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RESUMO

As hepatites virais B e C s&o consideradas problemas de saude publica. A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) tem como meta a eliminagédo dessas infecgdes como ameacga a
saude publica até 2030. Para atingir esse objetivo, estratégias como o desenvolvimento
de testes de diagnosticos rapidos e acessiveis s&o essenciais. O objetivo do estudo foi
analisar o desempenho de testes de biologia molecular para virus da hepatite B (HBV) e
virus da hepatite C (HCV) em amostras de sangue seco em cartdo de DBS,
correlacionando com amostras de plasma. O estudo transversal prospectivo envolveu 244
amostras coletadas em dois municipios do Amazonas entre setembro de 2020 a margo
de 2022. Foram coletadas amostras de sangue venoso para plasma e amostras de sangue
capilar em cartdes Dried Blood Spot (DBS). Apds a coleta, o cartdo DBS passou pelo
processo de secagem e envelopamento, sendo armazenado em temperatura ambiente. A
carga viral de ambas as amostras foi quantificada pela técnica de PCR em tempo real
(gPCR). As analises estatisticas mostraram uma alta concordéncia qualitativa (100%)
entre as amostras de plasma e DBS para o HCV e 90% para o HBV. Os resultados
mostraram uma alta correlagao e sensibilidade para HCV quanto para HBV, indicando sua
viabilidade para o diagndstico e monitoramento do tratamento das hepatites virais, A
implementagdo do DBS na rotina laboratorial € recomendada, visto que simplifica o
processo, amplia o acesso ao diagnostico e reduz os custos associadas a coleta,
armazenamento e transporte de amostras. Estudos como estes sao cruciais para a
superacao das barreiras no alcance da meta da OMS para eliminagao das hepatites virais,

especialmente em paises de baixa renda.

Palavras-chave: HBV, HCV, DBS, Amaz6énia Brasileira



ABSTRACT

Viral hepatitis B and C are considered a public health issue. The World Health Organization
(WHO) aims to eliminate these infections by the year 2030. To achieve this goal, strategies
such as the development of rapid and accessible diagnostic tests are essential. The aim
of the study was to analyze the performance of molecular biology tests for hepatitis B virus
(HBV) and hepatitis C virus (HCV) in dried blood samples on a DBS card, correlating with
plasma samples. The prospective cross-sectional study involved 244 samples collected in
two cities in Amazonas between September 2020 and March 2022. Venous blood samples
were collected for plasma and capillary blood samples on Dried Blood Spot (DBS) cards.
After collected, the DBS card went through the drying and wrapping process and it was
stored at room temperature. The viral load of both samples was quantified using the real-
time PCR (qPCR) technique. Statistical analyzes showed a high quality agreement (100%)
between plasma and DBS samples for HCV and 90% for HBV. The results showed a high
correlation and sensitivity for HCV and HBYV, indicating it’s feasibility for the diagnosis and
for monitoring of the treatment of viral hepatitis. The implementation of DBS in the
laboratory routine is recommended to simplify the process. It expands acess to diagnosis
and reduces costs associated with collecting, storing and transporting samples. Studies
like these are crucial to overcome barriers to achieve the WHO goal of eliminate viral

hepatitis, especially in low-income countries.

Keywords: HBV, HCV, DBS, Brazilian Amazon



RESUMO LEIGO

As hepatites virais s&o consideradas problemas de saude publica. A Organizagdo Mundial
de Saude tem como meta a acabar com elas até 2030 e, para isso, € necessario o uso de
testes laboratoriais simples, de facil manuseio e acesso gratuito e rapido. O objetivo do
estudo é analisar se a quantidade de virus, do virus da hepatite B e do virus da hepatite
C em plasma e em sangue seco em papel filtro pela medida do PCR em tempo real tem o
mesmo resultado. O estudo foi realizado nas cidades de Manaus e Atalaia do Norte, no
estado Amazonas. Os participantes com exame de sangue reagente para hepatite B e
hepatite C, coletaram 8 mL de sangue venoso do brago, em seguida, foi realizada a coleta
de sangue no dedo do paciente com ajuda de uma agulha, esse sangue foi pingado no
cartdo de papel filtro. Apds a coleta, o cartdao de papel filtro foi seco e embalado em um
saquinho plastico, e armazenado em uma caixa que ficou na bancada do laboratério.
Ambas as amostras passaram por teste que diz a quantidade virus presente. No teste de
estabilidade que avalia se houve perda do material durante o periodo que estava
guardado, mostrou que nao houve diferenga nos resultados das amostras que ficaram na
geladeira e na bancada. Na concordancia das amostras de plasma e do sangue seco no
cartdo de papel filtro, as amostras de HBV apontou uma concordéancia de 90% e as
amostras de HCV de 100%, na analise que compara os resultados do plasma e do sangue
seco em papel filtro mostrou uma alta correlagao nos resultados das amostras de HBV e
o HCV. Os resultados mostram que o uso do DBS é 6timo no diagnostico e monitoramento
das hepatites virais B e C, apresentando uma forte correlacdo e alta sensibilidade,

trazendo vantagens por ser barato e simples.
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1. INTRODUGCAO

A primeira descri¢do da hepatite, pode ter sido relatada por Hipocrates (460 — 375
AC), descrevendo a clinica de uma hepatite fulminante “O paciente logo delira, fica irritado,
fala bobagens e late como um cachorro, suas unhas ficam vermelhas e ele perde a
visdo. A maioria dos pacientes morre num periodo de onze dias, poucos deles
sobrevivem” (1).

As hepatites virais sdo doengas provocadas por diferentes agentes etiol6gicos, com
tropismo pelos hepatdcitos, que sdo: o virus da hepatite A (HAV), o virus da hepatite B
(HBV), o virus da hepatite C (HCV), o virus da hepatite D (HDV) e o virus da hepatite E
(HEV) (2).

A OMS, tem como meta a eliminagdo da hepatite viral como ameaca a saude
publica até 2030. As metas visam reduzir a incidéncia de infec¢do crbnica e as mortes
anuais por hepatites virais. Para alcancar a eliminagdo varias medidas devem ser
adotadas, como: sensibilizacdo da populagao, o avango dos medicamentos antivirais € 0
diagnostico laboratorial. Priorizando o desenvolvimento de testes diagnostico de
tecnologia simples, que alcance areas remotas e populagao de dificil acesso, permitindo
orientar as decisdes médicas (3)

O Brasil, vem construindo a linha de cuidado da assisténcia dos usuarios com
hepatite de acordo com a realidade local, a rede de recursos e a disponibilidade de
dispositivos assistenciais. Para estruturagcado da rede, os sistemas logisticos e de apoio
sdo essenciais, contribuindo para qualificagdo da linha de cuidado (4).

1.1 O virus da Hepatite B

Em 1963, o microbiologista Baruch S Blumberg (1925 — 2011) publicou a
descoberta do antigeno da Australia, com essa contribuigdo para identificacdo do HBV foi
premiado com o Nobel de Medicina no ano de 1976. Durante estudos sobre marcadores
genéticos de determinadas doengas, inclusive do cancer, foi observado que pessoas que
receberam transfusdo de hemoderivados, desenvolveram anticorpos contra proteinas

séricas e evidéncias mostravam ligagdo com a hepatite (5). Posteriormente, Alfred Prince,
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analisando amostras de pacientes hemofilicos e que desenvolveram hepatite sérica,
detectou o antigeno SH. Postulando que o antigeno SH esta localizado na particula do
virus, sendo este o responsavel pelos casos de hepatite sérica. O antigeno da Australia e
o antigeno SH foram considerados idénticos (1).

1.1.1 Caracteristicas do Virus e patogénese

O HBV é um virus da familia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus (6), que
consiste em uma particula viral, que € composto pelo antigeno central do HBV (HBcAQ) e
dentro da particula esta presente o acido desoxirribonucleico (DNA) circular parcialmente
de fita dupla e a polimerase. A particula viral € envelopada por uma bicamada lipidica e
diferentes proteinas. Os antigenos S, pré-S1 e pré-S2, conhecidas coletivamente como
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), fazem partes da bicamada lipidica (Figura

1) (7).

L glycoprotein

S glycoprotein

Polymerase "

Figura 1. Virus da hepatite B. Fonte: Viral Zone

O mecanismo de entrada do HBV nas células, acontece por 3 etapas, 1. Fixagao
de particulas de HBV a superficie da célula, 2. Entrada viral e 3. Escape viral de
endossomo. 1. Ocorre a interagao do HBV com o sulfato de heparano da superficie celular
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do hepatdcito, em seguida, liga-se ao receptor polipeptideo cotransportador de taurocolato
de sddio e ao receptor do fator de crescimento epidérmico coreceptor, levando a
endocitose do HBV e transporte para o nucleo; 2. No nucleo, o DNA é convertido em DNA
circular covalentemente fechado (cccDNA), € um molde para transcricdo de todos os
acidos ribonucleicos (RNA) virais pré-genbmicos e subgendémicos. Os RNAs sao
transportados para citoplasma para tradugéo de proteinas. Os dois RNAs subgendémicos
séo traduzidos no reticulo endoplasmatico, agrupam-se em particulas HBsAg subvirais e
sdo secretados através do aparelho de Golgi. No citosol, os RNAs gendmico sao
traduzidos na proteina central do HBV e a polimerase viral. No nucleo acontece a
transcrigdo reversa do RNAs pré-gendémico em DNA. As particulas maduras do nucleo
podem migrar novamente para o complexo do poro nuclear ou sdo envolvidas pelas

proteinas de superficie e secretadas através dos corpos multivesiculares (8).
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Figura 2. Ciclo de replicagéo do virus da hepatite B. Fonte: Viral Zone

1.1.2 Aspectos Clinicos

A hepatite B € uma doencga silenciosa, os pacientes podem apresentar sintomas
como ictericia, fadiga, febre, perda de apetite, nauseas e vémitos. Outras manifestagdes
clinicas incluem dor abdominal e hepatomegalia, que € o aumento do tamanho do figado.
Na forma crénica, o risco de complicagdes graves, como cirrose e carcinoma hepatocelular

€ aumentado (9).
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Os pacientes com hepatite B crénica podem ser assintomaticos por longos
periodos, mas a infec¢ao persistente pode levar ao desenvolvimento de cirrose hepatica,
que € uma complicagao grave que pode resultar em insuficiéncia hepatica, hipertensao
portal e outras complicagdes relacionadas ao figado. Estando fortemente associada ao
aumento do risco de carcinoma hepatocelular (10).
A fase 1 (imunotolerante) da hepatite B, ocorre em pacientes com infec¢gdo adquirida no
periodo perinatal, com inflamacgao hepatica minima, podendo durar de 1 ano até décadas,
onde os marcadores bioquimicos alanina aminotransferase (ALT) apresentam-se normais,
mas com niveis elevados de DNA do HBV e os marcadores sorologicos positivos antigeno
“‘e” do HBV (HBeAg) e HBsAg. A fase 2 (imunoreativa) apresenta niveis altos ou flutuantes
dos niveis de ALT e do DNA do HBV, com danos hepaticos e marcadores positivos
HBeAg, HBsAg e anticorpo contra antigeno “e” do HBV negativo (Anti-HBe). Na fase 3
(baixa replicagao viral), a doenga apresenta uma baixa progressdo com hepatite e fibrose
minima, niveis baixos ou indetectaveis de DNA do HBV, normalidade dos marcadores
bioquimicos hepaticos e marcadores HBsAg e Anti-HBe positivos e HBeAg negativo. Na
fase 4 (reativagdo) os niveis de ALT e DNA do HBYV sao flutuantes, HBsAg e anti-HBe
positivos e HBeAg negativo, geralmente em pacientes mais velhos em fase hepatica mais
avangada e a fase 5 (cura funcional) apresenta HBsAg negativo, DNA do HBV indetectavel

ou com baixa titulagdo e os valores de ALT normais (4)(10).

