estudo, pois reagOes inconclusivas ou indeterminadas foram sugeridas como resultado do
clearence viral plasmético e/ou cura da infeccdo, o que ocorre em aproximadamente 20% a
50% dos infectados pelo HCV (MICALLEF; KALDOR; DORE, 2006; GARCIA et al., 2008).

A confirmacao do diagnostico da hepatite C é realizada por meio dos testes de deteccao
de &cidos nucléicos — NAT do HCV. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), técnica pioneira
do NAT, é considerada padrdo ouro para o diagnostico da infec¢do pelo HCV (GARCIA et al.,
2008). Entretanto, foi observado no presente estudo que nem todos os candidatos a doacéo de
sangue que passaram pela triagem tinham sido submetidos ao teste NAT HCV devido periodo
de doacgédo ndo contemplar a realizacdo do teste, pois a obrigatoriedade da realizacdo do teste
NAT sé entrou em vigor a partir do ano de 2013 (Portaria n® 2.712/2013).

Foi observado que um candidato apresentou NAT HCV detectavel na triagem, porém
ndo apresentou anti-HCV. Testes de triagem negativos ndo exclui 100% o risco de infec¢éo,
pois o teste NAT HCV diminui o periodo de janela imunolégica existentes nos testes
soroldgicos de aproximadamente de 51 a 7 dias, restando portando, 7 dias em que 0 virus possa
ser transmitido (BEDOYA; MARQUEZ; ARIAS, 2012).

Foi realizado um estudo com doadores de sangue submetidos a triagem por diversos Kits
soroldgicos para anti-HCV e testes confirmatdrios incluindo RIBA e NAT. Foi considerado que
amostras de doador de sangue devem ser avaliadas por mais de um kit ELISA visando o
aumento do valor preditivo positivo da reacdo e ainda assim foi observado doadores reativos
em mais de um kit ELISA, porém negativos no testes RIBA e NAT, resultados semelhantes ao
encontrado neste estudo, excluindo-se o teste RIBA que n&o foi realizado (CHOUDHURY et
al., 2011).

Além disso, foi observado em estudo anteriores que nenhum receptor de
hemocomponentes oriundos de doadores que apresentaram anti-HCV positivo/indeterminado e
com testes RIBA e cDNA-PCR do HCV negativos foram infectados pelo HCV, comprovando
que estes doadores ndo estavam verdadeiramente infectados (VRIELINK et al., 1997,
CHOUDHURY et al., 2011).

Os resultados apresentados nos testes de triagem soroldgica frente ao confirmatorio
evidenciam que eles podem oferecer a possibilidade de diminuir o risco transfusional. Por outro
lado, podem excluir potenciais doadores que podem ter sido classificados como ndo aptos
(GARCIA et al., 2008; BEDOYA; MARQUEZ; ARIAS, 2012).
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Considerando os resultados do teste RNA de HCV foram todos negativos, nenhuma
amostra foi encaminhada para genotipagem. Apesar de que nem todos os candidatos a doagéo
de sangue tiveram acesso a metodologia NAT na triagem da doacdo que sé foi implementada
em 2013, a realizacdo da quantificacdo RNA foi importante nesses candidatos a doacéo de
sangue que ndo foram submetidos ao NAT, na época que doaram sangue, para excluir a
possibilidade de serem portadores do HCV. Com excecdo daqueles que nao aceitaram a coleta
de amostras.

Considerando a tematica apresentada, pode-se citar algumas hipGteses em que a
literatura sustenta evidéncias entre a relacdo dos testes empregados na triagem da doacgéo de
sangue:

1. Resultados anti-HCV na triagem da doacdo de sangue podem ser falso-positivos.

— A prevaléncia elevada do anti-HCV nos testes de triagem poderia ser devido a maior
sensibilidade e menor especificidade desse teste (VALENTE; COVAS; PASSOS,
2005);

— Os reagentes empregados na triagem sorolégica do HCV em bancos de sangue exibem
boa sensibilidade e especificidade, entretanto ao serem empregados em populagdes onde
sdo baixos os valores de prevaléncia, geram um percentual consideravel de falso-
positivos. Até 2013 era facultado aos servigos a realizacao de testes confirmatorios ou
complementares e, nos casos em que eles ndo eram realizados, os doadores positivos
eram encaminhados a servicgos especializados (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005).

— A possibilidade de haver reacfes cruzadas pela presenca de outros microrganismos
circulantes sem poder de infectividade, entretanto com poder de alterar os resultados
dos testes de triagem. Apesar dos testes utilizarem antigenos recombinantes, 0s quais
poderiam reagir com anticorpos inespecificos presentes na populacdo estudada
(BEDOYA; MARQUEZ; ARIAS, 2012);

— Resultados falso-positivos nas técnicas imunoenzimaticas sdo moderadamente
frequentes e podem ser devido ao clearance do virus nos casos de cura espontanea
(cicatriz soroldgica), a presenca de anticorpos contra proteinas residuais do vetor
empregado na produgdo do antigeno recombinante que compde o kit soroldgico, as
doencgas imunes e, ainda, a degradacéo proteica de soros estocados por longos periodos
e/ou inadequadamente (GARCIA et al., 2008).
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2. Nao deteccdo de RNA HCV em ambas metodologias devido a baixa carga viral
sendo impossivel ser detectada pelo teste.

— Um Unico ensaio qualitativo para RNA de HCV pode confirmar a replicacdo viral ativa,
um unico teste negativo ndo exclui a viremia podendo refletir carga viral indetectavel,
portanto tem-se a necessidade de prosseguir com avaliacdo médica para verificacdo do
status anti-HCV reativo (CHOUDHURY et al., 2011).

— Devido a oscilagcbes do RNA viral no plasma, individuos infectados com o virus da
hepatite C, podem apresentar teste de deteccdo de acidos nucléicos negativos, por isso
testes moleculares para deteccdo de RNA HCV devem ser utilizados em associagdo com
testes soroldgicos no intuito de identificar carga viral abaixo do nivel de detec¢éo, por
meio da deteccdo do anti-HCV (HELLER; REHERMANN, 2005; LIMA, 2011).

— O achado de pacientes anti-HCV positivo/HCV-RNA negativo pode ser justificado de
algumas formas. A presenca de niveis de replicacéo viral inferiores ao limite de detecgéo
do teste utilizado no presente estudo. A presenca de infec¢do oculta pelo HCV, que é
definida atualmente pela detec¢cdo do HCV-RNA no tecido hepatico isoladamente ou
neste e em células mononucleares periféricas. Tal situacdo foi recentemente descrita e
tem sido observada em doentes com doenca renal cronica em hemodialise (BARRIL et
al., 2007; LEAO; PACE; CHEBLI, 2010)
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo reforcam a ideia de que a condicdo dos exames de
triagem para hepatite C pode até o0 momento ndo corresponder ao real perfil sorolégico dos
candidatos a doacdo de sangue em relacdo a doenca e que estes precisam ser monitorados em
futuras doacgdes.

A realizacdo do teste da 22 amostra diminui resultados considerados positivos ou
indeterminados para o0 marcador anti-HCV durante a triagem.

N&o foi encontrado evidéncias da presenca do RNA HCV apos teste confirmatdrio,
sugerindo baixa carga viral, clearance plasmético ou resultados falso-positivos provenientes
dos testes de triagem soroldgica.

Este foi o primeiro estudo realizado no Estado de Roraima que engloba a infecgédo pela
hepatite C em candidatos a doc¢do de sangue, portanto a realizacdo deste permite conhecer o
comportamento epidemioldgico da populacéo abrangida durante o periodo do estudo e avaliar
as técnicas empregadas na triagem da doacédo de sangue afim de subsidiar melhorias no sistema
de qualidade da gestdo desde a selecdo de doadores até a certificacdo da qualidade dos

hemocomponentes.
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Hemocentro de Roraima” sob coordenacdo e responsabilidade da Prof Dra.
Adriana Malheiro e aluna de mestrado laci Gama Fortes, do Programa de
Pos Graduagao em Imunologia Bésica e Aplicada da Universidade Federal do
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Of. 133/2013 PPGIBA Manaus, 20 de maio 2013.
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O O iar 0 0 tratamento O 30U Toca terapedtica
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O Awaliagan apds tetamento. Qual periodo? D Retratamento
Paciente ALT {alanina transferase) Biopsia
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Resultado:
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APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Caracterizacio Epidemuoldgica e Molecular do Virus da Hepatite € (HCV) em
Candidatos a Doacio de Sangue do Hemocentro de Roraima

Objetivo: Investigar quais os gendtipos da hepatite C que predominam na regifio de Roraima.

Amostra: Neste estudo sera coletada amostra de 10 mL de sangue para serem realizados testes para venficar
a presenca do virus. Os testes serdo realizados no HEMOAM (Manaus-AM).

Riscos: Nio existem riscos associados 4 sua participacio neste estudo. No momento da coleta de sangue
podera haver alguma dor decorrente da picada da agulha na pele. Complicacdes de coleta de sangue sio
raras e geralmente de pequeno porte. Caso haja perda de sangue da veia no local da puncio podera ocorrer
um pequeno desconforto que desaparecera em poucos dias.

Beneficios: O participante tera como beneficio o resultado da genotipagem e o mesmo podera soliciti-la
mediante contato com a equipe do projeto. O estudo, contudo, proporcionarda maiores esclarecimentos
sobre a prevencgio e infecgio pelo virus da hepatite C e sua epidemiologia.

Sendo o senhor(a) participante deste estudo terd, sempre que necessirio, esclarecimentos de duvidas,
acompanhamento clinico e laboratorial no que diz respeito 4 doenca em estudo, podendo entrar em contato
com Dr* Adnana Malhewro (HEMOAM Tel: (92) 3655-0111) e Iaci Fortes pelo tel: (95) 9174-0824.
Sempre que necessario serd prestada orientacio médica adequada ou encaminhamentos necessirios, feitos
pela equipe do Hemocentro. A sua participacio neste estudo é voluntania. O senhor(a) pode retirar sua
participacio a qualquer momento, o senhor(a) nio tera qualquer tipo de prejuizo para o seu atendimento
dentro da Instituicio. Os dados referentes 3 sua participacio neste estudo permanecerio confidenciais, nio
sendo divulgados de forma a declarar a sua identidade O sangue coletado (10 mL) sera utithzado para o que
se propde neste estudo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO: Apos ter recebido informagdes claras, eu concordo com
minha participacio no estudo. O Sr.(a) autoriza que o sen sangue seja guardado para pesquisas futuras
relacionadas ao virus da hepatite C? ( ) stmou{ ) ndo,

Boa Vista(RE). de 20

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador (Impressio dactiloscopica)
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QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO
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Titulo do estudo: Caracterizacio Epidemiologica e Molecular do Virus da Hepatite C (HCV) em

Candidatos a Doacio de Sangue do Hemoceniro de Roraima.

