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RESUMO  
 
 

A epidemiologia da infecção pelo vírus da hepatite B (VHB) demonstra uma distribuição 

diversificada no mundo, afetando cerca de 2 bilhões de pessoas com alta frequência de infecção 

crônica. A segurança transfusional depende da avaliação clínico-epidemiológica apropriada de 

candidatos à doação de sangue e do uso de testes de seleção adequados para excluir e evitar a 

transmissão de agentes infecciosos tais como o VHB. A ocorrência de infecção oculta pelo VHB 

em doadores de sangue assintomáticos abriu uma nova lacuna a ser preenchida principalmente 

em hemocentros de regiões de alta prevalência como na Amazônia brasileira, que são desafiados 

a buscar estratégias de garantia de estoques considerando o alto impacto do descarte de 

hemocomponentes anti-HBc reativos. Este estudo buscou analisar nas doações de sangue do 

interior do estado do Amazonas a presença da infecção oculta pelo vírus da hepatite B em 

amostras anti-HBc total positivas com ou sem o marcador anti-HBs. A população de estudo foi 

composta por candidatos à doação de sangue que se apresentaram nas Unidades de Coletas 

Transfusionais (UCT’s) nas regionais de saúde do Baixo Amazonas, Entorno de Manaus, Médio 

Amazonas, Rio Negro e Solimões e Triângulo, no período de junho/2011 a junho/2012. Foram 

analisados dois grupos de doadores negativos para HBsAg: os que apresentaram reatividade para 

anti-HBc com e sem a presença do anti-HBs. Foram utilizados métodos sorológicos qualitativos e 

quantitativos dos marcadores para a infecção e moleculares para detecção e quantificação da 

carga viral do DNA-VHB. A prevalência do anti-HBc total reativo no interior do estado do 

Amazonas entre os doadores de sangue foi de 24,4%. Foram analisadas 179 amostras anti-HBc 

reativas e HBsAg negativas, destas, 04 foram positivas para o DNA-VHB, caracterizando 

infecção oculta pelo vírus B com uma prevalência de 2,2%. Das 179 amostras, 03 apresentaram 

anti-HBs ≥100 mUI/mL, indicando que o marcador protetor mesmo em altos títulos não 

evidencia a ausência do vírus. Não houve correlação entre os títulos do anti-HBs e anti-HBc com 

a carga viral encontrada. A maior frequência dos doadores foi do sexo masculino com 90% em 

ambos os grupos de estudo e não houve relato de exposição aos fatores clássicos de risco para a 

infecção entre os doadores com DNA-VHB. A evidência da presença de IOB entre os doadores 

de sangue do interior do Estado do  Amazonas abre espaço para discussão das melhores 

estratégias a serem utilizadas  na triagem de doadores de sangue em regiões de alta prevalência e 

de perfil de transmissão peculiar como o caso da Amazônia.  Atualmente, tanto os testes de 
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triagem sorológica, quanto o teste NAT precisam ser redesenhados no intuito de aprimorar as 

estratégias de controle da transmissão transfusional buscando um algoritimo  balanceado entre a 

rejeição de doadores potenciais, descarte de unidades, razões econômicas e segurança desejada. 

  

Palavras-chave: DNA-VHB, hepatite B oculta, doadores de sangue, Amazônia  

 

  

SUMMARY 

 

The epidemiology of hepatitis B virus infection (HBV) demonstrates a diversified distribution  in  

the world affecting an estimated 2 billion people with high frequency of chronic infection. The 

safety of blood transfusion depends on the clinical and epidemiological appropriate candidates 

for blood donation and the use of appropriate screening tests to exclude and prevent transmission 

of infectious agents such as HBV. The occurrence of occult HBV infection in asymptomatic 

blood donors opened a new gap to be filled mainly to blood centers in areas of high prevalence as 

in the Brazilian Amazon,  which are challenged to look for  assurance strategies for stocks 

considering the high impact of the disposal of blood products reactive anti-HBc. This study 

investigated  the blood donations in the country town of the  Amazonas State the presence of 

occult hepatitis B virus infection in samples positive anti-HBc with or without anti-HBs. The 

study population was composed of candidates for blood donation that appeared in Units 

Collections Transfusion (UCT's) in regional health Lower Amazon, Around of Manaus, Middle 

Amazon, Rio Negro and Solimoes and Triangle, from June/2011 to June/2012. We analyzed two 

groups of donors negative for HBsAg: those that were reactive for anti-HBc with and without the 

presence of anti-HBs. We used qualitative and quantitative methods of serological markers for 

infection and molecular detection and quantification of the viral load of HBV DNA. The 

prevalence of anti-HBc reactive in the Amazonas Stete among blood donors was 24.4%. We 

analyzed 179 samples reactive anti-HBc and HBsAg negative, of these, 04 were positive for 

HBV DNA, featuring occult hepatitis B virus infection with a prevalence of 2.2%. Of these 179 

samples, 03 had anti-HBs ≥100 mIU/mL, indicating that the marker protector even in high titers 

does not show the absence of the virus. There was no correlation between the titers of anti-HBs 

and anti-HBc with viral load found. The higher frequency of donors were male with 90% in both 
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study groups and there was no report of exposure to the classical risk factors for infection among 

donors with HBV DNA. The evidence of the presence of OBI among blood donors in the 

Amazonas State opens space for discussion of the best strategies to be used in screening blood 

donors in areas of high prevalence and transmission profile as the peculiar case of the Amazon. 