1.1.3 Transmissao

A transmissao do HBV se da por via horizontal através dos compartimentos de itens
pessoais a longo prazo, por via sexual nas relagbes desprotegidas e na transmisséo
vertical, de mé&e para filho, sendo essa ultima via mais comum em regides de baixa
endemicidade e paises desenvolvidos. Em paises mais pobres também existem os casos
de transmissdo via instrumentos de saude contaminados ndo esterilizados, além da

transmissao durante o uso de drogas injetaveis e o a via sexual (11,12).



1.1.4 Epidemiologia

No mundo, em 2019, cerca de 296 milhdes de pessoas vivem com o HBV e
anualmente estima-se 1,5 milhdes de casos novos (11). Segundo os dados do Ministério
da Saude do Brasil (MS), de 1999 a 2020, foram diagnosticadas 254.389 pessoas com o
HBV. Sendo, que o HBV foi responsavel por 21,3% dos casos de mortalidade por hepatites
virais e o HCV por 76,2%, os outros 2,5% estao distribuidos entre o HAV e o HDV, no
periodo de 2000 a 2019 (12).

Desde 1996, as hepatites virais sdo agravos de notificagdo compulsoéria, os casos
confirmados devem ser notificados e registrados no Sistema de Informacao de Agravos
de Notificagédo (Sinan) (13). Em 2021, a taxa de detec¢cdo do HBV no Brasil foi de 2,9
casos por 100 mil habitantes, sendo que o0 Amazonas e Manaus apresentaram uma taxa
superior ao nacional de 9,9 e de 8,1 casos, respectivamente (12).

A Africa e algumas regides do Pacifico Ocidental concentra 68% dos infectados por
HBV. Os grupos com alta prevaléncia para as hepatites virais, incluem os: indigenas,
prisioneiros, migrantes, homens que fazem sexo com homens, usuarios de drogas e
coinfectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Os indigenas da bacia
amazobnica € um grupo marginalizado, que tem dificuldade no acesso aos servigos de
saude, apresentando uma alta endemicidade pelo HBV de intermediaria a alta, e uma
superinfecgao por HVD (14).

Foi considerado que residir em zona rural e ndo possuir qualquer escolaridade tem
uma associagao com a maior frequéncia de infecgao pelo HBV, pode estar relacionado a
fatores socioeconémicos, sanitarios e de comportamentos de riscos, educacao precaria e
baixa cobertura dos servigos de saude (15). Isso também, foi observado em um estudo
realizado na Amazonia Ocidental, onde a populagao ribeirinha esta mais susceptivel a
infeccédo por HBV, devido a baixa cobertura vacinal (16).

Existem 10 gendtipos de HBV, devido a diferenga da sua distribuigdo geografica,
mutagcdes genéticas e falta de revisdo da transcriptase reversa, com o tempo essas
caracteristicas se tornaram barreiras que dificultam a sua eliminagéo (17). Na América do
Sul sdo encontrados os genotipos A, D e F, sendo este ultimo o mais comum, em relagao
a distribuicdo dos subgendtipos, o gendtipo A inclui 1109 sequéncias de 26 paises,
originou-se antes do ano de 1300 e gendtipo F inclui 225 sequéncias de 5 paises e existe
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ha cerca de 1600 anos. Na América do Sul o gendtipo F é prevalente, mas no Brasil o
genotipo A representa 53,55% dos casos de hepatite B, sendo o subgendtipo A1

dominante (18).

1.1.5 Diagnéstico

Para o diagndstico das hepatites virais e sua doenga associada sao utilizadas
evidéncias clinicas, técnicas soroldgicas para identificagdo de marcadores de antigenos
virais ou anticorpos especificos, e/ou técnicas de biologia molecular que detectam acido
nucleico e exames histolégicos e de imagem. A interpretacdo adequada dos resultados
permite a correta identificagdo da fase clinica da infecgéo, conforme Tabela 1 (18).

Tabela 1. Interpretacdo de marcadores soroldgicos da hepatite B

Marcador Interpretacao

HBsAg Infecgdo aguda (menos de 6 meses) ou infecgao
crbnica (mais de 6 meses).
Anti-HBs Recuperagdo de infecgdo aguda ou imunidade

por vacinagao.

HBeAg Principalmente associado a alta carga viral.
Anti-HBe Baixa fase de replicacao.
Anti-HBc IgM A infecgdo aguda, unico marcador presente no

periodo de janela, pode estar presente durante a
exacerbacdo da infecgao cronica.

Anti-HBc IgG Exposigdo a infecgdo, infecgdo crbnica (se
presente junto com HBsAg), recuperagédo de
infeccao aguda (se presente com anti-HBs), se
presenca isolada, pode representar infecgdo
oculta

Fonte: Hepatitis B, 2023 (19).

A presenca do HBsAg positivo por mais de 6 meses € a indicagdo de uma infecgao
cronica e a cura é definida quando o teste qualitativo para HBsAg tem resultado igual ou
menor a 0,05 Ul/ml no soro, com ou sem aparecimento de anticorpos (anti-HBs), é
considerada uma cura funcional. A imunidade protetora é reconhecida quando o nivel de
anti-HBs é superior a 10 Ul/ml (20,21).



1.1.5.1 HBsAg

Os niveis de HBsAg mudam durante a Hepatite B cronica, na fase imuno-tolerante,
as suas concentracdes séo elevadas e na fase inativa sdo baixas. A produgédo do HBsAg
também muda, de cccDNA, que € um o reservatorio para persisténcia viral escondida no
nucleo, ocorrendo na transcricido de HBeAg de pacientes no inicio da infeccdo para
pacientes HBeAg negativos. Niveis elevados de HBsAg podem significar menor
probabilidade de auto resolugdo da doenga, como resultado disso, o nivel de HBsAg foi
incorporado nas pontuagdes de risco de cirrose hepatica (22,23).

1.1.5.2 HBeAg

O marcador HBeAg € um indicador de replicagéo viral e infectividade, a definicao
da fase da hepatite B cronica do paciente € calculada pelos niveis de HBeAg, a
soroconversdo indica uma fase importante para a ablagdo deste antigeno da corrente
sanguinea, que segue com o inicio de uma resposta do sistema imunoldgico. Nao
obstante, alguns pacientes HBeAg negativos podem ter altos niveis de DNA do HBV
(17,24).

1.1.5.3 Anti-HBc

Anticorpos totais contra o “core” (nucleo) da Hepatite B surgem no inicio dos
sintomas e persistem por toda a vida, pode ser detectado por ensaios sorologicos para o
anti-HBc total, que detecta o anti-HBc I1gG e IgM. O anti-HBc IgM é um determinante para
a fase aguda da Hepatite B e pode ser o unico a ser detectado durante o periodo da
hepatite B aguda quando o HBsAg esta nao indetectavel, ja o anti-HBc IgG pode indicar
uma infecgéo croénica (25).



1.1.6 Tratamento

Os principais objetivos do tratamento de pacientes com infecgdo pelo HBV séo
aumentar a sobrevida e melhorar a qualidade de vida das pessoas vivendo com esse
agravo, e o tratamento com antivirais € a estratégia terapéutica ideal, que suprime de
forma eficaz a replicacdo do HBV, diminui a necrose inflamatéria no figado, reduz a
incidéncia de cirrose hepatica e complica¢des relacionadas e reduz a taxa de mortalidade
associada ao carcinoma hepatocelular (CHC) e outras doengas hepaticas (26).

Como critérios para indicagao de tratamento, a carga viral elevada (=2.000 Ul/mL
HBV-DNA) e persisténcia viral sdo fatores determinantes para a utilizacdo de medicacgéo,
além disso, o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) - Hepatite B e
coinfecgdes, preconiza que para pacientes com hepatite B crénica, os resultados de ALT
tenha limite superior de normalidade de 35 Ul/mL, para homens, e 25 Ul/mL, para
mulheres, devido a possibilidade de pacientes com valores normais ou limitrofes de ALT

estarem sob risco de doenga hepatica e suas complicagdes (27).

Segundo o PDCT 2023, outros critérios para indicagao de tratamento ou profilaxia
com antiviral s&o:

e Presenca de HBeAg reagente em individuos com idade acima de 30 anos,
independentemente dos niveis de ALT e gravidade da lesdo histologica
hepatica;

e Historia familiar de CHC;

e Coinfecgdo HBV/HIV, HBV/HCV ou HBV/HDV;

e Manifestagdes extra-hepaticas, como artrite, vasculite, nefropatia, poliarterite
nodosa, neuropatia periférica;

e Biopsia hepatica = A2 e/ou F2, pela classificagdo METAVIR

e Elastografia hepatica, de acordo com o método, com resultados: EHT >9 kPa
(para niveis normais de ALT) ou >12 kPa (se ALT entre 1 e 5x LSN), ou
pSWE/ARFI 21,8 m/seg, ou 2D-SWE >10 kPa;

e Hepatite B aguda grave, definida por: presenca de tempo de ativacdo de
protrombina (TAP), demonstrada pela razdo normalizada internacional (INR)

maior que 1,5 ou sintomas e ictericia bilirrubina total maior que 3 mg/dL ou
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bilirrubina direta maior que 1,5 mg/dL por mais de 4 semanas, ou encefalopatia
ou ascite.

e Prevencdo da transmissdo por profissionais de saude que realizam
procedimentos com alto risco de exposicao;

e Prevencédo da transmisséo vertical em gestantes com carga viral elevada;

e Indicagdo de terapia preemptiva ou profilaxia com antiviral para pacientes
submetidos a transplantes e/ou quimioterapia;

e Paciente pediatrico com indicagéo de tratamento (27).

1.1.7 Prevencéao

As primeiras vacinas produzidas em 1982, usavam plasma de pacientes infectados
com o HBsAg inativado, a partir de 1986 comegaram a utilizar DNA recombinante. A
vacina tem uma boa imunogenicidade e com uma eficacia de protecao em mais de 90%
dos adultos jovens e em lactantes sua protec&o é superior, chegando a 95% (28). Desde
1998, o Programa Nacional de Imunizagbes recomenda a vacinagdo universal das
criangas contra a hepatite B. O esquema vacinal, de maneira geral, € composto por trés
doses, sendo o intervalo entre as doses de 30 dias entre a primeira e a segunda doses e
de seis meses entre a segunda e terceira doses (29).

A transmissdo materna é a principal via de infeccdo em areas endémicas,
resultando em uma taxa de 90% de infec¢ao cronica, sendo o melhor momento para iniciar
a imunizagdo (30), portanto, recém-nascidos devem recebem uma dose logo nas
primeiras 24 horas do nascimento ou nos primeiros de 30 dias de vida, a continuidade do
esquema vacinal sera composta por quatro doses (29).

A vacinacgao para hepatite B também é recomendada a todas as pessoas que foram
expostas ao virus em decorréncia de acidente de trabalho com material perfurocortantes,
exposicao sexual ou violéncia sexual, ndo previamente vacinada, sem carteira vacinal e
sem indicios de infeccdo pelo HBV. E indicado que a vacina seja aplicada no primeiro
atendimento na unidade de saude ou dentro de 24 horas apos a exposigao (31).