Dados Pessoais:
N*® de identificacio
Imiciais do doador:

Endereco (bairro & municipio):

Data de nascimento: __ / / Sexor F({ ) M )
Estrangeiro ou dupla nacionalidade (especificar pais):
Data da doagio  / / . Numero da bolsa:
Dados Epidemioldgicos
Primeira doacio: Sim o Nio o
Quando fo1 a ltima doagio?
Estado Civil: Ja trabalhou em:
Casado L Hospitais
Solteiro o Clinicas médicas =
Viovo O Unidade de diilise =
Divorciado o Laboratario =
Outros o Consultorio dentario O
Afins o

Ofros (sem contato com matarial bicldgico)

Responder:

Sim
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Qual profissio?

Ja teve hepatite?

Alguém da familia ja teve hepatite?

Ja fez cirurgia ou ja extram dente? Quando 7

Faz ou fez uso de drogas mjetaveis / maliveis?

Possui tatuagem ou piercing?

Utiliza terapia por acupuntura?

Faz uso de bebidas alcoolicas?

Ja fez exame de endoscopia? Quando?

Ja precisou receber transfusio de sangue / hemoderivados?

oo|ooo|jolojo|o

oojojofoiololo|n

Quando? Por que?

Ta compartilhou aparelho de harbear, escova de dente_ entre
outros objetos de higiene?

Ja sofreu acidente com material biologico?

Multiplos parceiros (sem uso de preservativo)?

O

0

Ta fez ou faz sexo anal ou oral (sem uso de preservativo)?

Observagdes:

Responsavel pelo preenchimento:
Data:__ / /
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RESUMO

Introducéo: A infeccdo pela hepatite C é considerada problema de saude publica e diversos
estudos tem demonstrado o perfil de candidatos a doacdo de sangue possivelmente infectados
pelo virus da hepatite C. Na regido de Roraima dados sobre perfil epidemioldgico entre
doadores de sangue, exclusivamente aqueles que apresentaram Hepatite C sdo quase
inexistentes, por isso o0 objetivo do estudo foi tragar o perfil epidemioldgico em candidatos a
doacdo de sangue que apresentaram sorologia positiva ou indeterminada para o marcador anti-
HCV. Métodos: estudo descritivo, observacional realizado no Centro de Hematologia e
Hemorapia de Roraima em doadores de sangue que apresentaram sorologia positiva ou
indeterminada para anti-HCV no periodo de 2009 a 2013. Foram investigadas informacdes
sobre classificagdo ABO/RH, idade, género, estado civil, escolaridade, procedéncia, tipo de
doacdo e tipo de doador e calculada as frequéncias de cada variavel. Resultados: Foram
identificados 490 doadores que apresentaram anti-HCV positivo ou indeterminado. Destes, a
maioria do tipo O (60,8%), Rh positivo (90,2%%), entre 18 a 29 anos (54,9%), do género
masculino (67,7%) e solteiros (58,4%). Cerca de 59,6% pertenciam ao ensino médio, 96,7%
eram provenientes da capital Boa Vista, de doacGes espontaneas (46,1%) e doadores de primeira
vez (39,4%). A prevaléncia encontrada para o anti-HCV no periodo estudado foi de 0,87%.
Conclusdo: A prevaléncia de doadores de sangue anti-HCV positivo/indeterminado no
Hemoraima foi maior entre os homens, solteiros, com idade entre 18-29 anos e procedentes da
capital nos ultimos 5 anos. Estes resultados podem contribuir para estabelecer estratégias

pontuais para atingir outros grupos de pessoas aptas a doar sangue.

Palavras-chave: soroprevaléncia; anti-HCV; doador de sangue; Roraima.
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INTRODUCAO

As estimativas apontam que a prevaléncia global da infeccdo pelo virus da hepatite C
(HCV) varia em torno de 2% a 3%, ou seja, entre 123-170 milhdes de pessoas sdo infectadas
pelo HCV em todo mundo e todos os anos morrem mais de 350.000 pessoas de doencas
hepaticas relacionadas ao HCV. A hepatite C é considerada um importante problema de salude
publica da atualidade, pois cerca de 60 a 75% dos individuos infectados sdo assintomaticos
(GARCIA et al., 2009; JOSAHKIAN et al., 2010). Aproximadamente 15-45% das pessoas
infectadas eliminam o virus espontaneamente dentro em um prazo de seis meses, sem
necessidade de tratamento algum. O restante 55-85% das pessoas, entretanto, desenvolvem a
infeccdo cronica. Destas, 15-30% correm risco de cirrose hepatica em um prazo de 20 anos.
Sendo também, a hepatite C € a principal causa de fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular,
e também o principal indicador de transplante de figado (OPAS, 2014; WHO, 2014; STASI et
al., 2015).

O virus da hepatite C (HCV) representa o género Hepacivirus incluido na familia
Flaviviridae, descoberto no final da década de 80, responsavel pelas hepatites pos transfusionais
ndo-A e ndo-B (CHOO et al., 1989). Estudo filogenéticos evidenciam que existam sete
gendtipos e aproximadamente 67 subtipos tém sido identificados, os quais apresentam diferenca
na resposta ao tratamento antiviral, bem como uma distribuicdo geogréfica distinta. Os
genotipos sao divididos por nimeros, exemplo: de 1 a 6 , enquanto que 0s subtipos sdo
representados por letras: a, b, ¢ e assim por diante (CHAYAMA; HAYES, 2011; SMITH et al.,
2014).

A infecgéo pelo HCV apresenta como fatores de risco para a transmisséo a transfuséo
de hemoderivados, uso de drogas intravenosas, transplante de 6rgdos, hemodialise, transmissao
vertical, exposicdo sexual, exposicdo ocupacional por meio de objetos contaminados e o
compartilhamento de itens de higiene pessoais caracterizando a transmissdo intrafamiliar
(CAVALHEIRO et al., 2009; COTTRELL et al., 2013; MARTINS; NARCISO-SCHIAVON;
SCHIAVON, 2011).

Em bancos de sangue a triagem soroldgica para a hepatite C em doadores de sangue
tornou-se obrigatoria a partir de 1993 com a deteccdo do anti-HCV (anticorpo contra o HCV)
e recentemente, a Portaria n® 2712/2013 e RDC n° 34/2014 reforcou a implementacdo da
pesquisa para deteccdo do RNA do virus por meio do NAT (teste de &cidos nucléicos)
(BRASIL, 2013; BRASIL, 2014).
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A prevaléncia do HCV em doadores de sangue em diversos estudos esta representada
pela ocorréncia de casos positivos/inconclusivos do marcado anti-HCV e muitas vezes com a
confirmacéo por testes suplementares e/ou deteccdo de RNA-HCV. Em doadores de sangue ja
foi descrito na regido Norte prevaléncias que variam entre 0,28 a 0,4% (SILVA, 2008;
OLIVEIRA-FILHO et al., 2010, LIMA, 2011), enquanto que na regido sudeste 0,3 a 0,4%
(GONCALVES et al, 2006; GARCIA et al, 2008;) e na regido sul 0,56% (REICHE et al., 2003).
Em 2011, de acordo com o 2° Boletim Nacional de Producdo Hemoterapica, a soroprevaléncia
do HCV em doadores de sangue foi descrita em 0,32% para o Brasil e 0,22% para regido norte.
No ano posterior, em 2012, Roraima ndo divulgou as informagGes de producdo hemoterapica,
evidenciando uma lacuna destas informacg6es (BRASIL, 2012).

Embora a populacdo de doadores de sangue seja submetida a triagem clinica e
soroldgica com direito a voto de autoexclusdo, existe a porcentagem (cerca de 20% dos casos)
daqueles que omitem informacdes durante a triagem inicial ou sdo assintomaticos, o que
dificulta a investigacdo na triagem clinica, e aleatoriamente durante a doacdo voluntaria de
sangue descobrem a infeccdo (GARCIA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2011).

A importancia do conhecimento do perfil de doadores de sangue e a prevaléncia da
hepatite C, bem como os fatores de risco para a exposicdo a infeccdo na populacédo brasileira
sd0 necessarios para que as medidas de controle e a alocacdo de recursos para combate a
infeccdo pelo HCV sejam implantadas corretamente, pois ainda ndo ha vacina para a doenca
(MARTINS; NARCISO-SCHIAVON; SCHIAVON, 2011).

Tendo em vista a falta de estudos recentes realizados na regido de Roraima, o objetivo
do presente estudo foi tracar o perfil epidemioldgico dos doadores de sangue que apresentaram
sorologia positiva ou indeterminada para o anti-HCV no periodo de 2009 a 2013 em candidatos
a doacdo de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Roraima —
HEMORAIMA.

METODOS

Estudo descritivo, observacional para identificacdo do perfil epidemioldgico da
infeccdo pelo virus HCV em candidatos a doacdo sangue do Hemoraima.

O Estado de Roraima abrange uma area de 224.301,040 km?, possuindo 450.479 mil
habitantes e apresenta 15 municipios (Alto Alegre, Amajari, Bonfim, Cantd, Boa Vista,

Caracarai, Caroebe, Iracema, Mucajai, Normandia, Pacaraima, Roraindpolis, Sao Jodo da
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Baliza, Sao Luiz, Uiramutd). Este faz divisa com os paises da Republica Cooperativa da Guiana,
também conhecida como Guiana Inglesa e Republica Bolivariana da Venezuela. E entre os
Estados, o Amazonas e Pard. Tem como capital Boa Vista, a qual representa 63,1% da
populagdo total do Estado, onde esta localizado o Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Estado de Roraima — HEMORAIMA (IBGE, 2010).

O Hemoraima ¢ referéncia no Estado e o tunico centro de doagdo de sangue,
processamento e distribuicdo responsavel pelo abastecimento de hemocomponentes das
unidades de pronto atendimento, hospitais publicos e particulares e outras unidades de satde
que necessitam de hemocomponentes.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Hemoam em 27
novembro de 2013 n° CAAE: 18465613.6.0000.0009.