Currently, both serological screening tests, as the test NAT need to be redesigned in order to 

improve the control strategies transfusion transmission seeking an algorithm balanced between 

the rejection of potential donors, disposal units, security and economic reasons desired. 

 
Keywords: HBV DNA, occult hepatitis B, blood donors, Amazon 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A infecção pelo vírus da hepatite B (VHB) afeta cerca de 2 bilhões de pessoas em todo o 

mundo e mais de 350 milhões destes apresentam infecção crônica em diferentes estágios da 

doença (WHO, 2010; Huang & Cheung, 2011). A infecção constitui um importante problema de 

saúde pública no Brasil especialmente na região Amazônica. No estado do Amazonas a 

prevalência na população geral para o antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBsAg) 

pode variar de 2% a 9% e a prevalência de anticorpos contra os antígenos do Core do vírus (anti-

HBc) pode variar de 5 a 76%  (Braga, et al., 2005; Ei KHouri et al., 2010; Braga et al., 2012). 

Conforme a normatização da hemoterapia no Brasil é preconizado que se deve descartar 

as unidades de hemocomponentes que apresentem reatividade aos marcadores HBsAg e/ou anti-

HBc. Em regiões endêmicas há um alto nível de rejeição de bolsas de sangue devido à presença 

destes marcadores sorológicos com grande comprometimento da disponibilidade dos estoques de 

sangue e hemocomponentes, ocasionando aumento do custo do processo (MS, 2010). A 

soroprevalência destes marcadores em doadores de sangue no estado do Amazonas apresenta 

importantes variações entre a capital e os municípios do interior do estado. A prevalência dos 

marcadores HBsAg e anti-HBc entre doadores de Manaus é 0,3% e 3,6% respectivamente. No 

interior do estado a prevalência é bem mais alta sendo em média para o HBsAg  0,6%  e para 

anti-HBc total uma média de 31,7% (FHEMOAM, 2010).  

A segurança transfusional depende da seleção clínico-epidemiológica apropriada de 

doadores de sangue e do uso de testes de seleção adequados para excluir e evitar a transmissão de 

agentes infecciosos. A hepatite B oculta se caracteriza pela presença do DNA-VHB no sangue 

e/ou fígado de pessoas com HBsAg negativo. A implementação da detecção do DNA-VHB 

através do teste de detecção de ácidos nucléicos (NAT) tem sido um mecanismo para reduzir 

significativamente a infecção no período da janela imunológica do HBsAg e revelar a infecção 

oculta pelo vírus B (IOB). No entanto, existe um risco potencial de desenvolvimento de hepatite 

B pós-transfusional durante o período da janela imunológica dos marcadores sorológicos 

utilizados na triagem de doadores.  

O anticorpo anti-HBs é dito ser protetor e indicativo de imunização. No entanto, mesmo 

em altos títulos não é sempre relacionado à ausência do vírus (Arraes et al., 2003; Silva et al., 

2005; Behzad-Behbahani et al., 2006; Manzini et al., 2007; O’Brien et al., 2007; Satoh et al., 
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2008; Wendel et al., 2008; Stefano et al., 2009; Antar et al., 2010; Thedja et al., 2010; 

Massoomeh Sofian et al., 2010). Em região com endemicidade similar a da região Amazônica foi 

descrito que o DNA-VHB pode estar presente em amostras de doadores de sangue reativas para o 

anti-HBc que possuem positividade para o anti-HBs com uma prevalência de 1,5% e em doadores 

com anti-HBs negativo com uma prevalência de 8% (Bhatti et al., 2007). 

O anticorpo contra o antígeno do Core do vírus (anti-HBc) é o marcador mais sensível 

para indicar contato prévio com o vírus. Ele aparece na fase aguda da infecção e usualmente 

persiste após o “clearance” viral, cura espontânea (Bhatti et al., 2007). A presença do anti-HBc 

isolado está associado a: (a) estado de portador crônico com antígenos da superfície do vírus 

(HBsAg) indetectável; (b) infecção remota com perda da mensuração do anti-HBs; (c) 

transferência passiva do anti-HBc; (d) reação cruzada não específica; e (e) período em que o 

HBsAg já tenha desaparecido, mas o anti-HBs ainda não possa ser detectado (Almeida-Neto et 

al., 2008; Wendel et al., 2008). 

Considerando o risco da transmissão transfusional, o NAT foi introduzido em países 

como: Canadá, Japão, EUA e países da Europa. (Yang et al., 2010; Roth et al., 2012). No Brasil 

estima-se que 5% a 10% das doações de sangue são testadas pelo NAT em centros privados para 

o vírus da hepatite C (VHC), vírus da Imunodeficiência adquirida (HIV-1) e VHB (Roth et al., 

2012). Desde 2011 os hemocentros do sistema público estão em fase de implantação do NAT 

para VHC e HIV-1, não contemplando a triagem para VHB (MS, 2009; Roth et al., 2012). 

A região Amazônica é caracterizada como uma das regiões do mundo de maior ocorrência 

da hepatite B e suas consequências. A hemoterapia nesta região enfrenta desafios particulares 

devido às diversidades epidemiológicas e geográficas. O Amazonas é o estado brasileiro de maior 

extensão (1,577,820 Km2) com 3.350.773 habitantes e Manaus abriga 77% da população do 

Estado (IBGE, 2010). É constituído por sete sub-regiões de acordo com a calha dos rios e suas 

características geográficas, são eles: Alto Solimões, Amazonas, Baixo Amazonas, Entorno de 

Manaus, Médio Amazonas, Rio Negro e Solimões e Triângulo, que compreendem 62 municípios. 