A vacinagéo contra hepatite B € a ferramenta mais importante na luta para controlar
o HBV, e o0 seu acesso € uma historia de sucesso, que nas ultimas décadas contribuiu
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para diminuicdo de infecgcdes por HBV. No entanto, ainda € necessario a expansao da
dose oportuna para prevencgao da transmissdo de mae para filho (32).

Outras medidas de prevencgao sao eficazes para diminuigao dos indicadores, como:
testes de triagem para hepatite B nas Unidades Basicas de Saude e em Agéncias
Transfusionais, técnica de assepsias e manuseio adequado de materiais perfurocortantes,
uso de preservativos nas relagdes sexuais e abordagem de reducdo de danos (33).

Desde 1994, a redugao de danos é uma estratégia de saude, mas apenas em 2003
foi incorporada a Politica do Ministério da Saude para Atencdo Integral a Usuarios de
Alcool e Outras Drogas. A reducdo de danos adota medidas preventivas para diminuir
riscos e danos associadas a praticas do uso e dependéncia de drogas psicoativas, e na
diminui¢ao do risco de infecgéo por hepatites e HIV, ofertando insumos como: seringas e
agulhas para o n&o compartilhamento de objetos, preservativos e lubrificantes que podem
funcionar como barreiras a propagacdo das infecgdes sexualmente transmissiveis (34—
36).

1.2 O virus da Hepatite C

Em 1970, alguns casos de hepatite crénica associada a transfusao de sangue, que
nao podiam ser associados aos virus conhecidos da hepatite A ou da hepatite B, nem a
qualquer outra causa conhecida, foi chamada de hepatite ndo-A, ndo-B (HNANB), s6 apods
20 anos que o agente causador da HNANB foi identificado e denominado o HCV. Essa
descoberta foi alcangada pelos pesquisadores Choo e o grupo de Michael Houghton, que
em 1989 publicaram esse grande avango na ciéncia (37). No ano de 2020, Harvey J. Alter,
Michael Houghton e Charles M. Arroz foram laureados com o Prémio Nobel de Medicina
pela descoberta do virus da hepatite C (38).

1.2.1 Caracteristicas do virus e patogénese

O HCV é um membro da familia Flaviviridae e pertence ao género Hepacivirus (39),
€ um virus de RNA fita simples, suas proteinas estruturais sdo compostas por um nucleo

capsideo viral e as glicoproteinas E1 e E2 que compdem o envelope lipoprotéico (40).
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Figura 3. Virus da hepatite C. Fonte: Viral Zone

A replicagdo do HCV comega com a ligagado das glicoproteinas do envelope dos
virus receptores celulares do hospedeiro, incluindo claudina-1, EGFR, SRB1, CD81, LDLR
e DC-SIGN. Essa ligagao permite que o HCV se anexe e entre nas células hospedeiras
por meio de endocitose mediada por clatrina. Apds a entrada, o HCV libera seu RNA no
citoplasma, onde fica exposto a resposta imunologica do hospedeiro (41).

O RNA do HCV é traduzido por meio de um sitio de ligagao ao ribossomo interno
no reticulo endoplasmatico rugoso resultando em uma grande poliproteina que é
processada em proteinas estruturais e ndo estruturais. A proteina n&o estrutural NS4B
induz a formacao de uma teia de replicagdo membranosa, onde ocorre a replicagao do
RNA viral. Isso é feito por meio da agcdo da RNA polimerase dependente de RNA. O
genoma de RNA de sentido positivo recém-sintetizado é usado para produzir mais
proteinas virais, replicar o RNA adicionalmente ou formar novos virions, completando

assim o ciclo de replicacdo do HCV (41).
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Figura 4. Ciclo replicativo do HCV

1.2.2 Aspectos Clinicos

O HCV tem uma afinidade pelos hepatdcitos. Apés uma infecgdo aguda, os niveis
de HCV no sangue aumentam rapidamente até se estabilizarem. Embora a infec¢ao pelo
HCV nao cause uma destruicdo direta das células hepaticas, desencadeia respostas do
sistema imunoldgico tanto inatas quanto adaptativas. A liberagdo de varias citocinas
citotéxicas pelo infiltrado inflamatério levam a destruicdo de hepatdcitos infectados e néo
infectados. O resultado bioquimico observado é o aumento das transaminases no sangue,
que € um marcador da destruicdo dos hepatocitos (42).

Clinicamente, a maioria dos casos de hepatite C aguda sdo assintomaticos ou
caracterizados por sintomas leves e rotineiros, como fadiga ou desconforto abdominal, e
podem passar despercebidos na avaliagdo clinica. A hepatite C grave, que requer
hospitalizagdo, ndo € tdo frequente. A hepatite C crbnica € uma doenga hepatica

progressiva, que pode levar meses ou anos para fase mais grave, na forma clinica da
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cirrose, descompensacao hepatica e/ou CHC. Essas complicagdes sao responsaveis pela
maior parte das doengas e mortes relacionadas ao figado associadas ao HCV (42).

A descompensacao clinica pode acontecer com 10% a 20% das pessoas com
cirrose causada pelo HCV, em um periodo de cinco anos, com desenvolvimento de
hipertensao portal, varizes esofagicas, ascite, coagulopatia, encefalopatia ou carcinoma
hepatocelular. Nessa fase, podem apresentar sinais como angiomas de aranha, eritema
palmar, asterix, anasarca, também podendo apresentar sinais e sintomas extra-hepaticos,
como crioglobulinemia mista, glomerulonefrite membranoproliferativa, porfiria cutédnea
tardia, liquen plano, alteragbes neurocognitivas, resisténcia a insulina e disturbios

linfoproliferativos de células B (43).

1.2.3 Transmissao

Na hepatite C, a sua principal forma de transmissédo acontece por via parenteral, a
via sexual € pouco frequente e a transmissao vertical € considerada rara em relacdo a
transmissao vertical pelo HBV, essa ultima variando de 0 a 4% (2,43). Em paises de
desenvolvidos o uso de drogas injetaveis € a principal forma de infecgdo pelo HCV,
enquanto os procedimentos médicos sao a principal fonte de infecgdo nos paises em
desenvolvimento. No mundo, 23% das infec¢des pelo HCV estado ligadas ao uso de drogas
(44).

Na analise de fatores de risco associados a transmissdo do HCV em uma
populacdo de homens que fazem sexo com homens (HSH) com HIV positivo no México,
foram identificados: que o compartihamento de canudos para inalacdo de cocaina,
atividade sexual que envolva trauma anal, dilatagdo do tecido anal e micro-sangramento
e 0 uso de brinquedos sexuais pode aumentar o risco de infecgdo pelo HCV (45).

Uma das populacdes alvo para rastreio do HCV, sdo pessoas que receberam
transfusdo de sangue e/ou hemoderivados antes de 1993, periodo este que ndo eram
realizados exame para triagem da hepatite C (2,33). No Brasil, os doadores de sangue
e/ou hemoderivados passam por uma triagem clinica e laboratorial para investigacao de
infecgdes e/ou doencgas, uma delas € a hepatite C. Os doadores com historico de contato,
clinica e/ou exame reagente para HCV, sdo considerados inapto para doagao (46).

Das doagbdes de sangue realizadas no periodo de 2010 a 2016, 4,04% dos

doadores tiveram resultado reagente para alguma infec¢do transmissivel por transfusao.
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Destes, 48,11% eram HBV reagentes e 13,66% eram HCV reagentes. Sendo a taxa de
prevaléncia do HBV de 0,4 a 1,6% e do HCV de 0,46% (47).

1.2.4 Epidemiologia

A distribuicdo da infecg&o por HCV é de forma desigual no mundo, sendo os paises
da Europa e do Mediterrédneo Oriental as mais afetadas (14). Presume-me que 58 milhdes
de pessoas tenham a infecgao crénica pelo HCV, anualmente ocorram 1,5 milhdes de
novos casos (11). Segundo os dados do MS, de 1999 a 2021, foram diagnosticadas
279.872 pessoas com o HCV. Em 2021, foram notificados 9.286 casos de HCV, com uma
taxa de deteccao de 5,2, no Brasil, no Amazonas de 3,6 e em Manaus de 5,5 (48).

O diagnostico em homens se da através de exame de rotina, representando 33,7%
dos casos. Além disso, 24,4% dos diagndsticos em homens ocorreram durante doagdes
de sangue. Por outro lado, nas mulheres, os diagndsticos mais comuns foram realizados
durante check-ups, abrangendo 44,4% dos casos, ou durante investigagdes de alteracdes
nas enzimas hepaticas, com 17,4% (49).

A distribuicdo de gendtipos do HCV no Brasil foi de 40,1% do 1A, sendo o gendtipo
mais prevalente, seguido por 30,2% do gendtipo 1B, 23,8% do gendtipo 3, 3,8% do
genotipo 2, 0,7% do gendtipo 4, 0,1% do gendtipo 5 e 0,6% com multiplos gendtipos. O
genotipo 1A é mais prevalente em geral, com uma tendéncia crescente do genaétipo G3,
especialmente entre pessoas mais jovens, enquanto o G1B & mais comum nas regides
Norte do Brasil (50).

A prevaléncia de coinfecgao HCV/HBV é de 9,88%, destes, 12,5% sao negativos
para o HBsAg e detectaveis para DNA do HBV, o que sugere a presenca de uma infecgéo
oculta pelo HBV. Os fatores de risco associado a coinfec¢do sdo: uso de drogas ilicitas,

transfusdo de sangue e presenca de tatuagens e piercings (51).

1.2.5 Diagnostico

O diagnéstico clinico deve ser associado ao diagndéstico laboratorial e de imagem,
uma vez que, 20% a 30% apresentam sintomas da infecgédo por HCV, que s&o geralmente
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inespecificos. A investigacao é feita através de exames sorologicos, de biologia molecular
e através dos exames de imagem (13).

Anti-HCV e RNA-HCV

Os pacientes infectados pelo HCV terdo anticorpos positivos, mas apenas a
deteccédo de carga viral positiva confirma a presenga da infecg&o ativa, uma vez que esses
anticorpos persistem no corpo, os pacientes podem testar positivo para infeccdes
passadas (resultantes de eliminacdo espontanea), infecgdes anteriormente relacionadas
e tratadas ou até mesmo resultados falsos-positivos. Portanto, a confirmagao da presenca
de infecgao ativa por HCV ou de uma recidiva da infecgc&o subjacente, s6 pode ser obtida
através de um teste de PCR de RNA detectavel (52).

Como protocolo, todos os pacientes com suspeita de infecgdo por HCV devem ser
inicialmente testados para anticorpos. Se os anticorpos forem positivos, testes adicionais
para detectar o RNA do HCV s3o necessarios. E importante observar que pacientes com
anticorpos positivos, mas com resultado negativo no teste de PCR de RNA, ndo estao

protegidos contra a reinfecgdo, embora n&o tenham uma infecgéo ativa no momento (52).

Elastografia Hepatica

A elastografia transitoria (TE) como uma técnica de ultrassom nao invasiva é
amplamente utilizada para aferigdo da rigidez do figado e na avaliagdo da gravidade da
fibrose e cirrose, sem os riscos e complicacbes associados a bidpsia hepatica. Ela é
validada para pacientes com cirrose hepatica compensada, com uma sensibilidade de
89% e especificidade de 91% no diagndstico de cirrose. Significando que a TE é tem uma
alta precisao na identificagdo da cirrose hepatica, com confiabilidade e seguranga (53).

Devido a diminuigdo do processo inflamatoério, o uso de TE n&o esta indicado em
pacientes em tratamento ou apos a resposta viral sustentada (RVS) (54).