No Hemoraima sdo atendidos anualmente cerca de 11.262 doadores de sangue
referentes a todo o Estado, sendo que a maioria destes sdo provenientes da capital de Boa Vista-
RR. O foco do estudo sao candidatos a doacdo de sangue cadastrados na unidade do Hemoraima
que apresentaram sorologia positiva ou indeterminada para o anti-HCV no periodo de 2009 a
2013 (cinco anos), para dados complementares foi utilizado o Sistema de Informagdo Hemovida
- Sistema de Gerenciamento em Servigcos de Hemoterapia. Foram inclusos doadores que
apresentaram sorologia positiva ou indeterminada para o anti-HCV nos testes sorologicos,
ambos 0s sexos e entre 18 e 65 anos. Foram excluidos do estudos aqueles que nao apresentaram
sorologia reativa ou indeterminado para anti-HCV no banco de dados. As variaveis investigadas
foram: classificacdo ABO/Rh; idade, género, estado civil, escolaridade, procedéncia, tipo de
doacdo, tipo de doador, sendo que a idade foi calculada de acordo com a data de atendimento
do doador. A classificacdo do tipo de doacgdo foi adotada semelhante ao que classifica o Sistema
Hemovida. A classificacdo quanto ao tipo de doador foi estabelecida de acordo com a Portaria
n® 2.712 de 12 de novembro de 2013 a saber: doador de primeira vez é aquele individuo que
doa pela primeira vez naquele servi¢o de hemoterapia; doador de repeticdo € aquele que realiza
duas ou mais doacGes no periodo de 12 (doze) meses; doador esporadico é aquele que repete a
doacdo ap0s intervalo superior a 12 (doze) meses da Gltima doacdo. Para a variavel procedéncia,
foi investigado a localizagdo de residéncia do doador descrito no sistema e classificada a
procedéncia. Adqueles que ndo apresentaram residéncia em Boa Vista foram descritos como

procedentes do interior.
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RESULTADOS

Perfil epidemioldgico dos candidatos a doacdo de sangue que apresentaram sorologia

positiva ou indeterminada para anti-HCV

Um total de 490 doadores apresentaram sorologia positiva ou indeterminada para o
anti-HCV no periodo de 2009 a 2013. Evidenciou-se que a maioria destes doadores pertenciam
ao grupo sanguineo O (60,8%) e ao fator RhD positivo (90,2%). Individuos do grupo AB e Rh
negativo foram o0s que apresentaram menor porcentagem de 3,1% e 9,8% respectivamente
(Tabela 1).

A maioria dos doadores encontraram-se na faixa etaria de idade entrel8 a 29 anos
(54,9%). Os doadores com 30 anos ou acima desta idade, a porcentagem ficou em torno de
45,1%. O género masculino apresentou maior prevaléncia com 67,6% enguanto que o feminino
apresentou 32,4%. Com relacdo ao estado civil, os individuos solteiros obtiveram 58,4%
seguido dos individuos casados com 37,1%. Quanto a escolaridade, 59,6% dos candidatos a
doacdo de sangue foram classificados na classe de ensino médio completo ou incompleto,
seguido daqueles que estavam no ensino superior completo ou incompleto com 28,8% e apenas
11,4% declararam ter ou estar cursando ensino fundamental (Tabela 1).

Cerca de 96,7% dos candidatos a doacao de sangue eram provenientes da capital.

Apenas 3,3% foram procedentes de outras cidades do interior do Estado de Roraima.

Tabela 1 — Perfil de doadores de sangue que apresentaram anti-HCV positivo ou indeterminado no periodo

de 2009 a 2013 quanto a classificagdo ABO/Rh, idade, género, estado civil, escolaridade e procedéncia.

ANO 2009 (n=82) 2010 (n=160) 2011 (n=86) 2012 (n=120) 2013 (n=42) TOTAL (n=490)
VARIAVEIS n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
ABO
A 29(35,4) 41 (25,6) 27 (31,4) 27 (22,5) 8 (19) 132 (26,9)
B 1(1,2) 18 (11,3) 10 (11,6) 11 (9,2) 5(11,9) 45 (9,2)
@] 50 (61) 96 (60) 49 (57) 76 (63,3) 27 (64,3) 298 (60,8)
AB 2(24) 5(3,1) 0 6 (5) 2 (4,8) 15 (3,1)
RhD
Positivo 69 (84,1) 149 (93,1) 81 (94,2) 106 (88,3) 37 (88,1) 442 (90,2)
Negativo 13 (15,9) 11 (6,9) 5 (5,8) 14 (11,7) 5(11,9) 48 (9,8)
Idade (anos)
18-29 45 (54,9) 92 (57,5) 49 (57) 65 (54,2) 18 (42,9) 269 (54,9)
>30 37 (45,1) 68 (42,5) 37 (43) 55 (45,8) 24 (57,1) 221 (45,1)
Género
Masculino 61 (74,4) 105 (65,6) 61 (70,9) 78 (65) 26 (61,9) 331 (67,6)
Feminino 21 (25,6) 55 (34,4) 25 (29,1) 42 (35) 16 (38,1) 159 (32,4)
Estado civil
Solteiro 49 (59,8) 85 (53,1) 50 (58,1) 76 (63,3) 26 (61,9) 286 (58,4)
Casado 32 (39) 73 (45,6) 34 (39,5) 29 (24,2) 14 (33,3) 182 (37,1)

Vilvo 1(1,1) 0 0 0 0 1(0,2)
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Divorciado 0 1(0,6) 2(2,3) 1(0,8) 2(4,8) 6(1,2)

NR* 0 1(0,6) 0 0 0 1(0,2)
Escolaridade

Ens. Fundamental 10 (12,2) 25 (15,6) 8(9,3) 7 (5,8) 6 (14,3) 56 (11,4)

Ensino Médio 50 (61) 93 (58,1) 57 (66,3) 74 (61,7) 18 (42,9) 292 (59,6)

Ensino Superior 22 (26,8) 41 (25,6) 21 (24,4) 39 (32,5) 18 (42,9) 141 (28,8)

NR 0 1(0,6) 0 0 0 1(0,2)
Procedéncia

Capital 82 (100) 154 (96,3) 80 (93) 117 (97,5) 41 (97,6) 474 (96,7)

Interior 0 6 (3,8) 6 (7) 3(2,5) 1(2,4) 16 (3,3)

Legenda: RN = ndo registrado

Quanto ao tipo de doacdo, cerca de 50,4% foram doacdes espontaneas e 46,1%
doacOes de reposicdo, apenas 0,8% foram doagdes em que o doador foi convocado pelo
Hemoraima e 2,7% foram doacdes provenientes de coletas externas. Dos 490 doadores, 39,4%
foram classificados como doadores de primeira vez, 34,3% doadores de repeticao e 26,3% como

doadores esporadicos (Tabela 2).

Tabela 2 — Perfil de candidatos a doagéo de sangue que apresentaram anti-HCV positivo ou indeterminado

no periodo de 2009 a 2013 quanto a tipo de doacéo e tipo de doador.

ANO 2009 (n=82) 2010 (n=160) 2011 (n=86) 2012 (n=120) 2013 (n=42) TOTAL (n=490)
VARIAVEIS n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Tipo de doacao
Reposicdo 34 (41,5) 80 (50) 42 (48,8) 51 (42,5) 19 (45,2) 226 (46,1)
Espontanea 46 (56,1) 69 (43,1) 43 (50) 67 (55,8) 22 (52,4) 247 (50,4)
Convocado 0 2(1,3) 1(1,2) 1(0,8) 0 4(0,8)
Coleta externa 2(2,4) 9 (5,6) 0 1(0,8) 1(2,4) 13 (2,7)
Tipo de doador
Repeticdo* 33(40,2) 53 (33,1) 23 (26,7) 45 (37,5) 14 (33,3) 168 (34,3)
Esporadico? 14 (17,1) 44 (27,5) 25 (29,1) 34 (28,3) 12 (28,6) 129 (26,3)
Primeira vez 35(42,7) 63 (39,4) 38 (44,2) 41 (34,2) 16 (38,1) 193 (39,4)

1 Doador de repeticdo = 2 ou + doagdes em 12 meses;

2 Doador esporadico = intervalo > 12 meses da ultima doag@o

Numero de doagdes e prevaléncia de anti-HCV em candidatos a doacdo de sangue do
HEMORAIMA.

No periodo de 2009 a 2013 houve 56.310 doagbes de sangue, sendo 39.619 (70,3%) advindas
do sexo masculino e 16.691 (29,6%) do sexo feminino, sendo que a taxa de doa¢do masculina
em todos os anos foi a mais prevalente (Tabela 3). Destas, 490 doagdes tiveram teste positivo

ou indeterminado para o anti-HCV. O ano de maior ocorréncia de testes positivos ou
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indeterminados para o marcador foi em 2010 com 160 (1,45%) amostras reativas ou

indeterminadas enquanto que em 2013 obteve-se 42 (0,34%) amostras reativas ou

indeterminadas.

Tabela 3 - Soroprevaléncia para anti-HCV em candidatos a doacéo de sangue no Estado de Roraima
no periodo de 2009 a 2013.

% de doagdes quanto ao

N° de amostras

Ano _ genero — N° total de doagdes o dert)eorsrlr?i\r/]iséjgupara %
Masculino Feminino 0 anti-HCV
2009 74,7 25,2 10182 82 0,81
2010 73,1 26,8 11024 160 1,45
2011 71,0 28,9 10698 86 0,80
2012 66,6 333 11982 120 1,00
2013 67,2 32,7 12424 42 0,34
Total 70,3 29,6 56310 490 0,87

Verificou-se que as metodologias de andlise dessas amostras foram diferentes entre o
periodo de 2009 a 2013. Em 2009, 2010, 2011 as amostras foram testadas por ELISA (ensaio

por imunoabsorvancia ligado a enzima) Murexanti-HCV 32 geracdo DiaSorin. Em 2012,

utilizaram-se duas metodologias diferentes para deteccédo de anti-HCV: MEIA (Imunoensaio

Enzimaético por Microparticulas) AXSYM HCV 3.0 e CMI (Quimioluminescéncia) Architect
Anti-HCVAbbott.
(Tabela 4).

Tabela 4 — Relagao das metodologias empregadas para detec¢do do anti-HCV no periodo de 2009

a2013.
. Kits para deteccéo N° de amostras o
e Metodologia de anti-HCV detectadas &
2009 ELISA Murexanti-HCV 82 100
2010 ELISA Murexanti-HCV 160 100
2011 ELISA Murexanti-HCV 86 100
2012 MEIA AxXSYM HCV 3.0 72 60
2012 CMIA Architect Anti-HCV 48 40
2013 CMIA Architect Anti-HCV 42 100

Em 2013, os testes foram realizados por meio da metodologia CMIA
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DISCUSSAO

De acordo com Relatdrio Anual do Sistema de Producdo Hemoterapica — Hemoprod de
2013 do Hemoraima, os doadores pertencem aos grupos O positivo, seguido do A positivo.
Sendo que no Brasil a principal classificacgdo ABO/Rh dos doadores é de 42,98% para 0 grupo
O positivo e 30,67% para 0 grupo A positivo, semelhantes ao encontrado neste estudo: O
(60,8%) positivo e A (26,0%) positivo (BRASIL, 2013).

Apesar dos doadores apresentarem o principal tipo sanguineo da regido, é importante
ressaltar que o nimero elevado de bolsas bloqueadas ou descartadas pelo resultado positivo ou
indeterminado por algum marcador provocaria déficit no estoque de hemocomponentes
causando transtornos para as unidades hospitalares que realizam transfusdes.