(SUSAM, 2010). A Fundação de Hematologia e Hemoterapia do estado do Amazonas 

(FHEMOAM) é o serviço público responsável por coordenar toda a hemoterapia do Estado. No 

estado são coletadas cerca de 49.000 unidades de sangue por ano nas 43 unidades de coletas 

transfusionais do interior e duas unidades da capital (FHEMOAM, 2010). Todas as amostras de 
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sangue dos doadores do estado são submetidas a exames laboratoriais de triagem em Manaus 

onde funciona a central sorológica. 

De forma a subsidiar maiores discussões sobre a segurança transfusional, este estudo tem 

como objetivo analisar nas doações de sangue do interior do estado do Amazonas a presença da 

hepatite B oculta em amostras anti-HBc total positivas com ou sem o marcador anti-HBs e 

contribuir para a avaliação se uma nova política de segurança transfusional deve ser adotada na 

triagem sorológica de hemocomponentes em bancos de sangue de áreas endêmicas. 

  

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Histórico  

 

A descoberta do vírus da hepatite B teve um caráter puramente acidental ou por acaso. 

Em 1963, o geneticista americano Baruch Blumberg estudando anticorpos contra lipoproteínas 

séricas em pacientes que tinham recebido transfusão de sangue, ou seja, com objetivos 

completamente diferentes dos objetivos iniciais e achados finais da pesquisa, identificou no soro 

pertencente a um aborígene Australiano, a presença de um antígeno que reagia como o soro de 

dois doentes hemofílicos politransfundidos (Alter, 2003; Blumberg, 1967). Inicialmente, e em 

decorrência de suas características, foi proposto pelos autores da descoberta a este antígeno, a 

denominação de antígeno vermelho (red antigen). Depois foi debatido e proposto dois nomes a 

este antígeno. O primeiro, antígeno Bethesda, local da descoberta (Alter, 2003), o segundo, 

antígeno Austrália (AgAu), em razão da nomenclatura vigente na época que determinava o nome 

das novas imunoglobulinas humanas descobertas ao local de origem da amostra do paciente 

(Alter, 2003). Somente em 1965, a descoberta do antígeno Austrália foi publicada no Journal of 

the American Medical Association (JAMA), com o título A New antigen in Leukemia sera 

(Blumberg et al., 1965).   

A ligação entre o AgAu e a hepatite só aconteceu quando Barbara Werner, uma 

investigadora do laboratório de Blumberg, desenvolveu um quadro clínico e bioquímico de 

hepatite aguda e testada para o AgAu, ela foi positiva. Previamente, a referida investigadora tinha 

servido de controle negativo para o AgAu (Blumberg, 2003). 
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Em 1967, Blumberg e cols sugeriram pela primeira vez que a alta frequência do AgAu no 

soro de pacientes com hepatite aguda poderia estar relacionada com um suposto vírus introduzido 

entre humanos por transfusões de sangue (Blumberg et al., 1967). De acordo com Blumberg, tal 

publicação foi rejeitada inicialmente e aceita após intensa revisão dos autores (Blumberg, 2003). 

Os revisores da Revista Annals of Internal Medicine informaram ao autor que os resultados 

encontrados não eram convincentes para suportarem a hipótese de que o AgAu estaria associado 

a hepatite (Blumberg, 2003). 

Independentemente dos achados de Blumberg, em 1965 e 1967, Prince AM, em 1968, 

isolou outro antígeno no sangue durante o período de incubação de uma hepatite pós-

transfusional. O referido antígeno foi denominado de antígeno SH, relativo à Hepatite Sérica 

(Prince, 1968). Posteriormente, comprovou-se que o antígeno SH descrito por Prince AM era o 

mesmo antígeno Austrália de Blumberg.  

No mesmo ano da descoberta de Prince AM, outro americano, e pertencente a equipe de 

Blumberg, chamado Bayer M analisou por microscopia eletrônica o soro de um portador crônico 

do antígeno Austrália e encontrou numerosas partículas, algumas esféricas e outras tubulares. As 

esféricas mediam cerca de 22nm de diâmetro, enquanto as tubulares cerca de 22nm de largura e 

150nm de comprimento (Blumberg, 2003). Tais partículas reagiam com o soro dos pacientes 

convalescentes de hepatite, sugerindo que o AgAu estaria presente na sua superfície (Blumberg, 

2003). Estudos posteriores revelaram que as partículas encontradas por Bayer M eram apenas um 

produto da síntese em excesso do antígeno de superfície pelos hepatócitos infectados (Blumberg, 

2003). Tais partículas seriam na realidade, invólucros virais vazios não infectivos.  

Finalmente, em 1970, foi demonstrada por microscopia eletrônica em soros positivos para 

o antígeno Austrália, uma terceira partícula de forma esférica e medindo cerca de 42nm (Dane et 

al., 1970). Em 1971, Almeida e cols caracterizaram o que chamaram de partícula de Dane, o 

pacote viral completo do VHB (Almeida et al., 1971; Reuben, 2002).  