Bidpsia Hepatica
A biopsia foi considerada um exame padrdo-ouro por muitos anos, mas em

decorréncia de algumas limitagbes de seguranga, custo, por ser um procedimento invasivo
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e a sua variabilidade na pontuacgéo da fibrose, tornaram as avaliagdes histopatoldgicas
impraticaveis, houve a busca de novas alternativas para avaliagado da fibrose hepatica
(53,54). Este procedimento é raramente usado no diagnostico ou monitoramento do HCV,
a menos que haja necessidade de diagnosticos adicionais, como identificar doengas
autoimunes do figado ou a inclusédo de pacientes em estudos (54).
O score da biépsia hepatica mais comparavel com as modalidades nio invasivas €
o Metavir, que tem cinco graus diferentes, FO para sem fibrose, F1 para fibrose leve
(expanséo portal fibrosa), F2 para fibrose moderada (septos periportais), F3 para fibrose
grave (septos portal-central) e F4 para cirrose (52).

APRI e FIB-4

Os testes bioldgicos ndo invasivos que sao utilizados como alternativa na auséncia
da elastografia ou bidpsia hepatica sdo os biomarcadores indiretos que sdo pontuagdes
simples e econdmicas, os mais utilizados sdo o APRI (indice de relacdo aspartato de
aminotransferase sobre plaquetas) e o FIB4 (indice de Fibrose baseado em 4 fatores)
(13,54). Sao escores com boa especificidade e baixa sensibilidade, pacientes com
classificagao FO, F1 ou F2 devem utilizar exames complementares de imagem, pacientes
com coinfecgdo podem ter interferéncias nos resultados (13).

([APRI = (AST/limite superior do normal) x 100/contagem de plaquetas])

([FIB4 = (idade x AST) / (plaquetas x VALT])

Tabela 2. APRI (avaliagéo de fibrose hepatica avangada)

Resultado <0,5 0,5- 21,5
1,9

Interpretacao Baixa Probabilidade de Na&o é possivel determinar o Alta probabilidade fibrose
fibrose hepatica F2, F3 ou estagio de fibrose hepatica hepatica F3 ou F4
F4
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Tabela 3. APRI (avaliagéo de cirrose hepatica)

Resultado <1,0 1,0- 22,0
1,9

Interpretacao  Baixa Probabilidade de Nao é possivel determinar o Alta probabilidade de

cirrose estagio de fibrose hepatica cirrose

Tabela 4. FIB4 (avaliagao de fibrose hepatica avangada ou cirrose)

Resultado <1,45 1,45- 23,25
3,24

Interpretacao  Baixa Probabilidade de N&o é possivel determinar o Alta probabilidade F3 ou
fibrose hepatica F2, F3 ou estagio de fibrose hepatica F4
F4

1.2.6 Tratamento

Na era pré-HCV, o IFN-alfa era utilizado como tratamento para uma doenca crénica
misteriosa, que mais tarde foi identificada como hepatite C. O IFN-alfa € uma proteina
produzida naturalmente pelo sistema imunolégico em resposta a infec¢des virais e outros
estressores. Em 1984, em um estudo piloto, mostrou resultados importantes com
melhoras significativas dos danos hepatico, alguns pacientes tiveram uma baixa resposta
terapéutica e a outra metade se tornaram os primeiros pacientes a serem curados da
doenga (55)

Estudos posteriores, mostraram uma baixa resposta viral sustentada (RVS) quando
uso isolado do IFN-alfa, mas associado a outros antivirais como a ribavirina mostrou uma
taxa de RVS de entre 30-40%. Outra melhoria foi a modificacdo quimica da IFN-alfa para
prolongar a sua duragao no corpo, com seu uso associado a ribavirina a taxa de RVS foi
de 66% (55).

O tratamento da hepatite C esta indicado na presenca de Anti-HCV reagente e
HCV-DNA detectavel, na infecgdo aguda ou cronica, independente do estagio da fibrose
hepatica (13). A expansao da terapia com os agentes antivirais de acao direta (DAAs),
demonstrou um imenso beneficio aos pacientes, levando a cura da infecgéo cronica pelo
HCV (33).
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O uso dos DAAs tem como objetivo uma RVS definida com supresséao viral de 12
semanas apos o fim da terapia medicamentosa com os antivirais. Essa nova terapia tem
maior adesao dos pacientes devido a tolerabilidade, menos efeitos adversos, menos
interagcdo medicamentosa e tratamento de curto tempo (56). Com esse perfil os DAAs se
tornaram um marco na medicina atual por curar a infecgéo pelo HCV (57).

A terapia consiste na associacido de duas classes de medicamentos com diferentes
acodes. Inicialmente, a decis&o sobre a melhor terapia era baseada no gendétipo do HCV,
mas com o surgimento dos medicamentos  sofosbuvir/velpatasvir e
glecaprevir/pibrentasavir que sao considerados esquemas pangendtipicos, possibilitando
seu uso em qualquer gendtipo do HCV e estadiamento clinico foi outro marco na terapia
antiviral. Com o alcance da cura da infecgdo do HCV €& necessario que os DAAs seja
prioridade nas politicas publicas, permitindo acesso e rapidez ao tratamento para trazer
mais qualidade de vida ao paciente e permitindo a conclusdo da meta de eliminagao da
hepatite C até 2030 (58).

1.2.7 Prevencéao

Determinados pacientes com infeccdo aguda por HCV sao capazes de eliminar
espontaneamente a infeccdo devido a uma imunidade antiviral robusta. Isso sugere a
previsdo de desenvolver uma vacina profilactica contra o virus (59). Mas até o momento,
as abordagens tradicionais de desenvolvimento de vacinas ndo foram bem-sucedidas na
luta contra a infeccdo do HCV. Entender os mecanismos pelos quais as células imunes
especificas do antigeno conferem protegao a longo prazo é importante e fundamental para
a eficacia de uma vacina. O HCV é conhecido por sua variabilidade genética, o que torna
dificil desenvolver uma vacina que seja eficaz contra todas as suas cepas e devido a essa
diversidade é necessaria uma resposta imunitaria ampla (60).

Sa0 necessarios a condugao de novos ensaios clinicos com base em uma melhor
compreensao dos fatores que determinam a capacidade do sistema imunologico de
combater a persisténcia viral em situacbes de exposi¢do na vida real, bem como em
individuos que foram curados com medicamentos antivirais de agao direta, como a
compreensao da resposta imune humoral e dos fatores que podem aumentar a geragao
de anticorpos de ampla neutralizacdo, que sao particularmente eficazes contra o HCV.

Desenvolvimento de novos adjuvantes (substancias que aumentem a eficacia das
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vacinas), vetores (meios de transporte para as vacinas) e regimes de vacinagao inicial e

reforco que possam tornar as vacinas mais especificas e aumentar sua capacidade de
desencadear respostas imunes (61).

Uma vacina profilatica contra o HCV € uma das estratégias global para controlar a

doenga, mesmo que seja um desafio, o seu desenvolvimento exige fontes de

financiamento de iniciativas colaborativas entre governos, agéncias de financiamento em

todo o mundo, a OMS e parcerias académico-industriais (60,62).

1.3 Reacgao em Cadeia De Polimerase

A Reacédo em Cadeia de Polimerase (PCR) é uma técnica molecular, que utiliza
sequéncias complementares de iniciagao (primers de oligonucleotideos), flanqueando um
local de interesse do genoma, juntamente com polimerases. Cada ciclo de PCR envolve
3 etapas: 1. Desnaturagao, o processo acontece em uma temperatura de 90 a 95C, as
duas fitas da hélice do DNA séo desenroladas e separadas; 2. Hibridizacdo, a medida que
ocorre um declinio na temperatura, os primers oligunucleotideos se ligam as bases
complementares do DNA de fita simples; e 3. Polimerizacéo, é a etapa de leitura da fita
molde, combinando os nucleotideos, resultando em novas fitas de duas hélices. Esse
processo de amplificagdo exponencial acontece repetida vezes. A PCR também permite
amplificar fitas de RNA, técnica conhecida como PCR com transcriptase reversa (RT-
PCR). Com a enzima transcriptase reversa a sequéncia de RNA alvo & convertido em
cDNA, apds a etapa de desnaturacdo do produto cDNA-RNA, o prime hibridiza-se na
cadeia de CDNA, sendo prolongada pela DNA polimerase (63,64).

Durante a marcacgéo dos primes as sondas se ligam na extremidade 5’, permitindo
a quantificacdo em tempo real a cada ciclo de amplificagdo, através da deteccido por
fluorescéncia. A Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo real (QPCR) tem vantagens,
por permitir uma quantificagcdo rapida e menos propenso a contaminagao, pois todo
processo ocorre em um unico tubo selado (63,64).
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1.4 Dried Blood Spot

Ivar Cristian Bang (1869 a 1918) é considerado o idealizador de coletar sangue em
papel filtro de celulose, seu primeiro uso foi para determinagao dos niveis de glicose no
sangue (65). Em 1960, o Dr. Robert Guthrie usou o papel filtro como método de triagem
neonatal para fenilcetonuria, uma doenga progressiva e fatal para criangas (66).

O uso de Dried Blood Spot (DBS) oferece mais conveniéncia e simplificagdo na
logistica para coleta, armazenamento e transporte, trazendo mais seguranga no manuseio
das amostras, volume menores de material biolégico (sangue e soro), mao de obra
reduzida, puncg&o direta capilar com uso de lanceta e biobanco simplificado (67)(68). E
utilizada na pratica de diagndstico bioldgico quantitativo e qualitativo, na analise de acido
nucléico, antigeno e anticorpos (69), seu uso vai além da triagem neonatal, podendo ser
usados em todas as faixas etarias (70).

O DBS é uma alternativa de coleta para diagndstico molecular, tendo sua
aplicabilidade para regides de dificil acesso e longinquo dos grandes centros (71),
podendo ser realizado por outras pessoas, além de profissionais de saude e em ambientes
nao clinicos (72).

1.5 Justificativa

A OMS recomenda a utilizagado de técnicas capazes de identificar e quantificar a
presenga do genoma do virus HBV e HCV no paciente, antes, durante e apds o
tratamento. O uso do DBS vem sendo utilizado amplamente para diagnéstico de infecgdes,
marcadores imunolégicos e bioquimicos, devido a sua estabilidade, viabilidade,
simplicidade e custo. A Regido Amazénica, por ter um perfil endémico para as hepatites
virais B e C, ter a logistica de insumos realizada via fluvial e sua populagéo periférica e
interiorana por ser composta por indigenas e ribeirinhos, foi o cenario ideal para

aplicabilidade desse estudo.
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2. OBEJTIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a relagdo da carga viral da hepatite B e da hepatite C, medida no plasma com a

medida no sangue seco em papel filtro

2.2 Objetivos Especificos

e Descrever o perfil epidemiolégico dos pacientes;

o Verificar a estabilidade da carga viral em amostras de sangue seco em cartdo de
DBS;

e Determinar o limite de detec¢do em amostras de sangue seco em cartdo DBS;

e Analisar a correlagdo da carga viral medida no plasma com a medida no sangue
seco em cartdo DBS;

e Avaliar os procedimentos de coleta e transporte das amostras de sangue seco em
cartdo DBS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo de estudo

Esse foi um estudo transversal prospectivo, realizado em dois municipios do
Amazonas, Manaus e Atalaia do Norte, no periodo de 12 de setembro de 2020 a 22 de
margo de 2022.