Aproximadamente 55% da populagdo analisada tinha entre 18 a 29 anos. Esses dados
foram semelhantes ao encontrado no estudo realizado no Estado do Para no periodo de 2004 a
2006 em que grande parte dos doadores que apresentaram anti-HCV positivo ou indeterminado
estavam na mesma faixa etaria e eram do sexo masculino (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010).
Entretanto, na regido Sul e Sudeste do Brasil, verificou-se que doadores de sangue que
apresentaram anti-HCV, 57,9% estavam na faixa etaria superior a 31 anos e a maior prevaléncia
foi observada em homens (JOSAHKIAN et al., 2010; PALTANIN; REICHE, 2002). Além
disso, tem-se relatado que entre as hepatites virais em doadores de sangue, cerca de 68,2% eram
homens e apresentaram média de idade de 38 anos (SILVEIRA et al., 2011).

Neste estudo, com relacdo ao género, a maioria (67,6%) pertenceu ao sexo masculino,
entretanto observou-se que essa variavel pode ser influenciada da grande parte das doagdes no
periodo de 2009 a 2013 foram provenientes do mesmo género sugerindo pouca associa¢do neste
estudo. A participacdo das mulheres na doacdo de sangue ainda é escassa, devido a questdes
fisioldgicas, como episddios frequentes de menstruacdo que impossibilita um grande numero
de doacOes ao ano quando comparado aos homens. Devido a maior proporcao de individuos
apresentaram anti-HCV estar entre 0s homens, sugere-se que eles podem estar mais expostos a
fatores de risco para a infeccdo do que as mulheres, o sexo masculino pode exercer habitos e
comportamentos mais liberados, como a atividade sexual de risco, sendo este alguns dos
principais motivos de rejeicdes na triagem clinica dos doadores, explicando assim a maior
prevaléncia de anti-HCV em homens (GARCIA et al.,, 2009; RAMOS; FERRAZ, 2010;
SOUZA et al., 2004).

No presente estudo, a prevaléncia de anti-HCV foi em solteiros (58,5%). No estudo de

Garcia et al, (2009) foi relatado maior propor¢édo de individuos solteiros entre aqueles doadores
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que apresentaram anti-HCV. Entretanto ja foi descrito maior proporcéo de doadores de sangue
casados na regido sudeste do Brasil e na regido sul de 68,1%. (JOSAHKIAN et al., 2010;
SILVEIRA etal., 2011). Também foi observado que em alguns estudos essas variaveis de idade,
estado civil ndo possuem diferencas significativas (PALTANIN; REICHE, 2002; GARCIA et
al., 2009). Individuos solteiros podem estar associados a fatores de risco, como por exemplo,
multiplos parceiros, uso de drogas injetaveis. Entretanto, vale ressaltar que a populacédo
estudada é submetida a triagem clinica onde é realizado questionamentos quanto ao estilo de
vida do individuo, sendo este apto ou ndo para continuar no processo de doacao de sangue.

Em contrapartida, observa-se que a faixa etaria varia de acordo com a regiéo de estudo,
no caso de Roraima, isto pode ser explicado pela maior propor¢do da populacao residente ter
idade entre 18-34 anos quando comparado com a faixa etaria entre 35-49 anos,
consequentemente um ndmero maior de solteiros que comparecem a doacdo de sangue, além
disso 0 nimero de homens residentes em Roraima é maior (228.859) quando comparado ao
namero de mulheres (221.620) (IBGE, 2010).

Apesar de termos evidenciado a presenca de anti-HCV em populacdo jovem, foi
observado que grande parte dos individuos possuem escolaridade entre ensino médio (60%) e
ensino superior (29%). Uma relacdo inversa entre escolaridade e positividade para hepatite ja
foi descrita. Este fator pode estar relacionado a um menor conhecimento sobre as formas de
prevencdo e transmissdo de doencas infecciosas, sobretudo da hepatite C, principalmente em
pessoas jovens quando comparado com pessoas com mais de 30 anos (GARCIA et al., 2008;
SILVEIRA et al., 2011).

Os candidatos a doacgdo de sangue no presente estudo foram considerados provenientes
da capital, pois apenas 3,3% eram do interior entre 0s 490 doadores analisados. Isso facilita
acOes de educacéo e conscientizagdo com relacdo ao conhecimento da hepatite C, bem como o
rastreio daqueles que apresentaram sorologia positiva ou indeterminada para o anti-HCV e o
devido acompanhamento dos mesmos as instituicdes de diagnostico e tratamento, visto que o
Hemoraima ndo € responsavel pelo diagnostico definitivo da hepatite C, pois doadores que
apresentam algum marcador de doenca infecciosa na triagem deve ser acompanhado e se
necessario encaminhado a instituigdo de referéncia.

No presente estudo foi observado que os doadores que apresentaram anti-HCV no
periodo de 2009 a 2013 foram doar espontaneamente (50,4%) seguido daqueles que doaram em
decorréncia de alguma motivagéo, doacdes de reposicdo (46,1%).

Segundo a Portaria n® 2.712 / 2013, a doacdo espontanea é realizada por pessoas
motivadas para manter o estoque de sangue do servico de hemoterapia. E decorrente de um ato

de altruismo, sem ter o0 nome de um possivel receptor enquanto que a doacdo de reposicao é
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guando o individuo doa para atender a necessidade de um paciente. Sdo feitas por pessoas
motivadas pelo proprio servico, pela familia e amigos para repor o estoque de
hemocomponentes do servi¢co de hemoterapia.

Nacionalmente a doagdo espontanea é a mais prevalente no pais, entretanto sabe-se que
alguns individuos utilizam os servicos de hemoterapia no intuito de obter o resultado dos testes
de triagem sorologica de maneira rapida, gratuita e confiavel, indo ao Hemocentro para doar
sangue espontaneamente (GONCALVES et al., 2006). Devido a populacdo do estudo ser
jovem, sugere-se que podera haver uma influéncia desta populacdo ap6s comportamentos de
risco e omisséo de informac@es durante a triagem clinica.

Os doadores que apresentaram anti-HCV foram caracterizados neste estudo por ser
primo doadores (39,4%) ou doadores de repeticdio (34,3%). Segundo 3° Boletim
Epidemioldgico de Produgdo Hemoterapica, no Brasil, ha a predominancia de doadores de
repeticdo seguido daqueles que doam a 12 vez nos servigos de hemoterapia muitas vezes
motivados pelas campanhas de doacdo e fidelizacdo do doador, entretanto, o nimero de
inaptidGes na doacdo de sangue refere-se ao grupo de doadores que doam a primeira vez
(BRASIL, 2013a).

Em um estudo realizado em Minas Gerais, cerca de 561 (0,3%) bolsas foram descartadas
por suspeita de hepatite C e destas, observou-se que 53% dos inaptos por anti-HCV eram primo
doadores e 47,0% de repeticdo, dados semelhantes aos nossos resultados (GARCIA et al.,
2008). No sul do pais, avaliando hepatites virais, foi descrito que entre os doadores, cerca 69,5%
eram doadores de primeira vez (SILVEIRA et al., 2011).

A menor ocorréncia de anti-HCV em doadores de repeticdo e esporadicos pode ser
explicada pelo fato de que as pessoas que doam sangue regularmente serem triadas todas as
vezes que vao ao banco de sangue e constituem um grupo de baixo risco de contaminacao e por
conhecerem 0s requisitos para doar sangue.

Estudos em doadores de sangue avaliando primo doadores evidenciam que estes
possuem trés vezes mais chances de apresentar teste positivo para algum marcador durante
doaco de sangue (PALTANIN; REICHE, 2002; SILVEIRA et al., 2011). E provavel que a
primeira doacdo representa um fator de risco importante, pois estes individuos ndo foram
testados para doengas infecciosas, a partir de diferentes doadores normais, que ja tenham sido
submetidos a triagem. Ha pessoas que buscam a doagdo de sangue para ganhos pessoais, como
uma licenca de trabalho, obtendo um lanche gratuito apds a doacéo, ou com testes soroldgicos
realizados (GONCALVES et al., 2006; GONZAGA et al., 2008; SILVEIRA et al., 2011).

As prevaléncias para anti-HCV em doadores de sangue ja foram descritas em diversos

estudo pelo Brasil. Estudo realizado no Estado do Para no periodo de 2004 a 2006, evidenciou
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soroprevaléncia de anti-HCV em 0,46% (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010). No Amazonas, foi
descrito prevaléncia de 1,25% em 1995 e 0,32 em 2007 para anti-HCV em doadores de sangue
(TORRES et al., 2009).

No Estado do Parana, de 10.090 amostras testadas por ELISA, 88 apresentaram
positividade para o anti-HCV, revelando soroprevaléncia de 0,9% (PALTANIN; REICHE,
2002) e em 2008 de 385 inaptos na sorologia, 2,86% eram anti-HCV positivo, sendo a
prevaléncia estimada em 0,19% entre 5700 doacGes realizadas (RAMOS; FERRAZ, 2010).

Ainda no sul do pais, investigando perfil epidemiolégico em doadores de sangue com
sorologias positivas para as hepatites virais, entre 641 doadores cerca de 10,8% eram reativos
para anti-HCV, sendo a prevaléncia estimada em 0,21% de 32000 doacdes realizadas no
periodo de 2008 e 2009 (SILVEIRA et al., 2011).

Em Goias, foi descrito prevaléncia de 0,42% entre 41.033 doac0es realizadas no periodo
de 2002 e 2003 (GONCALVES et al., 2006). Em Minas Gerais, foi descrito prevaléncia de
0,4% entre 218.871 doac0es realizadas entre 1995 e 2008 (JOSAHKIAN et al., 2010); e 0,3%
entre 171.027 doac0es realizadas no periodo de 1992 a 2005 (GARCIA et al., 2009).

No Mato Grosso e Sdo Paulo, foram encontradas respectivamente prevaléncias entre
0.5-1,0% em 2000 e 1,2% na triagem para anti-HCV no ano de 2007 (SOUTO et al., 2002;
VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005).

Em comparacdo os resultados do presente estudo, observa-se alta prevaléncia para anti-
HCV, principalmente entre 0 ano de 2010 e 2012, sendo que em 2013 houve um declinio.
Alguns estudos tem demonstrado a queda significante na soroprevaléncia de marcadores de
doencas infecciosas desde a década de 90, deve-se ao fato de os bancos de sangue terem se
apropriado de novas tecnologias que impedem que os doadores inaptos ndo sejam liberados
para doar novamente, campanhas de conscientizacéo, e programas de controle de qualidade que
minimizam erros e diminuem a taxa de falso-positivos (GONCALVES et al., 2006;
JOSAHKIAN et al., 2010).

Além disso, o0 Ministério da Saude determinou a implantacdo do NAT (teste de deteccao
de acidos nucléicos) para HIV e HCV nas amostras de sangue de doadores em ambito nacional
afim de confirmar sorologias indeterminadas, influenciando na queda da taxa de prevaléncia
para esses marcadores, e diminuindo o risco de transmissao de agentes infecciosos por meio da
transfusao.

