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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
Mariana Magaldi de Souza Lima

O virus da hepatite A (HAV) é um virus hepatotrépico que causa infeccdes
agudas que podem levar a hepatite fulminante, cuja principal forma de tratamento € o
transplante hepatico. O parvovirus B19 (B19V) infecta células precursoras eritréides
e pode causar, em individuos imunocomprometidos, aplasia de células vermelhas e
hepatite aguda fulminante. Ambos os virus sao altamente resistentes aos processos
de inativacao viral utilizados na producdo de hemoderivados e o risco de transmisséo
transfusional destes agentes no Brasil tem sido negligenciado. O objetivo deste estudo
foi determinar a incidéncia e a prevaléncia das infec¢gdes por HAV e B19V em
doadores de sangue do Rio de Janeiro e assim avaliar o risco de transmisséo
transfusional de ambos. Entre 2018 e 2019, foi analisado um total de 1.204 amostras
de plasma de doadores de sangue do Rio de Janeiro e 42 amostras de plasma
oriundas de doadores residentes no Vidigal e Rocinha, bairros onde foram relatados
surtos de hepatite A, em 2017-2018. A deteccéo de HAV e B19V foi realizada por PCR
e PCR em tempo real e os gendtipos foram determinados por meio do
sequenciamento e analise filogenética. O risco de transmissao transfusional foi
calculado por meio da proporcéo entre o niumero de bolsas de sangue potencialmente
transmissivas e 0 numero total de bolsas liberadas para doa¢&o no Rio de Janeiro, em
2018-2019. As prevaléncias de HAV-RNA e B19V-DNA entre doadores do Rio de
Janeiro foram, de 0,17% (n=2) e 0,33% (n=4), respectivamente, o que reflete em taxas
de incidéncia de 1,66 e 3,32 a cada 1000 doadores, para HAV e B19V,
respectivamente. As incidéncias de HAV (9,5%) e B19V (2,4%) foram
significativamente maiores entre doadores do Vidigal/Rocinha quando comparadas a
doadores do Rio de Janeiro em geral. Para o HAV, as 4 amostras do Vidigal/Rocinha
foram classificadas como subgendétipos IA (n=2) e IB (n=2), e as 2 obtidas do Rio de
Janeiro em geral foram classificadas como IB. Para B19V, as amostras sequenciadas
(n=3) foram pertencentes ao subgenotipo 1a. Entre 2018-2019, o nimero estimado de
bolsas infecciosas no estado foi de 605 para HAV, e de 880 para B19V. Os resultados
indicam que HAV e B19V estdo presentes em doadores de sangue do RJ e que a
implantacdo de métodos de triagem para ambos pode ser considerada para melhoria
da seguranca de sangue e hemoderivados destinados a doacao.
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ABSTRACT

MASTER’S DEGREE IN TROPICAL MEDICINE
Mariana Magaldi de Souza Lima

Hepatitis A virus (HAV) is a hepatotropic virus that causes acute infections that
can lead to fulminant hepatitis, with liver transplantation as the main form of treatment.
Parvovirus B19 (B19V) infects erythroid precursor cells and can cause red cell aplasia
and acute fulminant hepatitis in immunocompromised patients. Both viruses are highly
resistant to the processes of viral inactivation used in the production of
hemoderivatives. The risk of transfusion transmission of these agents has already
been described in several countries, whereas in Brazil it has been neglected. The aim
of this study was to determine the incidence of HAV and B19V infections in blood
donors from Rio de Janeiro and thus assess their risk of transfusion transmission. We
analyzed a total of 1,204 plasma samples from blood donors from Rio de Janeiro and
42 plasma samples from donors from Vidigal and Rocinha neighborhoods, where
hepatitis A outbreaks were recently reported. The detection of HAV and B19V was
performed by PCR and real-time PCR and the genotypes were determined through
sequencing and phylogenetic analysis. The risk of transfusion transmission was
determined by the ratio between the number of potentially transmissible blood bags
and the total number of bags released for donation in Rio de Janeiro, in 2018-2019.
The prevalence of HAV-RNA and B19V-DNA found among donors in Rio de Janeiro
were 0.17% (n=2) and 0.33% (n=4), respectively, which reflects in incidence rates of
1.66 and 3.32 per 1000 donors, for HAV and B19V, respectively. The incidences of
HAV (9.5%) and B19V (2.4%) were significantly higher among Vidigal/Rocinha donors
when compared to Rio de Janeiro donors in general. For HAV, four samples from
Vidigal/Rocinha were classified as subgenotypes IA (n=2) and IB (n=2), and two
obtained from Rio de Janeiro were classified as IB. For B19V, the samples (n=3)
sequenced belonged to subgenotype la. Between 2018 and 2019, the estimated
number of infectious bags in the state was 605 for HAV and 880 for B19V. These
results indicate that HAV and B19V are present in the blood donor population of RJ
and that the implementation of screening methods for these viruses can be considered
to improve the safety of blood and hemoderivatives intended for donation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Virus da Hepatite A (HAV)

1.1.1. Taxonomia e estrutura viral

Comumente conhecido como virus da hepatite A (HAV), a espécie
Hepatovirus A pertencente a familia Picornaviridae e ao género Hepatovirus, infecta
hepatécitos e células epiteliais do intestino delgado de primatas?.

A particula viral, ndo possui envelope, apresenta didametro de 27 a 32nm,
densidade flutuante de 1,32 a 1,34 g/cm® em solucdes de cloreto de césio e
coeficiente de sedimentacédo de 160 S em solug6es de sacarose. O virion (particula
viral completa infecciosa) € composto por um capsideo de simetria icosaédrica e pelo
genoma de RNA, que codifica quatro proteinas estruturais, denominadas Virion
Protein (VP) 1 a 423

O HAV exibe alto grau de resisténcia a pHs baixos (entre 1,0 e 6,0) e
estabilidade em diferentes temperaturas (25°C a 60°C), o que lhe confere
estabilidade no ambiente e o torna capaz de permanecer viavel por varias semanas
em matéria fecal, e agua e alimentos contaminados, assim como em superficies que
tiveram contato este conte(do?45. O virus também possui resisténcia aos
desinfetantes de superficie mais comuns, como o éter e 0s detergentes nao idnicos.

Estéo descritas duas formas infecciosas para o virus da hepatite A. A primeira
delas consiste na forma ndo membranosa, ou virion “naked”, que é eliminada nas
fezes de individuos infectados e constitui-se de pequenos capsideos icosaédricos
com cerca de 27nm de diametro, nos quais o RNA viral € empacotado®2. A segunda
forma representa os virions quasi-envelopados (eHAV), que sédo secretados de
forma nao litica de células infectadas. Estes virions sdo encontrados no sangue e
em fluidos sobrenadantes de cultura de células infectadas pelo HAV, e séo
compostos por capsideos contendo RNA viral encapsdado no interior de vesiculas
membranosas que nao apresentam proteinas codificadas por virus em sua
superficie®®.

Em contraste aos virions “naked’, os virions eHAV possuem diametro maior,
variando entre 50nm e 110nm (Figura 1.1). Em microscopia eletrbnica, preparacfes
de eHAV mostram vesiculas membranosas contendo um ou dois, ou,

ocasionalmente, trés, capsideos (Figura 1.2)%°. Além do HAV-RNA, estes capsideos
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contém a proteina VP1pX predominantemente ndo processada, ao invés da sua
forma madura, como se encontra nos virions “naked” maduros. Além disso, é
importante destacar que as membranas envolvem completamente o capsideo, o que
dificulta a deteccdo do antigeno viral e protege-o da neutralizacdo mediada por
anticorpos anti-HAV®8°

Figura 1.1: Caracteristicas distintivas de virus (a) “naked”, (b) quasi-envelopados e (c)
envelopados convencionais. Os virus quasi-envelopados, como o virus da hepatite A (eHAV), sdo
diferenciados de outros virus com envelope pela falta de glicoproteinas virais na bicamada lipidica
circundante, mas podem apresentar proteinas internas exclusivas, que ndo sdo encontradas em
virions “naked”. Fonte: Adaptado de Feng et al., 2014.

Figura 1.2: Virions do virus da hepatite A nas formas “naked” e eHAV. Imagens de microscopia
eletrbnica de transmissdo mostrando virions quasi-envelopados (eHAV) (I-IV) e virions nao
envelopados (“naked”) de 27nm de didmetro (V), recuperados de fluido sobrenadante de células Huh-
7.5 infectadas. Fonte: Adaptado de Feng et al., 2013.
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1.1.2 Organizag&o gendmica e proteica

O genoma do HAV é composto por RNA de fita simples de polaridade positiva,
com aproximadamente 7,5Kb, que atua diretamente como RNA mensageiro para a
traducdo de proteinas e que apresenta uma Unica fase de leitura aberta (ORF, do
inglés open reading frames) para uma grande poliproteina (PO) de aproximadamente
250kDa3%48, O HAV-RNA é composto por uma regido ndo codificadora (NCR, do
inglés noncoding region) na extremidade 3’, seguida pela ORF e por outra NCR na
extremidade 5’, covalentemente ligada a uma pequena proteina codificada por virus,
denominada 3B (ou VPg). A extremidade 3’, por sua vez, assim como em RNAs
mensageiros (RNAm) celulares, termina em uma cauda poli (A) relativamente
longa381011,

A expressao génica e a sintese da poliproteina PO requerem o processamento
de precursores intermediarios e a maturacdo de proteinas individuais por meio de
atividades proteoliticas, durante e apés o processo de traducdo. A PO é processada
em 10 proteinas maduras, sendo quatro estruturais e seis ndo estruturais,
principalmente, pela agdo de uma protease codificada pelo virus, denominada 3CP™©
4,11'

A poliproteina PO é composta por trés regides, denominadas P1, P2 e P3
(Figura 1.3A). A regido P1 codifica as proteinas estruturais, denominadas VPO, VP3
e VP1pX, de forma que 60 cépias de cada uma dessas se reunem e formam a
proteina estrutural, VP4, formada a partir do processo de clivagem e maturacéo de
VPO, que também resulta em VP2. Ja nas regides P2 e P3, sdo codificadas proteinas
nao estruturais que sao necessarias para a sintese de RNA e montagem do virion.
A regido P2 codifica as proteinas 2B e 2C, enquanto que o segmento P3 codifica as
proteinas 3A, 3B (VPg), 3CP™ e 3DP°, sendo a proteina 3CP™ a protease responsavel

pela maioria das clivagens que ocorrem dentro da poliproteina PO (Figura 1.3)34811,
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Figura 1.3: Estrutura do HAV-RNA e processamento da poliproteina P0O. (A) Organizacdo do
genoma, mostrando a proteina 5’ VPg ligada covalentemente a regido nao traduzida 5’ (5° NCR) e a
cauda poli (A), ligada a 3NCR. A fase de leitura aberta (ORF) que codifica a poliproteina é mostrada
como uma caixa, com locais de clivagem que levam a producdo de proteinas estruturais maduras
(coloracdo cinza) e ndo estruturais (coloracdo branca). (B) Processamento da poliproteina P0O. O
processamento das proteinas ndo estruturais resulta em multiplos intermediarios de processamento.
A cinética nao é conhecida em detalhes, mas a maioria dos eventos de clivagem é mediada pela
proteinase 3Cpro (*), excegdo da clivagem VP4-VP2, que € autocatalitica e ativada pelo
empacotamento do RNA e excisdo do dominio pX de VP1Px. Este processo ocorre apds a perda da
membrana do virion eHAV, que é mediada por um processo desconhecido. Fonte: Adaptado de
McKnight e Lemom, 2018.

Dentre as proteinas estruturais, a VP1pX é a maior, apresentando 38,5 kDa
de massa e sendo encontrada nos intermediarios iniciais no processo de
morfogénese e também nos virions eHAV liberado das células®!12, O fragmento pX
possui 8,3kDa de massa e é clivado da porcéo carboxi-terminal da proteina VP1pX,
por meio da acdo de uma protease ainda desconhecida (Figura 1.1)%°1314, Este
processo resulta na proteina VP1 madura®.

A proteina estrutural VP1 contém 32,2kDa, € encontrada majoritariamente em
virions excretados de individuos infectados e participa da morfogénese do capsideo
viral, ao se reunir com VPO e VP36, As proteinas VP2 e VP3 consistem em proteinas
estruturais de 222 e 246 residuos de aminoacidos?, respectivamente. Por meio de
interacdes com vesiculas endossdémicas, VP2 atua no recrutamento dos capsideos
do HAV recém-montados, permitindo sua liberacdo da célula infectada®%8. A
proteina VP4, por sua vez, consiste em uma pequena proteina que apresenta 21 ou
23 residuos de aminoacidos e é resultante da autoclivagem de VPO. Acredita-se que

esta proteina seja essencial para a montagem de pentameros em capsideos vazios,
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estando presente na superficie interna do capsideo viral imaturo3. Além disso, VP4
também atua na entrada do genoma viral no citosol da célula hospedeira®.

As proteinas ndo estruturais estdo associadas principalmente a membranas
celulares. A proteina 2A esta envolvida na morfogénese viral e, juntamente com a
proteina VP1 como precursor, é responsavel pela viruléncia do HAV. A proteina 2B
é responsavel pela atividade de helicase, proporcionando a abertura da hélice do
genoma A proteina 2C apresenta estrutura de hélice e promove rearranjos
substanciais na membrana celular das células infectadas, por exemplo®1>16. No que
se refere as proteinas codificadas pela regido P3, a proteina 3A atua como uma
ancora de membrana para a proteina 3B (VPg), que parece atuar como um iniciador
para a sintese de RNA87. A 3CP™ corresponde a uma cisteina protease e consiste
em uma das primeiras proteases virais caracterizadas estruturalmente, enquanto
que a 3DP° corresponde a uma RNA polimerase dependente de RNA, contudo nunca

foi observada sua expresséo na forma ativa®1819,

1.1.3 Variabilidade genémica

A estrutura do capsideo do HAV é altamente conservada. Esta baixa
diversidade antigénica reflete um alto grau de conservacdo nas sequéncias de
aminoacidos das proteinas do capsideo, de forma que todos os hepatovirus
humanos formam um Unico sorotipo, apesar dos multiplos genétipos®29-21,

Os experimentos iniciais de sequenciamento do genoma viral utilizaram um
fragmento de 168 nucleotideos (nt) da juncdo VP1/2A e revelaram uma variacao
genética entre as diferentes cepas do HAV??. A partir dos resultados iniciais obtidos,
as distancias genéticas entre as cepas foram desigualmente distribuidas, permitindo
a classificacdo de variantes em varios genotipos, que exibiam uma diferenca
nucleotidica inferior a 15%. Sete genotipos de HAV, | a VII, foram entéo identificados.
Posteriormente, estes sete gendtipos foram reclassificados com base na regido C-
terminal da proteina VP3, na regido N-terminal da proteina VP1 e também na juncéo
entre as regides VP1/2a*2023, Esta reclassificacdo resultou nos seis genétipos, | a
VI, da classificacdo atualmente utilizada e passou a considerar o genétipo VII um
subgendtipo do gendtipo 1123,

Os gendtipos |, 1l e lll sdo divididos em subgendtipos A e B, que possuem
diferenca genética entre si de aproximadamente 7 a 7,5% na regido VP1/2A?°, Estes

mesmos gendtipos tém sido associados a infecgbes em seres humanos, enquanto
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que os gendtipos 1V, V e VI sdo de origem simia*2%:23, cujas cepas apresentam uma
sequéncia P1 Unica e uma sequéncia de juncdo VP3/VP1 distinta*?224, Os genétipos
e subgendtipos de HAV apresentam uma distribuicdo geogréfica particular, sendo o
gendtipo | o mais prevalente, seguido do gendtipo lll, e por Ultimo, do gendtipo 11422,

Em todo o mundo, o gendtipo | é o mais prevalente, sendo o subgenotipo IA
0 mais frequente*?3. Este subgendtipo compreende a fracdo principal das cepas
pertencentes ao genotipo | que circulam nas Américas, Europa, Asia e Africa?325-27,
Recentemente, ele foi associado a surtos epidémicos ocorridos em paises da
Europa, Américas do Norte e do Sul e também da Asia, principalmente em homens
que fazem sexo com homens (HSH)?2-3°. O subgendtipo IB é predominante no
Oriente Médio e no sul da Africa3-33, contudo ja foi associado a surtos de hepatite A
na América do Sul, incluindo o Brasil®*37 . Além disso, cepas pertencentes ao
subgenotipo IB foram associadas a um grande surto de hepatite A na regido leste da
Espanha, sendo causado pelo consumo de moluscos originarios da Peru, o que
corrobora com os dados que indicam que ambos 0s subgenotipos circulam na
América do Sul#+3839,

O gendatipo Il foi inicialmente encontrado na Franca, em 1979, e em Serra
Leoa, em 1988. Ambas as cepas diferem uma da outra e das demais cepas de HAV
em cerca de 17% e de 20% a 25%, respectivamente?’. Acredita-se que o
subgenétipo IIA teve origem na Africa Ocidental, sendo endémico do Benin. Contudo,
somente cepas do subgenotipo IA foram detectadas na regido centro-ocidental da
Africa, sendo relatadas na Nigéria e em Camardes*254041 Até os dias atuais, as
razdes da circulacédo limitada do gendtipo Il ao redor do mundo ainda nao foram
elucidadas e a deteccéo deste genotipo é raramente reportada.

A distribuicdo do gendtipo 1l é global. Apesar de o subgenotipo IlIA ser
considerado endémico na Asia, cepas ja foram relatadas também nas Américas, na
Africa e na Europa*2°42-47_Casos de infeccdes causadas por este subgenétipo foram
recentemente reportados na Turquia, Espanha e Coreia do Sul24445, E interessante
destacar que na india a maioria dos surtos epidémicos de hepatite A relatados foram
causados por infecgcbes do subgendtipo IlIA, e que no Japdo este subgenotipo,
juntamente com o llIB, co-circula amplamente com cepas pertencentes aos
subgendtipos IA e IB4-51,

Os trés gendtipos restantes, IV a VI, sdo cada um representado por uma Unica
cepa recuperada a partir de uma espécie de macaco do Velho Mundo?°. Dois desses

genotipos foram recuperados em uma instalacdo de primatas, localizada na antiga
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Unido Soviética, a partir de um macaco Cynomolgus (Macaca fasicularis), importado
da Indonésia (gendtipo VI), e de um macaco verde africano (Cercopithecus aethiops),
importado do Quénia (gendtipo V)?%24, O gendtipo IV foi recuperado nos Estados
Unidos a partir de um macaco Cynomolgus, importado das Filipinas?®%2. As cepas
de HAV de simios diferem geneticamente tanto entre si quanto das cepas que
acometem seres humanos?334,

No Brasil, o gendtipo | € o0 mais comumente encontrado. Estudos realizados
em amostras clinicas obtidas a partir de pacientes brasileiros demonstraram maior
prevaléncia do subgendtipo IA, assim como observado em ambito mundial3*3537,
Este mesmo subgenétipo, recentemente associado a surtos entre HSH em estudos
de diferentes paises, também foi detectado neste mesmo grupo de individuos no
Brasil. Em 2019, Mello e colaboradores relataram a circulagéo de cepas de HAV
pertencentes ao subgendtipo IA que estavam associadas a surtos epidémicos
ocorridos na Europa entre HSH, revelando a ocorréncia de sua circulacdo no Rio de
Janeiro®. Além disso, também nesta cidade, este mesmo subgenétipo foi detectado
em amostras de agua utilizadas para consumo e também em esgoto bruto e
tratado®4°°,

Ainda no cenario nacional, o subgenotipo IB tem sido relatado em associacao
a surtos de hepatite A ocorridos no pais e também em casos isolados343%%57 Entre
pacientes infectados com o genotipo |, o subgenatipo IB foi detectado em 35% e 70%
dos individuos no noroeste do Brasil e no Rio de Janeiro, respectivamente®”58, Além
disso, dados relatam a co-circulacdo deste mesmo gendtipo com o IA, sobretudo
durante a ocorréncia de surtos epidémicos®>’. No Rio de Janeiro, ambos os
subgenotipos foram identificados durante a investigacdo de um surto de hepatite A
ocorrido em uma creche, no ano de 2011%. Ademais, um estudo realizado por
Amado et al., 2018, mostrou a co-circulacdo de ambos os subgenoétipos em bairros
com relatos de surtos de hepatite A, além da deteccdo do subgendtipo IB em

amostras de agua local>*.
1.1.4 Replicacdao viral e sintese proteica

O virus da hepatite A é caracterizado por ndo apresentar envelope viral, o que
Ihe confere a necessidade de ligacdo com um receptor presente nas células-alvo
para que assim ocorra sua internalizacao e, consequentemente, o inicio do seu ciclo

de replicacéo.
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Em modelos animais, os antigenos do HAV podem ser detectados no
estdbmago e nos intestinos delgado e grosso ao longo do curso da infec¢ao, o que
sugere que, possivelmente, algum passo da replicacdo viral ocorre no intestino*>°,
Embora a infecgdo normalmente resulte da ingestdo de virions “naked”, ndo esta
claro quais os tipos de células que sao infectados primeiro, ou mesmo se ha um local
primario de replicacéo dentro do intestino!'*°. Apesar deste fato, uma vez infectado,
a disseminacao viral dentro do hospedeiro parece envolver a forma eHAV, uma vez
gue apenas esta forma é detectada no soro durante a infeccéo aguda®.

O dominio de imunoglobulina e mucina de células T contendo a proteina-1
(TIM1) é um receptor de fosfotidilserina envolvido na eliminacdo de células
apoptoticas e que esta associado a adsorcao e entrada de muitos virus envelopados
que exibem fosfotidilserina em sua superficie''°. O receptor TIM1 foi inicialmente
sugerido como um receptor de HAV, entretanto estudos posteriores mostram que
sua presenca nao é um fator essencial para a entrada do virus na célula-hospedeira.
Nesse contexto, 0s mecanismos especificos de endocitose dos dois tipos de virions
ainda precisam ser analisados e estabelecidos’:8:61,

O mecanismo de entrada de particulas eHAV na célula hospedeira se difere
do mecanismo que os virions “naked” apresentam, apesar de ambos compartilharem
etapas posteriores do processo de entrada na célula-alvo, tais quais as interacdes
do capsideo com um receptor celular especifico. Com relacédo ao eHAV, 0 processo
de entrada ainda ndo € detalhadamente compreendido, porém acredita-se que
ocorra por meio de uma via endocitica. Em contrapartida, acredita-se que 0s virions
‘naked” interagem com o mesmo receptor, contudo sem a formacdo de um
endossomo inicial®1?,

A etapa final da entrada das particulas virais é a liberacdo do HAV-RNA
através da membrana endossdémica para o citoplasma da célula hospedeira, que
ocorre de forma lenta e assincrona!!®2, Acredita-se que esta liberagdo ocorra por
meio da formacédo de um poro de membrana composto pela proteina VP4 miristoilada
e o terminal amino da proteina VP1 que se estende do capsideo apoés a ligacdo ao
receptord116364 Entretanto, raios-X da estrutura do capsideo viral recentemente
observados mostraram a auséncia de qualquer local de interacdo com receptores, o
gue levou a hipotese de que o HAV pode entrar e desnudar seu RNA por meio de
um mecanismo completamente diferente de outros picornavirus, com o capsideo

possivelmente entrando no citosol intacto e sem revestimento intracelular”2,
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Uma vez que o genoma viral € entregue ao citosol, o ciclo de replicacdo se
inicia com a traducdo de proteinas estruturais e ndo-estruturais necessérias para
estabelecer um complexo de replicacédo do RNA. A proteina 3B (VPg) € removida do
genoma logo apds sua chegada ao citosol e a traducéo da poliproteina PO € iniciada
de uma forma independente®1.65. A replicacdo do HAV-RNA ocorre lentamente, e,
assim como em todos os virus de RNA de polaridade positiva, ocorre no citoplasma
e em estreita associagcdo com membranas.

Observa-se que a superexpressdao da proteina 2C leva a formacdo de
rearranjos nas membranas intracelulares derivadas do reticulo endoplasméatico, o
gue possivelmente reflete no estabelecimento de um microambiente membranoso
dentro do qual a sintese de RNA pode prosseguir®!11¢, O RNA de polaridade positiva
€ transcrito para um intermediario de polaridade negativa, resultando em uma
molécula de RNA duplex que entdo serve como molde para a producdo de multiplos
novos produtos de RNA de fita (+) - em reacGes catalisadas pela polimerase 3DP°.
A replicacdo prossegue de forma ndo conservadora, isto €, com muito mais novas
fitas (+) que fitas (-) de RNA®!!, Fatores do hospedeiro estdo envolvidos no
estabelecimento e manutencédo da maquinaria de replicacdo do HAV, mas nao foram
amplamente estudados.

Pouco se sabe a respeito da montagem do capsideo viral do HAV e do
empacotamento do seu RNA no interior da célula hospedeira. Trés proteinas de
capsideo precursoras, VPO, VP3 e VP1pX, dobram-se e entdo se unem como
subunidades de pentamero para montar o capsideo®%. A montagem adicional de 12
dessas subunidades de pentamero em capsideos completos depende da sequéncia
de VP4 e a sequéncia de eventos que levam ao empacotamento de RNA ndo é bem
compreendida, porém a clivagem na juncao VPO ndo prossegue até que o capsideo
imaturo tenha o RNA empacotado®®”.