3.2 Plano Amostral

Para o estudo foram analisadas as amostras de sangue de voluntarios, com idade
minima de 18 anos de idade, ambos os géneros, com sorologia reagente HBsAg ou
sorologia reagente Anti-HCV, sem uso de tratamento antivirais, assistidos em Unidades
de Saude dos municipios de Atalaia do Norte e Manaus na Fundagao de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). Apds entrevista e aceite do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), os pacientes concordaram em fornecer seu
material biolégico (sangue) para o estudo. Foram excluidas amostras insuficientes, mal
identificadas, umidas e/ou danificadas ou violagdo de embalagem, identificadas pelo

laboratério executor dos testes.

3.3 Procedimentos

3.3.1 Coleta de sangue venoso

Para a coleta de amostras de sangue por punc&do venosa, o voluntario foi
acomodado na poltrona e o brago suspenso com ajuda de uma bragadeira de coleta, o
garrote foi preso acima do local escolhido da coleta, foram feitos os procedimentos da
assepsia local com algoddao embebido com alcool 70%, a veia foi puncionada com um
canh&o de coleta a vacuo, foram coletados dois tubos de EDTA K3 com sangue venoso.

Os tubos foram homogeneizados suavemente, posteriormente foi feito a centrifugagao
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conforme a recomendacao do fabricante, o plasma foi separado e armazenado em um

tubo de coleta.

3.3.2 Coleta de sangue capilar (Cartdo DBS)

Os cartbes DBS (AHLSTROM) possuem 5 circulos que sao projetados para
amostragem de microvolumes, transporte e armazenamento ambiente de amostras
biolégicos (proteinas, acidos nucléicos ou vitaminas). S&o produzidos com fibras
absorventes puras e ndo contém aditivos ou produtos quimicos de resisténcia a umidade,
garantido uma coleta reproduzivel e baixa interferéncia que possa interferir na
confiabilidade da analise de analitos, como pequenas moléculas, proteinas, acidos
nucléicos ou vitaminas.

Para a coleta de amostras de sangue por puncdo digital, foram feitos os
procedimentos da assepsia local com algoddo embebido com alcool 70%, aguardarmos a
secagem completa, e realizamos a coleta com auxilio de uma lanceta, desprezamos a
primeira gota e procedeu a coleta impregnando os 05 circulos de 1,0 cm de diametro
(~80uL) cada, no Cartdao DBS. Este procedimento foi executado imediatamente, apos a
coleta da puncédo venosa. Apos a coleta, o cartdo DBS foi colocado no suporte para
secagem total da amostra no cartdo, durante a noite ou em até 24 horas, para
armazenamento em saco plastico com saché dessecante e selado, guardados a
temperatura ambiente, e envelopados para postagem e/ou remessa. (Seguindo as
orientacbes do Procedimento Operacional Padrdo de Coleta, elaborado e revisado pela
equipe do laboratorio de carga viral da FMT-HVD (anexo).
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Figura 5. Cartao DBS

3.3.3 Processo de extracdo e amplificagdo das amostras de plasma HBV

Foi utilizado o protocolo de ensaio Abbott RealTime HBV, onde a preparagao de
amostras concebido para utilizar processos de microparticulas magnéticas para a
purificagcdo dos acidos nucleicos das amostras. Os reagentes do Abbott mSample
Preparation SystemDNA efetuam a lise do virion, capturam os acidos nucleicos e lavam
as particulas para remover componentes ndo ligados das amostras. A proteinase K esta
incluida na etapa de lise para digerir proteinas associadas aos acidos nucleicos. Os acidos
nucleicos ligados sao eluidos e transferidos para uma placa de 96 cavidades fundas. Os
acidos nucleicos ficam assim prontos para a amplificagcdo. O CIl é utilizado em todo o
procedimento de preparagédo da amostra e € processado juntamente com os calibradores,
controles e amostras.

O equipamento Abbott m2000sp combina os componentes do reagente de
amplificacdo Abbott RealTime HBV (reagente de oligonucleotideos do HBV, enzima
Amplitaq Gold e reagente de ativagao).

Durante a reacao de amplificacdo/deteccdo no Abbott m2000rt, o DNA alvo é
amplificado pela enzima Amplitag Gold na presencga de desoxinucleotideos trifosfatos e
magnésio (73).
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3.3.4 Processo de extracdo e amplificagcdo das amostras de plasma HCV

Foi utilizado o protocolo de ensaio Abbott RealTime HCV, na qual as amostras sao
preparadas utilizando o Abbott mSample Preparation System, que € um sistema que utiliza
a tecnologia de particulas magnéticas para capturar acidos nucleicos e lava as particulas
para remover os componentes n&o ligados das amostras. Os acidos nucleicos ligados s&o
eluidos e transferidos para tubos de saida ou para uma placa de 96 pocgos profundos. Os
acidos nucleicos ficam assim prontos para a amplificagdo, com a combinagcdo dos
componentes do reagente de amplificagdo Abbott RealTime HCV (reagente de
oligonucleotideos do HCV, enzima rTth polimerase termoestavel e reagente de ativagao)
(64).

3.3.5 Teste de estabilidade da carga viral em amostras de sangue seco em cartdo
DBS

Amostras de plasma remanescentes de trés pacientes (P1, P2, P3) foram diluidas
em sangue total para uma concentragcédo de aproximadamente 1.000 Ul/mL. Adicionamos
80 uL de sangue total em cada circulo do cartdo DBS, o qual colocamos no suporte para
secagem total da amostra no cartdo e estocados a temperatura ambiente de 25 °C e
refrigerados (2-8 °C) durante diferentes periodos. Nos dias 0 (dia seguinte a preparagao),
3, 7, 10 e 14, as amostras foram submetidas aos testes de Carga Viral da hepatite B ou
da hepatite C para a verificagdo da estabilidade das amostras dos trés pacientes nas

diferentes condi¢des de armazenamento.

3.3.5.1 Teste de estabilidade do DNA do HBV

e Trés amostras clinicas foram selecionadas, com uma concentragao inicial de
4,95 (P1); 4,52 (P2) e 4,64 (P3) log Ul/mL;

e O soro de cada paciente foi diluido em sangue total (Anti-HCV n&o reagente)
para atingir uma concentrag&o-alvo de ~ 3,2 log Ul/mL (1.500 Ul/mL);

e 80 pL de sangue total foi adicionado aos cartdes DBS e seco em temperatura

ambiente durante a noite, ensacado pela manh3;
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e As amostras foram submetidas ao teste de carga viral, de acordo com o

DIA DBS estabilidade
1 1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)
1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)
4 1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)
1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)
7 1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)
1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)
11 1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)
1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)
14 1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)
1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)
cronograma,
Dia 1 Dia 3 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Cartdes extras Sa:i;:t?;al
v B B B R B
raec 99999 (88800 (gesce essse asece eeces [esece

Figura 6. Modelo do preenchimento do DBS para teste de estabilidade do DNA do HBV

3.3.5.2

Teste de estabilidade do RNA do HCV

e Trés amostras clinicas foram selecionadas, com uma concentragao inicial de
5,44 (P1); 5,26 (P2) e 5,09 (P3) log Ul/mL;

e O soro de cada paciente foi diluido em sangue total (Anti-HCV n&o reagente)

para atingir uma concentrag&o-alvo de ~ 3,2 log Ul/mL (1.500 Ul/mL);
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e 80 pL de sangue total foi adicionado aos cartdes DBS e seco em temperatura

ambiente durante a noite, ensacado pela manh3;

Sangue Total
Dia 1 Dia 3 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Cartdes extras Negativo

Temperatura .Pl..;sp? ".... (I X XX} q.... (I X1 X (RN R R¢] GECe e
P1

ambiente PR3 p2 p3 AT T Pl p2 p3

sgoc (96600 GGG GGG GGG GGG o000 L L1 1L
- P1 P P 1

p2 p3 1 p2 p3 1 p2 p3 1 p2 p3 p2 p3

As amostras foram submetidas ao teste de carga viral, de acordo com o
cronograma:

DIA DBS estabilidade

1 1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)

1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)

4 1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)
1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)

7 1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)
1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)

1 1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)
1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)

14 1spot p1, 1 spot p2, 1 spot p3, 1 spot sangue negativo (temperatura ambiente)
1spot P1, 1 spot P2, 1 spot P3, 1 spot sangue negativo (2-8°C)

3.3.6 Determinacédo do limite de detec¢do em amostras de sangue seco em cartao
DBS

O limite de deteccéo foi determinado pela analise de diluigbes em sangue total de
carga viral do HBV e HCV a partir dos controles ou calibradores dos préprios ensaios.
Foram analisadas de 5 a 20 amostras em cada nivel de concentracdo em dois
processamentos utilizando dois lotes de reagentes de amplificagdo de cada ensaio. Foram
testadas as concentragdes 125, 500, 250 e 1000 Ul/mL para cada ensaio.
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Aproximadamente 80 pyL de sangue total foram adicionados em cada circulo do cartao

DBS, o qual foi colocado no suporte para secagem total da amostra no cartdo, durante a

noite ou em até 24 horas, antes da testagem.

3.3.6.1 Teste de determinagao do limite de detec¢gdo do DNA do HBV

O controle do HBV HIPOS de concentracdo foi diluido em sangue total
(negativo para HBV) para atingir uma concentragédo de 125, 250, 500, 1000
ul/mL;

80 pL de sangue total foi adicionado aos cartdes Ahlstrom e seco em
temperatura ambiente durante a noite, ensacado pela manh3;

Foram feitos 10 spots de 125 Ul/mL, 20 spots de 500 Ul/mL, 10 spots de 500
Ul/mL e 5 spots de 1.000 Ul/mL;

As amostras foram submetidas ao teste de carga viral, de acordo com o

cronograma,

DIA DBS limite de detecgao

4 5spots de 125 Ul/mL, 10 spots de 250 Ul/mL, 5 spots de 500 Ul/mL e 2 spots
de 1.000 Ul/mL
7 5spots de 125 Ul/mL, 10 spots de 250 Ul/mL, 5 spots de 500 Ul/mL e 3 spots
de 1.000 Ul/mL

3.3.6.2 Teste de determinagao do limite detecgdo do RNA do HCV

O controle do HCV HIPOS de concentracdo foi diluido em sangue total
(negativo para HCV) para atingir uma concentragao de 125, 250, 500, 1000
ul/mL;

80 pL de sangue total foi adicionado aos cartdes Ahlstrom e seco em
temperatura ambiente durante a noite, ensacado pela manh3;

Foram feitos 10 spots de 125 Ul/mL, 20 spots de 500 Ul/mL, 10 spots de 500
Ul/mL e 5 spots de 1.000 Ul/mL;
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e As amostras foram submetidas ao teste de carga viral, de acordo com o

cronograma.

DIA DBS limite de detecgao

4 5spots de 125 Ul/mL, 10 spots de 250 Ul/mL, 5 spots de 500 Ul/mL e 2 spots
de 1.000 Ul/mL
7 5spots de 125 Ul/mL, 10 spots de 250 Ul/mL, 5 spots de 500 Ul/mL e 3 spots
de 1.000 Ul/mL

3.3.7 Processo de extragdo e amplificagdo das amostras de sangue seco em
cartdo DBS

O protocolo padrao de pré-tratamento consiste em adicionar 1,3 mL de Tamp&o
DBS (09N02-001) em cada Tubo de Mistura Principal a ser utilizado com as amostras de
DBS, destacar um circulo inteiro de DBS do cartdo com o auxilio de uma pipeta, em
direcdo ao fundo do Tubo de Mistura Principal, até que fique totalmente imerso no tampéo
DBS; incubar a mistura a temperatura ambiente, por 30 minutos, homogeneizar os tubos
com as amostras e colocar no suporte de amostras no sistema automatizado Abbott
m2000sp, apds a extracio, os acidos nucleicos sao eluidos e transferidos para uma placa
de 96 cavidades fundas. Os acidos nucleicos ficam assim prontos para a amplificagao.