A hemoterapia no contexto mundial vem adotando novas tecnologias objetivando
minimizar os riscos transfusionais, especialmente quanto a prevencao da disseminacdo de

agentes infecciosos (RAMOS; FERRAZ, 2010). A explicacéo pelas diversas metodologias que
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foram utilizadas no periodo entre 2009 a 2013 se da pela dificuldade da disponibilidade de

recursos financeiros para o financiamento de insumos por parte do setor publico.

Em 2012, utilizaram-se dois testes de detec¢édo para anti-HCV, devido a adequacéo de
novas metodologias empregadas no setor de sorologia da instituicdo, de MEIA para CMIA.

Observou-se que em 2013 houve diminuicdo da ocorréncia de anti-HCV, sugerindo que
as mudangas de metodologias podem ter sido fator condicionante que justifica, visto que testes
mais sensiveis e mais especificos diminuem a taxa de resultados inconclusivos e falso-positivos,
além disso a instituicdo em questao é responsavel pela selecao e triagem em candidatos a doacéo
de sangue, sem fins diagndsticos.

Os kits soroldgicos utilizados no periodo de 2009 a 2013 possuem diferencas peculiares
entre especificidade e sensibilidade. De acordo com os protocolos dos Kits utilizados, a
especificidade do ensaio ELISA foi calculado em 99,88% (IC 95%: 99,77% - 99,94) e
sensibilidade de 100% (1C:95%). O teste MEIA apresentou especificidade de 99,84% (1C:95%)
e sensibilidade de 100%. A metodologia CMIA apresentou especificidade de 99,60% (1C95%:
99,45-99,71) e sensibilidade de 99,10% (1C95%: 96,77%-99,89%).

Como néo ha disponivel no mercado testes com 100% de especificidade e sensibilidade,
guando aplicados em populagdes de baixo risco como candidatos a doacdo de sangue, geram
um percentual consideravel de resultados falso-positivos. Além disso pode ocorrer a presenga
de anticorpos contra proteinas residuais do vetor empregado na producdo do antigeno
recombinante que compfe o Kit soroldgico e degradacdo proteica de soros estocados
inadequadamente e/ou por longos periodos (GARCIA et al., 2008).

Diversos estudos demonstram o grande percentual de resultados falso-positivos pela
técnica de ELISA em amostras de doadores de sangue (PALTANIN; REICHE, 2002; GARCIA
etal., 2008; JOSAHKIAN et al., 2010; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010; DE ALMEIDA-NETO
et al., 2012). No estudo realizado por Souto et al (2002), ap6s avaliacdo de testes
confirmatdrios, foi verificado que cerca de 22% dos testes anti-HCV realizados em doadores
de sangue por ELISA 3% geracdo eram falso-positivos enquanto que 5,7% foram
indeterminados.

De 2009 & 2011 a triagem soroldgica para anti-HCV era realizada por ELISA 32 geracéo,
onde foi observada maiores taxas de prevaléncia do anti-HCV. Sugere-se que essa alta
prevaléncia pode estar relacionada a resultados falso-positivos ou inconclusivos e que esses
resultados podem estar baseados nas diferencas entre especificidade e sensibilidade dos Kits.

Observou-se que em 2013 houve a diminui¢do dos casos de anti-HCV mais da metade
quando comparado ao ano de 2012. Isto pode estar relacionado ao fato de que a técnica de
quimioluminescencia Architect Anti-HCV ter sido considerada mais eficiente para detectar
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baixos niveis do anticorpo anti-VHC, tornando-a bastante efetiva para ser utilizada como teste
de triagem em banco de sangue, segundo estudos que descreveram comparacOes entre
metodologias de CMIA (ECHEVARRIA et al., 2006; PEREIRA; BERTOLLO; ZARIFE,
2010);

As variag0Oes de eficiéncia entre as metodologias para a detecgéo de anti-HCV devem
ser avaliadas considerando populagéo estudada, pois estudos realizados em diferentes paises
aplicando as mesmas metodologias podem nao apresentar resultados semelhantes devido as
diferencas entre as populactes (KESLI et al., 2009).

Apesar dos bancos de sangue possuirem exames laboratoriais sensiveis que detectam a
presenca de anticorpos especificos para 0 HCV ainda que bastante sensiveis, existe um periodo
de janela imunoldgica correspondente ao inicio da infeccdo e o aparecimento de anticorpos no
sangue. A partir do ano de 2013 o Hemoraima foi contemplado para submeter as amostras ao
teste do NAT, o qual diminui o periodo da janela imunolégica, diminuindo porcentagem de
resultados inconclusivos.

Ressalta-se que este estudo observou um grupo selecionado por entrevista, triagem
clinica e acesso ao voto de auto-exclusdo eliminando dessa forma doadores com risco de
infeccdo pela hepatite C, além disso, aqueles que apresentaram sorologia positiva ou

indeterminada foram encaminhados a testes confirmatorios e consulta médica.

CONCLUSAO

Percebe-se que a prevaléncia do anti-HCV vem diminuindo nos ultimos anos. A
variacdo das condicBes socioeconémicas e epidemioldgicas da populagdo de cada regido, as
caracteristicas dos doadores, numero amostral ou a melhor deteccdo do HCV em bancos de
sangue podem influenciar na prevaléncia do anti-HCV. As variaveis investigadas podem
subsidiar estratégias para captacdo de doadores de sangue na institui¢do e indicar possiveis

fatores de risco de acordo com a regido do estudo.
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RESUMO

Introducéo: A infecgdo pelo virus da hepatite C (HCV) em bancos de sangue atualmente é
realizada pela detec¢do do anticorpo contra o virus HCV (anti-HCV) e pela deteccéo de acidos
nucléicos do HCV (NAT HCV). No Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado de
Roraima, o NAT foi implementado no meio do ano de 2013. Entretanto, foi observado que
doadores que retornavam meses depois da doacgdo de sangue para a realizacdo do teste de 22
amostra, considerado como confirmatorio ndo tinham o resultado NAT. O objetivo do estudo
foi investigar o RNA viral do HCV em doadores que apresentaram anti-HCV positivo ou
indeterminado que ndo tinham submetidos ao teste NAT da triagem da doagdo de sangue.
Métodos: Foram selecionados candidatos a doacdo de sangue com sorologia positiva ou
indeterminada (anti-HCV positivo ou indeterminado) durante o comparecimento na consulta
médica e coleta de 22 amostra no periodo de abril de 2014 a maio de 2015. Foram coletados
resultados da triagem da doacdo de sangue, resultados da 22 amostra e uma amostra de sangue
periférico. As amostras de sangue foram submetidas a quantificacdo de RNA viral do HCV por
meio da plataforma automatizada AbbottRealTime™ HCV Assay(AbbottDiagnostic).
Resultados: Oito doadores com resultado anti-HCV positivo ou indeterminado foram
selecionados. No teste de 2% amostra apenas trés doadores foram reagentes para anti-HCV,
sendo que em nenhum doador foi possivel quantificar RNA viral do HCV.Conclusdes: Sugere-
se que estes doadores podem apresentar baixa carga viral, clearance plasmatico ou resultados
falso-positivos provenientes dos testes de triagem soroldgica, ndo determinando assim a

infeccdo pelo HCV.

Palavras-chave: doador de sangue; anti-HCV, RNA HCV.
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INTRODUCAO

A infeccdo pelo HCV apresenta-se na forma tanto aguda quanto crdnica e na maioria
das vezes é assintomatica. E uma doenca de curso variavel, podendo evoluir para cura
espontanea ou, quando estabelecida, pode evoluir para cirrose, hepatocarcinoma e morte. Além
disso, € o principal indicador de transplante de figado, sendo responsavel por aproximadamente
350.000 mortes ao ano em todo mundo (OPAS, 2014; WHO, 2014; STASI et al., 2015).

A principal via de transmissdo do HCV é a parenteral, portanto o HCV pode ser
transmitido por meio do sangue contaminado através do compartilhamento de equipamentos
para uso de drogas injetaveis, terapias invasivas, hemodialise e o compartilhamento de objetos
de higiene pessoal (aparelho de barbear e cortadores de unhas)(LOPES et al., 2009; HAHN et
al., 2010; MARTINS; NARCISO-SCHIAVON; SCHIAVON, 2011; CEPEDA et al., 2013).
Préticas sexuais desprotegidas apresentam-se como fator de risco por haver a descri¢do da
deteccdo do virus no sémen.(CIORLIA; ZANETTA, 2007; CAVALHEIRO et al., 2008, 2009,
2010).

A presenca da infecgdo pelo HCV pode ser determinada por meio de testes soroldgicos
pela deteccdo do anticorpo contra 0 HCV (anti-HCV) ou deteccdo combinada do antigeno e
anticorpo, e técnicas de biologia molecular. Em bancos de sangue, a Portaria n® 2.712/ 2013 e
RDC n° 34/2014 preconiza o emprego de duas metodologias: deteccdo do anti-HCV e deteccao
da particula viral, por meio da tecnologia de detec¢do de acidos nucléicos (NAT) (GARCIA et
al., 2008; BRASIL, 2013).

Devido a existéncia de doadores que apresentaram anti-HCV positivo ou indeterminado
na triagem da doacdo de sangue antes da implementacdo do teste de acidos nucleicos. Portanto,
0 objetivo do estudo foi quantificar o RNA do HCV em doadores de sangue que ndo tinham
realizado teste RNA do HCV qualitativo e que apresentaram anti-HCV positivo/indeterminado

nos testes soroldgicos.

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados candidatos a doacdo de sangue com sorologia positiva ou
indeterminada (anti-HCV positivo ou indeterminado) durante o comparecimento na consulta

médica e coleta de 22 amostra no periodo de abril de 2014 a maio de 2015.
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Foram coletados resultados da triagem da doagdo de sangue (valor de absorbancia do
teste, ponto de corte e kit sorologico), resultados da 22 amostra e uma amostra de sangue
periférico.

As amostras foram submetidas a metodologias soroldgicas diferentes para deteccao de
anti-HCV de acordo com o ano da doacdo de sangue, sendoELISA (ensaio por
imunoabsorvancia ligado a enzima) kit Murexanti-HCV 3% geracdo DiaSorin, MEIA
(Imunoensaio Enzimatico por Microparticulas) kit AxXSYM HCV 3.0 e CMIA
(Quimioluminescéncia) kit Architect Anti-HCVAbbott.Os testes foram empregados de acordo
com orientacOes do fabricante.