A primeira publicação sobre a presença do AgAu no Brasil deu-se em 1970, por Salzano 

& Blumberg. Estudando amostras de pacientes brasileiros para o referido antígeno, os autores 

revelaram uma prevalência de 0,5% entre indivíduos sadios, 0% entre portadores de hanseníase, 

de 4% entre portadores de leucemia, com prevalência total de 0,6% para o AgAu. Grande parte 

das amostras estudadas pertencia a indivíduos e pacientes nativos de Porto Alegre/RS e 

Florianópolis/SC (Salzano & Blumberg, 1970). Em 1973, estudos realizados na região 
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Amazônica brasileira revelaram pela primeira vez a presença do antígeno Austrália entre a 

população residente na zona rural do estado do Amazonas (Bensabath & Boshell, 1973). 

Uma provovável suposição para a disseminação da hepatite B na região Amazônica 

brasileira pode ter sido pelo emprego em massa da vacina contra a febre amarela nas décadas de 

40 e 50, utilizando ainda vacinas derivadas de plasma humano e seringas e agulhas não 

descartáveis, servindo de veículo responsável pela disseminação e propagação da infecção pelo 

VHB e vírus da hepatite D (VHD) entre a população. Outro provável veículo de transmissão do 

VHB nesta região, área sabidamente endêmica de infecção pelo VHB e consequentemente o 

VHD, seria o uso de lancetas não descartáveis para fins de punção digital no diagnóstico da 

malária (Fonseca, 2010).  

 

2.2 Biologia dos vírus da hepatite B  

 

A hepatite B é uma doença infecciosa viral, contagiosa, causada pelo vírus da hepatite B 

(VHB). O agente etiológico é um vírus DNA, hepatovirus da família hepadnaviridae, 

hepatotrópico e não citopático, podendo apresentar-se como infecção assintomática ou 

sintomática (MS, 2002; Ferreira, 2004; MS, 2005; Fonseca, 2007). 

O VHB é uma partícula esférica de 42nm de diâmetro constituída por um envoltório 

lipídico externo que contém o antígeno de superfície do VHB (HBsAg), o qual induz a formação 

de anticorpos específicos, anti-HBs, e uma estrutura interna central densa (Core) ou 

nucleocapsídeo de forma icosaédrica (Almeida et al, 1971). Essa estrutura central possui uma 

proteína (HBcAg) que induz a formação de anticorpos específicos (anti-HBc) pelos indivíduos 

infectados (Blumberg, 2003). O HBcAg não é secretado, sendo por isso muito difícil sua 

detecção no sangue circulante, diferente do que ocorre no fígado infectado, onde é abundante. Na 

zona central da partícula observa-se outro antígeno denominado antígeno “e” (HBeAg), que é 

secretado e que pode ser detectado no sangue (Magnius & Spmark, 1972; Hatzakis et al., 2006). 

O antígeno “e” está associado à replicação e infectividade viral e induz a formação de anticorpos 

específicos (anti-HBe), que pode indicar o fim da fase replicativa na vigência da infecção aguda 

(Alexander, 1990; MS, 2005; Hatzakis et al., 2006). A estrutura do vírus é destacada na Figura1. 
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O genoma do VHB é constituído por um DNA circular de fita parcialmente dupla com 

aproximadamente 3.200 pb de comprimento e quatro genes descritos pelas letras: S, C, P e X. O 

gene S codifica o HBsAg, que está dividido em pré-S1 a proteína grande (L), pré-S2 proteína 

intermediária (M) e S que codifica a proteína menor (S). O gene C e a região pré-C (pré-core) 

codificam o HBcAg e o HBeAg, respectivamente. O gene P codifica a DNA-polimerase que 

possui atividade de transcriptase reversa e o gene X com função pouco esclarecida codifica 

proteínas transativadoras responsáveis pela regulação de promotores virais e celulares (Gonçales 

& Gonçales Jr, 2006; Santos et al., 2010; Han et al., 2011). Na Figura 2 é possível visualizar a 

constituição do genoma do VHB. 

 A heterogeneidade do VHB classifica os vírus em genótipos, subtipos e subtipos 

sorológicos. Atualmente são descritos oito genótipos do VHB identificados pelas letras A, B, C, 

D, E, F, G e H. Recentemente dois novos genótipos estão em estudo, I e J, que são considerados 

provisoriamente em vários trabalhos (Tatematsu et al., 2009; Phung et al., 2010; Yu et al., 2010). 

Estes genótipos estão divididos em pelo menos 24 subtipos, exceto para E e G para os quais não 

são descritos subgrupos. Ainda no âmbito da classificação do VHB e com base na 

heterogeneidade antigênica do HBsAg, nove subtipos sorológicos são descritos: ayw1, ayw2, 

ayw3, ayw4, ayr, adw2, adwq, adr e adrq (Adrian et al., 2011). Esta diversidade tem grande 

importância na distribuição geográfica e muito auxilia ao traçar rotas epidemiológicas de 

disseminação e evolução molecular, também os diferentes genótipos podem interferir no curso 

Figura 1. Estrutura dos vírus da hepatite B 
        Fonte: Adaptado de Mark Waer, 2010 
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natural da doença, severidade, complicações e sucesso na terapia.  (Adrian et al., 2011; Jia-

Horng, 2011).  