Virions de eHAV quasi-envelopados séo liberados das células infectadas de
forma ndo litica como pequenas vesiculas extracelulares (exossomos), cujas
membranas envolvem e protegem o capsideo da acdo de anticorpos
neutralizantes®%1168 Estes virions compartilham varias caracteristicas com os virus
envelopados convencionais, mas nao expressam glicoproteinas codificadas por
virus em sua superficie®®. O mecanismo de biogénese de secrecédo dos virions eHAV
ocorre por meio da via de corpo multivesicular em que os capsideos virais sédo
recrutados do local de replicacdo e empacotamento do HAV-RNA para as vesiculas

de exocitose, formando os corpos multivesiculares em um processo mediado por
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complexos de classificacdo endossdmica necessarios para o transporte (ESCRT)&¢8,
Corpos multivesiculares com vesiculas intraluminais (IVLs, do inglés intraluminal
vesicles) contendo capsideos do HAV, entdo, se movem para a membrana
plasmética, onde ocorre a fusdo da mesma com a membrana dos corpos
multivesiculares, o que resulta na liberacao extracelular de ILVs como virions eHAV
(Figura 1.4). O virus liberado através da membrana apical de hepatdcitos €
desprovido de suas membranas por meio da acdo detergente dos sais biliares
durante a passagem pela via biliar. A partir deste processo, o HAV €, entao,

eliminado nas fezes na forma de virions “nakeq’®11.68-70,

Citoplasma '!"I__\(s‘_i %
| :-,____,’ P | ) ,'| lones
._.\ \ __‘__" o ,

Membrana
Plasmatica P,

Sais Biliares

Figura 1.4: Biogénese de virions extracelulares quasi-envelopados (eHAV) e “naked”. Apéds a
montagem e empacotamento do RNA viral, os capsideos sdo recrutados para a superficie dos
endossomos por meio de interagfes VP2 e VP1pX com componentes dos complexos de classificacdo
endossbmica necessarios para o sistema de transporte (ESCRT). O brotamento interno dos
capsideos no endossomo resulta em vesiculas intraluminais (ILVs) e formacdo de corpos
multivesiculares (MVBs). Os MBVs sao transportados para a membrana plasmatica, onde a fuséo da
membrana leva a liberacdo de virions eHAV envoltos em membrana para o espaco extracelular. Os
virions eHAV que séo liberados da membrana basolateral do hepatdcito para os sinuséides hepaticos
e circulam no sangue, enquanto o eHAV secretado através da membrana apical sofre conversdao em
virions “naked” por meio da agdo de sais biliares no sistema biliar proximal. Fonte: Adaptado de
McKnight e Lemon, 2018.
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1.1.5 Patogénese e resposta imunologica

A principal forma de transmissao da hepatite A consiste na via fecal-oral, por
meio da ingestéo de particulas virais. Apés a ingestao de virions, o HAV resiste ao
ambiente estomacal &cido, passa pelo intestino e € chega ao figado, 6rgdo de
tropismo. Contudo, ndo se sabe ao certo se ocorre replicacdo em um local primario
dentro do trato gastrointestinal. Acredita-se que a particula infectante chega a
membrana basolateral dos hepatécitos, dentro do espaco de Disse, por meio da
circulacdo portal, e entdo, dentro destas células, inicia sua replicacdo®’t. Apds a
replicacdo, o virus é secretado na bile e retorna ao trato gastrointestinal, sendo
excretado nas fezes ou transferido novamente para o figado por meio da circulacéo
entero-hepatica, até a sua neutralizagcdo por anticorpos anti-HAV"72,

O periodo de incubacédo da hepatite A é de, geralmente, 14 a 28 dias, podendo
chegar até 50 dias. Durante esse periodo, sdo observadas viremia e excrecao de
altas concentracdes de particulas virais pelas fezes (10° particulas virais por grama),
gue constituem a principal fonte de transmissédo do HAV em razéo da alta carga viral
presente nas mesmas®5%7374, Esta excrecao fecal diminui rapidamente com o inicio
dos sintomas e evidéncias bioquimicas de lesédo hepatica, tal qual a elevacéao das
enzimas hepaticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), que ocorre simultaneamente ao aparecimento de anticorpos especificos® 2.
As elevadas concentracfes de particulas virais nas fezes aumentam o risco de
transmissdo durante a fase prodrémica, antes dos sintomas ou manifestacfes
bioquimicas. Além disso, o virus também € liberado na saliva, porém em
concentracdes muito baixas’®.

O periodo virémico dura em média 42 dias apés o inicio das manifestacdes
clinicas’®’’. Contudo, estudos demonstram que o RNA viral pode ser detectado em
amostras de soro/plasma por até 490 dias apds o inicio daictericia, com cargas virais
variando de 10? a 10° cépias/mL’®. O RNA viral também pode ser detectado em
amostras de sangue total, com periodos de deteccdo de 42 a 70 dias’®’’ e em
amostras saliva de pacientes com hepatite A, sendo sua carga viral de 1 a 3
unidades/Ul de log10 menores do que aqueles encontrados no soro’®. Apenas um
estudo, até o0 momento, mostrou a detec¢do do HAV-RNA em amostras de urina’®.
Compativel com a hepatite clinica, anticorpos IgM anti-HAV e, subseqguentemente,
IgG aparecem no soro e na saliva, acompanhados por uma reducao acentuada da

eliminacéo do virus nas fezes e viremia (Figura 1.5). A deteccéo de anticorpos anti-
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HAV IgM no soro de pacientes infectados ocorre por um periodo de 10 a 16 semanas,
havendo pico na concentracéo dos mesmos entre 4 e 6 semanas apoés a infeccdo .
Embora anti-HAV IgM seja detectavel por até 6 meses, o0s anticorpos do tipo IgG sao
também encontrados no soro no inicio da infec¢cdo pelo virus da hepatite A, e
permanecem detectaveis durante toda a vida do individuo, conferindo-lhe imunidade
(Figura 1.5)87180 Estes anticorpos neutralizantes reconhecem um pequeno nimero

de epitopos préximos localizados nas proteinas do capsideo VP1, VP2 e VP37881,

Periodo
prodrémico Smtomas

HAV-ENA ALT

Fecal /—\ Anti-HHAV IgG

Niveis relativos

R Resposta de células T
TTe~-._________ HAV-especificas

Meses pos-infeccio

Figura 1.5: Curso tipico da hepatite A. Apés um periodo de incubac¢édo de 3 a 5 semanas posterior
a infeccdo pelo HAV, os individuos infectados desenvolvem sintomas de hepatite com elevacdo dos
niveis da enzima alanina aminotransferase sérica (ALT). A eliminacdo do virus nas fezes e a viremia
estdo presentes e atingem o pico durante o periodo de incubacdo. Os anticorpos anti-HAV aparecem
no soro primeiro como IgM e, posteriormente, como IgG. Respostas de células T especificas coincidem
com a elevacdo dos niveis séricos de ALT. Fonte: Adaptado de Shin e Jeong, 2018.

De um modo geral, a resposta de linfécitos B frente a infeccédo pelo HAV é
tardia, possivelmente devido ao sequestro dos antigenos virais no interior de
endossomos e de sua seguinte liberacdo nao litica das células infectadas, levando a
liberacdo apenas de virions eHAV revestidos por membranas do hospedeiro que tém
capacidade de desviar da acéo neutralizante de anticorpos®®74,

Em adultos, a infeccdo aguda pelo HAV comumente causa lesdo hepética
grave, enquanto que, em criancgas, geralmente sao observadas infec¢des subclinicas
assintomaticas’'®2. No tecido hepatico infectado, nota-se degeneracdo de
hepatdcitos e infiltracdo por células inflamatdérias mononucleares, além de ativacéo
das células de Kupffer e o rompimento dos canaliculos biliares® .

O mecanismo de leséo hepatica durante o curso da hepatite A ainda nao foi

claramente elucidado. No entanto, é sabido que a lesédo no tecido hepatico néo é
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causada diretamente por efeito citopatico do HAV, uma vez que a eliminacao fecal
maxima geralmente precede o pico dos niveis séricos de ALT e o inicio da doenga,
o que indica que a replicacdo por si s6 ndo causa lesédo hepatocelular®’. A hipétese
principal para o surgimento de lesdo hepatica consiste na acdo de mecanismos
imunomediados que envolvem respostas imunes inatas e adaptativas ao virus’*82,
Os primeiros estudos sugeriram que a les@o hepatica pode resultar de uma resposta
robusta das células T, uma vez que células T CD8+ citotdxicas, especificas para
virus e produtoras de interferon-y (IFN-y), foram identificadas no sangue periférico e
no figado de humanos infectados®8384, Porém, apesar de tais achados, ainda nao
se sabe exatamente qual € o papel das células T no desenvolvimento da leséo
hepética caracteristica da hepatite A, assim como quais sdo seus sinais de ativacédo

e as moléculas efetoras envolvidas® .
1.1.6 Manifestacdes clinicas

As manifestacbes clinicas da infeccdo pelo HAV variam de casos
assintomaticos a faléncia hepatica aguda, contudo n&o € observada progresséo para
hepatite cronica. A maior parte dos individuos que desenvolve a doenca apresenta-
se assintomatica ou com formas sintomaticas leves, no entanto, um pequeno nimero
de infectados desenvolve hepatite aguda grave com risco de morte, podendo evoluir
ao o6bito* 7185,

O desenvolvimento de hepatite sintomatica esta associado principalmente a
idade do individuo infectado. Sao poucos o0s casos de criangas menores de 6 anos
de idade que manifestam sinais clinicos de hepatite (menos de 30% dos casos),
enquanto a maioria dos adultos (mais de 70% dos casos) desenvolvem sinais e

sintomas que persistem por um periodo de duas a oito semanas (Figura 1.6)71:86,
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Figura 1.6: Resultados clinicos da infeccéo pelo virus da hepatite A (HAV). As manifestacées
clinicas da infeccdo pelo HAV dependem, principalmente, da idade dos individuos. A maioria dos
pacientes adultos desenvolve hepatite sintomatica, enquanto a maioria das criangas menores de 6
anos ndo. Os sintomas comuns da hepatite sdo febre, mal-estar, nausea ou vémito, desconforto
abdominal, collria e ictericia. As complicacGes extra-hepaticas relatadas incluem leséo renal aguda,
colecistite acalculosa, pancreatite, derrame pleural ou pericardico, hemdlise, hemofagocitose,
aplasia de glébulos vermelhos, artrite reativa aguda, erupcao cutédnea e manifestacdes neuroldgicas
como mononeurite e sindrome de Guillain-Barré. Fonte: Adaptado de Shin e Jeong, 2018.

O periodo de incubacéo da hepatite A € de, geralmente, 14 a 28 dias, podendo
chegar até 50 dias. Os sintomas, quando presentes, tém inicio abrupto com febre
(52-91% dos casos), mal-estar (52-91%), nauseas e vomitos (26-87%), desconforto
abdominal (37-65%), e, em seguida, observa-se collria e ictericia (28-94%)371.87,
Menos frequentemente, também pode ser observado perda de apetite, anorexia,
mialgia, artralgia, cefaleia, prurido e erupcdo cutanea. Ademais, no exame fisico
pode ocorrer hepatomegalia (78% dos casos)®"?.

Laboratorialmente, a infeccdo pelo HAV se manifesta por meio de niveis
elevados de bilirrubina total (pico médio de 7-13mg/dL), com predominio de
bilirrubina direta, de fosfatase alcalina (pico médio de 319— 335 UI/L) e de ALT (pico
médio de 1952-3628 UI/L). O tempo de protrombina mostra-se prolongado e altos
niveis de bilirrubina na auséncia de hemodlise indicam hepatite grave com risco
potencial de faléncia hepatica aguda’?.

De uma maneira geral, cinco padrdes clinicos sao reconhecidos: 1) infeccao
assintomatica, frequentemente presente em criancas menores de 6 anos; 2) infeccéo
sintomatica, com presenca de coluria, frequentemente seguida de ictericia com
predominio de bilirrubina direta; 3) hepatite colestatica, caracterizada por prurido,
elevacdo prolongada de fosfatos alcalinos, gama glutamil transferase (GGT),

bilirrubinemia e perda de peso; 4) hepatite A recorrente, manifestada pelo
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reaparecimento dos marcadores clinicos, laboratoriais e virolégicos da fase aguda
apos a resolucao inicial da infeccdo; 5) hepatite fulminante, que em muitos casos
requer transplante de figado ou leva ao 6bito8.

Dentre os pacientes sintomaticos, cerca de 10-20% desenvolvem hepatite
recorrente, com duracdo de mais de 6 meses (Figura 1.6). Esta forma, contudo, é
mais branda quando comparada a forma inicial da hepatite. A colestase prolongada
€ observada em 5-7% dos infectados, e se apresenta com fadiga e nivel de bilirrubina
total maior que 5mg/dL com predominio de bilirrubina direta, com duracdo maior que
4 semanas®’t. Em uma parcela menor dos infectados, de 0,015 a 0,5%, ocorre
faléncia hepética aguda, sendo observadas taxas mais altas em adultos mais velhos
(40-50 anos de idade) e em pacientes com doencas hepaticas crénicas subjacentes,
com reserva funcional hepatica limitada’*-888°, Além disso, superinfeccéo de HAV ou
coinfec¢cdo com outros virus, incluindo os virus das hepatites B, C e E, HIV e o virus
da dengue, bem como infeccdo por HAV em pacientes com doenca hepatica ndo
viral cronica, pode afetar a histéria natural da doenca basica e levar também a
insuficiéncia hepatica aguda®9°:°1,

A mortalidade por hepatite A como consequéncia de insuficiéncia hepética
aguda pode chegar a 90% em adultos e 74% em crian¢as que nao sao submetidos
ao transplante de figado necessario, embora a recuperacao espontanea mesmo em
um estagio avancado de insuficiéncia hepatica seja possivel. Com o transplante de
figado, no entanto, a taxa de sobrevivéncia em criancas nesta condi¢cdo pode chegar
a 80%8'92'93.

ManifestacOes extra-hepaticas atipicas de hepatite A, apesar de ndo serem
frequentes, ja foram relatadas e incluem lesdo renal aguda, incluindo
glomerulonefrite, colecistite acalculosa, pancreatite, derrame pleural ou pericardico,
hemdlise, hemofagocitose, aplasia pura de globulos vermelhos, artrite reativa aguda,
erupcao cutanea e manifestacdes neurolégicas, como mononeurite, Sindrome de
Guillain-Barré e mielite transversa’%4,

Em gestantes, a hepatite A € geralmente benigna. Apesar deste fato,
sobretudo durante o segundo e o terceiro trimestres da gestacdo, o HAV esta
associado a contracdo uterina em partos prematuros, o que pode ocorrer em razao
da acgdo de citocinas pré-inflamatérias ou hiperbilirrubinemia’™. Um estudo realizado
em Israel com 13 gestantes demonstrou uma alta taxa de complicacdes gestacionais
(69%), incluindo descolamento de placenta, ruptura prematura de membranas,

sangramento vaginal e a contracdo prematura’®°,
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1.1.7 Epidemiologia

A hepatite A tem ampla distribuicdo mundial, sendo endémica em muitas
regides e representando a causa mais comum de hepatite viral aguda ao redor do
globo*%. Aproximadamente 1,5 milhdo de casos de hepatite A ocorrem anualmente
em todo o mundo, contudo, acredita-se que, muito provavelmente, esta taxa de
infeccdo é subestimada em razdo da forma frequentemente assintomatica da
infeccao e das limitac6es em relacdo as informacdes epidemiolégicas acerca do HAV
em muitas regides®°7%,

A principal forma de transmissao do HAV, em todo o mundo, consiste na via
fecal-oral, que ocorre como resultado da ingestdo de agua e/ou de alimentos
contaminados com o0 virus ou pelo contato pessoa-pessoa com um individuo
infectado®919° A eliminacdo prolongada do virus nas fezes somada com fatores
como aglomeracdo de pessoas, condicdes higiénicas inadequadas,
compartilhamento de objetos, proporcao de individuos suscetiveis a hepatite A e
relacdes sexuais com contato anal-oral ou digito-anal-oral facilitam a transmisséo da
doenca'®l. No entanto, as melhorias gerais das condicdes socioecondmicas e de
saneamento basico em todo o mundo estdo deslocando a suscetibilidade a infeccao
pelo virus, da infancia para adultos jovens e até mais velhos, o que gera bolses de
individuos suscetiveis a infecgdo dentro desses grupos®97:192,

A associacdo do risco de infeccdo pelo HAV com os padrdes de higiene e
saneamento, a manifestacéao clinica da doenca dependente da idade e a imunidade
ao longo da vida do individuo determinam os diferentes padrées de infeccéo pelo
virus observados em todo o mundo®°7192, Geralmente, as regides globais com alto
indice socioecondmico apresentam niveis baixos de endemicidade de infeccéo pelo
HAV (menos de 50% da populacdo), enquanto as regides com piores condi¢des
socioeconbmicas tém niveis de endemicidade elevados (mais de 90% da
populacdo). As regides socioeconomicamente intermediarias, por sua vez,

geralmente mostram taxas de endemicidade médias ou baixas (Figura 1.7)%%:103,
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Il Alta prevaléncia (> 90% tém imunidade aos 10 anos)

I Prevaléncia intermediaria (>50% tém imunidade aos 15 anos)
Baixa prevaléncia (~30% tém imunidade aos 30 anos)
Prevaléncia muito baixa (<50% tém imunidade aos 30 anos)

Figura 1.7: Distribuic&o global da hepatite A.
Fonte: Adaptado de Jefferies et al., 2018.

No continente africano, as informacdes sobre a infeccdo pelo HAV séao
limitadas. Os dados disponiveis mostram que a maior parte da Africa continua sendo
uma regido de alta endemicidade, em que grande parte da populacédo desenvolve
imunidade ao virus e que surtos e epidemias de hepatite A sdo incomuns®®. Algumas
das mais altas prevaléncias de HAV sao observadas em paises subsaarianos, onde
estudos de soroprevaléncia mostram que quase 100% das criancas mais velhas e
adultos apresentam IgG anti-HAV, e que o ponto médio de imunidade da populacéo
geral corresponde a idade de 5 anos, 0 que demonstra que mais da metade das
criancas em idade pré-escolar ja contrairam o HAV e desenvolveram imunidade
como um resultado de sua infec¢&0!°2193, No Norte da Africa e no Oriente Médio a
tendéncia da infeccéo pelo HAV € a mesma, sendo observado um nivel intermediario
de soroprevaléncia anti-HAV em ambas as regides®”1%2,

Na Asia, as taxas de soroprevaléncia do HAV variam consideravelmente entre
0s paises, de maneira que alguns apresentam altas taxas e outros estdo em
processo de transicdo epidemioldgica, passando para incidéncia intermediaria ou
baixa®. As areas de baixa endemicidade incluem o Jap&o e outros paises, como
Taiwan, onde, na capital, a prevaléncia de anticorpos anti-HAV na populacéo adulta,
foi reduzida de aproximadamente 90%, durante a década de 1970, para
porcentagens quase nulas, nos dias atuais®”1%4. Na maior parte do Sudeste Asiatico

e na India, a soroprevaléncia do HAV varia de alta para moderada, e dados
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disponiveis mostram que o numero de casos entre adolescentes e adultos tem
aumentado muito, o que contribui para o risco de surtos nestes individuos®’.

A prevaléncia de hepatite A € em geral intermediaria nas Américas, com
excecao de paises norte-americanos, como Estados Unidos da América (EUA) e
Canada. A América Latina caracteriza-se por ser uma regido com prevaléncia da
infeccdo pelo HAV intermediaria, em que a transmissdo na infancia € menos
frequente®979°, Apesar das dificuldades em se estimar a incidéncia exata de hepatite
A nesta regido devido a alta proporcdo de infeccdo assintomética e aos diferentes
programas de vigilancia epidemioldgica, dados de estudos recentes sugerem que 0
namero de casos da infeccdo vem diminuindo em varios paises da Ameérica do
Sul®”?%, Na Argentina, Chile, Uruguai e também no Brasil, melhorias nos programas
de saude publica e nas condi¢Bes sanitarias gerais e também a implementacéo da
vacina foram os principais fatores responsaveis por promover esta mudanca de
endemicidade®’:105:106,

No continente europeu, a epidemiologia da infeccao pelo HAV é caracterizada
por paises com endemicidade variavel, nos quais a prevaléncia da infeccdo aumenta
da Europa Ocidental para a Europa Oriental onde individuos com maior risco de
adquirir o virus sé@o aqueles que viajam para regides endémicas, HSH e usuarios de
drogas injetaveis®197-199  Apesar deste fato, nos Ultimos anos, diversos paises além
do leste europeu, como Inglaterra, Franca, Alemanha, Holanda, Escocia e Suica,
relataram a ocorréncia de surtos epidémicos de hepatite A ocasionados por uma
variedade de alimentos importados de regides endémicas, incluindo frutas vermelhas
e frutos do mar, além do aumento no numero de casos ocasionados especificamente
pela transmissédo por pratica sexual entre HSH?28107.108,110,

Surtos de hepatite A tém sido frequentemente relatados no grupo de HSH
desde o ano de 20152%8. No inicio da década de 1980, a transmissdo por praticas
sexuais do HAV foi descrita e, ao longo do tempo, vem apresentando aumento em
suaincidéncia neste grupo!!1112, pajses da Europa e da Asia, EUA, Argentina e Chile
recentemente relataram surtos da infecgdo neste grupo especifico?®-30113, Em 2018,
Ndumbi et al. documentaram um grande surto de hepatite A em paises da Unido
Europeia em que foram confirmados 1.400 casos da doenca, com identificacdo de
trés novas cepas detectadas quase exclusivamente em jovens adultos do sexo
masculino, dentre os quais 84% foram identificados como HSH©,

No Brasil, atualmente, os casos de hepatite A concentram-se, em sua maioria,

nas regides Norte e Nordeste, que juntas somam aproximadamente 56% do total de
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casos confirmados em um periodo de 20 anos (de 1999 a 2019)'!4, Estas regides
apresentam menores niveis socioeconémicos e condi¢des precérias de saneamento
basico quando comparadas as demais regides do pais, o que reflete na maior
endemicidade do HAV observadal'®. As regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste, por
sua vez, abrangem cerca de 18%, 15% e 11% dos casos notificados no pais,
respectivamente!!®. E importante destacar que, nas Ultimas décadas, os niveis
endémicos da infecc¢éo pelo HAV no Brasil diminuiram em razao, principalmente, das
melhorias nas condi¢ées socioecondmicas, higiénicas e sanitarias, de maneira que
a taxa de incidéncia de hepatite A no pais tem mostrado tendéncia de queda,
passando de 5,7 casos em 2009 para 0,4 por 100 mil habitantes em 2019 (reducao
de 93%)114—116_

A analise por regifes do pais mostra que as taxas de incidéncia hepatite A
nao ultrapassaram 0,5 caso por 100 mil habitantes, com excecao da regido Norte,
qgue apresentou 0,8 caso por 100 mil habitantes!'*. No que se refere as capitais
brasileiras, 11 dentre as 27 apresentaram taxas de incidéncia superiores a
observada no cenario nacional, destacando Boa Vista (12,0), Porto Velho (1,9) e S&o
Paulo (1,2), Curitiba (1,0), e Rio de Janeiro (0,9), que ocupam as cinco primeiras
posicoes, respectivamente!!4,

Em 2019, segundo o Ministério da Saude, a regido Sudeste apresentou taxa
de incidéncia de 0,5 por 100 mil habitantes, estando um pouco acima da taxa
nacional de 0,4 por 100 mil habitantes!4. As capitais Vitéria (ES) e Belo Horizonte
(MG) apresentaram taxas de 0 e 0,4 por 100 mil habitantes, respectivamente, ficando
abaixo ou se igualando a taxa nacional. No entanto, as duas maiores cidades do
pais, Sao Paulo (SP) e Rio de Janeiro (RJ), apresentaram taxas de incidéncia acima
da taxa detectada em todo o territorio nacional (1,2 e 0,9 por 100 mil habitantes,
respectivamente)!4. A tendéncia de queda da incidéncia da infecg¢do pelo HAV no
Brasil tem sofrido oscilagcdes devido a ocorréncia de surtos epidémicos recentes
entre 2017 e 2018 nestas duas importantes cidades.

O aumento da incidéncia da hepatite A no ano de 2017 foi resultado de um
surto que ocorreu ha capital paulista, com aumento de 14 vezes na taxa de incidéncia
(de 0,4 para 5,6 por 100 mil habitantes)'’. Neste mesmo ano, somente a cidade de
Sao Paulo contabilizou 694 casos, o que representa um terco do nimero de registros
em todo o pais para 0 ano de 2015. A faixa etaria mais afetada foi de 18 a 39 anos
e a forma fecal-oral associada a préatica sexual foi considerada a principal via de

transmisséo!!”1'8 Dados do ano de 2019 demonstram que a proporcéo de casos de
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hepatite A no sexo masculino foi de 60,6%, permanecendo maior que a proporgao
observada no sexo feminino (39,4%), assim como relatado nos anos anteriores. Além
disso, desde o0 ano de 2016 a faixa etéria de 20 a 39 anos vem apresentando as
maiores de taxas de incidéncia, sobretudo entre individuos do sexo masculino4118,

Na cidade do Rio de Janeiro, também foi relatado um aumento subito de
hepatite A no final de 2017, com 119 pessoas infectadas, quando no ano anterior,
houve apenas 10 registros*4. Tal aumento tem sido atribuido a ocorréncia de surtos,
sobretudo em razéo de praticas sexuais e ao uso de agua contaminada com o
HAV119.120 Recentemente Mello et al. detectaram, no Rio de Janeiro, cepas de HAV
envolvidas nos surtos epidémicos ocorridos na Europa entre HSH'!%, Estes dados,
juntamente com os observados em Sao Paulo, indicam que o aumento da hepatite
A entre homens, especialmente de 20 a 39 anos, principalmente na regido Sudeste,
esta possivelmente relacionado a pratica sexual. Ademais, em 2018, Amado et al.
demonstraram a ocorréncia de um surto de hepatite A também no Rio de Janeiro,
em que foram confirmados 99 casos da infec¢gdo, com maior incidéncia em homens
na faixa etaria compreendida entre 20 e 29 anos, mostrando que a fonte de infeccéo
pelo HAV por meio do consumo agua ou alimentos contaminados também ocorre'?°,

Outro aspecto epidemioldgico importante da hepatite A no Brasil € a inclusado
da vacina inativada contra a doenca no calendario infantil de imunizacédo, desde
2014, conforme abordado no item 1.1.8. Esta vacina esta disponivel na rede publica
de saude apenas para criancas de 1 a 5 anos, e, portanto, no momento, uma grande
parcela da populacéo de criancas mais velhas e de jovens adultos ainda permanece
suscetivel a infeccao.

A transmissao da infeccao pelo HAV pode ocorrer também, apesar de raros
0s casos, pela transfusdo de sangue e hemoderivados provenientes de doadores
infectados durante o periodo de viremia. Esta via de infec¢ao tem sido relatada desde
1974 em diferentes grupos de risco, como em neonatos com transmissdo secundaria
para os profissionais de salde, entre pacientes com talassemia e hemofilicos?1-124,
Dados acerca desta forma de transmissao serdo melhor abordados nos préximos

itens deste trabalho.
1.1.8 Tratamento e prevencao

Nenhum tratamento especifico € necessario para a maioria dos pacientes que
nao apresentam formas graves da infec¢cao, sendo prescritos apenas medicamentos
sintomaticos. De uma maneira geral, sdo adotadas medidas gerais, como repouso
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adequado (quando necessério) e dieta que evite alimentos que possam causar
desconforto gastrointestinal, como alimentos gordurosos. O acompanhamento
destes pacientes deve ser realizado pela dosagem periddica das transaminases e
de bilirrubina, de modo que, quando estes valores estiverem proximos ou totalmente
normais, o paciente recebe alta’>9.