As amostras de sangue foram coletadas em tubo PPT (Plasma Preparation Tube,
Vacutainer BD, Franklin Lakes, NJ, USA) para quantificacdo de RNA HCV e possivelmente a
identificacdo do gendtipo. Apos a coleta, os tubos foram centrifugados a 3500 rpm por 5
minutos e armazenados em freezer - 80°C no laboratorio de biologia molecular da Universidade
Federal de Roraima — UFRR. As amostras foram armazenadas por um periodo de 12 meses e
posteriormente processadas no laboratorio de Hepatites Virais do Laboratorio Central do Estado
de Roraima para determinacdo de RNA do HCV.

A determinacdo de RNA de HCV foi realizada por meio da plataforma de biologia
molecular automatizada AbbottRealTime™ HCV Assay(AbbottDiagnostic). Para esta
metodologia foi utilizado 0,5 ml de cada amostra e kit de Preparacdo de Amostra da marca
Abbott Molecular Inc. (Lote 10567411) seguindo as orientacfes técnicas contidas nos
protocolos preconizados pelo fabricante. O teste foi realizado juntamente com amostras
controle RNA HCV positivo e controle RNA HCV negativo. O limite de deteccdo de RNA
HCV é de 12 Ul/mL e a interpretacdo do resultado foi liberado como RNA HCV detectavel ou
RNA HCV ndo detectavel.  As analises descritivas foram apresentadas em tabelas e graficos
de distribuicéo de frequéncias.

O estudo foi submetido & avaliacio ao pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundag&o
Hemoam e aprovado em 27 novembro de 2013 sob n°® CAAE: 18465613.6.0000.0009.

RESULTADOS

Na triagem da doacdo de sangue 6 doadores apresentaram resultado reagente e 2
doadores apresentaram resultado anti-HCV indeterminado (Tabela 1), totalizando 8 doadores
de sangue que aceitaram participar do estudo. A tabela 1 apresenta os resultados de acordo com
0 ano da triagem, a metodologia utilizada no momento da triagem com o ponto de corte

considerando a zona cinza entre 10-20% e a informac&o sobre ser a primeira doa¢do ou néo.
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Esses individuos tinham realizado doagéo de sangue em anos anteriores (2010 ou 2011 ou 2012)
a implementacdo do NAT em bancos de sangue publicos brasileiros.

Ao avaliar as metodologias empregadas durante a triagem da doacdo de sangue,
observou-se que trés (9, 12 e 16) doadores foram reagentes pelo método ELISA e dois (3 e 13)
foram indeterminados. Dois (2 e 7) doadores foram reagentes no método CMIA, enquanto que
o doador 18 foi reagente no método MEIA.

Foi observado que seis doadores eram doadores de repeticao (2,3,7,9,16,18) engquanto

dois eram doadores de primeira vez (12 e 13).

Tabela 1: Resultado da Triagem anti-HCVde candidatos a doadores de sangue triados
em 2010-1011.

Resultado da

Ano da )
o : triagem da Ponte de —
N°do  triagem « . Primeira
doagdo para  Cortedo Metodo Resultado <
doador da . stod doagéo?
doacio anti-HCV método
(S/ICO)
2 2012 2,41 1,00  CMIA  reagente NAO
3 2012 0,66 0,720 ELISA indeterminado ~ NAO
7 2012 1,05 1,00 CMIA reagente NAO
9 2012 0,73 0,692 ELISA reagente NAO
12 2011 1,74 1,00 ELISA reagente SIM
13 2011 0,622 0,731 ELISA indeterminado SIM
16 2010 1,02 1,00 ELISA reagente NAO
18 2012 0,792 0,743 MEIA reagente NAO

As analises da 22 amostra foram realizadas no periodo de coleta do estudo, 2014 a 2015.
Os resultados foram classificados em reagente, ndo reagente e indeterminado, pois nem todos
os doadores tinham resultado descrito da S/CO. Amostras que foram submetidas pela
metodologia MEIA foram processadas no LACEN, enquanto as outras foram realizadas no
Hemocentro.

Ao avaliar as metodologias empregadas para a realizacdo da 2% amostra, observou-se
gue pelo método CMIA, dois doadores (9 e 16) foram ndo reagentes. Pelo método MEIA, trés
doadores foram reagentes (2, 3, e 12) enquanto que quatro foram néo reagentes (7, 9, 13 e 18),
conforme tabela 2. Nenhuma amostra foi considerada indeterminada no teste de 22 amostra.

Apos a analise da quantificacdo HCV-RNA das amostras no Laboratorio Central de
Roraima, foi verificado que nenhuma das amostras em estudo apresentaram RNA do HCV.

Portanto, ndo foi possivel a realiza¢do da identificacdo de genotipos.
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Tabela 2 — Resultado do teste de 22 amostra e teste RNA HCV

NC do doador Resultado da 2 amostra Resultado
(Metodologia) HCV RNA

2 Reagente (MEIA) Indetectavel

3 Reagente (MEIA) Indetectavel

7 Né&o reagente (MEIA) Indetectavel

9 Né&o reagente (CMIA) Indetectavel

12 Reagente (MEIA) Indetectavel

13 Né&o reagente (MEIA) Indetectavel

16 Né&o reagente (CMIA) Indetectavel

18 Né&o reagente (MEIA) Indetectavel

DISCUSSAO

A pratica hemoterapica em todo mundo requer a triagem e o diagndstico das infeccbes
possivelmente transmissiveis pelo sangue a fim de assegurar a qualidade dos
hemocomponentes, bem como a segurancga transfusional, visto que ainda ndo ha disponivel um
substituto para o sangue.

Estudos de prevaléncia e andlise de marcadores de doengas infecciosas tém sido
descritos em diversas localidades do Brasil, especificamente em doadores de sangue, sendo que
as variaveis populacionais de cada regido podem influenciar, bem como o conhecimento do
HCV em regides especificas considerando sua variabilidade genética (VALENTE; COVAS;
PASSOS, 2005; GARCIA et al., 2008; SILVA, 2008; LIMA, 2010; BARROSO; BRITO
JUNIOR, 2012).

Estudos realizados com doadores de sangue relatam a prevaléncia maior de anti-HCV
em doadores de primeira vez (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005; GARCIA et al., 2008;
SILVA, 2008; LIMA, 2010; BARROSO; BRITO JUNIOR, 2012). No presente estudo, foi
observado que doadores de repeticdo (n=6) apresentaram maior propor¢do quando comparados
aos candidatos a doadores de primeira vez (n=2). Doadores de primeira vez ja foram
considerados grupo de risco entre os doadores para transmissédo do HCV (BARROSO; BRITO
JUNIOR, 2012). Doadores de repeticdo sdo considerados mais seguros do que doadores de
primeira vez, uma vez que os doadores de repeticdo estdo acostumados com 0s questionamentos
da triagem clinica da doa¢do (CHOUDHURY et al., 2011).

Neste estudo foi observado que os doadores durante a convocagéo para a coleta de 22
amostra, demoram entre 6 a 12 meses para comparecer a unidade. Considera-se este fato motivo

de limitag&o para o estudo. E comum o nfo comparecimento dos doadores para a realizagio do
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teste confirmatério de aproximadamente 60% daqueles que sdo convocados, sobre os quais
nada se sabe em termos de serem ou ndo infectados (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005;
GARCIA et al., 2008).

Testes ELISA/MEIA/CMIA fornecem um resultado quantitativo de absorbancia estes
sdo reportados como reativos ou ndo reativos, quando superiores ao valor do “cut-off”
informado pelo fabricante. Foi observado que as amostras reagentes durante a triagem da
doacdo de sangue estiveram muito proximas ao cut-off do método. Estudos utilizando testes
imunoenzimaticos para anti-HCV demonstraram que em amostras com valores de absorbancia
préximos ao valor de cut-off existe uma maior probabilidade de apresentarem resultados falso-
positivos, ou seja, essas amostras quando testadas por ensaios confirmatorios (RIBA, RNA
HCV), geralmente apresentam resultados negativos. Sugere-se que resultados positivos
préximos ao cut-off sejam confirmados por outra metodologia afim de evitar comunicagéo de
resultados falso-positivos (DUFOUR et al., 2003; TORRES et al., 2009; LIMA, 2011). Além
disso, até a confirmacdo do diagndstico, o doador convive com o estigma de uma doenga muitas
vezes inexistente, gerando grande tensio além de perdas financeiras para o Sistema Unico de
Saude (SUS) em decorréncia do descarte de bolsas de hemocomponentes possivelmente ndo
infectados (SALLES et al., 2003; GARCIA et al., 2008).

Outro fator que contribui para essa problematica é a frequente troca na marca dos testes
de triagem soroldgica utilizados, em funcdo das normas de licitacdo a que estdo subordinados
os bancos de sangue publicos para a compra de tais produtos. Esse fenbmeno ocorre mesmo
qguando sd@o usados testes de alta sensibilidade e especificidade. Cada marca de teste gera
resultados falso-positivos em amostras diferentes. Com isso, quando a marca dos reagentes €
frequentemente trocada, ocorre uma somatéria dos resultados falso-positivos — em outras
palavras, aumenta a chance de um doador sadio ter reatividade cruzada a pelo menos uma das
marcas utilizadas (SALLES et al., 2003).

Dependendo do nimero de amostras nos estudos, observa-se que a prevaléncia do HCV
em doadores de sangue decai com a realizacdo de um segundo teste (22 amostra) e/ou teste
confirmatdrio em aproximadamente 0,10% a 0,30% do valor inicial com base no teste anti-
HCV, ou seja, prevaléncias de anti-HCV que variam entre 0,3-0,4% podem decair para 0,15-
0,1% com a realizacdo do teste confirmatorio, semelhante ao ocorrido neste estudo
(VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005; GARCIA et al.,, 2008; TORRES et al., 2009;
JOSAHKIAN et al.,, 2010; LIMA, 2010; OLIVEIRA-FILHO et al.,, 2010; BEDOYA,
MARQUEZ; ARIAS, 2012).

Na Colombia, testes realizados na triagem de doacao de sangue resultaram em seis casos

para HCV entre mil doagdes, e ao analisar testes confirmatorios ndo houve nimero de casos
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entre mil doagdes, sendo que no teste NAT os resultados foram todos negativos (BEDOYA,
MARQUEZ; ARIAS, 2012).

Também néo se pode descartar a possibilidade de clearence plasmatico na amostra deste
estudo, pois reagdes inconclusivas ou indeterminadas foram sugeridas como resultado do
clearence viral e/ou cura da infeccdo, o que ocorre em aproximadamente 20% a 50% dos
infectados pelo HCV (MICALLEF; KALDOR; DORE, 2006; GARCIA et al., 2008).

Foi realizado um estudo com doadores de sangue que foram submetidos a triagem por
diversos kits sorolégicos para anti-HCV e testes confirmatorios incluindo RIBA e NAT. Foi
considerado que amostras de doador de sangue devem ser avaliadas por mais de um kit ELISA
visando o aumento do valor preditivo positivo da reacao e ainda assim foi observado doadores
reativos em mais de um kit ELISA, porém negativos no testes RIBA e NAT, resultados
semelhantes ao encontrado neste estudo, excluindo-se o teste RIBA que ndo foi realizado
(CHOUDHURY et al., 2011).