O genótipo A circula principalmente na Europa, América do Norte, África e Índia. Os 

genótipos B e C são predominantes no Leste e Sudeste da Ásia, e Austrália. O genótipo 

D é encontrado no Oriente Médio e países mediterrânicos. O genótipo E parece ser predominante 

na Africa Ocidental (Kumar et al., 2011). O Genótipo G foi caracterizado em amostras dos EUA, 

México e França, o genótipo F (específicos dos índigenas na América do Sul) e genótipo do tipo 

H encontrado exclusivamente na América Central e Sul (Mello et al., 2007; Alvorado-Mora et 

al., 2011; Dias et al., 2012; Castilho et al., 2012). O genótipo I foi isolado no Vietnã e Laos 

(Phung et al., 2010; Yu H et al., 2010) e o genótipo J foi identificado no Japão (Tatematsu et al., 

2009). No Brasil o genótipo A é o mais prevalente, mas também circulam os genótipos B, C, D e 

F o que reflete uma etnia diversificada da população, revelando ser um país modelo para estudos 

de genética de populações e suas relações com os diferentes genótipos do VHB (Santos et al., 

2010; Alvarado-Mora et al., 2011).  

Existem evidências que a heterogeidade do VHB pode diferir em suas propriedades 

patogênicas e a interferência dos genótipos na evolução da hepatite B não apresenta um padrão 

necessariamente universal. A identificação dos genótipos passa a ser importante, uma vez que 

estes podem estar relacionados com diferenças na evolução clínica da infecção, na resposta ao 

tratamento antiviral além de auxiliar no prognóstico diante da doença (Santos et al., 2010; Dény 

& Zoulim, 2010). 

Estudos demonstraram que portadores do VHB com genótipos A e B apresentaram 

melhor resposta ao interferon (INF) quando comparados aos genótipos C e D. A avaliação dos 

genótipos E, F e H, frente à terapia com INF revelou uma maior sensibilidade a droga que o 

genótipo G (Dény & Zoulim, 2010; Chin-Lin & Jia-Horng, 2011; Jia-Horng, 2011). A severidade 

da hepatite B e a ocorrência de carcinoma hepatocelular (HCC) podem estar fortemente ligadas 

ao genótipo do VHB, levando em consideração a etnia, sexo do paciente e a prevalência do 

genótipo viral circulante na região. Muitos estudos apontam para o genótipo C como causador de 

doença mais severa no fígado e ao desenvolvimento de HCC (Guirgis et al., 2010; Jia-Horng, 

2011; Zhang & Cao, 2011). 

A interferência do genótipo D do VHB sobre uma doença mais grave, na ocorrência de 

HCC e cirrose hepática, comparado ao genótipo A, também a tendência de desenvolvimento de 
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HCC em pacientes jovens é assunto na literatura, porém a discussão permanece em aberto. O 

genótipo F tem sido associado em um volume considerável de publicações com uma hepatite 

mais severa em pacientes mais jovens e ao desenvolvimento de HCC, além de estar associado a 

altos índices de mortalidade quando comparado a outros genótipos (Guirgis et al., 2010). 

A infecção oculta do VHB e sua relação com os genótipos não tem sido assunto de grande 

destaque na literatura, um estudo na Itália demonstrou que os genótipos A e D foram mais 

prevalentes na infecção oculta pelo VHB em pacientes (HBsAg negativos) co-infectados com o 

HIV e HCV (Raffa et al., 2007). Outro trabalho, também com poucos casos, demonstrou 

pacientes que apresentaram infecção oculta pelo VHB e estavam infectatdos com genótipo D 

(Pinarbasi et al., 2009) e no México outro achado foi genótipo H (García-Montalvo & Ventura-

Zapata, 2011).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3 Epidemiologia da infecção pelo vírus da hepatite B 

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que a infecção pelo VHB afeta cerca de 

2 bilhões de pessoas no mundo e mais de 350 milhões destes apresentam infecção crônica em 

diferentes estágios da doença. Sendo assim, a OMS classifica a prevalência da infecção pelo 

Figura 2. Constituição do genoma do VHB com suas estruturas gênicas 
Fonte: Neiva & Fernando, 2006 
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VHB em alta: quando está superior a 8% da população, intermediária: quando estiver entre 2% e 

7% e baixa: quando inferior a 2% (WHO, 2009; Hwang & Cheung, 2011). 

A infecção pelo VHB exibe alta prevalência para o HBsAg (8-15%) no Sudoeste Asiático, 

China, Filipinas, África, Bacia Amazônica, Oriente Médio, onde 75% da população, infecta-se 

precocemente na infância. Uma prevalência intermediária (2-7%) é observada no leste Europeu, 

Ásia Central, Japão, Israel e ex-União Soviética onde mais de 50% da população teve uma 

infecção pelo vírus no passado, enquanto, uma baixa prevalência (< 2%), é encontrada na 

América do Norte, Europa Ocidental, Austrália e Sul da América Latina (Lavanchy, 2004; Jilin 

Hou et al., 2005; Hwang & Cheung, 2011),  a prevalência da hepatite pelo mundo está 

representada na Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um estudo de base populacional das infecções pelos vírus das hepatites no Brasil, país de 

prevalência moderada para o VHB, registrou uma prevalência de (0,37%) para o HBsAg, (7,4%) 

para o anti-HBc e (76,7%) para o anti-HBs. Na região Norte do país considerada de alta 

prevalência para o VHB foi observado uma prevalência de (0,03%) para o HBsAg, (10,9%) para 

Figura 3. Prevalência da infecção pelo vírus da hepatite B no mundo 
Adaptado de WHO, 2010 
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o anti-HBc e destes (78,4%) foram reativos para o anti-HBs (Pereira et al., 2010; Ximenes et al., 