Nos casos de hepatite complicada por insuficiéncia hepética fulminante, o
manejo é determinado pelas complicacdes que se desenvolvem e pela necessidade
de transplante de figado. Da mesma forma, as manifestacfes extra-hepaticas, como
insuficiéncia renal e pancreatite, sdo tratadas de maneira rotineira. Nas formas
colestaticas prolongadas, contudo, corticosteroides podem ser utilizados como
recurso temporario para acelerar o desaparecimento da ictericia e aliviar o
prurido’?9,

A hepatite A € uma doenca evitavel por medidas profilaticas que englobam,
principalmente, instalacdes sanitarias e habitacionais adequadas, medidas de
higiene pessoal e de saneamento basico, bem como profilaxia passiva pré e pos-
exposi¢cao com imunoglobulina, e imunizagao ativa por meio da vacina para hepatite
A%,

Para prevenir a transmisséao fecal-oral da hepatite A, suprimentos adequados
de agua potavel e descarte adequado de esgoto dentro das comunidades,
combinados com praticas de higiene pessoal, como lavar as maos regularmente,
além do cuidado com alimentos (como frutas, verduras e mariscos cozidos
inadequadamente ou crus) constituem medidas que atuam na reducdo da
disseminacéo do virus, sobretudo em areas endémicas®96:1%,

A imunoprofilaxia passiva consiste na administracdo intramuscular de
imunoglobulina humana, obtida a partir de amostras de plasma humano, e tem sido
utilizada como ferramenta para profilaxia pré e pés-exposi¢ao contra a infeccéo pelo
HAV, dentro de um curto prazo®°:125-127 Como medida profilatica pré-exposicéo, a
administracdo de imunoglobulina é eficaz dentro de horas apd6s a inje¢cdo por um
periodo de 12 a 20 semanas, a uma dose de 0,02mL e 0,06mL por quilogramas de
peso corporal, respectivamente. A profilaxia pos-exposicdo também é alcancada
horas apds a injecdo e apresenta eficacia de 80% a 90% quando administrada em
até 14 dias apds a exposicdo ao virus®'?6, O uso da imunoprofilaxia passiva é
indicado para individuos que possam estar em situacées com maiores chances de
infeccdo, como no caso de viajantes para areas endémicas e contatos domiciliares

de pacientes infectados®. Contudo, cabe ressaltar que a profilaxia pés-exposicéo

40



com vacinas inativadas, desde que administradas dentro de duas semanas da
exposicdo, bem como o alto custo da imunoglobulina e a protecdo de curto prazo
proporcionada por ela, levou ao declinio de seu uso, de um modo geral®.

A imunizacéo ativa para hepatite A é feita por meio da vacinacéo. Atualmente,
dois tipos de vacina sao usados em todo o mundo: vacinas inativadas por formalina
monovalentes intramusculares, usadas na maioria dos paises e que podem ser
administradas em conjunto com outros imunizantes ativos, e as vacinas atenuadas,
desenvolvidas na China para administracdo subcutdnea em uma forma
liofilizada®12>128.129_ No ano de 2007, a China introduziu a vacinacdo em massa para
criancas de 18 meses de idade, de forma que metade dessas criangas recebeu uma
dose subcutdnea da vacina atenuada e a outra metade recebeu duas doses
intramusculares da vacina inativada, em um intervalo de seis meses®!?8, Neste
estudo foram observadas taxas de eficacia de 90% a 95% para a vacina atenuada e
de 95% a 100% para a vacina inativada'?®. Outros estudos comparativos de
imunogenicidade entre vacinas atenuadas e inativadas sugerem que, apesar de as
taxas de soroconversao parecerem mais lentas nas atenuadas, ambas as vacinas
induzem taxas de protecdo semelhantes por pelo menos 8 anos®"%,

As estratégias de imunizacdo para a prevencao da hepatite A dependem da
epidemiologia da infeccdo pelo HAV em cada regido ao redor do mundo. Com o
licenciamento das primeiras vacinas contra o virus, a imunizacao foi inicialmente
proposta para grupos de individuos com risco de infec¢cdo mais alto, como viajantes
oriundos de regides ndo endémicas para regibes endémicas, membros da familia e
contatos proximos de um individuo com infeccdo aguda, pacientes com doenca
hepatica crbénica, funcionarios de creches, laboratérios e de companhias de agua e
esgoto, entre outros®. Esta estratégia ainda é valida em regides com endemicidade
de hepatite A baixa ou muito alta, porém ndo se mostra muito eficaz em areas de
endemicidade intermediaria ou em areas em transicdo epidemiologica, onde sdo
observadas mudancas nos padrfes especificos da idade da doenca, o que resulta
em uma proporcao crescente de adolescentes e jovens adultos suscetiveis, muitas
vezes em areas urbanas ou classes socioeconémicas mais altas, entre 0s quais
surtos podem ocorrert®. Em tais regides, a imunizacdo em massa da populacédo se
mostra como uma estratégia mais eficaz.

A estratégia de vacinacdo em massa da populacao € atualmente adotada em
diversos paises e regides do mundo. Tais locais, como lIsrael, Puglia (na Italia),

Catalunha (na Espanha) e EUA, que implementaram a imunizagao universal em seus
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programas de imunizagao, tém demonstrado um impacto positivo na incidéncia de
hepatite A, de forma que foram observadas quedas de até 90% na detec¢cdo de
novos casos na populacédo geral®19%139 Apds o sucesso observado nos paises e
regides mencionados, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomendou, em
2012, a integracdo da vacinacdo universal em massa nos planos de imunizacao
nacionais para criangcas com idade de até 12 meses em regides com incidéncia em
gueda ou em mudanca epidemiolégica de endemicidade alta para intermediaria®®2,
Consequentemente, outros paises, como Argentina, China, Grécia e Uruguai,
também introduziram a vacinacdo em massa contra hepatite A em criancas
pequenas®!3L,

No Brasil, no ano de 2014, apds a realizagdo de um estudo de custo-
efetividade'®?, o Programa Nacional de Imunizacéo (PNI), do Ministério da Saude,
implantou a vacinacdo contra a hepatite A de uma forma semelhante a do programa
preconizado pela Argentina, disponibilizando uma dose Unica da vacina inativada
monovalente para criancas de um a dois anos de idade, em todo o pais®3134 Em
2017, no entanto, o PNI ampliou a vacinacdo para criangas com menos de cinco
anos de idade, objetivando atingir as criancas que nao foram vacinadas no inicio do

programa?t3>13¢,
1.1.9 Diagnd@stico

O diagnostico laboratorial da hepatite A deve incluir hemograma, avaliacao do
tempo de protrombina e das enzimas hepéticas, além da dosagem de bilirrubina total
no soro. Normalmente, os niveis de bilirrubina sérica total permanecem abaixo de
10mg/dL, mas niveis de 20mg/dL com predominio de bilirrubina direta podem
ocasionalmente ser observados®'3’, Ademais, o diagndstico bioguimico também é
estabelecido pela medicdo dos niveis séricos das enzimas hepaticas fosfatase
alcalina, AST e ALT. Individuos sintoméaticos frequentemente apresentam elevacfes
de bilirrubina e destas enzimas, de forma que niveis muito altos de ALT
(~10.000UI/L) podem ser detectados’*138139  As concentragGes de ALT e AST
fornecem uma avaliagcdo quantitativa dos danos ao tecido hepatico durante a
infeccdo aguda. A ALT esta localizada principalmente no figado e é limitada ao
citosol dos hepatdcitos, enquanto AST é encontrada nas mitocéndrias (80%) e
também no citosol (20%) destas células. A compartimentacdo destas enzimas pode
explicar o padrédo de aminotransferases observado em muitas formas de doenca
hepatica, uma vez que, durante a hepatite aguda, os niveis de ALT, presente no
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citosol, sdo significativamente maiores do que os niveis de AST, majoritariamente
presente em mitocondrias, resultando em uma alta proporcao dos niveis de ALT/AST
(>1,4) na maioria dos casos®®’.

O diagnéstico clinico de pacientes com hepatite A inclui principalmente a
presenca de hepatomegalia durante o exame e em exames de imagem, em que
podem ser observados espessamento da parede da vesicula biliar em mais de 3mm
com heterogeneidade arterial, estreitamento periportal e aumento dos linfonodos
peri-hepaticos (>7 mm de diametro)’*14%, O espessamento da parede da vesicula
biliar estd associado a niveis elevados de bilirrubina e pode ser um fator
independente de hepatite grave 141,

Os achados clinicos e laboratoriais bioquimicos séo, contudo, inespecificos e
nao permitem a diferenciacéo da hepatite A de outras formas de hepatite aguda ou
de injiria hepatica’7%137, Portanto, os testes sorolégicos sdo essenciais para a
confirmacéo do diagndstico.

A deteccédo de anticorpos IgM no soro de pacientes por meio de imunoensaios
€ o principal método de diagndstico da infeccdo pelo HAV. A presenca destes
anticorpos na maior parte dos individuos no inicio do quadro clinico mostra que sua
deteccdo constitui a principal ferramenta para confirmacdo da hepatite A aguda,
contudo de 6% a 11% dos sintomaticos ndo apresentam IgM anti-HAV detectavel no
inicio do curso clinico, especialmente durante a fase sintomatica inicial’*13142,
Apesar disso, os anticorpos IgM séo detectaveis em ambos pacientes assintomaticos
e sintomaticos, sendo que nestes Ultimos, esses anticorpos aparecem dentro de uma
a duas semanas do inicio dos sintomas, periodo que se correlaciona com a fase de
maior aumento das enzimas hepaticas®'?>. A especificidade da deteccdo de
anticorpos anti-HAV IgM para confirmacéao do diagnéstico de hepatite A gira emtorno
de 99-100%43,

Anticorpos anti-HAV 1gG aparecem simultaneamente com anti-HAV IgM,
porém passam a dominar a resposta humoral e persistem por muitos anos,
fornecendo protecao frente a reinfec¢des. Estes anticorpos sao detectados por meio
de ensaios imunoenzimaticos anti-HAV total, capazes de detectar IgM e IgG ao
mesmo tempo. Tais ensaios nao distinguem infeccdo aguda de infeccdo passada,
sendo necessario o teste especifico para anti-HAV IgM para a confirmacdo do
diagndstico’l137.144 No entanto, apesar de néo ser possivel distinguir infeccdo aguda

e passada, a deteccdo de anticorpos IgG permite avaliar a resposta a vacina da
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hepatite A, assim como pode também ser usada em estudos epidemioldgicos de
soroprevaléncia de infecgao pelo HAV.

O ensaio imunoenzimatico, ELISA (do inglés, Enzyme-linked immunosorbent
assay) atualmente é o teste para diagnostico soroldégico mais utilizado, sendo
considerado padrédo-ouro para detectar anticorpos anti-HAV em soro!4> Ensaios
imunocromatograficos podem ser utilizados como teste rapido para deteccao de IgM
e IgG separadamente, no entanto, seu uso é incomum?46.147,

Os ensaios imunoldgicos ndo sédo eficazes para o diagnéstico da infeccéo
durante o periodo de janela imunoldgica, que antecede a producdo e consequente
deteccdo de anticorpos anti-HAV. No decorrer deste periodo, o diagndstico pode ser
realizado por meio de testes moleculares capazes de detectar o genoma viral, tais
guais a reacado em cadeia da polimerase precedida de transcricéo reversa (RT-PCR,
do inglés Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) e a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) em tempo real. Estes
métodos tém um importante papel na deteccédo precoce de casos de hepatite A
durante surtos da doenca e também em casos de hepatite aguda de etiologia
desconhecida®"148,

A amplificacdo do RNA viral por RT-PCR é atualmente o0 método mais sensivel
e amplamente utilizado para a deteccdo do HAV-RNA em amostras de diferentes
naturezas, como soro, plasma, saliva, fezes e amostras ambientais!®’. Este método
geralmente é baseado na detecgdo da regido 5’NCR do genoma viral4%1%0 ou na
regido VP1/2A35137.151152 " A técnica de PCR em tempo real, por sua vez, permite
detectar e quantificar a carga viral do HAV presente nas amostras analisadas de
forma rapida e com alta sensibilidade, sendo muito Gtil em situacdes que necessitem
de testagem em larga escala, como nos casos de surtos*®’. Esta técnica é baseada
nas metodologias Sybr Green® e Tagman®, sendo esta Ultima a mais comumente
utilizada em protocolos que detectam a regido 5’NCR do HAV-RNA?137:153,154,

E importante salientar que, apesar da alta sensibilidade e rapidez, o
diagnostico molecular da hepatite A ndo é utilizado em laboratoérios clinicos ou
rotineiramente em bancos de sangue, sendo mais comumente utilizado em

laboratérios de pesquisa.
1.1.10 Transfusédo sanguinea e HAV

Os dados acerca da prevaléncia do HAV-RNA e de anticorpos anti-HAV IgM
em doadores de sangue sao limitados em todo o mundo. Em 2002, um estudo
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conduzido nos EUA detectou a presenca de HAV-RNA em 1,2% dos minipools de
plasma analisados (30/2.600), resultando em uma taxa de deteccdo de
aproximadamente 0,005% (1/20.000) entre os doadores de sangue!®®. Mais tarde,
na india, Gadgil e colaboradores demonstraram uma prevaléncia de HAV-RNA de
0.24% em doadores de sangue no periodo entre 0s anos de 2004 e 2005, sendo os
doadores maiores de 25 anos de idade os mais afetados!®®. Ainda no continente
asiatico, um estudo realizado na China encontrou uma prevaléncia de anticorpos
anti-HAV IgM em 0,079% dos doadores de sangue atendidos no segundo semestre
de 2012, entre julho e dezembro®’.

Recentemente, na Franca, foi relatado um aumento na taxa de deteccéo de
HAV-RNA entre doadores de sangue de 0.86/10° doadores, em 2016, para 9.4/10°
doadores, em 2017, apds a ocorréncia de surtos epidémicos de hepatite A, em que
os casos confirmados da doenca aumentaram de 701, em 2015, e 666, em 2016,
para aproximadamente 2.980 casos durante os primeiros dez meses de 20178, No
Brasil, contudo, os dados sobre a prevaléncia de HAV-RNA e de anticorpos anti-HAV
entre doadores de sangue, bem como o impacto de surtos epidémicos de hepatite A
neste grupo de individuos, ainda permanecem escassos.

A transmissao transfusional da infeccdo pelo HAV é rara, porém tem sido
relatada desde a década de 1970. Entre 2007 e 2012, na Coreia do Sul, um estudo
retrospectivo demonstrou a ocorréncia de notificacdo de 15 casos de hepatite A em
doadores de sangue apOs a doacdo. Deste total de 15 doacdes, ao todo 44
hemocomponentes foram produzidos e entregues a diferentes hospitais e, dentre os
receptores destes hemoderivados, descobriu-se que um receptor de concentrado de
plaquetas estava infectado com o virus da hepatite A, sendo sua transmissao
associada a transfusdo recebida!®. Em 2016, Hettmann e colaboradores
demonstraram a ocorréncia de um surto de hepatite A associado a transfuséo
sanguinea na Hungria, um ano apds a ocorréncia de um surto entre HSH neste
pais'®, No cenario nacional, recentemente, um estudo produzido pelo nosso grupo
de pesquisa relatou dois casos de transmissao do HAV por transfusdo sanguinea
com hemoderivados oriundos de um Unico doador de sangue infectado'®t. Cabe
ressaltar que um dos receptores era portador de hepatite C cronica e evoluiu para

Obito alguns dias ap6s a transfuséo, devido a uma hepatite fulminante.
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1.2 Parvovirus B19 (B19V)

1.2.1 Taxonomia e estrutura viral

A espécie Erythroparvovirus Primata 1, anteriormente conhecido como
Parvovirus Humano B19 (B19V), € um virus pertencente a familia Parvoviridae,
subfamilia Parvovirinae e género Erythroparvovirus, que apresenta tropismo por
células progenitoras eritroides da medula 6ssea e que infecta a maioria dos seres
humanos'62:163,

O virion possui entre 18 e 26nm de diametro, entre 5,5 e 6,2x10%Da de peso
molecular e densidade flutuante de 1,41g/mL em solucéo de cloreto de césiol6%164,
A particula viral ndo apresenta envelope e o capsideo possui simetria icosaédrica,
consistindo em 60 capsodmeros dispostos em 20 faces triangulares, compostos por
duas proteinas estruturais (VP1 e VP2)%5, O B19V apresenta resisténcia a pH entre
3 e 9, atemperatura de 56°C por 60 minutos, a raios gama e solventes organicos e

agentes oxidantes'64-168,
1.2.2 Organizag&o gendmica e proteica

O genoma do B19V constitui-se por uma fita simples de DNA com polaridades
positivas e negativas equivalentes na particula viral, com aproximadamente 5.600
nucleotideos de comprimento, e que codifica uma proteina nao estrutural importante
(NS1) e duas proteinas estruturais (VP1 e VP2)#5169 O B19V-DNA ¢é flanqueado
nas suas extremidades por repeticoes terminais inversamente idénticas (ITRs, do
inglés identical inverted terminal repeats), com comprimento de 365 nucleotideos
cada (Figura 1.8)'7%171, Essas sequéncias terminais sado palindrémicas imperfeitas e
capazes de levar a formacdo de uma estrutura de fita dupla em ambas as
extremidades do genoma viral (pinos terminais), atuando como iniciadores (primers)
para a sintese da fita complementar!’%.172,

O B19V apresenta em seu DNA um unico promotor (P6), responsavel pela
transcricdo de nove RNA mensageiros (RNAm) sobrepostos, que codificam as
proteinas estruturais (VP1 e VP2) e ndo estruturais (NS1, 11kDa e 7,5kDa). Os
RNAm 1 e 1’ traduzem a proteina NS1, os RNAm 2 e 2’ traduzem a proteina de
7,5kDa, os RNAm 3 e 3’ ndo apresentam produto conhecido para sua transcricao,
0s RNAm 4 e 5 traduzem a proteina VP1 enquanto os RNAm 6 e 7 a proteina VP2

e, por fim, os RNAm 8 e 9 transcrevem a proteina de 11kDa (Figura 1.8)%70.173-175,
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Figura 1.8: Estrutura do genoma e mapa genético do B19V. (A) Diagrama esquematico da
estrutura gendmica do B19V demonstrando as ITRs presentes em cada extremidade do genoma
viral. (B) Representacdo esquematica da forma replicativa do genoma do B19V evidenciando os
RNAmM transcritos e as respectivas proteinas codificadas. Fonte: Adaptado de Ganaie e Qiu, 2018.

As duas proteinas estruturais que compdem o capsideo do B19V, VP1 e VP2,
sao codificadas pela metade 3’ (amino terminal) do genoma viral, entretanto, a VP2
é a proteina predominante, compreendendo 95-96% do capsideo viral’®175, Apesar
de mais abundante, esta proteina possui uma estrutura de leitura mais curta que a
da proteina VP1, sendo codificada pela sequéncia entre os nucleotideos 3225 até
4789 e tendo 58kDa de peso molecular. A proteina VP1 € menos abundante,
compondo entre 5-6% da estrutura do capsideo, e é codificada entre os nucleotideos
2444 e 4789, de forma que € composta por 992 aminoacidos e apresenta 84kDa de
peso moleculart’17s,

A diferenca estrutural de VP1 para VP2 consiste na adicdo de 226
aminoacidos em sua regidao amino terminal, denominada regido Unica de VP1
(VP1u), isto é, VP2 corresponde a regido C terminal de VP11175 A proteina VP1

ndo é essencial para a formacéo do capsideo do B19V, entretanto, a regido VP1u é
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critica para o transporte do mesmo na célula infectada, principalmente pela regido
da fosfolipase A2, que auxilia na entrada da particula viral na célula alvol’®177, A VP2
possui dominios de automontagem, que, na auséncia de DNA viral pode se
automontar e produzir particulas semelhantes a virus (VLP, do inglés Viral Like
Particles), que sdo altamente estaveis e semelhantes fisicamente, antigenicamente
e imunogenicamente aos virions completos!?2:176.178,

Dentre as proteinas ndo estruturais, a principal € a proteina NS1, que é
composta por 671 aminoacidos, com sequéncia nucleotidica entre 436 e 2451, e
peso molecular de 78kDa. A NS1 esté localizada no nucleo das células infectadas
com B19V e apresenta-se como uma proteina multifuncional, iniciando e mediando
aspectos da replicagédo viral*™417,

O B19V expressa outras duas proteinas ndo estruturais, conhecidas por
11kDa e 7,5kDa'’®. A proteina de 11kDa esta localizada entre os nucleotideos 4890
e 5174, & mais encontrada no citoplasma que no ndcleo das células infectadas pelas
particulas virais e participa da sinalizagéo celular. A proteina de 7,5kDa é codificada
pela sequéncia entre os nucleotideos 2090 e 2308 e sua fungéo biologica ainda &

desconhecidal’®74179,
1.2.3 Variabilidade genémica

Até o ano de 2002, a variabilidade genética entre isolados de B19V era
considerada muito baixa, com diferenca nucleotidica menor que 2% entre o0s
isolados. Neste mesmo ano, uma nova analise filogenética de eritroparvovirus
humanos revelou uma organizacdo em trés diferentes gendtipos que se distinguem
em pelo menos 9% de divergéncia nucleotidica em todo o genoma viralt70:171,180.181,

O gendtipo 1 inclui o prototipo B19V e é subdividido em 1a e 1b, sendo
atualmente o genétipo mais comum entre a populacdo mundial8:182 As infecctes
causam uma gama de doencas nos seres humanos, incluindo eritema infeccioso em
criancas, crise aplastica transitéria em pacientes com anemia hemolitica crénica e
hidropsia fetal em mulheres gravidas!®-185, O gendtipo 2 (cepas Lali e A6) do B19V
€ atualmente o menos encontrado quando comparado aos outros dois. O genotipo 3
também é dividido em dois subgenotipos, 3a (cepa V9) e 3b (cepa D9.1), e mostra-
se como o mais diverso dentre os trés gendétipos do B19V, o que sugere uma
provavel histéria evolutiva mais longal6>181.182.186 Todos os trés gendtipos do B19V
constituem um Unico sorotipo e apresentam propriedades bioldgicas, antigénicas e
patogénicas semelhantes e, apesar de raros relatos, é possivel que mais de um

48



gendtipo infecte o mesmo hospedeiro simultaneamente, sugerindo casos de
coinfeccdo ou superinfecgéol6°172.181,183,186,187,

A distribuicdo dos gendtipos depende da origem geografica, da populacdo e
dos tipos de amostra. O gendétipo 1 € prevalente em todo o mundo, de forma que a
grande maioria das amostras do B19V caracterizadas atualmente pertence a este
genodtipot’0176.180 O gendtipo 2 é encontrado esporadicamente nos EUA, na América
do Sul e na Europa, onde era o gendétipo mais comum até metade de século XX. Um
estudo realizado por Norja et al., em 2006, a partir de amostras de tecidos humanos
sugeriu que os genotipos 1 e 2 circulavam com igual frequéncia no norte europeu
até a década de 40, momento em que 0 gendtipo 1 passou a apresentar aumento
em sua frequéncia de deteccdo, sobrepondo a do genétipo 2 que atualmente é
encontrado em individuos mais idosos, nascidos antes do ano de 1973. Apdés este
periodo, casos relatados desse gendtipo na populagdo foram escassos'’:188-190 QO
genotipo 3 ocorre principalmente em algumas regides geograficas, como norte e
oeste da Africa, sendo também ja identificado em isolados da Franca, Brasil, india e
Africa do Sul180-183191

No Brasil, os trés gendtipos ja foram relatados. Estudos realizados no pais
demonstraram uma distribuicéo classica entre os trés genotipos, sendo o gendtipo 1
o mais frequentemente encontrado®3192-1%7 QO gendtipo 2 foi o menos relatado,
estando ausente em grande parte dos estudos realizados no pais. Sanabani et al.,
em 2006, relataram a presenca do gendtipo 2 em amostras de medula éssea
provenientes de um paciente hospitalizado com alteracdes hematolégicas no estado
de Sdo Paulo'®?. Em 2011, em um estudo realizado por Garcia et al., o genoétipo 2
também foi encontrado em individuos mais velhos que apresentavam citopenia de
origem desconhecidas, com idades de 49 a 73 anos®’. O genétipo 3 foi o segundo
gendtipo mais frequente em estudos nacionais, destacando-se o subgenotipo 3b,
gue foi relatado em estudos realizados em Belém (PA), em Sao Paulo (SP) e em
Niteréi (RJ), a partir de amostras de individuos com desordens hematolégicas!®,
com anemia aguda apos a realizagdo de um transplante renal®®, e de uma paciente
infectada pelo virus HIV durante um periodo epidémico de eritema infeccioso®®,
respectivamente. Recentemente, Alves et al. (2020), em uma investigacdo da
infeccdo pelo B19V em pacientes brasileiros transplantados de figado, constatou que
0 gendtipo 3 foi 0 mais detectado. Em 2012, Costa et al. relataram coinfeccdo entre
0s genotipos la e 3b em amostras de medula 6ssea obtidas de pacientes com

leucemial®s,
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1.2.4 Replicacéo viral e sintese proteica

O ciclo de replicacdo do B19V inclui a ligacédo da particula viral a receptores
presentes nas células hospedeiras, seguida de internalizagdo, translocacdo do
genoma para o nucleo celular, replicagcdo do DNA viral e transcricdo de seu RNA,
montagem do capsideo e, por fim, lise da célula hospedeira com liberagdo dos virions
maduros.

O B19V possui tropismo acentuado por células eritréides humanas,
replicando-se no nucleo de precursores eritréides na medula 6ssea. Contudo, o
receptor para o B19V, denominado antigeno P, também encontra-se em
megacariocitos, em células endoteliais, miocardicas placentarias e hepaticas fetais,
0 que sugere susceptibilidade dessas células ao B19V2%. Entretanto, nem todas as
células que expressam este antigeno sao susceptiveis a entrada do virus, o que
indica que o antigeno P & necessario, mas néo suficiente para a entrada do B19 na
célula hospedeira, necessitando da ligacdo a um co-receptor ainda
desconhecido?%%2%, Entretanto, em 2016, Servant-Delmas e Morinet sugeriram a
atividade de um complexo de integrinas a581 como co-receptor para a entrada do
B19V nas células’’®.