O equipamento Abbott m2000sp combina os componentes do reagente de
amplificacdo Abbott RealTime (reagente de oligonucleotideos do HBV/HCV, enzima
Amplitaqg Gold e reagente de ativagdo). Durante a reagcdo de amplificacdo/detecgdo no
Abbott m2000rt, o DNA/RNA alvo é amplificado pela enzima Amplitaq Gold na presenca
de desoxinucleotideos trifosfatos e magnésio, para mais informagdes sobre o processo

consultar o POP em anexo.

3.4 Questoes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMT-HVD, sob o
seguinte N° do parecer 2.976.805 em 23 de outubro de 2018, atendendo a Resolugao
196/96 do Conselho Nacional de Saude, pelo CAAE 00541118.3.0000.0005.
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3.5 Plano analitico

Os dados da carga viral do virus da Hepatite B ou da hepatite C, do mesmo
paciente, em diferentes tipos de obtencdo da amostra bioldgica, pelo Sistema em tempo
real Abbott m2000sp foram tabulados numa base de dados em EPIINFO, e analisados
através de calculo de sensibilidade e especificidade para discriminar cargas virais
detectaveis, além de testarmos a diferenga entre os tipos de obtencao da amostra, atraves
da analise de correlagéo de Pearson. Foi construido um grafico de correlagao para calculo
de coeficientes de correlacdo e curvas de regresséo linear (Curva Roc) onde os

parametros de reta foram calculados.
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4. PRODUTO DA DISSERTAGAO

Manuscrito cientifico redigido conforme normas da revista Pan American Journal of

Public Health, no qual sera submetido:

O USO DO DBS NO DIAGNOSTICO E MONITORAMENTO DE INFECCAO POR HBV E
HCV NA AMAZONIA BRASILEIRA

Reinan Brotas Ferreira!?, Wornei Silva Miranda Braga?, Luciana Girotto Gentil®, Jose do Espirito
Santo Junior?, Maianne Yasmin Oliveira Dias!, Yonne Francis Chehuan Melo?, Marcia Costa
Castilho?, Mariana Paiva Peniche de Miranda?, Patricia Jeane de Oliveira Costa’? e Rajendranath
Ramasamwy!»>

1. Programa de Pos-graduagdo em Medicina Tropical/Universidade do Estado do Amazonas

2. Fundagao de Medicina Tropical — Dr Heitor Vieira Dourado

3. Abbott Laboratories de Chile Ltda

4. Programa de Iniciagao Cientifica/Fundagdo de Medicina Tropical — Dr. Heitor Vieira Dourado

5. Faculdade de Medicina, Universidade Nilton Lins, Manaus, Amazonas

Resumo

As hepatites virais sdo consideradas problemas de satide publica, a Organizacdo Mundial de
Satde tem como meta a eliminacdo até 2030 e para isso, uma das estratégias ¢ o uso de testes de
diagnéstico simples e de facil acesso. O objetivo do estudo ¢ analisar a relagdo da carga viral do
virus da hepatite B e do virus da hepatite C em plasma e em sangue seco em papel filtro pela medida
do PCR em tempo real. E do tipo transversal prospectivo, foi realizado em dois municipios do
Amazonas. Os participantes com sorologia reagente para HBsAg ou anti-HCV, coletaram 8 mL de
sangue venoso, em seguida, foi realizada a coleta de amostras de sangue capilar por puncao digital

impregnando no cartdo DBS. Apos a coleta, o cartdo DBS passou pelo processo de secagem e
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envelopamento, sendo armazenado em temperatura ambiente. Ambas as amostras passaram por
processo de PCR em tempo real. No teste de estabilidade, nenhuma diferenca significativa foi
observada entre as amostras de cartdo DBS armazenadas em temperatura refrigerada e ambiente.
Na concordancia de plasma e cartdo DBS, as amostras de HBV foi de 90% e as amostras de HCV
foi de 100%, na andlise de regressdo linear foi observado uma alta correlagdo nos resultados do
HBV com um r2=0,932 ¢ o HCV com um r2=0,746. Os resultados mostram que o uso do DBS ¢
satisfatorio no diagnostico molecular das hepatites virais B e C, apresentando uma forte correlagao
e alta sensibilidade, além disso o seu uso pode reduzir os custos associados a coleta, armazenamento
e transporte.

No Mundo em 2019, presume-se que 58 milhdes de pessoas tenham a infecg@o cronica pelo
HCV, anualmente ocorram 1,5 milhdes de novos casos. Cerca de 296 milhdes de pessoas vivem
com o HBV e anualmente estima-se 1,5 milhdes de casos novos (1,2).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), tem como meta a eliminacao das hepatites virais
como ameaga a saude publica até 2030. As metas visam reduzir em 90% a incidéncia de infec¢do
cronica e em 65% as mortes anuais. Para alcancar os objetivos devem ser adotadas estratégias que
explorem novas oportunidades, como sensibilizacdo da populacdo e o avango nos medicamentos
antivirais e diagndstico. Dando prioridade ao desenvolvimento de testes diagndstico de tecnologia
simples, que alcance areas remotas e populacdo de dificil acesso, permitindo orientar as decisdes
médicas (3).

Grupos com alta prevaléncia para as hepatites virais que incluem indigenas, prisioneiros,
migrantes, homens que fazem sexo com homens, usuédrios de drogas e coinfectados por HIV
precisam de abordagens especificas e oferta dos servigos de saude.

O uso de Dried Blood Spot (DBS) oferece mais conveniéncia e simplificagdo na logistica
para coleta, armazenamento e transporte, trazendo mais seguran¢ca no manuseio das amostras,

volumes menores de material bioldégico, mao de obra reduzida, puncdo direta capilar com uso de
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lanceta e baixo custo. E utilizada na pratica de diagnostico biolégico quantitativo e qualitativo, na
analise de acido nucléico, antigeno e anticorpos (4,5). O DBS ¢ uma alternativa de coleta para
diagnéstico molecular, tendo sua aplicabilidade para regides de dificil acesso e longinquo dos
grandes centros (6).

A Regido Amazonica, por ter um perfil endémico para as hepatites Virais B e C, e ter uma
logistica de pessoas e insumos feitos por via fluvial e sua populacdo periférica e interiorana ser

composta por indigenas e ribeirinhos, foi o cenario ideal para aplicabilidade desse estudo.

OBJETIVO

Nesse estudo, foi analisado o desempenho dos testes Abbott RealTime HCV e Abbott
RealTime HBV (Sistema m2000) para detectar e quantificar a carga viral em amostras de sangue
seco em papel filtro em comparagdo com amostras de plasma de pacientes infectados com HCV e

HCV, respectivamente. Também foi verificada a estabilidade das amostras em DBS.

MATERIAIS e METODOS
Tipo, local e populacio do estudo

Este foi um estudo transversal prospectivo, as amostras foram coletadas em dois municipios
do Amazonas, nas Unidades de Satide Basica do municipio de Atalaia do Norte e na Fundacao de
Medicina Tropical — Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) em Manaus, no periodo de 12 de
setembro de 2020 a 22 de marco de 2022. A execuc¢do das amostras aconteceu no Laboratorio de
Carga Viral HIV/HBV/HCV da FMT-HVD.

Os participantes tinham idade minima de 18 anos, ambos os géneros, com sorologia reagente
para antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) ou sorologia reagente anti-HCV, sem
uso de tratamento antivirais, apoOs entrevista pelo aceite do termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) concordaram em fornecer seu material biolégico. O protocolo do estudo foi
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aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da FMT-HVD, atendendo a Resolugdo 196/96 do

Conselho Nacional de Satude, pelo nlimero do parecer 4.456.866 ¢ CAAE 00541118.3.0000.0005.

Coleta

Para cada paciente foi realizada coleta de 8 mL de sangue venoso destinadas para
quantifica¢do da carga viral da hepatite B e C em plasma utilizando o protocolo de extracdo de 0.5
mL no Sistema m2000. Em seguida, foi realizada a coleta de amostras de sangue capilar por puncao
digital impregnando o sangue nos circulos de 1,0 cm de didmetro (80 pL) cada, no cartdo DBS
(AHLSTROM). Ap6s a coleta, o cartdo foi seco durante a noite ou em até 24 horas, armazenado e
selado a temperatura ambiente em saco plastico com saché dessecante, e envelopados. No
laboratorio, os cartdes DBS ficaram armazenadas a temperatura de 23°C até o momento da testagem.

Os cartdes DBS possuem 5 circulos que s@o projetados para amostragem de microvolumes,
transporte € armazenamento ambiente de amostras bioldgicos. Sdo produzidos com fibras
absorventes puras e ndo contém aditivos ou produtos quimicos de resisténcia a umidade, garantido
uma coleta reproduzivel e baixa interferéncia que possa interferir na confiabilidade da analise de

analitos, como pequenas moléculas, proteinas, acidos nucléicos ou vitaminas.

Teste laboratorial

Cada circulo de amostras de DBS foi pré-tratado com 1,3mL de tampao DBS (Abbott
mSample Preparation System DBS Buffer) por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram processadas utilizando os protocolos de modo aberto para extracdo e amplificagdo

no Sistema m2000. Os protocolos utilizam um volume de amostras DBS 1mL.
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Analises estatisticas
A correlagdo entre DBS e plasma foi verificada e determinada por analise de regressao linear
e representadas pelo grafico do tipo scatter plot. As diferengas de cargas virais entre os tipos de

amostras foram representadas em graficos do tipo Band-Altman plot.

RESULTADOS
Perfil das amostras

O estudo teve a participagdo de 244 pessoas, sendo 67 no grupo da hepatite C e 177no grupo
da hepatite B. Dos 67 participantes do grupo da hepatite C, a idade média foi de aproximadamente
54 anos, 52% (35/67) era do sexo feminino e 48% (32/67) pessoas do sexo masculino, as 67 amostras
foram coletadas em Manaus. As amostras de HCV foram classificas de acordo com o genotipo,
sendo o gendtipo 1b predominante com 34% (20/59), seguido do gendtipo la com 27% (16/59),
geno6tipo 3 com 14% (8/59), gendtipo 2 com 5% (3/59) e um participante apresentou dois gendtipos
2 e3 com 1% (1/59), 19% (11/59) das amostras com resultado indeterminado. Dos 177 participantes
rastreados para hepatite B, a idade média foi de aproximadamente de 44 anos, 53% (93/177) eram
do sexo masculino e 47% (84/177) do sexo feminino, em relagdo a coleta das amostras 83%

(147/177) foram coletadas em Manaus e 17% (33/177) em Atalaia do Norte.

Estabilidade das amostras
No teste de estabilidade e no periodo de execucao das amostras de DBS, nenhuma diferenca

significativa foi observada, no armazenamento das amostras que ficaram em temperatura ambiente.
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Figura 1. Estabilidade de HCV RNA (A) e HBV DNA (B) em cartdo de papel Ahlstrom-Munktell TFN armazenado em
temperatura ambiente e 2-8 °C por até 2 semanas. Cada ponto representa a carga viral média de trés amostras clinicas

diferentes na concentragdo alvo de 3,2 Ul/mL (1.500 UI/mL)

Detec¢ao e quantificacio de RNA de HCV e DNA de HBV em amostras de plasma e DBS

Um total de 67 amostras pareadas de plasma e DBS capilar foram coletadas de pacientes,
sendo que dessas, 8§ amostras deram negativa para RNA de HCV e 59 amostras foram positiva em
plasma e DBS capilar, resultando em uma concordéancia qualitativa geral de 100% (Tabela 2A). A
carga viral de RNA do HCV em amostras de plasma variou de 76 Ul/mL (1,88 log UI/ML) a
9.263.355 Ul/mL (6,97 log Ul/mL).