2012). Um estudo realizado no Oeste da Amazônia brasileira registrou que 79,1% da população 

apresentaram evidência de sorologia para infecção do VHB e 10,2% apresentaram infecção 

crônica. A presença do anti-HD foi de 7,3% entre os indivíduos com anti-HBc positivos e 21,7% 

entre os indivíduos com HBsAg positivos (Castilho et al., 2012).  No estado do Amazonas as 

prevalências na população geral para o HBsAg podem variar de 2% a 9% e para anti-HBc de 5% 

a 76% (Braga, et al., 2005; Ei KHouri et al., 2010; Braga et al., 2012). A região Amazônica é 

caracterizada como uma das regiões do mundo de maior ocorrência da hepatite B e suas 

consequências. As transmissões horizontal e vertical são fortes fatores de risco na propagação e 

manutenção da doença nesta região (Ei Khouri et al., 2010). Com toda a sua diversidade étnica, 

econômica e regional, a infecção pelo VHB também tem distribuição muito heterogênea no 

Brasil, com tendência a aumentar no sentido Sul-Norte (Souto et al., 2004). De modo geral, a 

Região Sul do Brasil é considerada área de baixa prevalência, enquanto a Amazônia está entre as 

regiões de maior prevalência do mundo, em especial a Amazônia Ocidental, em uma área 

correspondente aos Estados do Acre, Rondônia, Roraima e no Amazonas. Entretanto, esse padrão 

não deve ser generalizado, uma vez que já foram identificadas áreas de prevalência elevada no 

Espírito Santo, Paraná e Santa Catarina, e de baixa prevalência no estado do Amazonas (Brasil et 

al., 2003; Voigt et al., 2010; Ei khouri et al., 2010). Os municípios situados nas calhas dos rios 

Juruá, Purús e Médio Solimões no estado do Amazonas são considerados as áreas de maior 

endemicidade, com taxas significativamente elevadas (Braga et al., 2005; Bensabath & Leão, 

2007; Júnior et al., 2008, Braga et al., 2012). As taxas de infecção passada variam de 21% em 

Manaus (Ei khouri et al., 2010) e 66% no interior do estado do Amazonas (Paula et al., 2001). 

 

2.4  Transmissão  

 

O VHB está presente no sangue de indivíduos infectados, tanto na fase aguda da doença, 

como nas formas crônicas e durante o período de recuperação (convalescença). Além disso, o 

VHB pode ser detectado em outros fluidos corporais em baixos títulos, como na urina, na saliva, 

fluido nasofaringeano, sêmem e fluido menstrual. O VHB é aproximadamente 100 vezes mais 

infectante do que o HIV e 10 vezes mais do que o VHC (Silveira et al., 1999; Ferreira, 2004; 

Lavanchy, 2004). 



23 
 

 

A transmissão ocorre principalmente por via parenteral (transfusão de sangue e 

hemocomponentes), por meio de relações sexuais, transplantes de órgãos ou tecidos, além de 

vertical ou percutânea como, em intervenções odontológicas e cirúrgicas, hemodiálise, tatuagens, 

perfurações de orelha, piercings, uso de drogas com compartilhamento de seringas, agulhas ou 

outros equipamentos, acidentes perfuro cortantes, entre outros (Decker, 1993; CDC, 2003, 

Silveira et al., 2003; Focaccia, 2007; Deneluz et al., 2010; Hwang & Cheung, 2011).   

Depois do contato com o vírus aproximadamente 5% a 10% dos indivíduos adultos 

infectados cronificam. Caso a infecção ocorra por transmissão vertical, o risco de cronificação 

nos recém-nascidos de gestantes com evidências de replicação viral (HBeAg reagente e/ou DNA-

VHB >104 cópias) é cerca de 70 a 90%, sugerindo que a imunidade é importante para eliminar a 

infecção, e entre 10 a 40% nos casos sem evidências de replicação do vírus (Malika et al., 2010). 

Cerca de 70 a 90% das infecções ocorridas em menores de 5 anos cronificam e 20 a 25% dos 

casos crônicos com evidências de replicação viral evoluem para doença hepática avançada 

(cirrose e HCC) e menos de 1% evoluem para uma hepatite fulminante (MS, 2005; Jilin Hou et 

al., 2005; Candotti & Allain, 2009; Hwang & Cheung, 2011). 

 

 

2.5 Infecção Oculta pelo VHB  

 

Os indivíduos que entraram em contato com o VHB e não realizam clearance viral podem 

evoluir para diferentes estados de persistência viral da hepatite B que são classificados em: 

hepatite B crônica, portador inativo e hepatite B oculta.  

A infecção oculta pelo VHB (IOB), silenciosa ou latente é caracterizada pela presença do 

DNA-VHB no sangue e/ou fígado de indivíduos com sorologia HBsAg negativo, cursando na 

maioria das vezes com viremia baixa com níveis de DNA-VHB <103 UI/mL. A IOB é dividida 

em dois grupos, de acordo com perfil dos anticorpos do VHB, são eles: soropositivos (anti-HBc+ 

e/ou anti-HBs positivos) e soronegativos (anti-HBc+ e anti-HBs negativos) (Lok ASE, 2004; 

Raimondo et al., 2007; Purnak & Ozaslan, 2010; Wolf et al., 2011; Rotch et al., 2012).  