A ligacéo do virus a célula-alvo ocorre por meio da proteina VP2, que se liga
diretamente ao antigeno P. ApOs esta ligacdo, o capsideo viral sofre uma
transformacao conformacional que leva a exposicado da regido VP1lu da proteina
VP1, cujo dominio de fosfolipase A2 permite a entrada do virus na célula?®>-2%, O
processo de endocitose da particula viral é iniciado e a subunidade B1 do complexo
co-receptor integrina ob5B1, presente nas vesiculas de endocitose, atua na
modulacdo de uma rede de microtubulos que permite o trafego intracelular dessas
vesiculas pelo citosol até o ndcleo celular, onde o genoma viral € liberado e ocorrem
0s processos de replicacéo, transcricdo e empacotamento?°6,

Apbs a entrada do virus no nacleo da célula hospedeira, é necessario que a
mesma esteja na fase S da mitose para que a replicagéo viral ocorra®®, Ao entrar no
nacleo celular, o DNA de fita simples (ssDNA, do inglés single stranded DNA) é
convertido em uma forma replicativa de fita dupla que atua como modelo para
replicacdo e transcricdo do DNA viral, de modo que as sequéncias palindromicas
ITRs atuam como primers para a DNA polimerase da célula hospedeira, iniciando a

replicacdo e formando uma fita complementar??’. Intermediarios de fita dupla sdo
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entdo formados e, posteriormente, sao enzimaticamente clivados e geram o
SSDNA?208,

O processo de transcricdo inicia-se no promotor P6, que transcreve nove
RNAmM que codificam para as proteinas do B19V. Dentre esses nove RNAm, oito
sofrem processamento pdés-transcricional (splicing), inclusive os que codificam as
proteinas estruturais VP1 e VP2, que dependem desse processamento, uma vez que
suas fases de leitura aberta séo sobrepostas. Apenas o RNAm que transcreve para
a proteina NS1 n&o sofre processamento pés-transcricionall’®204,

A traducdo das proteinas virais ocorre no citosol da célula hospedeira apés o
processamento e o transporte dos RNAmM para este local. Depois de traduzidas, as
proteinas sdo direcionadas novamente para o nucleo celular, onde serdo montadas
as novas particulas virais. Ao final de todo o processo, ocorre a liberacdo das
particulas por meio de lise celular (Figura 1.9)165209,

A proteina NS1 possui importante papel no processo de replicacdo do DNA
viral'’®. A mesma atua como ativador da transcricdo ao recrutar varios fatores de
transcricdo celular e apresenta propriedades de helicase e endonuclease, clivando
0 DNA recém sintetizado e atuando como motor para o processo de formacéo do

capsideo virall70.171,210
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Figura 1.9: Esquema do ciclo de replicacdo do B19V. O virus interage com o antigeno P (etapa 1)
e sofre uma mudancga conformacional que exp8e a regido VP1u, que em seguida se liga a um co-
receptor ainda desconhecido (etapa 2). Em seguida, virus é endocitado (etapa 3) e, por meio da
atividade com complexo co-receptor integrina a5B1, é transportado até o nucleo celular, onde o virion
libera o DNA viral (etapas 4 e 5). A seguir ocorre o processo de transcricdo do DNA viral (etapas 6 a
9). Apés a transcricdo no nucleo, os RNAmM seguem para o citosol, onde ocorre a tradugdo das
proteinas virais (etapas 10 e 11). Depois de traduzidas, as proteinas virais retornam para nucleo
(etapa 12) e o processo de montagem da particula viral é realizado (etapas 13 a 15). Por fim, as
particulas virais sao liberadas da célula hospedeira por lise celular (etapa 16). Fonte: Adaptado de
Ganaie e Qiu, 2018.

1.2.5 Patogénese e respostaimunolégica

Em 1985, Anderson e colaboradores demonstraram que o periodo de
incubacdo do B19V nos individuos infectados varia de 4 a 14 dias, com a viremia
ocorrendo de 6 a 8 dias apds a exposicdo ao virus e persistindo por 6 a 7 dias?''.
Durante o periodo virémico, particulas virais também estao presentes na secrecdes

nasofaringeas e na saliva, o que facilita a disseminacéo do virus2?2%3,
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O B19V é transmitido principalmente pela via respiratoria, por meio da
inalagdo de aerossadis. Outras vias de transmisséo, entretanto, ja foram relatadas. O
B19V também pode ser transmitido por meio de transfusdo sanguinea e de
hemoderivados, por meio de transplante de 6rgdos, como rins, figado e coragéo de
doadores infectados, e por transmissao vertical da mde para o feto, devido a
passagem do virus pelo corddo umbilical em razdo do seu tropismo por células
sanguineas mitoticamente ativas presentes neste locall’?24-216,

A infeccdo por B19V apresenta um curso clinico bifasico: apds a viremia
inicial, cerca de uma semana ap6és inalacdo do virus, sdo observados sinais
inespecificos, como febre, calafrios, mal-estar, cefaleia e mialgia; no segundo
momento, ocorrem sinais clinicos mais especificos, tais quais eritema, prurido e
artralgia (Figura 1.10)'"2. No periodo de viremia, ocorre a reducdo abrupta de
reticulocitos, sendo de 0,8% a 0,2% em individuos saudaveis (Figura 1.10) e dos
niveis de hemoglobina, que chegam a apresentar queda acentuada em individuos
com crise aplastica transitoria (variacdo de 8g/dL para 4g/dL) e reducdo irreversivel
em individuos com anemia grave, sendo necessaria administracdo de

hemoderivados para os mesmos*.
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Figura 1.10: Cursos clinico e imunolégico apés infeccao por B19V. (A) Caracteristicas clinicas e
(B) alteracdes hematoldgicas observadas; (C) Viremia e producao de anticorpos IgM e 1gG durante a
infeccdo. Fonte: Adaptado de Heegaard e Brown, 2002.

O curso padrao da histoéria natural padréo da infec¢éo por B19V em individuos
imunocompetentes € mediado por anticorpos neutralizantes. O processo de
recuperacao envolve a producdo de anticorpos IgM anti-B19V de 10 a 12 dias apés
ainfeccéo, o que coincide com o inicio da queda da viremia, cujo pico apresenta uma
carga viral no sangue de 10'-10% cépias do genoma/mL. Os anticorpos IgM
permanecem detectaveis por aproximadamente 4 meses ap0s a infeccao.
Aproximadamente 14 dias apés a infeccdo surgem anticorpos IgG anti-B19V, que
persistem por toda a vida do individuo, protegendo-o contra reinfec¢des (Figura
1.10)17%176.185.217.218 = Além disso, anticorpos da classe IgA também podem ser
encontrados e, provavelmente, atuam na protecdo da infeccdo pela via

nasofaringea?'®,
1.2.6 Manifestac@es clinicas

A infeccdo causada pelo B19V caracteriza-se por ser, geralmente, aguda e
autolimitada, sendo comumente assintomatica ou apresentando apenas sinais e
sintomas inespecificos em adultos e criancas imunocompetentes??°, Manifestacées

clinicas, entretanto, quando presentes, estdo associadas as condi¢des imunoldgicas
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e hematoldgicas do individuo, e possuem um amplo espectro de variacao (Tabela
1.1).

Tabela 1.1: Principais doencas causadas pelo B19V.

Doenca Evolucao Clinica Grupo de Individuos
Eritema Infeccioso Aguda Criancas saudaveis
Poliartropatia Aguda Adultos saudaveis
Hidropsia Fetal Aguda/crdnica Fetos
Crise Apléastica Transitéria Aguda Pacientes com disturbios hemoliticos
Anemia Persistente Crbnica Pacientes imunocomprometidos

Fonte: Adaptado de Qiu et al., 2017.

s

Em criangas, a manifestagdo clinica mais comum é o eritema infeccioso,
também chamado de quinta doenca??!. Os sintomas néo especificos, na maior parte
dos casos, passam despercebidos e geralmente incluem febre, calafrios, coriza,
mialgias, cefaleia e nausea. O sinal caracteristico do eritema infeccioso € o exantema
facial de média intensidade na regido das bochechas, também conhecido como “face
em bofetada”, que se inicia cerca de 18 dias apos a infeccdo e 8 dias apos a
viremial’?. J4 em pacientes adultos, a erupcdo cutanea tipica do eritema infeccioso
raramente é observada, sendo mais comum a presenca de artralgiasi6°222,

A poliartropatia € a manifestacdo clinica mais comum em adultos
imunocompetentes. Sua presenca € observada em 60% das mulheres e 30% dos
homens com a infeccéo primaria pelo B19V, e em 10% das criancas com eritema
infeccioso??%222, Acredita-se que as poliartropatias associadas ao B19V sédo
imunologicamente mediadas, pois seu surgimento coincide com o aparecimento de
anticorpos circulantes. Além disso, os sintomas articulares comprometem as
articulacdes das maos, tornozelos, joelhos e punhos simetricamente, o que pode ser
confundido com doenca de Lyme ou artrite reumatoide’2222,

A infeccéo causada pelo B19V durante o periodo de gestacdo é considerada
uma situacao clinica grave, uma vez que pode gerar agravos severos, como o aborto
espontaneo, durante o primeiro trimestre da gestacao, e a hidropsia fetal ndo imune,
a partir de segundo trimestre da gestacdo®. A hidropsia fetal ocorre como
consequéncia de uma grave anemia desencadeada pela transmisséo
transplacentaria do B19V, que resulta em faléncia cardiaca, acumulo de fluidos e
formacdo de um edema generalizado. A infeccdo do feto acarreta na interrupcéo da
eritropoiese e gera uma anemia fetal grave, podendo causar também, apesar de
raros 0s casos, miocardite associada ao B19V, insuficiéncia cardiaca e necrose

miocardicalt5222.224.225 - Estudos realizados pelo Laboratério de Saude Publica do
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Reino Unido e pelo Centro de Controle e Prevencéo de Doencas dos EUA (CDC, do
inglés Center for Disease Control and Prevention) mostraram que a transmissao
transplacentéria ocorreu em aproximadamente 30% dos casos de infec¢do pelo
B19V em gestantes??6:227 de forma que o risco de desenvolvimento de hidropsia fetal
apos esta infecgdo varia de 0 a 24%228229,

Pacientes que apresentam diminuicdo da producdo de eritrocitos, como nos
casos de deficiéencia de ferro, anemia falciforme e talassemias, ou aqueles que
apresentam aumento da perda de eritrocitos, possuem um risco potencial elevado
para o desenvolvimento da crise aplastica transitéria (CAT)'8%. A CAT é considerada
a primeira doenca associada a infeccao pelo B19V e é caracterizada pelainterrupgéo
abrupta da producao de precursores eritréides na medula 6ssea, ocorrendo de 10 a
15 dias, e podendo originar um quadro de anemia gravel65167.185230 E importante
ressaltar que, além da linhagem eritroide, outras linhagens de células sanguineas
podem ser afetadas, resultando em trombocitopenia, neutropenia ou
pancitopeniat®’231.232 Os sintomas da CAT geralmente consistem em palidez,
fraqueza e letargia e diminuem a partir do aparecimento de anticorpos especificos,
sendo limitada a aproximadamente duas semanas de duracdo®®. Apesar de
autolimitada, a anemia causada pela CAT pode gerar quadros ocasionalmente fatais
de insuficiéncia cardiaca congestiva, acidentes cerebrovasculares e sequestro
esplénico agudo?34. O tratamento da CAT compreende a transfusdo de hemacias,
porém, se estas transfusdes néo estiverem disponiveis ou ndo forem administradas
com urgéncia, o quadro de anemia observado pode ser fatal.

Pacientes imunocomprometidos que apresentam baixos niveis ou auséncia
de anticorpos neutralizantes estdo mais propensos a desenvolverem anemia crénica
em decorréncia da infeccdo pelo B19V?%°, Nesses pacientes, ocorre a replicacédo
permanente do virus na medula 6ssea, com deteccdo de viremia persistentel’®, Os
individuos geralmente acometidos incluem pacientes com deficiéncias imunoldgicas
congénitas ou adquiridas (como pacientes infectados pelo HIV que ndo estejam
fazendo uso da terapia antirretroviral), pacientes em tratamento quimioterapico
contra o cancer, pacientes que realizaram transplante de 6rgaos e de medula 6ssea,
e pacientes em tratamento para doencas autoimunes'®’1’0. Qs sinais clinicos
observados geralmente incluem palidez e fadiga, e a interrupcdo do tratamento
imunossupressor ou citostatico pode ser realizada na tentativa de reverter o
quadro’235, Além disso, a administracdo de imunoglobulinas também pode ser

realizada como tratamentol’,
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Existem outras doencas e condi¢des associadas a infec¢ao pelo B19V, porém
seus mecanismos ainda nédo estédo bem esclarecidos!’%?25, Em casos raros, podem
ser observadas formas de vasculite, glomerulonefrite, miocardite e hepatite aguda?3¢-
238 Ademais, foram descritos cursos graves de encefalite e insuficiéncia cardiaca
aguda, contudo o papel etiologico do B19V permanece desconhecido nestes

casos!’.
1.2.7 Infeccéo persistente

A auséncia de uma resposta imunoldgica neutralizante eficiente, observada
sobretudo em individuos imunocomprometidos, mas também presente em individuos
imunocompetentes, pode gerar falha na eliminacdo do virus, o que pode acarretar
na infeccdo persistente, uma condigdo frequentemente associada ao B19V17623 O
B19V-DNA é capaz de persistir na medula 6ssea, no sangue e em tecidos
especificos dos individuos (tais quais coracgéao, figado, linfonodos, tireoide, pulméao,
rins, testiculos, tecidos sinoviais etc.) mesmo apos a resolucao da infec¢cdo aguda,
podendo levar a ocorréncia de doencas crdnicas, como anemia ou artropatias
cronicas, ou ocorrendo de forma totalmente assintomatical’6:239.240,

A persisténcia do B19V é caracterizada pela deteccdo do B19V-DNA no
sangue do individuo por mais de 16 semanas e, geralmente, em individuos
imunocompetentes, se apresenta com carga viral baixa. Por essa razéo, nesse caso,
o melhor método de deteccdo e quantificacdo € a PCR em tempo real (QPCR, do
inglés, quantitative Polymerase Chain Reaction) devido a sua alta sensibilidade no
gue se refere a cargas virais baixas?4:242,

Em tecidos, a deteccédo do B19V-DNA deve ser analisada conjuntamente com
a deteccao de anticorpos especificos anti-B19V no soro, para avaliar se a carga viral
detectada esta associada a uma infeccdo aguda ou a uma infeccao persistente.
Neste contexto, se um individuo apresenta carga viral com valor menor que 104
copias/mL, anticorpos IgM ausentes e IgG presentes, considera-se a infeccdo como
sendo persistente, porém, se a carga viral for maior ou igual a 10 cépias/mL com
anticorpos IgM e IgG reativos, a infeccéo é considerada aguda?4°:243,

Como o DNA do B19V pode ser detectado por um longo periodo apos a
infeccdo aguda, os tecidos em que o virus persiste sdo considerados uma fonte
alternativa para a liberacdo do DNA viral. Dessa forma, a presenca do B19V-DNA no
sangue nao esta necessariamente atrelada a replicacéo ativa do virus, mas também

ao dano tecidual que pode levar a liberacéo passiva de DNA viral?41:243,
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Até o presente momento, a ocorréncia da infec¢ao persistente pelo B19V em
sangue e tecidos nao possui uma explicacdo. Alguns autores sugerem a hipétese de
gue o genoma viral se integra ao genoma da célula infectada e, assim, resulta na

deteccdo persistente do DNA virall76:244.245,
1.2.8 Epidemiologia

O parvovirus B19 apresenta ampla distribuicdo mundial, sendo detectado em
diferentes paises. Epidemias séo relatadas em intervalos de aproximadamente 4 a
5 anos e a infeccdo causada por este virus pode ocorrer em qualquer faixa etéria,
contudo a prevaléncia observada em criancas € maior quando comparada a da
populacdo adulta. A faixa etaria em quem a infeccdo é tipicamente contraida
corresponde dos 5 aos 15 anos, porém adultos suscetiveis também podem se
infectar65170,

Relatos na literatura indicam que a prevaléncia de anticorpos anti-B19V na
populacdo de centros urbanos varia de acordo com a faixa etaria, aumentando de
15% a 35% em criancas menores de 5 anos de idade para 30% a 80% em criancas,
adolescentes e jovens adultos de 5 a 20 anos, e chegando até 90% na populacéo
acima dos 50 anos de idade'%%225, Entre individuos que residem em comunidades
isoladas ou em areas remotas, entretanto, anticorpos foram encontrados em uma
parcela menor da populagéo, variando de 4,7% a 10,7%?225:246,

A frequéncia de deteccdo de anticorpos IgG relatada em adultos
imunocompetentes mostra-se variada, de acordo com estudos realizados em
diferentes paises, sendo de 60% a 70% na Inglaterra e no Pais de Gales?*’, de 50%
a 52% na India, EUA, Japdo e Espanha?l7248-250 e chegando a aproximadamente
44% no Chile e na Republica Tcheca?®12%2, Em gestantes néo infectadas pelo B19V,
a taxa de soroconversdo anual corresponde a 1,5%%2%3 Além disso, dados
descritos na literatura sugerem que 65% das gestantes americanas apresentam
anticorpos IgG e que a taxa de infeccdo aguda durante a gravidez, com presenca de
IgM, varia de 1% a 2%°2°3-2%5,

No Brasil, sdo poucos os relatos recentes acerca dos aspectos clinicos e
epidemiologicos do B19V. Alguns estudos soroepidemiolégicos mostram que a
infeccdo pelo virus € comum em alguns estados do pais, sobretudo nas areas
urbanas, onde as taxas de prevaléncia global detectadas foram de aproximadamente
43% e 72% para os municipios de Belém (PA) e do Rio de Janeiro (RJ),
respectivamente?¢:256, No que se refere a infeccdes exantematicas gerais, Oliveira
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et al. (2002), encontraram uma prevaléncia de 32% de infec¢cdo pelo B19V entre
pacientes que apresentavam quadros exantematicos ndo definidos, no municipio de
Niter6i, também situado na area urbana do estado do Rio de Janeiro?®’. No pais,
adultos dos 31 aos 40 anos de idade constituem o grupo de individuos em que se
encontram as mais altas prevaléncias de anticorpos IgG anti-B19V, correspondendo
a 72% dos mesmos.

InfecgBes maternas primarias confirmadas sorologicamente apresentam uma
taxa de transmisséao vertical variando em torno de 25% a 50%. Ademais, infecgbes
transmitidas pela via nosocomial, apesar da baixa frequéncia, também ja foram
descritas, assim como a transmissdo entre os profissionais de laboratério que
manipulam o virus?°8-260,

No caso de doadores de sangue, a presenca de anticorpos IgG anti-B19V tem
sido detectada em 50% a 60% dos individuos!®196:225261  Contudo, apesar da
frequente deteccao destes anticorpos nestes individuos e na populacdo em geral, a
deteccéo do B19V-DNA ou de viremia € raramente relatada e varia de acordo com a
sensibilidade do método diagndstico utilizado??°. As taxas de deteccdo do genoma
viral e dos anticorpos neutralizantes para o virus no soro de doadores de sangue,
tanto no cenario internacional quanto no nacional, serdo descritas nos proximos itens

deste trabalho.
1.2.9 Tratamento e prevencao

Até o presente momento, ndo existe um tratamento especifico para a infeccao
causada pelo B19V. A maior parte dos casos em criancas e adultos
imunocompetentes apresenta resolucdo espontanea, néo requerendo terapia
especifical®'®,  Em algumas situagbes, como no caso de pacientes
imunocomprometidos, entretanto, a infec¢cdo pode ser grave e levar a necessidade
de cuidados clinicos, como a administracdo de hemoderivados.

Nos casos de pacientes que apresentam poliartropatias, por exemplo, pode
ser necessario o uso de farmacos anti-inflamatérios para amenizar as dores nas
articulacdes decorrentes da infecgédo!’?. Em situacdes que envolvem complicacdes
hematolégicas, como as de crise aplastica transitoria e de aplasia eritrocitaria
cronica, transfusfes de eritrécitos podem ser necessarias, bem como nos casos de
hidropsia fetal, em que transfusbes intrauterinas sdo eficazes na reducdo de

aproximadamente 18% da mortalidade!72.189.262,

59



A imunizagdo passiva por meio de terapia intravenosa com imunoglobulinas
€, atualmente, o tratamento indicado para os pacientes que apresentam condi¢des
graves desencadeadas pela infecgéo viral e para o caso de infeccdo persistente,
sobretudo a associada a anemia cronica'’>2%3, A administracdo passiva de
anticorpos anti-B19V promove a neutralizagdo do virus e a consequente retomada
da producao de eritrécitos e do aumento do hematécrito. Contudo, a medida que o
tratamento é interrompido, ou que a titulacdo dos anticorpos administrados diminui,
podem ocorrer recaidas e reaparecimento dos sintomas, caso o individuo infectado
ainda nédo seja capaz de produzir anticorpos neutralizantes por si s§165189,264-266

O Cidofovir, um composto antiviral com atividade contra familias de virus de
DNA fita dupla que infectam humanos, incluindo virus que nao codificam sua prépria
DNA polimerase, vem sendo avaliado para uma possivel atividade contra o B19V.
Sua acéo incide sobre a DNA polimerase viral, no caso de virus de DNA fita dupla.
No caso do B19V, um virus de DNA fita simples que utiliza a polimerase da célula
infectada, o Cidofovir também teve acdo eficientemente inibidora na replicacdo do
DNA viral, de maneira dose-dependente®®’. No entanto, a toxicidade demonstrada
na utilizacdo deste composto impediu seu uso generalizado no tratamento de
infeccbes pelo B19V, e levando, assim, a pesquisas de desenvolvimento de outros
compostos, como 0 Brincidofovir?65267.268 Esta droga consiste em uma forma
modificada do Cidofovir que apresenta uma atividade mais potente contra virus de
DNA dupla fita, melhor biodisponibilidade e com auséncia de toxicidade, o que torna
o Brincidofovir uma alternativa para tratar infecgcbes por B19V, porém estudos
complementares ainda precisam realizados?68-27°,

Outro componente que tem sido avaliado para tratar a infeccdo pelo B19V é
a hidroxiureia, um farmaco antiproliferativo utilizado no tratamento da anemia
falciforme que atua de forma analoga a um antiviral “virostatico”, por, aparentemente,
esgotar os desoxirribonucleotideos intracelulares disponiveis para a replicacao viral.
Apesar de ser observado um efeito protetor mensuravel contra manifestacdes
hematolégicas graves causadas pelo B19V nesses individuos, uma investigacao
clinica adicional ainda é necessaria?’-273,

A busca por agentes antivirais diretos também vem sendo considerada. A
partir do conhecimento sobre o ciclo de replicacdo e dos detalhes da maquinaria
molecular envolvida, obtém-se a identificacdo de alvos cuja inibicdo impediria a

replicacdo viral ou, pelo menos, os efeitos citotoxicos virais?®®>. Um estudo recente
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relatou a busca por compostos que sejam capazes de inibir a atividade da proteina
NS1, cuja atividade é essencial para o processo de replicacdo viral do B19V?74,
Para prevencao do B19V, até o momento, ndo existem vacinas. No entanto,
uma vacina recombinante composta pelas proteinas VP1 e VP2 expressas como
VLP vem sendo estudada. Estudos iniciais demonstraram que voluntarios vacinados
gue receberam duas doses da vacina via intramuscular desenvolveram anticorpos
neutralizantes para o B19V, em ensaio clinico de fase |, de forma que os mesmos
foram detectados no soro destes voluntarios por um periodo de 6 meses apds a
terceira dose da vacina?’>27¢, Apesar dos dados iniciais promissores, as avaliacdes
de seguranca mostraram o surgimento de reacfes moderadas nos voluntarios
durante o primeiro ensaio clinico, e de erupc¢des cutaneas no local da aplicacao

durante o segundo ensaio clinico, de maneira a descontinuar a vacina?’’.
1.2.10 Diagnaostico

O diagndstico clinico da infeccéo pelo B19V por meio da observacao de sinais
e sintomas é dificultado em razdo da auséncia de um padrao exantematico tipico, o
gue pode ser confundido com o de outras doengas exantematicas, como sarampo e
rubéolal’?.

No que se refere ao diagnostico laboratorial, a deteccao de anticorpos IgM e
IgG no soro constitui 0 principal método diagndstico para infeccédo pelo B19V. Este
método pode ser combinado com a deteccao molecular em amostras de sangue ou
de tecidos para um resultado mais preciso, uma vez que a formacdo de complexos
anticorpos-virus em amostras altamente virémicas pode gerar resultados
transitoriamente falso-negativos'65167.189,

Atualmente, existe uma grande variedade de testes sorologicos comerciais
para o diagnostico da infeccéo pelo B19V. Estes testes apresentam sensibilidade de
90% a 100% e especificidade de 70% a 96%, e utilizam-se de antigenos sintéticos,
obtidos a partir da expressao das proteinas VP1 e VP2 em sistemas recombinantes,
de maneira que a conformagéo antigénica gerada é analoga a do virus nativo?/8-281,
A deteccao de anticorpos apenas do tipo IgM anti-B19V, ou de anticorpos IgM e IgG
simultaneamente no soro de pacientes, permite a interpretacdo de uma provavel
infeccdo ativa ou recente, enquanto a deteccédo apenas de anticorpos IgG sugere
diagndstico de infeccdo passada, ou, quando combinada com a detec¢cdo molecular

do BI19V-DNA, infeccdo persistente. Em individuos imunocomprometidos,
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entretanto, a detec¢cdo molecular do B19V-DNA pode ser necesséaria devido a
deficiéncia na producéo de anticorpos'’%176.282,

Em razéo das dificuldades de se cultivar o B19V in vitro, em culturas de células
convencionais, e para auxiliar a interpretacdo dos métodos soroldgicos ja
preconizados, foram desenvolvidos métodos moleculares para detec¢cdo do B19V-
DNA, geralmente baseados na amplificacdo do genoma por meio de PCR e de PCR
em tempo real'®. Estas metodologias utilizam conjuntos de oligonucleotideos
capazes de detectar diferentes regides do genoma viral, incluindo as que codificam
as proteinas NS1, VP1 e \VP2196.283.284

Os ensaios moleculares qualitativos (PCR convencional) apresentam limite de
deteccdo de 102 a 10°cédpias/mL, enquanto que a Nested-PCR, uma metodologia
que utiliza duas reacdes sequenciais de PCR com conjuntos de nucleotideos
distintos, apresenta limite de deteccdo superior, de 1 a 10 copias/mL279:285-2%0 Qs
ensaios moleculares quantitativos (PCR em tempo real), por sua vez, sdo baseados
nas metodologias Sybr Green® e TagMan® e se mostram mais sensiveis que 0S
gualitativos, além de ndo necessitarem do uso de gel de agarose e brometo de etidio,
reduzindo assim as chances de contaminacéo, e de possuirem capacidade de serem
padronizadas in house???284291 Recentemente, foi desenvolvido um protocolo de
guantificacdo em tempo real in house, pela equipe do laboratorio em que este estudo
foi realizado?®*.