A deteccdo do RNA do HCV é utilizada como confirmatério para infecgdo pelo HCV
em bancos de sangue, pois elimina o periodo de janela imunoldgica de 51 dias para 7 dias -
periodo compreendido entre o contato com o antigeno hemotransmissivel e a producdo de
anticorpos em niveis detectaveis pelos testes soroldgicos atuais. Individuos no periodo de janela
imunoldgica apresentam resultados ndo reagentes ou inconclusivos nos métodos soroldgicos e
com arealizacio do NAT (STRAMER et al., 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2007; DOGBE;
ARTHUR, 2015). Sugere-se que estes doadores possam ser acompanhados e que os testes de
RNA- HCV possam ser repetidos posteriormente.

Entretanto, foi observado que doadores que apresentavam anti-HCV positivo ou
indeterminado e que retornavam meses ap0s a doagdo para a coleta de 22 amostra, como teste
confirmatdrio proveniente de doacOes anteriores a implementacdo do NAT HCV, ndo eram
submetidos ao NAT no teste de 22 amostra, apresentando uma lacuna desses doadores para
confirmacéo do diagnostico.

Considerando os resultados do teste de RNA -HCV foram todos negativos, nenhuma
amostra foi encaminhada para genotipagem. Como os doadores do estudo ndo foram
submetidos a metodologia NAT na triagem da doacdo que sé foi implementada em 2013, a
realizacdo da quantificacdo RNA foi importante para excluir a possibilidade de serem
portadores do HCV.



121

CONCLUSAO

A realizacdo do teste da 22 amostra diminui resultados considerados positivos ou
indeterminados para o marcador anti-HCV durante a triagem. Sugere-se que o emprego de
diversas metodologias de deteccdo para o HCV dificulta o acompanhamento do doador,
inclusive daqueles considerados doadores de repeticdo. Além disso, os resultados do presente
estudo reforcam a ideia de que a maioria dos exames de triagem para hepatite C pode até o
momento ndo corresponder ao real perfil sorolégico dos doadores em relagdo a doenca e que
estes precisam monitorados em futuras doagdes. Sendo que ndo foi encontrado evidéncias da
presenca do RNA HCV apos teste confirmatorio, sugerindo baixa carga viral, clearance

plasmatico ou resultados falso-positivos provenientes dos testes de triagem sorologica.
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RESUMO

Objetivo: descrever perfil de doadores de sangue e possiveis fatores de risco naqueles que
apresentaram anti-HCV positivo ou indeterminado e/ou NAT HCV detectavel. Métodos:
Estudo descritivo realizado por meio de questionario epidemiolégico aplicado em doadores de
sangue com sorologia positiva ou indeterminada para anti-HCV e/ou NAT HCV durante o
comparecimento na consulta médica e coleta de 22 amostra no periodo de abril de 2014 & maio
de 2015. Calculada prevaléncia do marcador anti-HCV para o ano de 2014. Resultados:
Compareceram 22 doadores a consulta médica e coleta de 22 amostra. A media de idade foi de
29 anos, na faixa etéria entre 18-29 anos (63,6%), do género masculino (72,7%), doadores
solteiros (50,0%) e sem histdrico de trabalhar em locais com manuseio de amostras biologicas
(72,7%), todos da capital Boa Vista, sendo 54,5% doadores de repeti¢do. Os principais possiveis
fatores de risco descritos foram: procedimentos cirurgicos, uso de bedidas alcoodlicas,
compartilhamento de objetos de higiene, maltiplos parceiros e relagdes sexuais sem uso de
preservativo. Conclusbes: O conhecimento do perfil de doadores anti-HCV positivo ou
indeterminado com ou sem NAT detectavel e seus possiveis fatores de risco, pode subsidiar

estratégias para atingir outros grupos de pessoas aptas a doar sangue.

Palavras-chave: fatores de risco; anti-HCV, doador.
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INTRODUCAO

As estimativas apontam que a prevaléncia global varia em torno de 2% a 3%, ou seja, entre
123-170 milhdes de pessoas sdo infectadas pelo virus da hepatite C (HCV) em todo mundo.
Portanto,a proporcéo de individuos infectados pode estar sendo subestimada pelo fato de existir
desconhecimento por parte da populacdo sobre a doenca e seus riscos de infeccdo (CANDOTTI et
al., 2003). A infeccdo pelo HCV representa atualmente um dos mais relevantes problemas de
salde publica, devido a caracteristicas como o longo periodo de infec¢do assintomatica, fazendo
com que o individuo ndo tome conhecimento da doenca e, assim, ndo procure atencdo
especializada. Visto que o HCV € o principal indicador de transplante de figado, sendo
responsavel por aproximadamente 350.000 mortes ao ano em todo mundo (FAGUNDES et al.,
2008; OPAS, 2014; WHO, 2014; STASI et al., 2015).

O HCV tem como principal via de transmissdo a parenteral e diversos estudos
evidenciam que o mesmo pode ser transmitido por meio do sangue contaminado atraves do
compartilhamento de equipamentos para uso de drogas injetaveis, terapias invasivas,
hemodialise e o compartilhamento de objetos de higiene pessoal como aparelho de barbear e
cortadores de unhas (LOPES et al., 2009; HAHN et al., 2010; MARTINS; NARCISO-
SCHIAVON; SCHIAVON, 2011; CEPEDA et al., 2013). Devido a descri¢do do HCV presente
em sémen de individuos infectados, as praticas sexuais desprotegidas tornou-se fator de risco
por haver exposicdo ano-genital a fluidos infecciosos (CIORLIA; ZANETTA, 2007
CAVALHEIRO et al., 2008, 2009, 2010).

No Brasil, foi observado em 2010 que a maior proporcao da infeccdo pelo HCV esta
relacionado ao o uso de drogas (27,4%), seguido de transfuséo (26,9%), contato sexual (18,5%),
acidente de trabalho (1,2%), contato domiciliar (1,1%), hemodialise (0,9%), transmissdo
vertical (0,3%), entre outros (23,7%) (BRASIL, 2012).

A importancia do conhecimento de possiveis fatores de risco pode auxiliar em
estratégias de educacdo e conscientizagcdo de doadores de sangue, bem como na sele¢do dos
mesmos. Desta forma, o objetivo do estudo foi descrever perfil de doadores de sangue e
possiveis fatores de risco em candidatos a doadores de sangue que apresentaram anti-HCV

positivo ou indeterminado e/ou NAT HCV detectavel.
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METODOS

Foram selecionados candidatos a doacdo de sangue com sorologia positiva ou
indeterminada (anti-HCV positivo ou indeterminado) durante o comparecimento na consulta
médica e coleta de 22 amostra (rotina do Hemoraima) no periodo de abril de 2014 & maio de
2015. Para calculo da prevaléncia do anti-HCV foi utilizado numero total de doagdes e niUmero
total de bolsas descartas pelo marcador anti-HCV no ano de 2014. Os doadores foram
convidados a participar do estudo, sendo incluso ap6s a assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido e aplicado questionario epidemioldgico. As variaveis investigadas foram:
idade, género, estado civil, procedéncia, local de trabalho, se foi primeira doacdo ou nao,
seguido de questionamentos considerados fatores de risco para infeccdo do HCV.

Os dados foram tabulados e armazenados por meio do Software Microsoft Excel®
(versdo 2013 para Windows). As andlises descritivas foram apresentadas em tabela de
distribuicdo de frequéncias.

O estudo foi submetido & avaliagio ao pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio
Hemoam e aprovado em 27 novembro de 2013 sob n°® CAAE: 18465613.6.0000.00009.

RESULTADOS

Prevaléncia anti-HCV: Em 2014 foram realizadas 11.015 doagOes, sendo que 347
bolsas foram descartadas devido a reatividade aos marcadores da triagem soroldgica, sendo que
19 (0,17%) unidades descartadas foram responsaveis pela presenca do anti-HCV em doadores

de sangue do Hemoraima, resultando na prevaléncia do anti-HCV de 0,17% no ano de 2014.

Foram convocados no periodo de abril de 2014 a marco de 2015 cerca de 30 doadores
incluindo aqueles que ndo tinham comparecido a consulta médica em anos anteriores. Contudo

apenas 22 doadores compareceram a0 Hemocentro de Roraima.

Na triagem da doagéo de sangue, foi evidenciado que 21 doadores obtiveram resultado
positivo ou indeterminado para anti-HCV e 1 resultado com NAT HCV detectavel.

Perfil dos candidatos a doacdo de sangue: A média de idade foi de 29 anos, sendo
mais prevalente a faixa etaria entre 18-29 anos (63,6%), com predominio do género masculino
(72,7%), doadores solteiros (50,0%) e sem histdrico de trabalhar em locais com manuseio de
amostras bioldgicas (72,7%) (Tabela 1). Os doadores foram todos procedentes da capital Boa

Vista e cerca de 54,5% nao eram doadores de primeira vez.
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Tabela 1: Perfil epidemiolégico dos candidatos a doagéo de sangue que apresentaram

resultado anti-HCV positivo ou indeterminado.

Variaveis N (%)

Idade

18-29 14 (63,6)

Acima de 29 8 (36,4)
Género

Feminino 6 (27,3)

Masculino 16 (72,7)
Estado civil

Casado 10 (45,5)

Solteiro 11 (50,0)

Divorciado 1 (4,5)
Trabalhou em

Estabelecimentos de Salde 6 (27,3)

Outros 16 (72,7)
12 vez doacédo

Sim 10 (45,5)

Nao 12 (54,5)

Total 22 (100)

Possiveis fatores de risco: Foi observado alguns possiveis fatores de risco para infeccéo

do HCV entre os doadores em questdo, como a realizacdo de cirurgias (68,2%),

compartilhamento de objetos de higiene (36,6%), relacdo sexual desprotegida (n=9) (Tabela 2).

Aqueles que evidenciaram a realizacdo de cirurgias, foi questionado o periodo e em todos 0s

questionarios foi verificado tempo superior a 5 anos. O periodo em que um dos doadores

precisou receber sangue/hemoderivados foi a cinco anos atras. Nenhum doador evidenciou o

uso de drogas injetaveis/inalaveis e terapia por acupuntura.

Tabela 2: Questionamentos realizados aos candidatoas a doagdo de sangue que apresentaram anti-HCV

positivo ou indeterminado e/ou NAT HCV detectavel.