Um total de 177 amostras pareadas de plasma e DBS capilar foram coletadas de pacientes
HBsAg reagente (134/177) ou com status de reatividade desconhecido (43/177). Noventa e sete
amostras tiveram um resultado de DNA de HBV detectado no plasma e um resultado de DNA de
HBYV ndo detectado em DBS capilar, mostrando uma alta correlagdo discordante entre essas
amostras. A andlise desses resultados mostrou que 93% (90/97) apresentavam concentragdo de carga
viral abaixo dessa concentracdo, todos os 105 resultados abaixo de 3 log UI/mL no plasma e DBS
foram excluidos da andlise a seguir. A concordancia qualitativa geral entre o DNA do HBV no
plasma e DBS capilar foi de 90% (Tabela 2B). A carga viral de DBS do HBV em amostras de

plasma variou de 1.001 Ul/ml (3 log Ul/mL) a 108.639.191 (8,04 log Ul/mL).
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Tabela 1. Correlagdo qualitativa entre plasma e capilar DBS.

HCV Plasma HBV Plasma
(n=67) RNA-HCV RNA-HCV Né&o (n=72) DNA-HBV DNA-HBV Nao
Detectado detectado Detectado detectado
RNA-HCV Detectado 59 0 - DNA-HBV Detectado 37 0
8 RNA-HCV N3o 0 8 8 DNA-HBV N3o 7 28
detectado detectado

Um grafico de dispersdo, comparando as cargas virais plasmaticas de RNA do HCV e as cargas
virais capilares DBS, mostrou o R? = 0,746 (Fig. 2A). A diferenga média de polarizagdo entre o
capilar DBS e o plasma foi de —0,068 Log UI/mL (IC 95%: -0,056 0,192) conforme no grafico de
Bland-Altman (Fig. 2B). Noventa e trés por cento de todas as amostras mostraram uma diferenca

entre os tipos de amostra inferior a 1 log Ul/mL.
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Figura 2. 7(A) Regressdo linear dos niveis de RNA do HCV medidos pelo ensaio RealTime HCV em 59 amostras
pareadas de plasma e capilares DBS. (B) Analise do grafico de Bland-Altman das mesmas 59 amostras pareadas

mostrando o viés médio (IC 95%) entre os dois tipos de amostra

Uma alta correlag@o foi observada entre as cargas virais de DNA do HBV em 37 plasmas pareados

e capilar DBS (r2=0,932), com um fator de conversao estimado de +2,77 log Ul/mL (Fig. 3) O fator
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de conversao foi determinado pela subtracdo da carga viral do plasma pela carga viral do DBS em

cada uma das 37 amostras. Ao final, foi calculada a média dessas diferencas.

Plasma e DBS Capilar Plasma e DBS Capilar (com Fator de Conversao)
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Figura 3. Regressdo linear dos niveis de DNA do HBV medidos pelo ensaio RealTime HBV em 37 amostras pareadas

de plasma e capilar DBS, antes (A) e depois (B) da aplicacdo do fator de conversdo (2,77 log U/mL).

Para a andlise do grafico de Bland-Altman, o fator de conversao foi aplicado aos resultados do DBS
para melhor mostrar as diferengas entre os tipos de amostra (Fig. 4). A diferenca média de
polarizagdao entre os niveis de DNA do HBV no DBS capilar e no plasma foi de —0,002 log Ul/mL

(IC 95%: -0,094 0,099). Todas as amostras exibiram uma variacdo média de 0,75 log UI/mL.
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Figura 4. Bland-Altman. Anélise das 37 amostras pareadas de HBV mostrando o viés médio (IC95%) entre os tipos de

amostra.
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DISCUSSAO

O estudo revela uma alta correlacdo da carga viral da hepatite B, bem como uma boa
correlagdo da carga viral da hepatite C, tanto em plasma quanto em sangue coletado em cartao DBS,
o estudo tem diferenciais por ter sido realizado em vida real na regido amazdnica ocidental
brasileira, local escolhido, por ser uma regido endémica para hepatites virais e, por sua extensao
geografica que exerce uma importante influéncia na logistica de insumos e acesso da populacao aos
servigos de saude.

Essa metodologia de coleta ¢ simples e de facil manuseio, conforme estudo de validagdo na
Zambia, a coleta de DBS pode ser realizada por pessoal ndo treinado em medicina, observou-se um
grau de competéncia de 86% na pontuagdo média e na qualidade dos cartdes DBS. Sendo uma
alternativa para as localidades de dificil acesso e sem profissionais de satde (7). Em pacientes com
HCYV, foi realizado uma comparagdo dos resultados de autocoleta do DBS com as amostras de
plasmas que foram coletadas em laboratdrio, demonstrando uma forte correlagdo dos resultados de
carga viral e manuseio dos pacientes com kit de autocoleta e na qualidade das amostras (9).

No protocolo desse estudo, 0 armazenamento dos cartdes DBS foi em temperatura ambiente,
simulando a realidade de paises de baixa e média renda. De acordo com a metanalise realizada em
2018, os protocolos dos estudos de DBS ndo avaliam e nem simulam o impacto das condi¢des
ambientais sobre as amostras (11), mesma observacao foi citado em uma revisdo sistematica e
matenalise realizada em 2017 (10).

O nosso estudo em relag@o a avaliacdo dos resultados da carga viral do HCV em plasma e
em DBS, mostrou uma alta correlagdo. Além disso, apresentou uma boa concordancia, sendo a
sensibilidade e especificidade de 100%, mostrando uma boa acuricia diagndstica e para o
monitoramento do tratamento, RVS.

O que foi observado em outros lugares, como um estudo realizado em um instituto terciarios

de cuidados hepaticos em 2016, mostrando boa linearidade e uma concordancia de 93,5% entre os



41

resultados do plasma e DBS (11). Em um estudo realizado na Holanda, onde os participantes auto
coletavam as amostras por picada de dedo em cartdo DBS, o resultado da regressdo linear
encontrado foi semelhante (8).

A analise de Bland-Altman de nossos resultados, mostrou que 89% (33/37) das amostras
estavam dentro do intervalo de confianga de 95% entre as variagdes dos resultados da carga viral, o
mesmo observado em um estudo realizado com usuarios de drogas no Vietna, 97% (36/37) estavam
dentro do intervalo de confianca de 95% e com uma alta correlagdo (12).

Ja na analise dos resultados das amostras do HBV, o uso do DBS mostrou uma alta
sensibilidade para amostras com resultados igual ou superior a 3,0 log Ul/ml, mas seu uso em
amostras abaixo de 3,0 log Ul/ml ndo ¢ indicado, devido a sua baixa sensibilidade e chances de
resultados falso-negativos. Um estudo realizado em um laboratorio de hepatites, no Rio de Janeiro,
testou amostras de DBS de 10 participantes com quatro métodos de extragdo de DNA, todas as
amostras com carga viral superior a 1.556 Ul/ml foram detectadas (13).

Nossa analise da regressao linear entre a carga viral do HBV obtida no plasma e sangue seco
em DBS, observou-se uma forte correlacao, resultado similar encontrado em outros estudos, como
em um estudo na Frang¢a, onde o sangue total venoso foi impregnado no cartdo DBS (14) e em um
estudo na Etidpia, que também usou sangue total venoso no cartdo DBS (15). No Brasil, entre 2011
a 2015, pesquisadores parearam amostras de soro e sangue total venoso em DBS, resultando em um
uma forte correlacdo, e os testes de reprodutibilidade e repetibilidade ndo apresentaram diferenga
significativa (6). No grafico de Bland-Aftman, a diferenga méaxima da carga viral foi de 0,75 log
Ul/ml, menor ou igual em DBS em comparagdo com o plasma.

Portanto, os resultados da carga viral de amostras de sangue seco em DBS, mostrou dados
importantes. Seu uso pode ser indicado para tratamento inicial de tratamento ou falha virologica de
pacientes portadores de hepatite B cronica, conforme diretrizes internacionais que recomendam o

uso de tratamento antiviral para pacientes com carga viral de 2.000 a 20.000 UI/ml. Nos casos de
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pacientes com carga viral abaixo de 2.000 UI/mL para diagnostico, o seu uso ndo ira interferir na
conduta médica (7,15).

Nosso estudo mostrou que amostras DBS tem uma alta sensibilidade e correlagdo em ambas
as andlises de carga viral das hepatites B e C, sua viabilidade e economia trazem uma alternativa
para o aumento do acesso a exames laboratoriais para o diagndstico das hepatites virais em regides
de dificil acesso ou que tenham dificuldade no transporte e armazenamentos de amostras bioldgicas.
J& existem testes de RNA-HCV em DBS registrados e comercializados no mundo, mas ainda nao
temos para ensaios de DNA-HBV (14). Estudos como este, trazem evidéncias para validagcdo de
testes DBS DNA-HBYV. J4 que o acesso ao diagnostico em paises de baixa renda € uma das barreiras,
que pode interferir no alcance da meta da OMS até 2030 (16,17)

Os resultados evidenciam que o uso do DBS ¢ satisfatorio no diagnéstico molecular e no
monitoramento das hepatites virais B e C, apresentando uma forte correlacdo e alta sensibilidade,
além disso o seu uso pode reduzir os custos associados a coleta, armazenamento e transporte. Assim,
faz-se imprescindivel a reestruturagdo e adaptagdo da rede laboratorial para a implementagdo do
DBS na rotina, superando o processo tradicional da coleta por pungdo venosa. O uso de DBS nao
apenas simplifica o processo, ampliando o acesso da populacgao a diagndsticos rapidos, mas também

resulta em menor impacto nos custos do or¢camento de satde.
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5. CONCLUSAO

Os resultados mostram que o uso do DBS é satisfatorio no diagnostico molecular
das hepatites virais B e C, apresentando uma forte correlacéo e alta sensibilidade, além
disso o seu uso pode reduzir os custos associados a coleta, armazenamento e transporte.
Mostrou alta performance na sua utilizagdo em uma populagao indigena e ribeirinha, no
municipio de Atalia do Norte, devido a sua praticidade.

Portanto, € necessario uma restruturacédo e adaptacado na rede laboratorial para
implantagdo do DBS na rotina, quebrando assim, o paradigma da coleta tradicional através
da puncao venosa.

Este estudo refor¢ga que o uso de materiais e tecnologia simples no processo de
diagndstico e monitoramento das hepatites virais pode contribuir para que a meta da
eliminagdo seja alcangada e contribui para que novos estudos sejam realizados nas
populagdes chave e em paises que tem dificuldade no acesso a servicos de saude e
laboratérios especializados.
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. OBJETIVO

Padronizar o procedimento de coleta de sangue venoso e sangue

seco em papel filtro.