Recentemente, Molenaar-de Backer et al., 2016, apresentaram um meétodo
gue permite diferenciar quando o B19V-DNA detectado no sangue € resultante da
replicacao viral ativa ou da viremia derivada da liberacéo passiva do genoma viral de
tecidos?#3. Este método utiliza uma endonuclease que promove a degradacéo de
DNA ou RNA livres (“DNA naked”), tornando-os incapazes de serem detectados por
PCR, enquanto que o genoma viral encapsidado ndo é afetado por sua acao e,
assim, pode ser normalmente detectado. Em se tratando da infeccéo pelo B19V, esta
metodologia permite diferenciar infeccdo aguda de infeccéo persistente, podendo ser

utilizada no auxilio da interpretacdo de achados laboratoriais?%2.
1.2.11 Transfusédo sanguinea e B19V

O B19V é encontrado em populacbes de doadores de sangue em diversos
paises, durante todo o ano, embora sua prevaléncia e sazonalidade sejam variaveis
em diferentes populacdes e regides geograficas?®®. Recentemente, no ano de 2019,
um estudo realizado na Africa do Sul encontrou prevaléncia de 0,9% de B19V-DNA
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entre doadores de sangue, dentre os quais 64% apresentaram resultados positivos
para IgG, chamando atencéo para a presenca de infecgdes persistentes?®*. Neste
mesmo ano, na Australia, Styles e colaboradores demonstraram a presenca do
B19V-DNA em 0,26% das amostras de soro coletadas entre junho e setembro de
20162°%. No Brasil, a frequéncia de deteccdo de material genético do B19V em
doadores de sangue varia de acordo com as regides do pais: 0,21% na regido
Centro-Oeste, 1,0% na regido Sudeste e 1,9% no Sul!®>292%7  Estes estudos,
contudo, utilizaram tamanhos populacionais reduzidos, sendo eles de 477 doadores
no Centro-Oeste, de 100 no Sudeste e de 480 doadores no Sul. As cargas virais
encontradas foram consideradas suficientes para contaminar pools de plasma
utilizados para fracionamento e derivados de plasma, geralmente preparados a partir
de misturas de muitos doadores de sangue?%8:2%,

A transmissdo do B19V por meio de produtos derivados de sangue €
favorecida por duas caracteristicas importantes: a infec¢cao persistente na medula
0ssea de individuos assintomaticos e a replicacéo prolongada apds a infeccao inicial,
que pode ocorrer durante varios anos®83%, Estes dois fatores devem ser avaliados
no que se refere a atencao aos doadores e a seguranca do sangue doado, uma vez
gue a infeccéo pelo B19V é frequentemente assintomatica, o que torna possivel que
doadores apresentem o virus circulante no sangue no momento da doacdo e nao
saibam da infecgcdo3®!. Os relatos de transmissdo de B19V por meio de transfuséo
sanguinea sdo raros, mas geralmente causam doencas hematologicas graves como

anemia grave, trombocitopenia grave e crise eritroide?93.302.303,

1.3 Hemoterapia no Brasil

O primeiro banco de sangue do Brasil foi efetivamente fundado em 1941, no
Instituto Fernandes Figueira, Rio de Janeiro, com a finalidade de obter sangue para
abastecimento interno e para atender as demandas transfusionais de hospitais
préximos, sobretudo mediante as necessidades crescentes durante a Segunda
Guerra Mundial®%#3%5, Nos anos seguintes, outros bancos de sangue foram fundados
em todo o pais e, em 1945, foi fundado o primeiro banco de sangue privado do pais,
localizado em um bairro nobre da cidade do Rio de Janeiro e chamado Banco de
Sangue do Rio de Janeiro304-306,

As politicas de regulacdo da hemoterapia no Brasil sofreram uma série de

alteracfes desde a sua implantacdo. O advento do HIV na década de 1980 foi um
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dos principais fatores que impactaram nesse sentido. O controle da transmissao
deste virus pela via transfusional tornou-se possivel a partir de 1985, ano em que 0s
hemocentros passaram a realizar o teste de detecgdo nas bolsas de sangue
coletadas3%4-3%6, A deteccdo do virus, contudo, ndo era obrigatéria e os custos da
testagem em massa eram elevados, o que levou a grande maioria dos servi¢cos
privados de hemoterapia a ndo aderirem aos testes anti-HIV sistematicamente.

Apenas no ano de 1988 foi promulgada a Lei 7.649 de 25 de janeiro, que
estabelecia a obrigatoriedade do cadastramento dos doadores de sangue, bem
como a realizacéo de exames laboratoriais no sangue coletado, visando prevenir a
propagacéo de doencas, como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, do
inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome), sifilis, Doenca de Chagas, malaria
para zonas endémicas e hepatite B. Mais tarde, em 1993, os testes para hepatite C
e para o Virus Linfotrépico T Humano | e Il (HTLV I e 1) tornaram-se obrigatorios, por
meio da portaria n° 1.376 de 19 de novembro de 1993304-308,

O marco governamental que demonstra 0 compromisso e as
responsabilidades dos agentes publicos envolvidos com a seguranca e
disponibilidade dos produtos hemoterapicos consiste na Lei n°® 10.205 de 2001,
também conhecida como Lei do Sangue, que regulamenta processos relativos a
coleta, processamento, armazenagem, conservacao, distribuicdo e uso do sangue e
seus derivados. Ademais, a politica nacional brasileira de sangue e hemoderivados
€ regida pela Constituicdo Federal de 1988, que proibe qualquer natureza de
comercializacdo de material biolégico de origem humana, e pelas normas técnicas
contidas na Portaria n° 158, de 4 de fevereiro de 2016, que redefine o regulamento
técnico de procedimentos hemoterapicos e objetiva regulamentar a atividade
hemoterapica no pais 304:305,309-312,

A Lei do Sangue também organiza um complexo sistema que se estrutura em
rede, de forma a incluir tanto os servicos produtores de hemoderivados quanto os de
procedimentos transfusionais. Este sistema compreende o Sistema Nacional de
Sangue (SINASAN), que é coordenado pelo Ministério da Saude e € composto pelas
redes municipais e estaduais dos servicos de hemoterapia3®®3°, Ademais, os
requisitos de boas praticas aplicadas a fabricacdo de hemoderivados e aos
procedimentos transfusionais sdo determinados pela autoridade reguladora
nacional, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por meio da Resolucao
de Diretoria Colegiada (RDC) n° 75, de 02 de maio de 2016.
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1.3.1 Hemorrede e Ciclo do Sangue

A rede que estrutura 0s servicos hemoterapicos no Brasil, denominada
Hemorrede, compreende um conjunto de servicos de hemoterapia e hematologia,
organizados de forma hierarquizada e regionalizada, de acordo com o nivel de
complexidade das funcdes que desempenham e a sua area de abrangéncia quanto
a assisténcia a saude. Em todo o pais, a Hemorrede é composta por servigos
publicos e contratados pelo Sistema Unico de Satde (SUS), sendo eles: Hemocentro
Coordenador, Hemocentros Regionais, Nucleos de Hemoterapia, Unidades de
Coleta e Transfusao, Pontos de Coleta e Agéncias Transfusionais.

Dentro da Hemorrede, a obtencdo e o fornecimento do sangue e seus
hemoderivados englobam diversos procedimentos que unidos compdem o chamado
“Ciclo do Sangue”. Este ciclo compreende um conjunto de etapas que se estende
desde a captacéo, conscientizacao e cadastro do doador, até a etapa de distribuicdo
dos hemoderivados e os conseguintes procedimentos transfusionais. O Ciclo do
Sangue também percorre as triagens clinica e hematologica, que avaliam
principalmente as condig¢Oes fisicas e de saude do doador no momento anterior a
doacéo, bem como a coleta de sangue em si e os testes de triagem laboratorial das
amostras obtidas, em que séo feitos exames imunohematologicos (como tipagem
sanguinea e determinacdo do Fator Rh), e sorologicos e moleculares (como os de
deteccdo dos agentes infecciosos anteriormente citados no item 1.1.2) (Figura
111)311,313_
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Figura 1.11: Fluxograma do Ciclo do Sangue.
Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2004.

1.3.2 O HEMORIO

O Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti
(HEMORIO) foi fundado no ano de 1944, na cidade do Rio de Janeiro, inicialmente
como um banco de sangue. Desde sua criacdo, este banco de sangue apresentava
caracteristicas de hemocentro, uma vez que tinha funcdo de fornecer e distribuir
sangue e derivados para os hospitais de emergéncia proximos. Em 1956, a partir da
implantacdo de um servico de hematologia ligado a este banco de sangue, foi
originado o Instituto de Hematologia, que posteriormente recebeu o nome de Arthur
de Siqueira Cavalcanti3!4,

O HEMORIO abastece diversas unidades de saude da Regido Metropolitana

do Rio de Janeiro (cerca de 200) e recebe, em média, 350 doadores voluntarios de
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sangue por dia. Além disso, este hemocentro possui um servigo de hematologia que
conta com mais de 10 mil pacientes que realizam tratamento de doencas
hematolégicas3!4.

O estado do Rio de Janeiro, além do Hemocentro Coordenador (HEMORIO),
conta com uma Hemorrede composta por 4 Hemocentros Regionais, 21 Nucleos de
Hemoterapia, 1 Unidade de Coleta e Transfuséo e 65 Agéncias Transfusionais, além
de 15 Servicos de Hematologia localizados nos municipios do Rio de Janeiro e
Niter6i (Figura 1.12).
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Figura 1.13: Mapa da Hemorrede do Rio de Janeiro atualizado em janeiro de 2021.
Fonte: http://www.hemorio.rj.gov.br/html/Hemorrede_mapa.htm#2

Conforme recomendado pelo Ministério da Saude, visando reduzir o risco
transfusional de agentes infecciosos no servico de hemoterapia e obedecendo a
Portaria n°158/2016, o HEMORIO realiza os testes laboratoriais de pesquisa e
controle dos agentes infecciosos HIV, HTLV | e Il, HBV, HCV, Treponema pallidum
(sifilis) e Tripanossoma cruzi (Doenca de Chagas) por meio de metodologias

soroldgicas e moleculares.
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Dentre os testes realizados, é importante destacar uma das metodologias
utilizadas, que consiste em um teste de acidos nucleicos (NAT, do inglés nucleic acid
amplification test) capaz de detectar simultaneamente o acido nucléico de alguns
agentes virais, tais quais HIV, HBV e HCV, nas amostras de doadores de sangue
atendidos na unidade. Este teste compreende uma metodologia molecular nacional
gue tem como base as reacbes de PCR em tempo real e € composto pelas etapas

dispostas no fluxograma abaixo ilustrado (Figura 1.13).

2 3 4
Amostra ) L -
Bioldgica . Extracao I—»[Amphflcagoes]—»[ Deteccdes ]
i 7 ;
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1

/HIV/H(;V // ‘HBV /

Figura 1.14: Esquema das etapas necessarias para realizagdo do NAT multiplex HIV/HBV/HCV.
As amostras de sangue sdo processadas por meio da técnica de pooling (1), que mistura aliquotas
de plasma oriundas de seis doadores distintos para, em seguida, ser realizada a extragcéo dos acidos
nucleicos virais (2). A etapa seguinte consiste na amplificacdo (3) dos genomas virais, em dois
modulos (HIVIHCV e HBV), que seréo detectados por PCR em tempo real (4). Fonte: Adaptado do
manual de instru¢des do Kit NAT HIV/HBV/HCV Bio-Manguinhos, 2019.

Os testes NAT foram desenvolvidos para deteccdo de acido nucleico viral
durante o periodo de janela imunoldgica, que antecede a producéo de anticorpos, 0
gue aumenta a seguranca transfusional. Algumas etapas desta metodologia foram
utilizadas para realizacdo do presente estudo, conforme sera descrito na sessao

“Material e Métodos”.

1.4 Justificativa

O virus da hepatite A e o parvovirus B19 ndo possuem envelope,
caracteristica que confere aos mesmos uma alta resisténcia aos processos de
inativacao viral utilizados comumente na producdo de hemoderivados, incluindo a
inativacdo térmica por aquecimento, lavagem com detergentes e solventes e
irradiacéo®®’. O risco de transmissdo de ambos 0s virus por transfusdo sanguinea
ocorre, principalmente, durante o periodo de viremia, que é caracterizado por uma

grande quantidade de particulas virais circulantes no sangue e que antecede o
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aparecimento de sintomas, o que impede que o doador perceba que esta infectado
e, dessa forma, acabe realizando a doagéo.

De uma maneira geral, a transmissao de doencas infecciosas por meio de
transfusdo sanguinea tem sido reduzida nos servicos de hemoterapia em razéo da
adocdo de uma triagem clinica cuidadosa, além da evolucdo dos métodos
sorolégicos e moleculares para deteccdo dos agentes causadores de tais doencas.

A triagem da infeccao pelo B19V por meio da deteccdo de seu genoma entre
pools de plasma de doadores de sangue € atualmente recomendada como um
processo de controle em alguns paises da Europa, como Alemanha e Holanda, e
também da América do Norte, como os EUA. A Farmacopeia Europeia exige que as
cargas de DNA de B19V sejam inferiores a 10UI/mL nos pools de plasma destinados
a producado de hemoderivados. Além disso, a Farmacopeia Europeia afirma que o
plasma humano que sofre inativacdo viral também deve ser negativo para HAV por
meio de umteste NAT que seja capaz de detectar 100UI/mL de HAV-RNA. Nos EUA,
o FDA (Food and Drug Administration) recomenda uma estratégia similar para o teste
de triagem de B19V, entretanto, ainda ndo ha requisitos para a triagem do HAV nos
bancos de sangue do pais.

No Brasil, o virus da hepatite A e o parvovirus B19 nao estdo incluidos nos
testes de triagem realizados em doadores de sangue, sendo estes destinados
apenas para deteccédo dos virus HIV, HBV, HCV e HTLV, e dos agentes etioldgicos
da sifilis e da Doenca de Chagas, além da malaria nas areas do pais consideradas
endémicas.

A partir do panorama exposto e tendo em vista o possivel risco de transmisséo
das infec¢des causadas por HAV e B19V por meio de sangue e hemoderivados, a
hipétese do presente estudo é que estes dois virus podem potencialmente ser
detectados na populacdo de doadores de sangue analisada, e, por esse motivo,
existe um risco residual de transmissdo transfusional de ambos. Desta forma, o
presente estudo visa avaliar a incidéncia e a prevaléncia da infeccéo pelo HAV e pelo
B19V entre doadores de sangue e o risco de sua transmissao por transfuséo
sanguinea, preenchendo lacunas no cenario epidemiolégico regional atual dessas
infeccbes e contribuindo para o estabelecimento de medidas de vigilancia e

intervencédo da transmissado de infec¢des nos servicos de hemoterapia do pais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a incidéncia e a prevaléncia da infec¢cdo pelos virus da Hepatite A
e Parvovirus B19 em doadores de sangue do Rio de Janeiro e avaliar o risco de

transmissao residual desses virus por transfusdo sanguinea.

2.2 Objetivos Especificos

|. Detectar, por meio de métodos moleculares, a presenca de HAV-RNA e B19V-

DNA em amostras de plasma,;

[I. Determinar os gendtipos de HAV e B19V obtidos destes doadores de sangue;

[1l. Avaliar o impacto de surtos epidémicos de hepatite A no risco de transmisséo

transfusional;

IV. Avaliar o risco de transmissao transfusional de HAV e B19V em bancos de

sangue.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracbes éticas

O presente estudo faz parte do projeto de pesquisa intitulado “Estudo da
infeccdo pelo Parvovirus humano B19 e das hepatites virais A e E em plasma de
doadores de sangue”, realizado no Laboratoério de Desenvolvimento Tecnolégico em
Virologia (LADTV), cuja aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio
Oswaldo Cruz (CEP-Fiocruz) (CAAE: 17579919.0.0000.5248, Numero do Parecer:
3.523.916) encontra-se no anexo 1 deste documento.

Os doadores de sangue do presente estudo foram oriundos do Instituto
Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti do estado do Rio de Janeiro
(HEMORIO) e todos assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.

3.2 Desenho de estudo

Este trabalho consiste em um estudo transversal, realizado a partir de
amostras de doadores de sangue do estado do Rio de Janeiro, as quais foram
selecionadas de forma que a amostragem utilizada fosse representativa dessa
populacéo e permitisse a realizacdo do presente estudo de forma mais econémica e
precisa.

Para definicdo do N amostral, foi realizada, em parceria com o Programa de
Computacéo Cientifica da Fiocruz (PROCC/Fiocruz), uma revisdo sistematica para
identificar estudos sobre a incidéncia das infeccbes pelo B19V e pelo HAV entre
doadores de sangue na regido sudeste do Brasil, tendo como base a populacdo de
adultos entre 18 e 60 anos com uma margem de erro de 0,5% e intervalo de
confianca de 95%. Foi identificado apenas um Unico estudo relacionado a deteccéo
do B19V-DNA nesta populacdo, demonstrando uma incidéncia de 1,0%2%, enquanto
gue, para o HAV, foram encontrados apenas dados de soroprevaléncia. Portanto,
utilizando esta incidéncia encontrada, foi estimado um N minimo de 1.000 amostras
para a realizacéo deste estudo, conforme o método de amostragem de Thompson3*®,

Para definicdo do periodo do estudo, a amostragem foi estratificada em 23
meses, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019, visando incluir periodos

epidémicos e ndo epidémicos de hepatite A.
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3.3 Populacéao de estudo

3.3.1 Doadores de sangue do Rio de Janeiro

Foram selecionadas amostras de plasma de doadores de sangue atendidos
no servico de hemoterapia do HEMORIO, que foram negativas para doencas
infecciosas transmitidas por via parenteral, rotineiramente testadas na triagem em
bancos de sangue no Brasil (HIV-1/2, HCV, HBV, HTLV-I/II, sifilis e Doenca de
Chagas).

No periodo entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019, foram obtidas 1.204
amostras de plasma de doadores de sangue oriundos do HEMORIO. Dentre este
total de doadores, 100 amostras de plasma foram obtidas individualmente, a partir
de bolsas de plasma fresco congelado. As outras 1.104 amostras foram obtidas por
meio de minipools de plasma, compostos por amostras de seis diferentes doadores,
totalizando 184 minipools, previamente preparados no servico de hemoterapia do
HEMORIO, conforme descrito a seguir no item 3.4.

3.3.2 Doadores de sangue dos bairros Vidigal e Rocinha

Com a finalidade de avaliar se a ocorréncia de surtos epidémicos de hepatite
A, no Rio de Janeiro, influenciou na frequéncia de deteccdo desse virus entre
doadores de sangue e, consequentemente, no risco de transmissao transfusional,
foram incluidas no estudo todas as amostras de plasma de doadores (n=42)
atendidos no HEMORIO, residentes nos bairros Vidigal e Rocinha, nos quais foram
relatados surtos de hepatite A entre julho de 2017 e fevereiro de 2018.

Estas amostras também foram obtidas individualmente a partir de bolsas de
plasma fresco de cada um dos doadores atendidos no HEMORIO e também foram
avaliadas quanto a presenca de B19V-DNA, uma vez que este periodo de surto

coincidiu com um periodo epidémico de B19V na cidade do Rio de Janeiro.

3.4 Preparo dos minipools de plasma (Pooling)

O processo de preparo dos minipools de plasma (pooling) é realizado na rotina
de processamento de amostras do HEMORIO por meio da plataforma automatica
JANUS® Automated Workstation (Perkin Elmer®, Massachusetts, EUA).
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Nesta plataforma, inicialmente, a partir de tubos primarios de flebotomia a
vacuo do tipo preparador de plasma, inseridos no equipamento e dedicados a
realizacéo do NAT, foram coletados 100pL de plasma provenientes de seis doadores
de sangue distintos. Apés esta etapa, foram obtidos tubos secundéarios de
poliestireno contendo as seis amostras de plasma ja misturadas entre si, isto é, 0s
minipools de plasma, que seguem para a etapa de extracdo de acidos nucleicos,
conforme descrito no item 3.5.1.

3.5 Testes moleculares para pesquisa de HAV-RNA e B19V-DNA

As amostras de doadores obtidas diretamente a partir de bolsas de plasma
fresco congelado (n=100) amostras de doadores do Rio de Janeiro; n = 42 amostras
de doadores do Vidigal/Rocinha) e as amostras obtidas em minipools de plasma (n=
1.104 amostras em 184 minipools) foram submetidas a diferentes fluxogramas de

analise, conforme mostram as Figuras 3.1 e 3.2 a sequir:

Amostras Individuais de Plasma
A& partir de bolsas de plasma fresco congelado

Doadores do Rio de Janeiro Doadores do Vidigal/'Rocinha
(n=100) (n=42)
\ Extragio de Acidos ELISA (n=42)
Nucleicos Anti-HAY IghiTotal
Kits de extracdo Anti-B19V IghiigG
HAV B19V
RT-Nested-PCR Semi-Nested-PCR
WP1/28) WP1VPZ)

ELISA Gel de Carga Viral Carga Viral Gel de ELISA
IgMiTotal eletroforese RT-qPCR qPCR eletroforese lghgG
1 — f—— !
| Purificagdo | | Positivo | | Negativo | | Negativo | | Positivo | | Purificagio |
Sequenciamento = Sequenciamento
& genotipagem Dl:ltif;i:g:?ege e genotipagem

RMNAseP

Figura 3.1: Fluxograma de analise das amostras de doadores obtidas individualmente, a
partir de bolsas de plasma congelado.
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Prepare dos minipools: T
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Figura 3.2: Fluxograma de analise das amostras de doadores obtidas sob a forma de
minipools de plasma.

3.5.1 Extracao de acidos nucleicos

As amostras de doadores obtidas por meio de minipools de plasma tiveram a
etapa de extracdo de acidos nucleicos realizada previamente no servico do
HEMORIO, por meio do equipamento extrator automatico BioRobot® MDx (Qiagen,
Hillden, Alemanha). Posteriormente, eram realizados no banco de sangue, os testes
de triagem NAT para HIV, HCV e HBV, utilizando o Kit NAT HIV/HCV/HBV Bio-
Manguinhos (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) em cada minipool de plasma
recém preparado e alocado em tubos de poliestireno secundarios (item 3.4),
conforme as etapas indicadas pelo fabricante.

Nas amostras individuais de plasma, tanto as obtidas diretamente de bolsas
de plasma fresco congelado, quanto as provenientes da abertura dos minipools
considerados positivos, o HAV-RNA e o B19V-DNA foram extraidos por meio dos
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kits de extracado QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hillden, Alemanha) e QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hillden, Alemanha), respectivamente, de acordo com as

instrucdes do fabricante.
3.5.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

ApOGs a extracdo dos acidos nucleicos, foram realizados RT-Nested-PCR e
Nested-PCR para a pesquisa de HAV e de B19V, respectivamente, de acordo com

a metodologia descrita a seguir:
3.5.2.1 Transcricao reversa do HAV-RNA

Para sintese do DNA complementar (cDNA), em 10uL do RNA viral foi
adicionado o mix contendo 0,5uL de RNAsin (1U/ul) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),
2uL de random primer (20 pmol/uL) (Invitrogen, Rockville, MD, EUA) e 1uL de
desoxirribonucleotideos trifosfatos (dNTPs) (1,25 mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), 4uL do tampé&o da enzima (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 2uL de ditiotreitol
(DTT) (0,1M) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 1uL da enzima SuperScript Il (1U/ul)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As amostras foram submetidas a uma etapa inicial
de 5 minutos a 25°C, seguida de incubacédo a temperatura de 50°C durante 60
minutos e, por ultimo, a uma etapa final de 70°C por 20 minutos para ocorrer a

transcricao reversa do RNA%. Ao final, o material foi estocado a —20°C.
3.5.2.2 PCR e Nested-PCR do HAV-RNA

Buscando detectar o HAV-RNA, foi utilizado um protocolo Nested-PCR para
amplificacdo de um fragmento de 247pb da regido VP1/2A do genoma viral,
conforme descrito por De Paula et al. (2002)3°. Na reacéo de RT-PCR foi preparado
um mix contendo: 9,5uL de agua RNA/DNAse free (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),
2,5uL de tampdo da Taq polimerase (10X) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1,5uL
de Cloreto de Magnésio (MgCl.) a 25mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 4uL
dNTPs (1,25mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1uL de oligonucleotideos F-06 e
de F-07 (5mM) (Tabela 3.1), 0,5uL de Taq polimerase (2,5U/uL) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e 5uL do cDNA. Em seguida, as amostras foram colocadas no
termociclador de forma que, ap0s a desnaturacao inicial de 94°C por 4 minutos,
foram submetidas a 30 ciclos de: 94°C por 30 segundos para desnaturacéo, 40°C

por 30 segundos para hibridizacdo dos oligonucleotideos e 72°C por 1 minuto para
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sintese do DNA. Ap6s o ultimo ciclo, uma etapa de 72°C por 7 minutos foi acrescida
para alongamento final das cadeias de DNA.

Para a Nested-PCR, foram preparados mix contendo: 13,5uL de &agua
RNA/DNAse free (1U/ul) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 2,5uL de tampéo da Taq
polimerase (10X) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1,5 puL de MgCl, a 25Mm
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 4uL dNTP’s (1,25mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), 1pL de cada um dos oligonucleotideos F-08 e F-09 (5Mm) (Tabela 3.1), 0,5uL
Tag polimerase (2,5U/uL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 2uL do produto do RT-
PCR. As amostras foram colocadas no termociclador e apos a desnaturagéo inicial
de 94°C por 4 minutos, foram submetidas a 30 ciclos de: 94°C por 30 segundos para
desnaturacao, 48°C por 30 segundos para hibridizacdo dos oligonucleotideos, 72°C
por 1 minuto para sintese do DNA e, por ultimo, seguiu-se uma elongacédo adicional
de 72°C por 7 minutos.

Como controle positivo, foi utilizado HAV-RNA extraido a partir do HAV
purificado, obtido apds cultivo (carga viral de 107cépias/mL) e oriundo do acervo do
LADTV, e, como controle negativo, foi utilizada agua DNase/RNase free, em cada
reacao.