Os casos de anti-HBc isolado passaram a ser estudados e podem ser consequência de 

diversos fatores: i) reações sorológicas falso-positivas: são mais frequentes nas regiões com baixa 

prevalência da infecção pelo VHB e devem ser suspeitadas quando ocorrem em títulos baixos nas 
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reações imunoenzimáticas, com densidade óptica da amostra próxima ao ponto de corte da 

reação; ii) período da janela imunológica: observada nas infecções agudas em resolução ou 

evolução, quando o HBsAg já se negativou e o anti-HBs ainda não é detectado, surgindo algumas 

semanas depois; iii) expressão de imunidade tardia: quando os níveis do anti-HBs decaem abaixo 

do limite de detecção dos testes e o anti-HBc permanece positivo, provavelmente em razão da 

maior imunogenicidade do HBcAg; iv) infecção crônica, onde a positividade do anti-HBc pode 

ocorrer concomitantemente com uma carga viral baixa do VHB, e o HBsAg não é detectado 

pelos métodos sorológicos habituais, passando a ser IOB (Allain, 2004; Chemin & Trepó, 2005; 

Zanetti et al., 2006; Ocana et al., 2011).  

A IOB é constantemente observada entre os mais diversos estágios clínicos da infecção e 

doença ocasionada pelo vírus B, tais como: portadores inativos, hepatite crônica, cirrose hepática, 

HCC. Em áreas endêmicas de infecção pelo VHB, como a região Amazônica brasileira, um 

número significativo de pacientes com cirrose hepática apresentam-se negativos para o HBsAg 

(68,4%) e sorologicamente positivos para o anti-HBc total isolado ou associado ao anti-HBs 

(Nascimento et al., 2008; Júnior et al., 2008; Ei Khouri et al., 2010; Braga et al., 2012). 

O desenvolvimento da biologia molecular, técnicas de detecção de ácidos nucleicos 

(NAT) e um melhor conhecimento da variabilidade genética do vírus da hepatite B, conduziram a 

uma revisão nos padrões laboratoriais e clínicos principalmente na interpretação dos perfis 

sorológicos desta doença. Anteriormente o HBsAg era considerado um marcador sorológico 

essencial para o diagnóstico da hepatite B e o anti-HBc IgG ou total evidenciavam uma infecção 

prévia e/ou remissão da doença. Porém, há duas décadas alguns fatores chamaram atenção, 

principalmente em bancos de sangue onde pacientes que receberam transfusão sanguínea 

positivas para o anti-HBc, sendo negativo para o HBsAg e anti-HBs, resultaram em infecção pelo 

VHB. O risco transfusional parece ter relação com as taxas de endemicidade do VHB das regiões 

expostas (Candotti & Allain, 2009). Um inquérito internacional realizado em 2002 envolvendo 

11 países levantou a estimativa do risco da transmissão do VHB por milhão de doações, 

verificou-se que nos países de baixa endemicidade o risco variou entre 0.69-8.69. Em áreas de 

moderada a alta endemicidade houve uma variação de 7.5-15.8 e 30.6-200, respectivamente 

(Candotti & Allain, 2009; Niederhauser, 2011). 

A IOB sendo uma realidade e motivo de grande preocupação, especialmente em bancos 

de sangue pelo elevado risco de transmissão, apesar dos cuidados oferecidos pela triagem 
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sorológica, vários estudiosos procuram explicar qual ou quais são os mecanismos moleculares ou 

imunológicos que poderiam desencadear a infecção oculta pelo VHB. Porém, diversas hipóteses 

são propostas e as mais aceitas seriam: mutações na região S, no core e X dos genes do VHB; 

integração do DNA-VHB no genoma do hospedeiro; formação de imunocomplexos circulantes 

contendo o VHB; alteração da resposta imune do hospedeiro ao VHB; superinfecção e 

interferência por outros vírus (Allain, 2004; Lok ASE, 2004; Raimondo et al., 2007; Allain & 

Candotti, 2011; Samal et al., 2012).  

O impacto clínico da IOB pode ser observado nas seguintes circunstâncias: reativação do 

VHB entre pacientes usando drogas imunossupressoras, levando inclusive a uma hepatite 

fulminante; reativação na hepatite B crônica; desenvolvimento de HCC; maior gravidade da 

doença hepática crônica ocasionada pelo VHC em co-infecção com o VHB. Além disso, fatores 

geográficos, epidemiológicos e étnicos podem também contribuir para a prevalência da IOB (Lok 

ASE, 2004; Raimondo et al., 2007; Yang et al., 2010; Galy et al., 2011; Manzano-Alonso & 

Castellano-Tortajada, 2011). A presença isolada do anti-HBc total em pacientes infectados pelo 

HIV é bastante significativa e pode variar de 10% a 45% (Puoti et al., 2006; Koziel & Peters, 

2007). A positividade para o DNA-VHB nesse grupo é frequente, caracterizando assim uma 

provável IOB (Puoti et al., 2006). 

  

2.6 Risco de Transmissão Transfusional 

 

Houve um grande aumento da propagação da hepatite B entre os hemofílicos a partir de 

1962, quando foi desenvolvido o primeiro concentrado de fator anti-hemofílico (fator VIII) para 

o tratamento da hemofilia A (Gaze et al., 2006). Com a descoberta do VHB e o desenvolvimento 

de testes sorológicos para triagem em bancos de sangue, foram conseguidos grandes avanços no 

controle da transmissão transfusional a partir de 1971, e com a evolução dos testes e descobertas 

de novos antígenos, tornando-se mais rigorosa em 1987. Além disso, o maior rigor da triagem 

clínica e a introdução dos processos industriais de inativação viral e da disponibilidade de uma 

vacina segura e eficaz contra a hepatite B em meados da década de 1980, representaram avanços 

importantes na prevenção e redução das hepatites virais, dentro e fora dos bancos de sangue 

(Gaze et al., 2006; Laperche & Pillonel, 2007). 
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Os testes para a detecção do HBsAg continuam sendo a primeira escolha para interromper 

a transmissão transfusional do vírus B e são aplicados na triagem sorológica em todos os países. 