MATERIAL
Equipamento de protecédo individual (EPI);

Algodao Hidrdfilo;

Alcool Etilico a 70%;

Agulha e seringa descartavel,
Sistema a vacuo;

Tubo com EDTA K2 ou K3;
Etiqueta para identificagao;
Papel filtro;

Lenco com alcool etilico a 70%;
Lanceta;

Garrote;

Caixa descartavel;

Estante para tubo;

Curativo;

DESCRCAO DOS PROCEDIMENTOS
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e Lavar as maos com agua e sab&o, secar em papel toalha;

e Reunir o material da coleta numa bandeja;

¢ Identificar o tubo e o papel filtro;

e Conferir o nome completo do paciente;

e Explicar ao paciente e ao acompanhante o procedimento

e Posicionar o paciente de modo a facilitar a localizagédo da veia
para pungao;

e Calgar as luvas de procedimento;

e Solicitar que o paciente feche a mao;

e Aplicar o torniquete acima do local da puncéo, para evitar a
contaminagao do local;

e Proceder a assepsia da pele com alcool a 70%;

e Introduzir a agulha no local escolhido com o bisel posicionado
para cima;

e Aspirar a quantidade de sangue necessaria (2 tubos com EDTA
K2 ou K3);

e Soltar o garrote e solicitar o cliente que a abra a mao;

e Comprimir o local da pungcdo sem dobrar o brago, colocar o
curativo;

e Assepsia da ponta do dedo;

e Prefurar a lateral do dedo com a lanceta:

e Desprezar a primeira gota de sangue;

e Preencher os circulos do papel filtro com sangue;

4. REFERENCIAS
Procedimento Operacional Padréo, Hospital Universitario Lauro Wanderley,
2020. Disponivel em :<  https://www.gov.br/ebserh/pt-br/hospitais-
universitarios/regiao-nordeste/hulw-ufpb/acesso-a-informacao/gestao-
documental/pop-procedimento-operacional-padrao/2021/ulac-unidade-de-
laboratorio-de-analises-clinicas/pop-ulac-019-coleta-de-sangue-venoso-
ambulatorial.pdf/@@download/file/POP.ULAC.019%20-
%20COLETA%20DE%20SANGUE%20VENOSO%20AMBULATORIAL.pdf>.
Acesso em: 10 de agosto de 2020.
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8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Analise de correlagao
da carga viral da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV) em plasma sanguineo e no
sangue seco em papel de filtro medida pelo PCR em tempo real (QPCR)” na qual
iremos comparar dois métodos de coleta de sangue para o exame de carga viral das
Hepatites B e C: sangue seco em papel de filtro e outro que ja é usado nos Laboratorios
de Referéncia do Ministério da Saude do Brasil.

O objetivo deste projeto é analisar a correlagao a carga viral da hepatite B e C, medida no
plasma, com a medida no sangue seco em papel de filtro, pelo Sistema M2000 Real Time
da Abbott, metodologia utilizada nos Laboratérios da Rede Nacional de carga viral das
hepatites virais, do Departamento de IST/AIDS e Hepatites Virais do Ministério da Saude.
Vocé esta sendo convidado a participar do estudo porque faz acompanhamento médico
nesta unidade de saude. A sua participagao estara limitada a uma unica coleta de sangue
da ponta do dedo para o papel de filtro e de 8mL de sangue separados em dois tubos de
tampa roxa, coletadas por profissionais participantes da pesquisa treinados, para
realizarem o procedimento com seguranga e usardo material descartavel. O material
coletado (sangue) sera encaminhado e testado na Fundagdo de Medicina Tropical Dr
Heitor Vieira Dourado (FMT/HVD).Caso haja coleta de sangue para exames de rotina,
faremos a coleta pela equipe do estudo e os resultados ficaram a disposi¢cao do seu
meédico. Os resultados dos exames feitos para a pesquisa ndo serédo entregues a vocé.

Participacao Voluntaria: A participacdo neste estudo € voluntaria. Isso quer dizer que a
escolha em participar ou nao participar s6 cabe a vocé, assim como a decisao de sair do
estudo em qualquer momento. Por isso esclareceremos alguns detalhes importantes

antes de comegarmos:

Liberdade de recusa: Caso vocé decida nao participar, ndo precisa nos dizer o motivo
pela sua escolha. Da mesma maneira, sua opgao por nao participar ndo afetara seu
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tratamento ou seu direito a assisténcia prestada pelo Sistema Unico de Saude (SUS). A
decisao de nao participar do estudo neste momento ndo o impede de participar de outros

estudos no futuro.

Liberdade de retirada: Caso vocé decida participar, vocé tera o direito de se retirar do
estudo a qualquer momento e isso n&o ira acarretar qualquer prejuizo ou mudanga no seu
tratamento na Instituicdo. Ao sair do estudo, suas amostras de sangue e partes dele (soro
e plasma) serdo descartadas.

GARANTIA DE SIGILO: Todas as suas informagdes serdao mantidas confidenciais. Seu
nome nao sera divulgado, e os resultados da pesquisa serdo apresentados sem revelar a
identidade de qualquer um dos participantes. As amostras de sangue receberdo um codigo
que nao permitira identificar o participante. Também pedimos sua permissao para acessar
os resultados dos exames para Hepatites virais B e C. As informacdes coletadas séo
confidenciais e de uso exclusivo para a pesquisa, ficando guardadas em arquivos
protegidos e com acesso somente pela equipe da pesquisa. Todos os dados da pesquisa
séo sigilosos. A pesquisa nao envolve aplicagdo de medicamento.

RISCOS: No local da coleta, pode aparecer hematoma (manchasroxas) que
desaparecerdao em alguns dias. Para que isso ndo acontega, todas as etapas doestudo
serao realizadas por profissionais treinados e em local apropriado. A documentacgao sera
guardada em local fechado e apenas a equipe da pesquisa tera acesso.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS: Se ocorrer qualquer dano relacionado,
diretamente ou ndo, a sua participagao neste estudo, o atendimento médico para
diagndstico e tratamento, se necessario, sera feito na unidade de saude onde foi atendido.
Caso seja necessario um tratamento médico mais especializado, o médico pesquisador
responsavel fara o encaminhamento para um servigo de saude especifico. O pesquisador
responsavel do estudo, e o Laboratério Abbott, participante do estudo, proporcionaréao
assisténcia imediata, bem como, se responsabilizarao pela assisténcia integral e gratuita
em caso de danos diretos ou indiretos e imediatos ou tardios, pelo tempo que for
necessario decorrentes da pesquisa.
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RESSARCIMENTO DE DESPESAS: caso vocé tenha qualquer despesa decorrente da
participagdo na pesquisa, havera ressarcimento de todas as despesas decorrentes da

participacédo no estudo.

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS COLETADAS: As amostras de sangue seco/papel
de filtro e plasma coletadas neste estudo serdo utilizadas somente para os exames
previstos neste projeto de pesquisa e ficardo guardadas sob a responsabilidade do
pesquisador Dr. Wornei Braga em local apropriado na Geréncia de Diagnostico/FMT HVD,
por 10 anos. Apos o fim desse projeto, estas amostras poderdo permanecer guardadas
para uso em pesquisas futuras, caso vocé autorize. O pesquisador responsavel assume
0s compromissos de enviar, no futuro, qualquer novo projeto de pesquisa ao Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) e em decorréncia disto, poderemos entrar em contato
novamente para uma nova autorizagdo de uso dessas amostras ja coletada por meio de
novo TCLE, a critério do CEP.

BENEFICIOS: Os resultados obtidos nas analises de sangue seco/papel de filtro poderéo
ser uteis para serem utilizados na nos exames de quantificagdo da Carga Viral da Hepatite
B e C, pelo teste disponibilizado na Rede de Laboratérios de Carga Viral do Ministério da
Saude, armazenamento e transporte visando a implementacdo futura em areas
geograficas remotas e de dificil acesso.

Este termo é preenchido em duas vias. Vocé e o profissional responsavel pela aplicagcéo
do TCLE deveréo rubricar todas as folhas do mesmo e assinar na ultima pagina, em
ambas as vias. Vocé ficara com uma das vias e a outra ficara com os responsaveis pelo
Estudo.

Salientamos que as informacdes serdo mantidas sob a responsabilidade do pesquisador
responsavel, Dr. Wornei Braga, que estara disponivel a

Qualquer momento, para esclarecimento de quaisquer duvidas ou questionamentos de

qualquer conduta adotada pela equipe de pesquisa.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO
Eu,

(nome por extenso),
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- Confirmo ter lido as informagdes por escrito (ou que me foram lidas) referentes ao estudo
e que os procedimentos foram explicados a mim pela equipe durante o processo de
consentimento.
- Confirmo que tive a oportunidade de fazer perguntas a respeito e que estou satisfeito
com as respostas e explicagdes fornecidas.
- Compreendo que autorizo o acesso aos meus dados as pessoas autorizadas descritas
nesta ficha de informacgdes.
- Sei 0 que acontecera com as amostras do meu sangue.
- Tive tempo e oportunidade para refletir sobre a minha participacao.
- Concordo em participar deste estudo.

|2 0| ]

Data: dd/mm/aaaa
Confirmo que realizei o processo de consentimento de acordo com a legislagéo aplicavel.

Nome por extenso do profissional que conduziu o consentimento:

Assinatura do profissional que conduziu o] consentimento:
|l 20| _ |Data:

dd/mm/aaaa

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Analise de correlagdo da carga viral da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV) em plasma
sanguineo e no sangue seco em papel de filtro medida pelo PCR em tempo real (QPCR)”
Rubrica Profissional conduziu o consentimento:

Rubrica Participante/RL1:
Rubrica/RL2, se aplicavel:

Rubrica Testemunha Imparcial, se aplicavel:

Em caso de duvida quanto a condugao ética do estudo, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da FMT-HVD. O Comité de Etica tem por objetivo defender os
interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir
no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Dessa forma o Comité tem o
papel de avaliar e monitorar o andamento do projeto de modo que a pesquisa respeite os



63
principios éticos de protecao aos direitos humanos, da dignidade, da autonomia, da n&o
maleficéncia, da confidencialidade e da privacidade”.
CEP da Fundacao de Medicina Tropical “Doutor Heitor Vieira Dourado” Endereco:
Av. Pedro Teixeira, 25 — D. Pedro |, Manaus — AM
CEP: 69.040-000 Telefone: (92) 2127-3572 Email: cep@fmt.am.gov.br

Confirmo que sou independente do estudo, que participei do processo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e que li as informacgdes por escrito sobre o estudo.
*Nome por extenso da testemunha:

Assinatura da testemunha:
2] 0| | | Data: dd/mm/aaaa




8.3 Cronograma

2020 2021 2022 2023
Atividades
18 28 18 28 18 28 18 28
Reviséo das planilhas e
1 g X
formularios
2 | Revisédo bibliograficas X X X X X X X X
3 Coleta e execugédo das X X X X X
amostras
4 Andlise do banco de X X
dados
5 Qualificagao X
6 Defesa da Dissertacao X
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8.4 Equipe de Trabalho
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NOME OCUPAGAO FUNGAO
Reinan Brotas Ferreira Farmacéutico Mestrando/Executor
Rajendranath Biologo Orientador
Ramasamwty
Wornei Silva Miranda Médico Co-orientador
Braga
Luciana Girotto Gentil Bidloga Colaboradora
Maianne Yasmin Oliveira Biomédica Colaboradora

Dias

Yonne Francis Chehuan
Melo

Farmacéutica-Bioquimica

Colaboradora

Patricia Jeane de Oliveira
Costa

Enfermeira

Colaboradora

Mariana Paiva Peniche de

Miranda

Ac. Biomedicina

Colaboradora

Heline Lira Vasconcelos

Farmacéutica-Bioquimica

Colaboradora

Suellen Silva

Biomédica

Colaboradora

Marcia Costa Castilho

Bidloga

Colaboradora