Os iniciadores utilizados nas reacdes descritas acima encontram-se listados

na Tabela 3.1 a sequir:

Tabela 3.1: Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR e Nested-PCR

para a regido-alvo VP1/2A, conforme De Paula et al., 2002.
Reacéa Iniciado Localizaca

Direcao . o (nt) Sequéncia (5°-3") Amplicon
CR Senso F-06 +2897 CTATTCAGATTGCAAATTAYAAT 391pb
Antisenso  F-07 -3288 AAYTTCATYATTTCATGCTCCT
Nested Senso F-08 +2949 TATTTGTCTGTYACAGAACAATCAG S
-PCR  Antisenso  F-09 -3196 AGGRGGTGGAAGYACTTCATTTGA

3.5.2.3 Deteccédo do B19V-DNA

A presenca de B19V-DNA nas amostras de plasma foi avaliada por PCR,
conforme descrito por Durigon et al. (1993)36, utilizando oligonucleotideos que
amplificam um fragmento de 284pb da regido NS1 do genoma viral. Para
amplificacdo desta regiao, foi preparado um mix de reacao utilizando 13,5uL de agua
DNase/RNase free (Invitrogen, Califérnia, EUA), 2,5uL de tampao 10x (Invitrogen,
Califérnia, EUA), 2uL de dNTP (10 mM) (Invitrogen, Califérnia, EUA), 0,75uL de
MgCl. (50mM) (Invitrogen, Califérnia, EUA), 0,25uL de Tag DNA Polimerase (5U/pL)
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(Invitrogen, Califérnia, EUA), 0,5uL de oligonucleotideo senso (P1 F) (5uM) e 0,5uL
de oligonucleotideo antisenso (P6 R) (5uM) (Integrated DNA Technologies, lowa,
Estados Unidos da América). Em seguida, 5uL de DNA extraido das amostras foi
aplicado a reacao.

A termociclagem consistiu em: incubacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido
de 35 ciclos de incubacao a 94°C por 45 segundos, 58°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto, e extensdo final com incubacdo a 72°C por 7 minutos. Apés a reacao, 0S
produtos de PCR foram armazenados a -20°C. Foram utilizados controles positivo e
negativo oriundos do estoque de amostras do LADTV nas reacoes.

3.5.2.4 Semi-Nested PCR do B19V-DNA

Com o objetivo de determinar os genétipos das amostras de B19V
encontradas, foi realizado Semi-Nested PCR utilizando-se oligonucleotideos que
amplificam um fragmento de 476pb da regido do gendmica que codifica as proteinas
do capsideo viral VP1/VP2 (Tabela 3.2)3!¢, Para isso, foi preparado um mix de reacdo
utilizando 16uL de agua DNase/RNase free (Invitrogen, Califérnia, EUA), 2,5uL de
tampdao (10X) (Invitrogen, Califérnia, EUA), 0,75uL de MgCl, (50mM) (Invitrogen,
Califérnia, EUA), 2uL de DNTP (1,25mM) (Invitrogen, Califérnia, EUA), 0,5uL do
primer senso (P12 F) (20uM) e 0,5uL do primer antisenso (P16 R) (20uM) (Integrated
DNA Technologies, lowa, Estados Unidos da América) e 0,25uL de Taq DNA
Polimerase (5U/uL) (Invitrogen, Califérnia, EUA). Em seguida, foi adicionado ao mix
2,5uL do B19V-DNA extraido, de forma que o volume final da reagao foi de 25uL. A
termociclagem da PCR ocorreu conforme as seguintes etapas: uma etapa inicial de
5 minutos a 94°C, desnaturacéo por 45 segundos a 94°C, seguida por 55,8°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto, com a extensao final ocorrendo a 72°C por 7 minutos.

Como controle positivo, foi utilizado B19V-DNA extraido a partir do sangue de
placenta de uma gestante de 40 anos com idade gestacional de 13 semanas e que
sofreu aborto (carga viral de 10''c6pias/mL), proveniente do estoque de amostras
do LADTV. Como controle negativo, foi utilizada agua DNase/RNase free.

Para o Semi-Nested PCR, foi utilizado 17,5uL de agua DNase/RNase free
(Invitrogen, Califérnia, EUA), 2,5uL de tampao (10X) (Invitrogen, Califérnia, EUA),
0,75uL de MgCl> (50Mm) (Invitrogen, Califérnia, EUA), 2uL de dNTP (1,25mM)
(Invitrogen, Califérnia, EUA), 0,5uL do primer senso (P13 F) a 20uM e 0,5uL do
primer antisenso (P16 R) a 20uM (Integrated DNA Technologies, lowa, Estados
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Unidos da América) e 0,25uL de Tag DNA Polimerase (5U/uL) (Invitrogen, Califérnia,
EUA). Em seguida, foi adicionado 1uL do produto de PCR1 e submetido ao
termociclador. A termociclagem consistiu em 5 minutos a 94°C, seguida pela etapa
de 35 ciclos de desnaturagdo de 45 segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a
72°C, finalizando com uma etapa de extensdo por 1 minuto a 72°C e extensao final
por 7 minutos a 72°C. Apés a reacdo, os produtos foram armazenados a uma

temperatura de -20°C.

Tabela 3.2: Oligonucleotideos utilizados na PCR e na Semi-Nested PCR para
NS1 e VP1/VP2, conforme Durigon et al., 1993.

Direcao Iniciador ~eElizaree Sequéncia (5°-3") e e Amplicon
(nt) alvo
Senso P1 1399-1422 AAAAATACACTGTGGTTTTATGGG NS1 2840
Antisenso P6 1682-1659 GAGTACCTGTGGTTATAACCAGCAA P
Senso P12 4127-4148 CAGCCATACCACCACTGGGACA
_ VP1/VP2 563pb
Antisenso P16 4689-4665 AGTACATATGGTAAATGACCTGCTG
Senso P13 4214-4237 GACAAAGAGTATCAGCAAGGAGTG
_ VP1/VP3  476pb
Antisenso P16 4689-4665 AGTACATATGGTAAATGACCTGCTG

3.6 PCR em tempo real e determinacéo de carga viral

Posterior a etapa de extracdo de &cidos nucleicos, tanto nas amostras
individuais de plasma, quanto nas obtidas sob a forma de minipools, foram realizadas
PCR em tempo real para deteccédo e quantificacdo das cargas virais de HAV e de
B19V utilizando-se o sistema Tagman 7500 da Applied Biosystem (Real-time PCR
TagMan - Applied Biosystems, California, EUA).

3.6.1 PCR em tempo real e determinacao de carga viral de HAV

Para investigar a presenca de HAV-RNA, foi realizado One Step RT-PCR em
tempo real, utilizando-se o kit AgPath One Step Real Time PCR Systems (Thermo
Fisher, Massachussetts, EUA), por meio da metodologia de TagMan®. A reacéo
amplifica parcialmente a regido 5’NC dos genotipos de HAV circulantes no Brasil, 1A
e IB, e tem sensibilidade de 10 cépias/reacdo’™> (Tabela 3.3). Como curva-padréo,
foi utilizado um oligo-ultramero sintético (4nmol) correspondente a regido nao-
codificadora 5’ (5’ NCR) do HAV (cepa HAF-203), conforme descrito por de Tourinho
et al.,2015 (Tabela 3.3)3Y.
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Tabela 3.3: Oligonucleotideos utilizados na RT-PCR em tempo real para
deteccao e quantificacdo de HAV-RNA, conforme Tourinho et al., 2015.

Direcéo Localizacao (nt) Sequéncia (5°-3") Tamanho
(g?\lncs‘;) 86-109 CTGCAGGTTCAGGGTTCTTAAATC 23pb
A(g“sgrl'%o 219-240 GAGAGCCCTGGAAGAAAGAAGA 21pb
Sonda FAM 198-218 5FAM-ACTCATTTTTCACGCTTTCTG 20pb
5-TTCGTGAGAGCCCTGGAAGAAAGA
Oligo-ultramero AGACGTATCAGAAAGCGTGAAAAATGA oo
(Curva-padrao) GTATGCGTGATTTAAGAACCCTGAACC P

TGCAGCTGATA-3'

Para cada reacéo, foi preparado, em gelo, Mastermix Ag-Path-ID™ One Step
RT-PCR (Thermo Fisher, Massachussetts, EUA) contendo 2uL de &gua
DNase/Rnase free, 1uL de 25x RT-PCR Mix de enzimas (1x), 1uL de Detection
Enhancer (1x), 1,25uL de oligonucleotideos senso (5 NCF) a 20uM e 1,25uL de
oligonucleotideos antisenso (5 NCR) a 20uM, 12,5uL de tampéo 2x RT-PCR (1x) e
1,0uL de sonda 5’NC (10uM). Em seguida, foram adicionados 5uL de RNA extraido,
gerando um volume final de 25uL para cada reacéo, de forma que cada uma foi
aplicada em uma cavidade de uma placa de 96 pocos (MicroAmp® Applied
Biosystems, Califérnia, EUA).

As condi¢des consistiram em 40 ciclos compostos pelas seguintes etapas:
transcricdo reversa por 10 minutos a temperatura de 45°C, seguida de inativacao e
desnaturacao por 10 minutos a 95°C, amplificacdo a 95°C por 15 segundos e, apos,

uma etapa final de 45°C por 45 segundos.
3.6.2 PCR em tempo real e determinacao de carga viral de B19V

Para investigar a presenca de B19V-DNA nas amostras analisadas, foi
realizada PCR em tempo real otimizada in house, conforme Alves et al. (2019) para
a amplificacdo da regido NS1 do B19V (gendtipos | e Ill), com sensibilidade de
13UI/mL?°L. Foi utilizado o kit Tagman Master Mix Applied Biosystems (Thermo
Fisher Scientific, EUA) com a metodologia de TagMan®. O conjunto de
oligonucleotideos utilizados, a sonda marcada na regido 5 com 6-

Carboxifluorescein, e a curva-padrao sintética, estdo demonstrados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4: Oligonucleotideos utilizados na PCR em tempo real para detecc¢éo
e quantificagdo de B19V-DNA, conforme Alves et al., 2019.

Direcéo Loca(drllf)agao Sequéncia (5°-3") Tamanho
Senso 1905-1923 TGCAGATGCCCTCCACCCA 20pb
(E1905) P
Antisenso 5447 1987 GCTGCTTTCACTGAGTTCTTC 20pb
(E1987)
Sonda FAM  1925-1951 6FAM- 26pb

ACCTCCAAACCACCCCAATTGTCACAMGBNFQ
TGCAGATGCCCTCCACCCAGACCTCCAAACC
Oligo-ultramero

(Curva-padrio) 190°2009  ACCCCAATTGTCACCAGTATCAGCAGTGGTG 104pb
AAAGCTCTGAAGAACTCAGTGAAAGCAGCC

Foi preparada, em gelo, uma mistura contendo os reagentes oriundos do kit
utilizado, sendo adicionados 14,5uL de Tagman Mastermix 2x (Thermo Fisher
Scientific, EUA), 2uL de 4gua Rnase/Dnase free (Thermo Fisher Scientific, EUA),
1,25uL do primer senso E1905 (20uM) e 1,25uL do primer antisenso E1987 (20um)
(Integrated DNA Technologies, lowa, EUA) e 1uL de sonda NS1 FAM (10puL)
(Thermo Fisher Scientific, EUA). Posteriormente, foram acrescentados 5L de DNA,
totalizando 25puL em cada reacéo.

A termociclagem seguiu 40 ciclos de incubacgéo, sendo iniciada por uma etapa
de 2 minutos a temperatura de 50°C, seguida de um periodo de 10 minutos a 95°C
e, apos, 95°C durante 30 segundos, sendo finalizada com uma etapa de 60°C por 1

minuto.

3.7 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR (amplicons) foram separados por eletroforese em gel de
agarose a concentracdo de 1,5% contendo tampdo Tris/Acetato/Acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (TAE) 1x (50x — 242 g de Tris base/57,1 mL de
acido acético glacial/100 mL de EDTA 0,5 M pH: 8,0), agarose (Gibco, EUA) e 0,5%
de brometo de etidio a 0,5ug/mL (Invitrogen, EUA). Em seguida, foram aplicados ao
gel de agarose 8L de cada produto da PCR e 2uL de tampao de amostra (50% de
glicerol, 0,4% de azul de bromofenol, 0,4% de xileno cianol). Foram utilizados 6uL
do padréao de peso molecular 100pb (Norgen Biotek Corporation, Ontario, Canada).
Os produtos amplificados foram visualizados em fotodocumentador Kodak Gel Logic
2200 (Hyland Scientific, Washington, USA).
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3.8 Avaliagcéo da presenca de inibidores de PCR

A presenca de inibidores de qPCR foi avaliada em algumas amostras que
foram positivas na PCR convencional e, no entanto, foram negativas na gPCR, por
meio da utilizacdo de um controle positivo interno enddégeno, que compreende
oligonucleotideos e sonda marcada na extremidade 5’ por uma fluorescéncia VIC™
para um alvo do genoma humano, denominado RNAseP (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA, Namero de catalogo 4316844).

A este controle interno comercial foram adicionados 5uL de B19V-DNA
extraido, o que permitiu a amplificacdo simultdnea da sequéncia-alvo deste controle
interno e do genoma do B19V. O preparo da mistura para a reacao e as condi¢cbes

da realizacdo da PCR em tempo real foram as mesmas estabelecidas no item 3.5.3.

3.9 Avaliacado dainfecciosidade das amostras de plasma por meio da deteccéo

de particulas virais

Com o objetivo de avaliar a presenca de particulas virais infecciosas nas
amostras de plasma que foram positivas para B19V-DNA, foi realizado um método
baseado no pré-tratamento da amostra com uma endonuclease, seguido de qPCR,
de acordo com o descrito por Alves et al. (2021 in press), que permite a diferenciacao
de B19V-DNA encapsidado de B19V-DNA “Naked”. Para isto, foi realizado o pré-
tratamento do plasma, antes de uma nova etapa de extracdo de acidos nucleicos,
com a endonuclease Benzonase®318.

A primeira etapa consistiu na adicdo de 1,5uL de Benzonase™ (Sigma-
Aldrich, EUA) a 100puL de plasma, e foi seguida de incubacao a temperatura de 37°C
pelo periodo de 1 hora, em agitacdo mecéanica de 120 rotacdes por minuto (RPM).
Apods, foram acrescentados 100uL de solucdo tampéao fosfato-salino (PBS) para
obtencao de um volume final de 200uL, necessario para iniciar a etapa de extracao
de acidos nucléicos, que foi realizada utilizando-se kits comerciais de extracao,

conforme disposto no item 3.5.1.

3.10 Sequenciamento nucleotidico e andlise filogenética

Para caracterizar os genoétipos dos isolados de HAV e de B19V e avaliar os

padrdes de circulagdo dos mesmos, os produtos de PCR para ambos os virus foram
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submetidos ao sequenciamento nucleotidico seguido de analise filogenética,
baseada na regido parcial VP1/2A do HAV e de VP1/VP2 do B19V.

Os isolados de HAV e de B19V foram genotipados por meio de
sequenciamento direto do produto de PCR de 247pb e 476pb, respectivamente, apos
serem purificados da reacdo de Nested-PCR. A purificacdo desse material foi
realizada com um kit comercial QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Hillden, Alemanha),
de acordo com as instruc¢des do fabricante.

Para a reacao de sequenciamento de DNA, foi feita uma mistura em tubos de
poliestireno de 1,5mL livres de nucleases e devidamente identificados, com 4,5uL de
dgua RNAse/DNAse free, 1L de oligonucleotideos especificos para HAV (F8 e F9)3°
e para B19V (P13 e P16)3%% a 3,2pmol e 2L do respectivo amplicon obtido na etapa
de Nested-PCR. O sequenciamento foi realizado em ambas as dire¢cbes, senso e
antisenso.

As reagOes de sequenciamento de DNA foram realizadas na Plataforma de
Sequenciamento de DNA do Programa de Desenvolvimento Tecnolégico em
Insumos para Saude/PDTIS (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), onde o
sequenciamento foi realizado utilizando o kit BigDye 40 Terminator 3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, California, EUA) no termociclador Gen Amp PCR
system 9700 (Applied Biosystems, California, EUA) e o sequenciador ABI3730xI-96
capilares (Applied Biosystems, California, EUA).

Os eletroferogramas das sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisados
pelo programa BioEdit 7.2.5, a partir da observacao de picos Unicos das sequéncias.
Posteriormente, as sequéncias que apresentaram boa qualidade foram comparadas
a outras sequéncias depositadas no Genbank por meio da ferramenta BLAST. Em
seguida, estas sequéncias foram alinhadas e editadas, com a retirada das regides
correspondentes aos oligonucleotideos iniciadores, pelo método Clustal W do
programa BioEdit 7.2.5. As arvores filogenéticas foram reconstruidas pelo método
Maxima Verossimilhanga com o modelo Tamura-Nei*'® com bootstrap de 1000

repeticdes, utilizando-se o programa MEGA 6.0320:321,

3.11 Deteccédo de marcadores soroldgicos especificos para HAV e B19V

Do periodo 2018-2019, as amostras de plasma dos doadores de sangue que
foram positivas para HAV-RNA ou para B19V-DNA foram submetidas ao teste de

ELISA para pesquisa de anticorpos anti-HAV IgM, anti-HAV total, anti-B19V IgM e
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anti-B19V IgG, com o objetivo de avaliar a fase da infecg&o. Para isto, foi utilizado o
kit Bioelisa HAV IgM e HAV total — BIOKIT (Biokit, S.A. Barcelona, Espanha), para
HAV, e o kit Serion Elisa Parvovirus B19 IgM/IgG (Virion Serion Ltd, Alemanha), para
B19V.

Todas as amostras provenientes do periodo de surto epidémico de hepatite A
foram submetidas ao ensaio imunoenzimatico para pesquisa de anticorpos anti-HAV
IgM/total e anti-B19V IgM/IgG. Foram utilizados o kit Bioelisa HAV IgM e HAV total —
BIOKIT (Biokit, S.A. Barcelona, Espanha) e o kit Serion Elisa Parvovirus B19 IgM/IgG
(Virion Serion Ltd, Alemanha), para HAV e B19V, respectivamente.

3.12 Avaliagéo do risco de transmisséo transfusional e andlise estatistica

Uma modelagem estatistica foi aplicada para estimar o nUmero de bolsas de
sangue infectadas com B19V ou HAV liberadas pela Hemorrede do Rio de Janeiro
para doagdo, entre os anos de 2018 e 2019, assim como para estimar o risco de
transmissao transfusional destes virus. Os parametros do modelo compreenderam
a prevaléncia de B19V-DNA e HAV-RNA entre os doadores de sangue analisados
neste estudo e dados obtidos da literatura, tais como o numero de bolsas de sangue
liberadas pela Hemorrede nos anos de 2018 e 2019 e a probabilidade do receptor
se infectar com B19V ou HAV dado que recebeu uma bolsa de sangue contaminada.

Para estimar o numero de bolsas de sangue infectadas com B19 ou HAV
liberadas pela Hemorrede do Rio de Janeiro para doacao, entre os anos de 2018 e
2019, foram considerados apenas 0s resultados positivos ou negativos nos testes
moleculares, excluindo os casos indeterminados. Desta forma, a prevaléncia de
B19V-DNA e HAV-RNA observados neste estudo foi multiplicada pelo numero total
de bolsas liberadas (353.302 bolsas), entre os anos de 2018 e 2019 (180.466 e
172.836, respectivamente)3??,

Desta mesma maneira, foi estimada taxa de doacbes infecciosas
multiplicando a taxa de bolsas infectadas pela taxa de bolsas infecciosas. Para o
B19V, de acordo com parametros baseados na literatura, foram consideradas como
infecciosas as bolsas de plasma cujas cargas virais apresentaram valores
>10%UI/mL1% e que eram negativas para anti-B19 IgG. Para o HAV, ndo ha consenso
na literatura, apenas relatos de casos de transmissdo a partir de cargas virais
>103Ul/mL. Desta forma foram consideradas infecciosas as bolsas de plasma cujas

cargas virais apresentaram valores >103UI/mL'®® e que eram negativas para anti-
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HAV. Neste modelo de estudo, foi considerada uma transmissibilidade de 100% nas
doacfes que atendiam esses critérios.

A fim de avaliar se a incidéncia de hepatite A foi significativamente maior entre
os doadores de sangue “envolvidos no surto” que em doadores do Rio de Janeiro,
as incidéncias das infeccfes entre os doadores de sangue do periodo entre 2018 e
2019 foram comparadas com as incidéncias entre os doadores do periodo de surto
epidémico de hepatite A. As anadlises e intervalos de confianca foram calculados
utilizando o teste binomial exato com 95% de confianca. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas com o software R, versao 4.0.4, no programa estatistico
RStudio (verséao 1.4.1106, Boston, Massachusetts, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Deteccédo de HAV-RNA e B19V-DNA

4.1.1 Em doadores do Rio de Janeiro

Do total de 184 minipools de plasma analisados, em nenhum (0%) foi
detectada presenca de HAV-RNA, por meio de PCR em tempo real. Ja para B19V-
DNA, trés minipools (1,6%) apresentaram resultados positivos, sendo encontradas
cargas virais de 6,60x10*Ul/mL a 2,01x10°

Os trés minipools considerados positivos para presenca de B19V-DNA foram
abertos e cada uma das seis amostras presentes nos mesmos foram submetidas
individualmente a uma nova PCR em tempo real. Foi detectada apenas uma amostra
B19V-DNA positiva em cada um dos minipools, com cargas virais de 2,60x10° a
3,07x107Ul/mL (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Cargas virais dos minipools positivos para B19V-DNA e de suas
respectivas amostras individuais, por meio de PCR em tempo real

NC d . NC d ¢ i
umero do Carga viral (Ul/mL) Umero da amostra Carga Viral (UlI/mL)

minipool individual
DS190-239 ND
DS190-240 ND
DS190 - 24 2.01x10° DS190-241 3,02x10’
DS190-242 ND
DS190-243 ND
DS190-244 ND
DS190-341 ND
DS190-342 ND
4 DS190-343 ND
DS190 - 41 5,04x10 DS190-344 ND
DS190-345 ND
DS190-346 2,60x10°
DS195-197 ND
DS195-198 ND
DS195-199 ND
DS195-21 6,60x10" DS195-200 3,07x10°
DS195-201 ND
DS195-202 ND

ND = Nao detectado
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Entre as 100 amostras obtidas diretamente de bolsas individuais de plasma
congelado, submetidas & PCR convencional, o HAV-RNA foi detectado em duas
(2%) amostras, enquanto o B19V-DNA foi encontrado em apenas uma (1%) amostra
de plasma. As cargas virais presentes na amostra positiva para B19V-DNA e em
uma amostra positiva para HAV-RNA n&o puderam ser quantificadas em virtude da
presenca de inibidores de PCR em tempo real, cuja presenca foi avaliada por meio
do controle endégeno RNAseP, sendo observados resultados negativos neste teste.
A amostra restante HAV-RNA positiva apresentou carga viral de 1,58x10°Ul/mL.

Ao todo, nos doadores do Rio de Janeiro, foram detectadas duas (n=2)
amostras positivas para HAV-RNA e quatro (n=4) para B19V-DNA, o que
corresponde a incidéncia de 0,17% (2/1.204) e 0,33% (4/1.204), respectivamente.
Portanto, a taxa de incidéncia de hepatite A em doadores de sangue foi de 1,66 a
cada 1.000 doadores e de B19V foi de 3,32 a cada 1.000 doadores.

4.1.2 Em doadores do Vidigal e Rocinha

Para avaliar o impacto de surtos epidémicos na incidéncia da infecgao pelo
HAV em doadores de sangue e na transmissao transfusional, foram analisadas 42
amostras de plasma de doadores de sangue provenientes de bairros do Rio de
Janeiro (Vidigal e Rocinha) onde foram relatados surtos de hepatite A.

Dentre o total de 42 amostras, 29 (69,05%) foram coletadas no ano de 2017
e 13 (30,95%) no ano de 2018. Quanto as caracteristicas destes doadores, 55%
(n=23) eram do sexo masculino e a faixa etaria dos 20 aos 30 anos de idade foi mais
frequente (47,6%). A distribuicdo dos doadores de acordo com sexo e faixa etaria

pode ser observada na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Caracterizacdo da populacdo de doadores de sangue oriundos dos bairros Vidigal
e Rocinha, de acordo com sexo e faixa etaria (n=42).

Entre as 42 amostras de plasma testadas, quatro (9,52%) foram consideradas
HAV-RNA positivas por meio de PCR convencional. No que se refere ao ano de
doacao destas amostras, trés (75%) amostras foram coletadas em 2017 e uma (25%)
em 2018. Em relacdo ao sexo e a idade dos doadores, trés (75%) amostras de
plasma foram obtidas de doadores do sexo masculino, com idades entre 32 e 59
anos, e uma (25%) amostra foi obtida a partir de doador do sexo feminino, com idade
de 24 anos (Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Deteccéao de HAV-RNA de acordo ano de doacéao, sexo e idade dos
doadores de sangue dos bairros Vidigal e Rocinha.

Doador de sangue

Amostra Ano de doacéo
Sexo Idade (anos)
DSV05 2017 M 32
DSV12 2017 F 24
DSV22 2018 M 59
DSV32 2017 M 43

M = Masculino; F = Feminino

Quanto a deteccdo de B19V-DNA, do total de 42 amostras de plasma
coletadas durante o periodo de surto de hepatite A e testadas em PCR convencional,
apenas uma (2,4%) foi positiva. Esta amostra foi coletada no ano de 2017, a partir

de um doador de sangue do sexo masculino, com idade de 61 anos.
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4.2 Deteccdo de particulas virais infecciosas por meio do pré-tratamento com
Benzonase®

Em duas das amostras oriundas do Rio de Janeiro, provenientes dos
minipools de plasma positivos para B19V-DNA (DS190-241 e DS190-346), em que
ndo houve inibicdo da PCR em tempo real, foi realizado o pré-tratamento com
endonuclease.

ApGs o tratamento com a endonuclease, em uma das amostras positivas para
B19V-DNA (DS190-241), ocorreu reducao da carga viral detectada, o que sugere
gue parte do DNA viral presente nesta amostra estava encapsidado em particulas
virais. Para a segunda amostra (DS190-341), a carga viral tornou-se indetectavel,
indicando a presenca de “DNA naked” e, portanto, auséncia de particulas virais
(Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Cargas virais ap0s o0 pré-tratamento com Benzonase® em trés
amostras positivas para B19V-DNA provenientes de minipools de plasma.

Carga viral B19V (Ul/mL)

Amostra
Sem pré-tratamento Com pré-tratamento
DS190-241 3,02x10’ 2,7x107
DS190-346 2,60x10° ND
DS195-200 3,07x10’ NTV

ND = Néao detectado; NTV = N&o testado por volume de amostra insuficiente

4.3 Sequenciamento e analise filogenética das amostras positivas para HAV-
RNA e B19V-DNA

As sequéncias nucleotidicas dos produtos de Nested-PCR de 247pb da regiédo
VP1/2A e de 476pb da regido VP1/VP2, do HAV e do B19V, respectivamente, foram
determinadas nas amostras consideradas positivas para HAV-RNA ou B19V-DNA.