Questionamentos SIM (%)  NAO (%)
J& teve hepatite? 1(4,5) 21(95,4)
Alguém da familia ja teve hepatite? 6 (27,2) 16 (72,7)
Ja fez cirurgia? Extracéo dentaria? 15(68,2) 7 (31,8)
Faz ou fez uso de drogas injetaveis / inalaveis? 0 22 (100)
Possui tatuagem ou piercing? 2(9) 20 (90,9)
Utiliza terapia por acupuntura? 0 22 (100)
Faz uso de bebidas alcoodlicas? 8 (36,6) 14 (63,6)
Ja fez exame de endoscopia? 1(4,5) 21 (95,4)
Ja precisou receber transfuséo de sangue / hemoderivados? 1(4,5) 21 (95,4)
ﬂ?g(i:gr:zgartllhou aparelho de barbear, escova de dente, entre outros objetos de 8 (36,6) 14 (63.6)
Ja sofreu acidente com material biolégico? 1(4,5) 21 (95,4)
Mudiltiplos parceiros (sem uso de preservativo)? 2(9) 20 (90,9)
J4 fez ou faz sexo anal ou oral (sem uso de preservativo)? 7(31,8) 15 (68,2)
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DISCUSSAO

No presente estudo a prevaléncia de anti-HCV no ano de 2014 foi de 0,17%. Nos
ultimos dez anos, as prevaléncia de anti-HCV em diversos bancos de sangue do Brasil
apresentaram variacoes entre 0,3% a aproximadamente 0,4% (GARCIA et al., 2009; TORRES
et al., 2009; JOSAHKIAN et al., 2010; RAMOS; FERRAZ, 2010; SILVEIRA et al., 2011).
Alguns estudos tem demonstrado a queda significante na soroprevaléncia de marcadores de
doencas infecciosas desde a década de 90, deve-se ao fato de os bancos de sangue terem se
apropriado de novas tecnologias que impedem que os doadores inaptos ndo sejam liberados
para doar novamente, campanhas de conscientizacédo, e programas de controle de qualidade que
minimizam erros e diminuem a taxa de falso-positivos (GONCALVES et al., 2006;
JOSAHKIAN et al., 2010).

Neste estudo foi observado maior propor¢do de individuos entre 18-29 anos (63,6%),
homens (72,7%), solteiros (50%) da capital Boa Vista. O Hemoraima como centro de referéncia
em banco de sangue localizado na capital do Estado de Roraima recebe influéncia continua de
individuos procedentes da cidade de Boa Vista, 0 que explica a procedéncia de todos 0s
doadores da capital. Essa variavel possibilita que estes doadores sejam encaminhados ao centro
de referéncia para investigar a possibilidade de infeccdo pelo HCV, como também possuem
acesso a unidades bésicas e de atencdo especializada em salude onde possam realizar testes
rapidos para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), HCV, e hepatite B entre outros, caso
0 usuario deseje investigar sua condicdo.

No presente estudo, a proporcao de anti-HCV entre doadores adultos jovens (entre 18-
29 anos) e do sexo masculino poderia indicar maior frequéncia a exposicao a potenciais fatores
de risco entre 0os homens, inclusive se ainda forem solteiros onde se permitem relacionar-se
com diferentes pessoas (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005; BARROSO; BRITO JUNIOR,
2012).

Considerando relatos sobre a prevaléncia de HCV e HIV entre homens, evidenciando
como fator de risco a existéncia de maltiplos parceiros (CALEGARI et al., 2011), no presente
estudo, foi exposto no questionamento “multiplos parceiros sem uso de preservativo”,
sugerindo que, ainda que o individuo tenha diversos parceiros e recorra ao uso do preservativo,
a exposicao ao HCV e outras doencas sexualmente transmissiveis diminuem. Vale ressaltar que
0s questionamentos realizados aos participantes do estudo foram baseados na visao temporal
sobre a possibilidade de terem sido acometidos ou realizados ac¢Ges que evidenciaram fatores

de risco em algum momento da vida.
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Estudos realizados com doadores de sangue relatam a prevaléncia maior de anti-HCV
em doadores de primeira vez (GARCIA et al., 2008; SILVA, 2008; GARCIA et al., 2009;
LIMA, 2010; BARROSO; BRITO JUNIOR, 2012). Neste estudo, foi observado numeros
aproximados entre doadores de primeira vez (45,5%) e doadores de repeticdo (54,5%) entre
aqueles que aceitaram participar do estudo. Doadores de primeira vez ja foram considerados
grupo de risco entre os doadores para transmissdo do HCV (BARROSO; BRITO JUNIOR,
2012). Doadores de repeticdo sdo considerados mais seguros do que doadores de primeira vez,
uma vez que os doadores de repeticdo sédo acostumados com 0s questionamentos da triagem
clinica da doacdo (CHOUDHURY et al., 2011). Entretanto, devido a populagéo do estudo ser
jovem, sugere-se que poderd haver uma influéncia desta populacdo ap6s comportamentos de
risco e omissao de informacdes durante a triagem clinica.

Apesar do questionamento da possibilidade ou ndo de maltiplos parceiros, foi observado
que 31,8% dos participantes responderam “sim” ao ser questionado se ja fez ou faz sexo anal
ou oral sem uso do preservativo, levando em consideracdo que tais exposicdes estdo
relacionadas ao aumento de doencas sexualmente transmissiveis, incluindo como fator de risco
para a infeccdo pelo HCV. N&o obstante, ha descricdes sobre a deteccdo de HCV na saliva de
individuos infectados sugerindo a possibilidade de transmissdo quando se realiza sexo oral pela
troca de fluidos, mesmo que a mucosa apresente ou ndo alguma lesdo (GONCALVES et al.,
2005; LUNA et al., 2008; MENEZES et al., 2012). E, muitas das vezes, a presenca de RNA-
HCV na saliva independe da carga viral do individuo (LINS et al., 2005).

Cerca de 68,2% dos participantes relataram a ocorréncia de algum tipo de cirurgia,
incluindo procedimentos de extracdo dentaria e um participante (4,5%) relatou a necessidade
de receber transfusdo de sangue ou hemoderivados. Entretanto, quando questionados sobre a
data dos procedimentos, foi observado periodo posterior ao ano de 1993, data a qual foi inserido
0s testes de triagem para a hepatite C nos bancos de sangue do Brasil.

Em um estudo realizado no sul do Brasil relacionando os gen6tipos HCV e os fatores
de riscos, entre eles foi relatada baixa relacéo entre a terapia por acupuntura, tatuagens, piercing
e a infecgdo pelo HCV (PARABONI et al., 2012), dados semelhantes ao encontrado neste
estudo onde 100% dos participantes ndo utilizavam este tipo de terapia e 9% possuiam tatuagem
ou piercing.

Entre os 22 doadores, 36,6% relataram o uso de bebidas alcoodlicas, entretanto isso ndo
afirma que estes doadores sdao dependentes de alcool. Existe possibilidade de aproximadamente
10,5% dos alcoolistas serem portador do HCV e o uso de drogas injetaveis € um dos fatores de
risco (GALPERIM et al., 2006).
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Além disso, tem- se descrito a possibilidade da transmissdo do HCV por meio do contato
com utensilios de uso pessoal ou por meio da contaminacdo de instrumental e utensilios
contaminados com sangue infectado (CIORLIA; ZANETTA et al., 2007). Neste estudo foi
evidenciado que 36,6% dos participantes ja tinha compartilhado itens de higiene, todavia tem-
se evidenciado a possivel transmissdo do HCV entre objetos de higiene, especificamente o
compartilhamento de escova de dentes, laminas de barbear e cortador de unhas
(CAVALHEIRO et al., 2010). Em doadores de sangue com anti-HCV positivo e RNA- HCV
positivo ao serem questionados sobre fatores de risco, foi associado o uso de compartilhamento
desses objetos, inclusive em salGes de beleza, manicure, pedicure e barbearia sugerindo que
esses doadores foram expostos ao HCV (VALOIS et al., 2014).

No presente estudo, um doador relatou um episédio de acidente ocupacional com
material bioldgico (4,5%). A transmissdo do HCV apds acidente com agulha pode ocorrer com
risco aproximadamente dez vezes maior que a transmissdao pelo HIV, sem a possibilidade de
prevencdo ap0os a exposicdo, o que ja acontece com o virus HIV (MONTELLA et al., 2005;
CIORLIA; ZANETTA et al., 2007). A ocorréncia de HCV entre os profissionais da salde varia
de 2% a 10%, associando-se o risco de contagio com o tempo de servico, realizacdo de
procedimentos invasivos e ocorréncia de acidentes percutaneos, sendo o sangue fonte de
infeccdo de maior frequéncia. Além do mais o risco de infec¢do varia de acordo com o tipo de
exposicao e outros fatores de risco (MONTELLA et al., 2005; MARCONI et al., 2010).

Ainda, foi observado uma perda (ndo comparecimento) dos doadores durante a
convocagéo para a coleta de 22 amostra, considerando que alguns demoram entre 6 a 12 meses
para comparecer a unidade. Sendo este fato, motivo de limitacdo para o estudo. E comum o ndo
comparecimento dos doadores para a realizacdo do teste confirmatorio de aproximadamente
60% daqueles que séo convocados (VALENTE; COVAS; PASSOS, 2005; GARCIA et al.,
2008).

Atualmente, a infeccdo pelo virus HCV requer a combinacdo de marcadores, como a
deteccdo do anti-HCV e a deteccdo do RNA viral por meio do teste de acidos nucleicos (NAT).
Neste estudo, os doadores estavam se submetendo ao teste de 22 amostra para confirmacao da
infeccéo pelo HCV.

Contudo, ndo se pode descartar evidéncias do marcador anti-HCV, mesmo que
resultados sejam indeterminados, pois ha possibilidade desses doadores passarem por clearence
plasmético sugerindo possivel clearence viral e e/ou cura da infeccdo, 0 que ocorre em
aproximadamente 20% a 50% dos infectados pelo HCV (MICALLEF; KALDOR; DORE,
2006; GARCIA et al., 2008).
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Os hemocomponentes oriundos desses doadores foram descartados conforme
preconizado legislacdo vigente no periodo da triagem da doacdo de sangue e com a finalidade

de manter a seguranca transfusional.

CONCLUSAO

A prevaléncia do anti-HCV no ano de 2014 foi de 0,17% no Hemoraima. O perfil dos
doadores que apresentaram anti-HCV positivo ou indeterminado e/ou NAT HCV tiveram como
caracteristicas jovens entre 18-29 anos, predominio do sexo masculino, solteiros, procedentes
da capital Boa Vista, sem histérico de atividade laborais de risco para a infeccao pelo HCV e
de doadores de repeticdo. Alguns doadores presentaram evidéncias de exposigéo a fatores de
risco, sendo o0s principais: procedimentos cirargicos, uso de bedidas alcoolicas,
compartilhamento de objetos de higiene, multiplos parceiros e relagdes sexuais sem uso de
preservativo.

O conhecimento do perfil de doadores anti-HCV positivo ou indeterminado com ou sem
NAT detectavel e seus possiveis fatores de risco, pode subsidiar estratégias para atingir outros

grupos de pessoas aptas a doar sangue.
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