Para confirmar se estas sequéncias encontradas eram de fato dos virus
testados e verificar a similaridade de tais sequéncias com sequéncias do HAV e do
B19V depositadas no Genbank, utilizou-se a ferramenta  BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), conforme demonstrado nos itens 4.3.1 e 4.3.2 a

seqguir.
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4.3.1 Sequenciamento e andlise filogenética do HAV

Para caracterizar os gendtipos do HAV, foram utilizadas sequéncias
protétipos para os subgenotipos IA (HAS-15) e IB (HAF-203 e HM-175), e IIA (SLF88)
e IIB (CF-53), depositadas no Genbank (Anexo 2).

A andlise filogenética realizada revelou que as amostras de HAV obtidas de
doadores do Rio de Janeiro (n=2) foram classificados como subgendétipos IB. Por
outro lado, as quatro amostras provenientes de doadores dos bairros de Vidigal e
Rocinha foram classificadas como subgenétipos IA (n=2) e IB (n=2) (Figura 4.2).

Subgendtipo |A

Subgendtipo 1B

com-cE3 | SUDQEH@HFG B
| Subgendtipo IIA

|
sa — gz B8

e —|

DL0ED

Figura 4.2: Arvore filogenética construida pelo método Maxima Verossimilhanca utilizando o
modelo Tamura-Nei com bootstrap de 1000 repeticbes, baseada nas sequéncias de 247pb da
regido VP1/2A do HAV com duas amostras detectadas em doadores do Rio de Janeiro,
destacadas em azul, e quatro amostras detectadas em doadores do Vidigal/Rocinha,
destacadas em vermelho. (*) Sequéncias 3697, 3701 e 3708 isoladas de amostras de agua coletadas
no bairro do Vidigal durante surto epidémico (2017-2018). Sequéncias 4573, 4576 e 0050 a 0078
isoladas de soro de individuos envolvidos em surto de hepatite A no bairro do Vidigal (2017-2018).
Sequéncia HAS-15: protétipo de HAV do subgendtipo IA. Sequéncias HAF-203 e HM-175: prototipos
do HAV de subgendétipo IB. Sequéncia CF-53: protétipo do subgendtipo 1IB. Sequéncia SLF88:
protétipo do subgendtipo IIA.
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4.3.2 Sequenciamento e andlise filogenética do B19V

A classificagcdo das amostras de B19V encontradas foi baseada nas
sequéncias prototipos para os genétipos conhecidos do virus (1a, 1b, 2, 3a e 3b),
também depositadas no Genbank (Anexo 3).

Para trés amostras de B19V detectadas a partir de doadores do Rio de
Janeiro, a andlise filogenética mostrou que todas pertencem ao subgendtipo la
(Figura 4.3), comumente encontrado no Brasil. Para a quarta amostra oriunda de
doadores do Rio de Janeiro e a Unica proveniente de doadores do Vidigal/Rocinha
ndo foi possivel obter sequéncias nucleotidicas com qualidade satisfatéria para
determinar o gendtipo do B19V.
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Figura 4.3: Arvore filogenética construida pelo método Maxima Verossimilhanca utilizando o
modelo Tamura-Nei com bootstrap de 1000 repeti¢cdes, baseada nas sequéncias de 476pb da
regidao VP1/VP2 do B19V com trés amostras detectadas em doadores do Rio de Janeiro,
destacadas em azul. Sequéncias Stu, S2827, 09BRSP6896, PA79055BR, PA91018BR, PVBAUA,
IRE1, C39, Brlll, 176937, S2337, B19-Wi, HV: protétipos de B19V do subgendtipo la. Sequéncias
Vn147 e Vnll5: protétipos de B19V do subgendtipo 1b. Sequéncias A6 e LalLi: prototipos de B19V
do gendtipo 2. Sequéncias V9 e D91.1: protétipos de B19V do gendtipo 3.
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4.4 Deteccéo de anticorpos especificos para HAV e B19V

4.4.1 Em doadores do Rio de Janeiro

As amostras consideradas positivas para HAV-RNA ou para B19V-DNA foram
submetidas ao ELISA para deteccédo de anticorpos IgM e totais, para HAV, e de
anticorpos IgM e IgG, para B19V.

Com relagdo ao HAV, as duas (100%) amostras HAV-RNA positivas
apresentaram resultados negativos tanto para anticorpos anti-HAV IgM, quanto para
anticorpos totais, sugerindo que estes doadores de sangue estavam em um periodo
de janela imunoldgica, o qual antecede a producéo de anticorpos anti-HAV (Tabela
4.4).

Entre as quatro amostras em que o B19V-DNA foi detectado, os resultados
observados foram distintos: duas amostras (50,0%) foram consideradas anti-B19V
IgM positiva e IgG negativa; uma amostra (25,0%) apresentou resultado negativo
para anticorpos IgM e positivo para anticorpos IgG; e uma amostra (25,0%) foi
considerada negativa tanto para presenca de IgM quanto para de IgG. Tais
resultados foram analisados em conjunto com o pré-tratamento com endonuclease,

guando possivel (Tabela 4.5).
4.4.2 Em doadores do Vidigal e Rocinha

Todas as 42 (100%) amostras de plasma oriundas do periodo de surto de
hepatite A foram anti-HAV IgM negativas, 27 (64,3%) amostras foram anti-HAV total
positivas e uma (2,4%) obteve resultado indeterminado para anti-HAV total. Entre os
guatro (n = 4) doadores HAV-RNA positivos, todos foram negativos tanto para anti-
HAV IgM, guanto para anticorpos anti-HAV totais, indicando um periodo de janela
imunoldgica.

Em relacdo aos marcadores sorolégicos para B19V, todas as amostras de
plasma foram consideradas negativas para a presenca de anticorpos anti-B19V IgM,
e 29 (69,0%) apresentaram resultados positivos para anti-B19V IgG. A Unica amostra
positiva para B19V-DNA apresentou resultado negativo para IgM e positivo para IgG,
indicando a possivel ocorréncia de uma infec¢cdo persistente pelo B19V neste
individuo.

A deteccado dos marcadores sorologicos das amostras HAV-RNA e B19V-DNA

positivas encontradas estdo demostrados nas tabelas 4.4 e 4.5 a sequir.
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Tabela 4.4: Perfil de marcadores sorologicos e moleculares das amostras positivas para HAV-RNA, provenientes de doadores do Rio
de Janeiro e do Vidigal/Rocinha.

Ano de Convpegsional Carga viral (Ul/mL) Sorologia
Amostra Procedéncia da amostra ~ z z RNAseP* Genotipo
doacéo VP1/2A Sem pré- Com pré- laM 1aG
tratamento* tratamento* 9 9
Doadores do Rio de Janeiro
DS49 Bolsa de plasma individual 2019 Positivo NDI NDI ND - - IB
DS62 Bolsa de plasma individual 2019 Positivo 1,58x10° NTV NTV - - IA
Doadores do Vidigal/Rocinha
DSV05 Bolsa de plasma individual 2017 Positivo NDI NDI ND - - IB
DSV12 Bolsa de plasma individual 2017 Positivo NDI NDI ND - - B
DSv22 Bolsa de plasma individual 2018 Positivo NDI NDI ND - - IA
DSV32 Bolsa de plasma individual 2017 Positivo NDI NDI ND - - IA

NDI = Nao detectado por presenca de inibidores; ND = N&o detectado; NTV = Nao testado por volume de amostra insuficiente
*sem pré-tratamento com Benzonase e ap0s tratamento com Benzonase, para avaliar a presenca de virions
#RNAseP: Controle utilizado para avaliar a presenca de inibidores de gPCR
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Tabela 4.5: Perfil de marcadores sorolégicos e moleculares das amostras positivas para B19V-DNA, provenientes de doadores do
Rio de Janeiro e do Vidigal/Rocinha.

PCR, Carga viral (Ul/mL) Sorologia
Amostra Procedéncia da amostra dAg:ggg e - _ = _ RNAseP” Genotipo
NSHS U e tra’?ar?ng:ﬁé* tra?aTngrrsc-J* IgM 1gG
Doadores do Rio de Janeiro
DS190-241 Minipool de plasma 2019 NT + 3,02x107 2,70x107 NA + - 1A
DS190-346 Minipool de plasma 2019 NT + 2,60x103 ND NA - + 1A
DS195-200 Minipool de plasma 2019 NT + 3,07x10’ NTV NTV - - ND**
DS75 Bolsa de plasma individual 2019 + + 2,84X10° NTV NA + - 1A
Doadores do Vidigal/Rocinha
DSv27 Bolsa de plasma individual 2018 + + NDI NDI ND - + ND**

NT = N&ao testado; NA = Nao aplicavel; ND = Nao detectado; NTV = Nao testado por volume de amostra insuficiente; NDI = Nao detectado
por presenca de inibidores

*sem pré-tratamento com Benzonase e apos tratamento com Benzonase, para avaliar a presenca de virions

#RNAseP: Controle utilizado para avaliar a presenca de inibidores de qPCR

*ND: Genotipos ndo determinados devido a qualidade insatisfatéria dos eletroferograma
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4.5 Avaliagéo do risco de transmisséao transfusional

45.1 Numero estimado de bolsas contaminadas com HAV e B19V nos

doadores do Rio de Janeiro

A partir das amostras dos doadores do Rio de Janeiro, ao se estratificar por
ano de coleta, o numero esperado de bolsas contaminadas com HAV ou B19V foi
calculado pelo produto entre a taxa de amostras positivas e o nimero de bolsas de
plasma que foi liberada para doa¢gbes em cada ano, pela Hemorrede do estado:
180.466 para 2018, 172.836 para 2019 e 353.302 no total. As amostras de plasma
cujos resultados moleculares foram considerados indeterminados foram excluidas
desta analise.

De julho a dezembro de 2018, foram obtidas 41 bolsas de plasma, das quais
todas foram consideradas para o calculo do B19V e 39 para o calculo do HAV. Tanto
para HAV-RNA, quanto para B19V-DNA, nenhuma amostra apresentou resultado
positivo nos testes moleculares, de forma que o numero esperado de bolsas
contaminadas foi zero para ambos 0s virus, neste periodo de tempo.

No ano de 2019, um total de 1.163 amostras de plasma foi obtido, do qual
1.128 e 1.159 foram consideradas para a analise estatistica do HAV e do B19V,
respectivamente. Para HAV-RNA, 0,18% (2/1.128) das amostras foi considerado
positivo em PCR. A partir do produto entre esta prevaléncia de HAV-RNA (0,18%) e
as 172.836 bolsas de plasma liberadas para doacdo, o numero esperado de bolsas
infectadas com HAV, em 2019, foi de 306. Ja para B19V-DNA, foi encontrado uma
prevaléncia de 0,34% (4/1.159), o que corresponde ao numero esperado de 594
bolsas de plasma contaminadas.

No geral (periodo 2018-2019) foram encontradas prevaléncias de 0,17% e
0,33% para HAV-RNA e B19V-DNA, respectivamente, entre os doadores.
Considerando que o nuamero total de bolsas de sangue liberadas foi de 353.302
nestes dois anos, 0s numeros esperados totais de bolsas contaminadas com HAV e
B19V foram de 605 e 1.174, respectivamente. Estes dados estdo demonstrados na
tabela 4.6.
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Tabela 4.6: NUmero estimado de bolsas de plasma contaminadas com HAV e B19V
em doadores do Rio de Janeiro, de acordo com ano de coleta.

Bolsas de Plasma

Ano

N % (1C95%)
2018
HAV
Total considerado* 39 -
PCR-Positivo 0 0,00 (0,00-9,03)

_ 39 100,00 (90,97-
PCR-Negativo 100,00)
Numero esperado de bolsas contaminadas 0 (0-16.287) 0,00 (0,00-9,03)

B19V
Total considerado* 41 -
PCR-Positivo 0 0,0 (0,0-8,6)
PCR- Negativo 41 100,0 (91,4-100,0)
Numero esperado de bolsas contaminadas 0 (0-15.528) 0,0 (0,0-8,6)

2019

HAV
Total considerado* 1.128 -
PCR-Positivo 2 0,18 (0,02-0,64)
PCR-Negativo 1.126 99,82 (99,36-99,98)

Numero esperado de bolsas contaminadas

B19V
Total considerado*
PCR-Positivo
PCR-Negativo

Numero esperado de bolsas contaminadas

Geral (2018 e 2019)
HAV
Total considerado*
PCR-Positivo
PCR-Negativo
Numero esperado de bolsas contaminadas
B19V
Total considerado*
PCR-Positivo
PCR-Negativo

Numero esperado de bolsas contaminadas

306 (37-1.104)

1.163
4
1.159
594 (162-1.518)

1.167
2
1.165
605 (73-2.182)

1.204
4
1200
1.174 (320-
2.998)

0,18 (0,02-0,64)

0,34 (0,09-0,88)

99,66 (99,12-99,91)

0,34 (0,09-0,88)

0,17 (0,02-0,62)

99,83 (99,38-99,98)

0,17 (0,02-0,62)

0,33 (0,09-0,85)

99,67 (99,15-99,91)

0,33 (0,09-0,85)

*Bolsas de plasma apenas com resultados positivos ou negativos
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4.5.2 Numero esperado de bolsas potencialmente infecciosas para HAV e B19V
no Rio de Janeiro

Em relacdo ao B19V, foram identificadas trés bolsas de sangue com carga
viral acima de 10*UlI/mL e negativas para anti-B19V IgG, indicando uma taxa de
doacao infecciosa de 3 em 1.204 (0,25%, IC 95% 0,05-0,73). Para o HAV, foram
detectadas duas bolsas de sangue com carga viral acima de 103Ul/mL e negativas
para anti-HAV, indicando uma taxa de doacéo infecciosa de 2 em 1.204 (0,17%, IC
95% 0,02-0,62).

Considerando que o namero total de bolsas de sangue liberadas para doacéo
no Rio de Janeiro, no periodo de 2018-2019 foi de 353.302 e que as prevaléncias de
HAV-RNA e B19V-DNA foram 0,17% e 0,25%, respectivamente, foram estimadas
gue 605 bolsas de plasma eram potencialmente transmissiveis para HAV e 880
bolsas eram potencialmente transmissiveis para B19V. Ao estratificar esta analise
por ano, em 2018, ndo foram encontradas amostras HAV-RNA ou B19V-DNA
positivas. Ja& em 2019, o numero estimado de bolsas de sangue no Rio de Janeiro
com potencial transmissivo foi de 306 (0,18%) para HAV e de 446 (0,65%) para B19V
(Tabela 4.7).
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Tabela 4.7: NUmero estimado de bolsas de sangue com potencial transmissivo de
HAV e B19V em doadores do Rio de Janeiro, de acordo com ano de coleta.

2018
HAV
Total considerado* 39 -
Com potencial transmissivo 0 0,00 (0,00-9,03)
Sem potencial transmissivo 39 100,00 (90,97-100,00)
NuUmero esperado com potencial transmissivo 0 (0-16.287) 0,00 (0,00-9,03)
B19V
Total considerado* 41 -
Com potencial transmissivo 0 0,0 (0,0-8,6)
Sem potencial transmissivo 41 100,0 (91,4-100,0)
NuUumero esperado com potencial transmissivo 0 (0-15.528) 0,0 (0,0-8,6)
2019
HAV
Total considerado* 1.128 -
Com potencial transmissivo 2 0,18 (0,02-0,64)
Sem potencial transmissivo 1.126 99,82 (99,36-99,98)

Numero esperado com potencial transmissivo 306 (37-1.104) 0,18 (0,02-0,64)
B19V

Total considerado* 1.163 -
Com potencial transmissivo 3 0,26 (0,05-0,75)
Sem potencial transmissivo 1.160 99,74 (99,25-99,95)

Numero esperado com potencial transmissivo 446 (92-1.300) 0,26 (0,05-0,75)
Geral (2018 e 2019)

HAV
Total considerado* 1.167 -
Com potencial transmissivo 2 0,17 (0,02-0,62)
Sem potencial transmissivo 1.165 99,83 (99,38-99,98)

Numero esperado com potencial transmissivo 605 (73-2.182) 0,17 (0,02-0,62)
B19V

Total considerado* 1.204 -
Com potencial transmissivo 3 0,25 (0,05-0,73)
Sem potencial transmissivo 1.201 99,75 (99,27-99,95)

Numero esperado com potencial transmissivo 880 (182-2.567) 0,25 (0,05-0,73)
*Bolsas de plasma apenas com resultados positivos ou negativos
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4.6 Avaliacdo do impacto de surto epidémico de hepatite A naincidéncia dessa

infeccdo em doadores de sangue

De um modo geral,

a incidéncia de hepatite A nos doadores do
Vidigal/Rocinha (9,52%, IC 95% 2,66-22,62) foi significativamente maior (p<0,001)
gue a dos doadores do Rio de Janeiro (0,17%, IC 95% 0,02-0,62).

A analise estratificada mostrou que no ano de 2018, tanto o HAV, quanto o

B19V, também mostraram incidéncias significativamente maiores (p<0,001) entre os

doadores destes bairros (Tabela 4.8).

Tabela 4.8: Comparagcéo entre as prevaléncias de HAV-RNA e B19V-DNA de
doadores de sangue do Rio de Janeiro e dos bairros Vidigal e Rocinha.

Bolsas de Plasma

A Doadores do Rio de Doadores do Vidigal e p-
no . :
Janeiro Rocinha valor
N % (1C95%) N % (1C95%)
2018
HAV <0,001
Total considerado 39 - 13 -
PCR-Positivo 0 0,00 (0,00-9,03) 1 7,69 (0,19-36,03)
100,00 (90,97-
PCR-Negativo 39 100,(00) 12 92,31 (63,97-99,81)
B19V <0,001
Total considerado 41 - 13 -
PCR-Positivo 0 0,0 (0,0-8,6) 1 7,69 (0,19-36,03)
PCR- Negativo 41 100,0 (91,4-100,0) 12 92,31 (63,97-99,81)
Geral
HAV <0,001
Total considerado 1.167 - 42 -
PCR-Positivo 2 0,17 (0,02-0,62) 4 9,52 (2,66-22,62)
PCR-Negativo 1.165 99,83 (99,38-99,98) 38 90,48 (77,38-97,34)
B19vV 0,1304
Total considerado 1.204 - 42 -
PCR-Positivo 4 0,33 (0,09-0,85) 1 2,38 (0,06-12,57)
PCR-Negativo 1.200 99,67 (99,15-99,91) 41 97,62 (87,43-99,94)

98



5. DISCUSSAO

A andlise molecular de pools de plasma destinados a producdo de
hemoderivados por meio de testes moleculares vem sendo comumente utilizada por
diversos autores de diferentes paises na tentativa de avaliar ndo s6 a presenca de
determinados virus, como HAV e B19V, mas também de analisar a seguranca do
material destinado a transfusdo. No presente estudo, duas amostras provenientes
de doadores do Rio de Janeiro, obtidas a partir de bolsas de sangue individuais,
foram positivas para HAV-RNA, o que revelou uma prevaléncia de HAV-RNA de
0,17% (2/1.204) entre os doadores. Para B19V, foi detectada prevaléncia de B19V-
DNA de 1,6% (3/184) minipools de plasma positivos, com cargas virais variando de
10% a 10°UI/mL. A andlise das amostras individuais dos doadores do Rio de Janeiro
(n=100), incluindo as oriundas da abertura de cada um dos minipools considerados
positivos (n=1.104), revelou uma prevaléncia de B19V-DNA de 0,33% (4/1.204), com
cargas virais de 102 e 107Ul/mL.

O virus da hepatite A € um dos agentes causadores de hepatite aguda mais
comuns em todo o mundo*. Na maior parte dos casos, a infeccdo causada por ele
apresenta-se aguda e autolimitada, principalmente se os individuos infectados forem
criancas. Embora os casos sejam em sua grande maioria assintomaticos, existem
casos sintomaticos que evoluem para hepatite fulminante com possibilidade de
insuficiéncia hepatica aguda, podendo ocorrer até mesmo o 6bito*15%:161, A principal
via de transmisséo é fecal-oral, por meio de alimentos e agua contaminados®6-323,
Como a viremia se desenvolve antes do inicio dos sintomas, a transmissao por
transfusdo por sangue total, plasma fresco congelado, concentrados de plaquetas e
hemacias tem sido descrita esporadicamente desde 1974161324-327  QOs testes de
triagem de anticorpos para HAV nédo sao recomendados para triagem sorolégica de
doadores de sangue em nenhum pais, incluindo o Brasil®?832°, Em contraste, ap6s
uma série de relatos provando a transmissdo de HAV pelo fator VIl tratado com
solvente e detergente, a industria de hemoderivados passou a testar as fontes de
plasma por HAV NAT3?8329 Em alguns paises da Europa, a triagem de sangue e
hemoderivados para presenca de HAV-RNA é atualmente preconizada pela
Farmacopeia Europeia, sendo realizada por pelo menos um teste NAT 330,

Apesar dos dados sobre a prevaléncia do HAV-RNA em doadores de sangue
nao serem abundantes em todo o mundo, a prevaléncia observada neste trabalho

(0,17%) foi maior que as descritas nos EUA, cujos valores variam de 0% (0/100.360),
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em plasma fresco congelado, a 0.005% (6/1.297.945), em bolsas de sangue total33,
e na China, que recentemente apresentou 0% (0/5.030 e 0/728) de deteccédo entre
doadores de sangue'®’:332, Estas diferencas possivelmente podem ocorrer em razdo
dos distintos tamanhos amostrais, das populacbes de estudo, dos métodos
moleculares utilizados e pelas condi¢bes socioecondmicas e geograficas dos locais
de estudo®3,

No Brasil, ndo existem dados sobre a prevaléncia de HAV-RNA em doadores
de sangue. O maior percentual encontrado neste estudo, possivelmente, pode ser
justificado pelo periodo em que as amostras foram obtidas, uma vez que entre 2017
e 2018 foram relatados surtos de hepatite A em bairros do Rio de Janeiro. De modo
semelhante, Gallian et al. (2019) apresentou dados similares em um estudo realizado
na Franca, em 2018, no qual foi relatado um aumento da prevaléncia de HAV-RNA
em doadores de sangue, de 0.86/10° para 4,5/10° doadores, apds a ocorréncia de
um surto de hepatite A no pais333334,

Neste estudo, ndo foi detectada presenca de HAV-RNA nos minipools de
plasma analisados, obtidos a partir de doadores do Rio de Janeiro. A auséncia de
deteccdo do genoma viral nestes minipools pode ser explicada por uma possivel
diluicAo das cargas virais, sobretudo se os valores das mesmas, caso estas
estivessem presentes, fossem reduzidos. Isto €, em funcéo da mistura de plasma de
diferentes doadores, cargas virais com valores muito reduzidos podem ter sido
diluidas abaixo do limite de detecgdo do teste molecular utilizado?%*.

O Parvovirus B19 é um virus muito pequeno e que nao possui envelope, 0
gue torna sua remocéo do plasma e de hemoderivados, por meio de métodos de
filtracdo e de inativacdo viral, dificil de ser concluida com sucesso!®’ . Apesar da
maioria dos individuos imunocompetentes apresentarem infeccdo pelo B19V
assintomatica ou com um curso clinico leve, as manifestacbes clinicas séo
comumente graves para individuos com  determinado grau de
imunocomprometimento, como gestantes, pacientes transplantados e em
guimioterapia, para 0s quais produtos derivados do sangue podem ser
frequentemente prescritos®”19, Para prevenir a transmissdo do B19V por meio de
transfusdo, a realizacdo de testes moleculares para deteccdo do genoma viral no
plasma doado foi estabelecida por alguns érgédos internacionais, como o FDA e a
Farmacopeia Europeia®®. Além disso, alguns paises, tais quais Japdo e Alemanha,
introduziram testes de triagem de rotina baseados em diferentes metodologias, como

ensaios de quimioluminscéncial®336:337,
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Estudos mostram que a prevaléncia do B19V-DNA em doadores de sangue
varia de acordo com a regiao e com a sazonalidade da infec¢éo. No presente estudo,
a prevaléncia total encontrada (0,33%) foi similar & detectada por estudos anteriores
realizados em diferentes regides do Brasil, cujos dados demonstram variacao de
0,26% a 1,9% de deteccgéo entre doadores de sangue!®®?%’. Em S&o Paulo, também
na regido Sudeste do pais, Slavov et al., 2016, detectaram maior prevaléncia de
B19V-DNA entre doadores (1,0%). Contudo, € importante destacar que o N amostral
utilizado foi muito menor que o do presente estudo (100 e 1.204 doadores,
respectivamente)?®6. No cendrio internacional, recentemente na Australia, um estudo
detectou percentual semelhante entre doadores de sangue, sendo este de 0,26%2%.
Contudo, a detecgédo de B19V-DNA relatada nos EUA e na China variaram entre
0,88% e de 0,06% a 6,8%, respectivamente!57:298:338,339,

As cargas virais encontradas nos trés minipools positivos para B19V-DNA
apresentaram valores 210* Ul/mL. Este valor de carga viral é considerado pelo FDA
e pela Farmacopeia Europeia como o limite em que pools de plasma B19V-DNA
positivos sdo considerados seguros para utilizacdo em fins transfusionais. Este
parametro indica que tais minipools apresentam potencial transmissivo de B19V para
0S receptores, e sua exclusdo das doacbes de hemoderivados deveria ser
realizada®®.

Em algumas amostras positivas para HAV-RNA ou B19V-DNA néo foi
possivel realizar a deteccéo da carga viral em razdo da presenca de inibidores de
PCR em tempo real. Estudos relatam que os mecanismos inibitorios podem variar,
contudo, os inibidores de PCR geralmente exercem seus efeitos por meio da
interacéo direta com o DNA, sendo capazes de degradar ou capturar 0 mesmo, com
DNA polimerases, inibindo suas atividades enzimaticas, ou até mesmo com o sinal
da fluorescéncia, no caso das reagbes de PCR em tempo real34%-342, Considerando
gue as amostras em que foi observada inibicao foram obtidas diretamente a partir de
bolsas de plasma congelado, sugere-se que algum componente presente no preparo
das mesmas apresentou acao inibitoria.

A partir das prevaléncias de HAV-RNA e B19V-DNA observadas neste
trabalho, foi possivel estimar o nimero de bolsas de sangue contaminadas dentro
do total de bolsas liberadas pela Hemorrede estadual®??.

Em 2019, do total de 172.836 bolsas de sangue liberadas para doacéao,
estimamos que 306 (0,18%) poderiam estar contaminadas com o virus da hepatite

A. Considerando todo o periodo do estudo (2018 a 2019), o nimero estimado foi de
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605 bolsas dentro de 353.302 liberadas para doac¢éo (0,17%). Este numero foi o
mesmo para bolsas com potencial transmissivo em razdo dos parametros de
transmissibilidade adotados neste estudo.

Na literatura, ndo existe um valor consenso descrito a partir do qual
hemoderivados podem ser considerados transmissivos para HAV. Relatos de casos
indicam que cargas virais relativamente baixas podem ser capazes de infectar
receptores, inclusive, gerando quadros graves, dependendo das condi¢cfes de saude
destes individuos't! .

Apesar da natureza esporadica da infeccdo aguda por HAV entre doadores
de sangue observados neste estudo e da auséncia de portadores cronicos de HAV,
parece adequado avaliar a necessidade de triagem dessa infeccdo em doadores,
sobretudo para receptores que fazem parte de grupos de risco para esta infeccéo,
tais como individuos transplantados, imunocomprometidos e portadores de doencas
hepaticas cronicas34. Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou um caso em
gue um receptor, passando por um transplante de medula éssea e portador de
hepatite C crbnica, evoluiu ao Obito em razdo de uma hepatite fulminante 26 dias
apos a transfusdo de concentrado de hemacias obtido a partir de um doador
infectado com HAV.'%1, Na auséncia de triagem prospectiva ou inativacdo viral
eficaz, a limitacdo da transmissdo do HAV por transfusdo e a sua disseminacao
secundaria dependem do recebimento e processamento de informacdes de pos-
doacdo. Nem todos os casos de HAV em doadores sdo sintomaticos, mas a
notificacdo de casos sintomaticos e a interrupcdo da transmissao poderiam ser
melhoradas se descricbes mais claras fossem dadas aos doadores em relacdo aos
tipos de informacbes pods-doacdo que sdo relevantes para a seguranca dos
receptores.

As prevaléncias de B19V-DNA neste estudo foram de 0,34%, para 2019, e de
0,33% para 2018-2019. Estes percentuais refletem em 594 e 1.174 bolsas de sangue
potencialmente contaminadas, respectivamente, para o ano de 2019 e para o
periodo 2018-2019. No entanto, considerando a taxa de doacdes infecciosas, foram
estimadas 446 (0,65%) bolsas de plasma com potencial transmissivo de B19V para
0 ano de 2019, e 880 para 2018-2019.

Desde a década de 1990, estudos relatam diferentes desfechos observados
em receptores cujos hemoderivados transfundidos estavam contaminados com o
B19V344, Em 1995, Zanella et al. relatou um caso de crise aplastica e insuficiéncia

cardiaca transitéria ocorridas em um receptor de concentrado de hemacias portador
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de talassemia3** . Ao longo dos anos, casos de crise aplastica transitéria e aplasia
de células vermelhas tém sido relatados em receptores imunocomprometidos e
portares de doencgas cronicas, tais quais pacientes em quimioterapia e em portadores
de hepatite C cronica e de leucemias de diferentes tipos34°346, Recentemente, um
caso relatado por Nagaharu et al. (2017) mostraram a transmissao transfusional de
B19V para um receptor com quadro hemorragico grave, que passou a apresentar
trombocitopenia grave apés a transfusdo de concentrado de hemacias com carga
viral de 104 UI/mL?®3. Neste estudo, o nimero estimado de bolsas com potencial
transmissivo, somado ao fato de que a partir de uma Unica bolsa de plasma podem
ser produzidos diferentes hemoderivados que podem vir a infectar mais de um
receptor, também sugere a adocdo de medidas de triagem para o B19V em
hemoderivados, principalmente nos periodos de epidemia de eritema infeccioso?%.

A prevaléncia geral de HAV-RNA em doadores residentes nos bairros Vidigal
e Rocinha foi de 9,52%. Quando comparada com a taxa de detecgao geral (0,17%)
encontrada entre doadores residentes em outras localidades do Rio de Janeiro, esta
prevaléncia foi significativamente maior (p<0,001). No ano de 2018, comum entre 0s
periodos de coleta de amostras de ambas as populacfes analisadas, o HAV e o
B19V tiveram prevaléncias significantemente (p<0,001) maiores entre os doadores
residentes em Vidigal/Rocinha. Como ja demonstrado anteriormente na Franga, no
presente estudo, a ocorréncia deste surto epidémico e o conseguinte aumento no
numero de individuos infectados também impactou na maior frequéncia de deteccéo
desse virus entre doadores de sangue33. Em relacdo ao B19V, possivelmente a
maior prevaléncia observada nessa populacéo foi devido ao periodo do estudo (2017
a 2018), o qual coincidiu com um periodo epidémico para B19V, configurada pelo
aumento do numero de casos de infec¢cbes exantematicas entre criancas e gestantes
no municipio. Contudo, a infec¢cdo causada pelo B19V ndo possui notificacdo
compulséria, o que dificulta confirmar a ocorréncia de surto epidémico.

Entre os individuos HAV-RNA positivos, 75% pertenceram ao sexo masculino,
com idades entre 30 e 60 anos. Segundo o Boletim Epidemiologico das Hepatites
Virais referente ao ano de 2018, na regido sudeste do Brasil 68,2% dos casos de
hepatite A ocorreram em individuos do sexo masculino, com idades entre 20 a 39
anos®’. Outros estudos recentes demonstram dados concordantes com o0s
encontrados neste estudo. Em 2018, Amado et al. demonstraram a ocorréncia de um
surto de hepatite A no Rio de Janeiro, com maior incidéncia também em homens, na

faixa entre 20 e 29 anos!?°, Este aumento no sexo masculino, sobretudo nesta faixa
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etaria, também foi relatado em outros paises, principalmente entre homens que
fazem sexo com homens?9112:348,

A deteccéo de anticorpos especificos anti-HAV mostrou que 64,3% (n =27/42)
dos doadores do Vidigal e Rocinha eram anti-HAV total positivos. Este resultado é
comparavel a soroprevaléncia de hepatite A no Brasil (64%), entretanto, € maior que
a soroprevaléncia da regido sudeste, que é de aproximadamente 32%3%.
Possivelmente, a alta soroprevaléncia encontrada neste estudo é reflexo da maior
exposicao destes individuos ao virus em razao da ocorréncia do surto epidémico,
uma vez que foi detectado HAV-RNA em amostras de agua utilizadas para consumo
pela populacéo local*?°,

Entre as amostras HAV-RNA positivas, tanto a partir das duas oriundas de
doadores do Rio de Janeiro, quanto das quatro detectadas nos doadores do
Vidigal/Rocinha, foram observados resultados negativos tanto para anticorpos IgM,
guanto para anticorpos totais. A auséncia de detec¢cao de anticorpos anti-HAV entre
estes individuos sugere que as doacdes de sangue ocorreram durante o periodo de
janela imunolégica, que dura em média 28 dias e antecede os sintomas3#°. O longo
periodo de incubacdo do HAV é um fator que pode influenciar no risco de
transmissao transfusional, uma vez que € possivel que doadores possam apresentar
0 virus circulante no sangue no momento da doacédo e ndao tenham conhecimento
sobre esta condicao.

Para o B19V, a sorologia das amostras do Rio de Janeiro positivas nos testes
moleculares revelou duas amostras (50%) anti-B19V IgM positivas e IgG negativas,
sugerindo o curso de uma infec¢éo aguda nestes doadores, no momento da doacéao.
Em uma dessas amostras, foi possivel realizar o pré-tratamento com endonuclease
para avaliar o potencial infeccioso de tais amostras. O resultado obtido corroborou
com a hipétese de infeccdo aguda em razéo da leve diminuicdo da carga viral de
3,02x107Ul/mL para 2,70x107Ul/mL, mostrando que este valor se deve pela
presenca de particulas infecciosas resultantes da replicacéo viral ativa e indicando o
potencial transmissivo de B19V a partir deste doador?*3, Baseado nestes dados, 0s
hemoderivados oriundos deste doador deveriam ser descartados.

As amostras positivas de um doador do Rio de Janeiro e de um doador do
Vidigal/Rocinha foram negativas para IgM e positivas para IgG ati-B19V, o que
sugere a ocorréncia de infeccao persistente nestes doadores. Estudos anteriores ja
demonstraram que a persisténcia da infec¢do pelo B19V pode ocorrer por meses

ap6s a fase aguda em individuos imunocomprometidos, imunocompetentes e
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também em doadores de sangue saudaveis?1?218:3%0_A partir do pré-tratamento com
endonuclease em uma destas amostras, foi possivel observar a reducdo da carga
viral da ordem de 103Ul/mL para carga nédo detectavel. Este resultado indica que o
DNA detectado na metodologia molecular foi obtido a partir de “DNA naked”,
indicando a auséncia de particulas virais infecciosas, sugerindo uma infeccéo
persistente e descartando o potencial transmissivo desta amostra. Em 2017, Reber
et al. demonstraram a utilidade deste ensaio recentemente descrito por Molenaar-de
Backer et al. (2016) para a correta interpretacéo de achados laboratoriais, incluindo
para casos de infeccdo persistente pelo B19V?243:292,

Ainda para este virus, em uma amostra foi encontrado resultado negativo para
presenca de anti-B19V IgM e IgG. Esta auséncia de anticorpos especificos, apesar
de uma carga viral detectavel, pode ocorrer devido a formacao de complexos imunes,
compostos pela associagdo virus-anticorpo, ou até mesmo pela quantidade de
anticorpos produzida, que pode estar abaixo do limiar de deteccdo dos
imunoensaios?3%2%4, Além disso, ainda existe a possibilidade da ocorréncia de um
periodo de janela imunologica neste doador.

A analise filogenética das sequéncias de HAV encontradas neste estudo
revelou uma maior frequéncia de deteccdo do subgenotipo IB. Este subgendtipo
predomina no Oriente Médio, entretanto, ja foi associado a surtos de hepatite A na
América do Sul*®3° incluindo no Brasil, onde casos isolados causados por este
subgenotipo e a co-circulacdo com o subgenotipo IA também j& foram
relatados34:56:57:350,

O subgendtipo IA foi encontrado em duas das quatro amostras positivas nos
doadores do Vidigal/Rocinha. Este subgendtipo foi, recentemente, associado a
surtos de hepatite A ocorridos em diversos paises da Europa e das Américas do
Norte e do Sul?®2® | Em 2019, um estudo realizado no Brasil por Mello et al.,
demonstrou a circulacdo de cepas de HAV do subgendtipo IA envolvidas em surtos
ocorridos na Europa entre HSH, revelando a ocorréncia de sua circulacdo no Rio de
Janeiro, que podem ou néo estar restrita a este grupo de individuos®3. Em um estudo
epidemioldgico conduzido durante o surto de hepatite A ocorrido nestes bairros, o
subgenotipo 1A foi encontrado em amostras de agua usadas para consumo da
populacdo’®. Neste presente estudo observou-se, uma provavel relacédo entre as
sequéncias do HAV isoladas a partir do plasma destes doadores de sangue e da
agua local, sugerindo uma provavel infecgdo por meio de 4gua contaminada com o

virus, além do contato pessoa-pessoa.
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Todas as amostras B19V-DNA sequenciadas (n=3) foram classificadas como
subgendtipo la. Este resultado j& era esperado, uma vez que este subgendtipo € o
gue apresenta maior prevaléncia em todo o mundo, sendo inclusive ja detectado no
Brasil entre doadores de sangue. Estudos anteriores realizados no pais, nos anos
de 2012 e de 2017, detectaram apenas este mesmo subgenoétipo em todos os
doadores de sangue positivos para B19V-DNA, mostrando resultados concordantes
com os observados neste trabalho e reafirmando a circulacéo do subgenétipo 1a no
Brasil195261,

Este estudo apresenta algumas limitagdes. Em virtude da pandemia de
SARS-CoV-2 e da consequente implantacdo de medidas restritivas, foi necessario
adotar uma rotina de trabalho reduzida, o que culminou na diminui¢gdo do tempo para
a realizacao de algumas etapas deste trabalho. Além disso, nao foi possivel realizar
a quantificacdo de cargas virais, bem como o pré-tratamento com endonuclease, em
algumas amostras em razdo do volume insuficiente ou da presenca de inibidores de
PCR em tempo real nas mesmas, o que levou a realizacéo de diferentes fluxogramas
de trabalho. Outra limitacdo deste estudo compreende a caréncia do rastreamento
de possiveis desfechos nos receptores dos hemoderivados com potencial
transmissivo detectados, cuja dindmica de obtencédo de informacdes foi dificultada
pela ocorréncia da atual pandemia, de forma que ndo houve tempo habil para
execucao desta tarefa.

No Brasil, conforme discutido, a triagem do HAV e do B19V nao é realizada
nos servicos de hemoterapia. Além disso, existe uma caréncia de dados acerca da
incidéncia de ambas as infec¢des entre a populacdo de doadores de sangue. Desse
modo, este estudo teve como objetivo preencher lacunas no cenario epidemiolégico
atual da hepatite A e do Parvovirus B19 quanto a incidéncia dessas infec¢des entre
doadores de sangue, e avaliar, assim, o risco de transmissdo transfusional de
ambos.

Os dados deste trabalho demonstram que o HAV e o B19V estdo presentes
na populacdo de doadores de sangue do Rio de Janeiro e que a implantacdo de
métodos de triagem para estes virus pode ser considerada para a melhoria da
seguranca de sangue e hemoderivados destinados a doacdo. Além disso, estes
dados destacam a importancia do estudo de modelagem dos riscos de transmisséo

residual dessas infeccbes por meio da transfusdo sanguinea
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6. CONCLUSOES

e HAV e B19V foram detectados entre os doadores deste estudo e suas
incidéncias permitem preencher as lacunas no cenario epidemioldgico de ambos,

entre a populacdo de doadores de sangue do Rio de Janeiro;

e Os subgenotipos IA e IB do HAV e o subgendtipo 1a do B19V circulam no Rio

de Janeiro;

e A deteccdo de HAV em doadores de sangue oriundos de bairros onde
ocorreram surtos de hepatite A foi significativamente maior que em doadores do Rio
de Janeiro em geral, sugerindo que tais surtos contribuiram para este aumento de

deteccéo;

e Com as prevaléncias de HAV-RNA e B19V-DNA encontradas entre os
doadores, foi possivel estimar o niumero de bolsas de plasma com potencial
transmissivo de ambos 0s virus nos bancos de sangue do Rio de Janeiro, para 0s
anos de 2018 e 2019;

e Os dados encontrados sugerem que o risco de transmisséao transfusional de

HAV e B19V nos bancos do Rio de Janeiro € baixo, contudo, surtos epidémicos

podem impactar na transmissao transfusional destes virus.
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8. ANEXOS

8.1 ANEXO 1 — APROVAGCAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - £ Plaboforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da infecgfo pelo Panvovirus humano B19 e hepatites virais A & E em plasma de

doadores de sangue
Pesquisador: Luciane Almeida Amado
Area Tematica:
Versdo: 1

CAAE: 17575519.0,0000 5248
Instituigio Proponente: FUNDACAD OSWALDD CRUZ
Patrocinador Prncipal: FUNDACAD OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.523.918

Apresentagio do Projeto:

As hepatites agudas se camacterizam pelo processo inflamatério hepatico & podem originar-se de diversos
agentes causais. Entre os virus classicamente hepatotropicos, estio os virus das hepatites com via de
transmissdo entérica como o virus da hepatite A (HAY) & virus da hepatite E (HEY). Estes s#o associados
com mais freguéncia a casos de hepatite aguda @ em menor freguéncia a faléncia hepatica fulminante. A
forma fulminante de hepatite viral também tem sido relacionada & presenga do herpes simplex virus (HSV) e
do parvovirus B19. Atualmente, a transmissfo de doengas infecciosas através de transfusio esta sendo
reduzida no Brasil @ em outros paises, devido a adogio de uma triagem clinica cuidadosa & uma nova
geracdo de testes soroldgicos. Mais recenmtemeante, a wtilizacio de testes de dddos nucleicos (NAT) para a
detecgio do HIV, HCV e HEV aumentou a seguranga das transfusdes, reduzindo o periodo de janela de
infecco. Mo entanto, os virus da hepatite A (HAV), E (HEV), & Parvovirus B15 ndo estdo incluidos nos
testes de triagem de doadores de sangue. A transmissdc do HAV & do HEV através do sangue &
hemoderivados & rara, mas alguns estudos relatam casos de hepatite pos-transfusional por esses agentes,

O risco de transmissdo parenteral ocorre durante o periodo de viremia @ antes do aparecimento de
sintomas. Para garantir a seguranga da transfus@o de sangue, a triagem da infecgio pelo PVB19, atraves
da detecgio do DNA do PVE1S entre pools de plasma de doadores de sangue & atualments recomendada
em alguns paises da América do Morte & na Evropa como um processo de controle,

Endereco: Av. Brasi 4035, sala 705 (Campus Expan sio)

Bairmo: Manguinhos CEP: 21,040-350
UF: RJ Municipio: RIQ DE JANEIRD
Telefone: (21)3882-8011 Fax: (21)/2581-4815 E-mail: cepfocrungion fioou . br

Piigina 019 05

135



FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - £ Platoforma
FIOCRUZ/IOC %‘M

Caonnuagiio do Parecar 3523916

Entretanto, intervencies visando a prevencio da transmissio do PVB19 por transfusio de componentes do
sangue ainda ndo foram implementadas na grande maioria dos paises, como o Brasil, principalmente devido
aos baixos niveis de DNA do PVYB19 entre doadores de sangue & o custo de implementar um método
diagnéstico especifico para o PVB19 na triagem das doagdes. Considerando-se o possivel risco de
transmissio dessas infecgdes (HAV, HEV & PVB19) por sangue & hemoderivados & a sua resisténcia a
inativacio viral por, praticamente, todas as técnicas de inativacio de virus aplicadas nos processos de
fabricacdo de plasma, destacase a importanda de avaliar 2 necessidade de deteccso prévia desses virus
nas transfusfes de sangue. Desta forma, esse estudo visa avaliar a prevalénda da infecgio pelo HAV, HEV
& PVE19 entre doadores de sangue @ o risco de transmissio por transfusdo sanguinea, a fim de contribuir
para o estabelecimento de medidas de vigilancia e intervengio da transmissdo de infecgio nos sistemas de
banco de sangue,

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Determinar a8 prevaléncia da infeccio pelos virus das hepatites A, E & Parvovirus B19 em amostras de
plasma provenientes de bancos de sangue do Brasil e avaliar o risco de transmissdo transfusional desses
virus,

Objetivo Secundano:
1. Determinar & prevaléncia de hepatite A, Hepatite E e de Parvovirus B19 em de doadores de sangus;

2. Detectar e guantificar o HAV, HEV & PVE19 em amostras de sangue, plasma e hemoderivados
provenientes de doadores de sangue através de PCR gualitativo & PCR em tempo real;

3. Determinar os gendtipos do HAW, HEV & PVE19 isolados nas amostras de doadores de sangue, atrawves
de seguendamento nuclectidico.

4. Construir um painel de amostras-controle provenientes de plasma de doadores de sangue para
padronizacdo & validagao interna de diferentes plataformas de diagndstico dessas infeccdes,

5. Padronizar a detecgio de marcadores sorologicos @ moleculares das hepatites A e E e PVB19, através
de diferentes plataformas de diagnostico dessas infecgbes, tais como: testes répidos, biossensores e PCR.
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6. Avaliar o risco de transmissdo transfusional do HAVY, HEV & BE19V em bancos de sangue

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os possiveis riscos e desconfortos sio agueles relacionados com a retirada rotineira de sangue, dor ou
roxiddo no local, que serdo controladas por uma coleta de sangue realizada dentro das normas de
biosseguranga por profissionais experientes na coleta de sangue

Bensficios:

Os benefidos resultantes deste projeto acs participantes serdo indiretos em termos de retorno social e
acesso a futuros procedimentos laboratoriais de diagndstico diferencial das hepatites virais A, E o
Parvovirus humano B19, uma vez gue este estudo ird fornecer dados sobre & prevaléncia desse virus e o
risco de transmissdo transfusional

Comentérios e Consideragies sobre a Pesquisa:

O projeto esta de pleno acordo guanto a resolugio 466/2012 no gue diz respeito & protegio do paticipante
da pesqguisa,

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

- folha de rosto. assinada pelo V.Diretor, ratificando a responsabilidade pelo orcamento ada pesquisa pela
Instituicaa,

- cronograma - com a dedaragio de sb inidar apbs a aprovagio do CEP

- orgamento - Detalhado com a participagio da INOVA,

- projeto detalhado.

- TCLE - com linguagem dara de acordo com a 456/2012

- Declaracdo de infra-estrutura - o lab de Virologia possui toda a infraestrutura necessaria para pesquisa e
armazenamento , assinada ela chefe do laboratério

- documentos Biorrepositério - armazenamento @ transpone tude de acordo om a 441/20111

- CV Lattes de toda a eguipe, comprovando a experéncia

- Carta de anuéncia - Hemorio devidamente assinada com a observacio de sd autorizar o inicio da
pesqguisa apds a aprovacio do CEP.

- Declaragdo de compromisso - apresentagio de relatdrio parcial @ final

- Temmo de confidencialidade - assinada por todos os membros da equips.

- Justificativa - declaragdo de justificativa pela reapresentagio do projeto.

Enderego: Av. Brasil 4006, sala 705 (Campus Expan sho)

Bairm:  Manguinhos CEP: 21,040-380
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone: |[71)3882-8011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: ceplocna@ios fiooue br

Pagina 03 e 05

137



IOC FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - % Plaboformea
| - FIOCRUZ/IOC %ml

Ersarerwno {hve ablo Cres

Coninuagiio do Parecer 3. 523918

Recomendagies:
Apresentar relatérios pardiais (anuais) e relatério final do projeto de pesguisa é responsabilidade indelegéavel
do pesguisador principal.

Qualguer modificacdo ou emenda go projeto de pesguisa em pauta deve ser submetida & apreciacio do
CEFP Fiocruz/0C,

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diants do exposto, o Comité de Etica em Pesguisa do Instituto Oswalde Cruz (CEP FIOCRUZIOC), em sua
25Z2a reunido (extracrdinaria), realizada em 13.08.2019, de acordo com as atribuigfes definidas na
Resolugo CNS 466/12, manifesta-se pela aprovagio do projeto de pesguisa proposto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagdo
Informaghes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO P | 17/07/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 13868103, pdf 10:18:28
Folha de Rosto Folha_rosto_assinada pdf 17072019 [ Ludans Almeida Acsito
10:17:44 | Amado

Outros Carta_anuencia_Hemorio pdf 16/07/2019 |Ludane Almeida Aceito
14:35:38 | Amado

Declaragio do declaracac_compromisso_0djull 8 pdf 16/07/201% |Ludane Almeida Aceito

Patrocinador 143846 | Amedo

TCLE / Termos de | TCLE_Fiocruz_0djul 19 pdf 18072019 | Ludans Almeida Aceito

Assentimento / 14:38:31 | Amado

Justificativa de

Auséncia

Outros CEP_carta_justificativa_04jul19 pdf 16/07/2019 | Luciane Almeida Aceaito
143810 |Amedo

Parecer Anterior PARECER_anterior _CEP_1610747 pdf | 16072019 | Ludane Almeida Acsito
14:37:45 |Amado

Omamento CEP_dedaracac_orcamento_04jul19.pd| 16072019 |Ludane Almeida Acsito

f 14:36:39 | Amado

Declaracio de CEP_temo_confidencialidade_04jul18.p| 16/07/2018 | Ludane Almeida Aceito

Pesguisadones df 143547 |Amedo

Declaracio de CEP_biorrepositorio_04julls pdf 18072019 | Ludans Almeida Acsito

Manuseio Material 14:34:15 | Amado
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Biolbgico CEP_biorrepositorio_0djul18 pdf 18072019 | Ludane Almeida Aceito
Biorepositario / 14:34:19  |Amado
Bicbanco
Declaracso de CEP_dedaracao_infraestrutura_0ajul 9. 18072019 [Lugane Almeida Acsito
Instituigio & pdf 14:33:50 |Amado
Infr; rutur:
Cronograma CEF_cronograma_04jul19, pdf 16/072019 | Luciane Almeida Aceito
14:33:35  |Amado

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado_04jul19, pdf 16072019 | Ludane Almeida Acsito
Brochura 14:33:21  |Amado

| Imvestigador

Situwagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
M &o

RIC DE JANEIRD, 21 de Agosto de 2015

Assinado por:
José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador(a))
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8.2 ANEXO 2 - SEQUENCIAS PROTOTIPOS DE HAV UTILIZADAS PARA A
CONSTRUCAO DE ARVORE FILOGENETICA

Numero Lo : A

Genbank Genotipo Isolado Origem Referéncia
X15464 1A HAS-15 EUA Sverdlov et al., 1987
AF26896 IB HAF-203 RJ/Brasil Gaspar et al., 1992
M14707 1B HM-175 Australia Cohen et al., 1987
LO7729 A SLF88 SerralLeoa  Robertson et al., 1992
LO7693 IIB CF-53 Franca Robertson et al., 1992
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8.3 ANEXO 3 - SEQUENCIAS PROTOTIPOS DE B19V UTILIZADAS PARA A
CONSTRUCAO DE ARVORE FILOGENETICA

C';\I;nrggrnok Genotipo Isolado Origem Referéncia
M24682 la B19-Wi Reino Unido Blundel et al., 1987
U38546 la Brlll RJ/Brasil Cruz et al., 1988
u38508 la IRE1 Irlanda Erdman et al., 1996
768146 la Stu Alemanha Hicks et al., 1996

AF162273 la HV Finlandia Hokynar et al., 2000

DQ293995 la C39 Bélgica Parsyan et al., 2006

EF089179 la PA79055BR PA/Brasil Freitas et al., 2007

EF089209 la PA91018BR PA/Brasil Freitas et al., 2007

EU478562 la S2337GerB05 Alemanha Norja et al., 2008

EU478578 la S2827GerB04 Alemanha Norja et al., 2008

JN211168 la 176937 Holanda De Backer et al., 2012

KC013321 la 09BRSP6896 SP/Brasil Da Costa et al., 2013

DQ357064 1b Vnl47 Vietna Toan et al., 2006

DQ357065 1b vnll5 Vietna Toan et al., 2006

AY044266 2 LaLi Finlandia Hokynar et al., 2002

AY064475 2 A6 Italia Nguyen et al., 2002

AJ249437 3a V9 Franca Nguyen et al., 1999

AY083234 3b Do1.1 Franca Servant et al., 2002
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