Como existem casos de portadores do VHB com HBsAg negativo, devido aos baixos títulos ou 

devido à presença de mutantes de escape do VHB, a pesquisa do anti-HBc se mantém na triagem 

sorológica de doadores de sangue. Isso representa um aumento importante no total de bolsas 

descartadas por apresentarem reatividade para este parâmetro (Candotti & Allain, 2009; Launay 

et al., 2011). No entanto, a transmissão do VHB por transfusão de sangue ainda é possível de 

ocorrer, principalmente quando os doadores de sangue aprensentam-se assintomáticos e com 

HBsAg negativo durante o período da janela imunológica (Allain, 2004; Jilin Hou et al., 2005).  

Vários estudos evidenciaram infecção pós-transfusão de hemocomponentes e transplantes 

de órgãos a partir de doadores anti-HBc total isolado (Mosley et al., 1995; Uemoto et al., 1998; 

Allain, 2004; Chemin & Trepó, 2005; Panigrahi et al., 2010), com taxas de infectividade 

alcançando 17% (Mosley et al., 1995). Diante deste risco, o teste de detecção de ácidos nucleicos 

(NAT) foi introduzido em países como: Alemanha, Canadá, Japão, EUA, países da Europa etc. 

(Yang et al., 2010; Roth et al., 2012). O rastreamento do DNA-VHB tem sido um potencial 

mecanismo para reduzir significativamente a infecção no período da janela imunológica e revelar 

a IOB (Allain, 2004; Wendel, 2007; Wendel et al., 2008; Hollinger, 2008; Candotti & Allain, 

2009; Hollinger & Dodd, 2009). Para um diagnóstico preciso da IOB, é necessário o uso de 

técnicas da PCR ultra-sensível com limites de detecção menores que 105 cópias/mL do DNA-

VHB. (Launay et al., 2011; Chen et al., 2012). 

Em muitos países, a triagem de doadores de sangue contra doenças transmissíveis é 

realizada utilizando-se critérios epidemiológicos e sorológicos. No Brasil estima-se que 5% a 

10% das doações de sangue são testadas pela tecnologia para VHC, HIV-1 e VHB em bancos de 

sangue privados (Roth et al., 2012). Desde 2011 os hemocentros do sistema público estão em 

fase de implantação do NAT para VHC e HIV-1 sendo que a triagem molecular para o VHB não 

está prevista para o primeiro momento. No Brasil foram descritos dois pacientes 

imunodeficientes que receberam transfusão a partir de um único doador soronegativo para 

marcadores da infecção pelo VHB que apresentaram DNA-VHB reativos (Wendel et al., 2008). 

Conforme a normatização da hemoterapia no Brasil é preconizado que se deve descartar 

as unidades de hemocomponentes que apresentem reatividade aos marcadores HBsAg e/ou anti-

HBc. Em regiões endêmicas há um alto nível de rejeição de bolsas de sangue devido à presença 
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destes marcadores sorológicos, consequentemente levando a um comprometimento da 

disponibilidade dos estoques de sangue e hemocomponentes, ocasionando aumento no custo do 

processo (MS, 2010). A soroprevalência dos marcadores para hepatite B em doadores de sangue 

no estado do Amazonas apresenta importantes variações entre a capital e os municípios do 

interior do Estado. A prevalência dos marcadores HBsAg e anti-HBc entre doadores de Manaus é 

0,3% e 3,6% respectivamente. No interior do estado a prevalência é bem mais alta sendo em 

média 0,6% para o HBsAg e 31,7% para anti-HBc (FHEMOAM, 2010). A região Amazônica é 

caracterizada como uma das regiões do mundo de maior ocorrência da hepatite B e suas 

consequências. A transmissão horizontal e vertical são fortes fatores de risco para a propagação 

da doença nesta região (Ei Khouri et al., 2010). Faz-se de grande necessidade o conhecimento da 

prevalência da IOB na região Amazônica, para melhor compreender o seu papel patogênico e 

suas repercussões clínicas. 

 

2.7 Quadro Clínico 

 

Após entrar em contato com o VHB o indivíduo pode desenvolver um quadro de hepatite 

aguda, podendo apresentar formas clínicas assintomática e sintomática. No primeiro caso, as 

manifestações clínicas estão ausentes ou são bastantes leves e atípicas, simulando um quadro 

febril. No segundo caso, a apresentação é típica, com os sinais e sintomas característicos da 

hepatite como febre, icterícia e colúria (Ferreira, 2004; MS, 2008). 

A hepatite aguda tem aspectos clínicos e virológicos limitados aos primeiros seis meses 

da infecção. Consiste de três fases: Prodrômica ou pré-ictérica: com aparecimento de febre, aste-

nia, dores musculares ou articulares e sintomas digestivos, tais como: anorexia, náuseas e 

vômitos, perversão do paladar, às vezes cefaléia. A evolução é de mais ou menos quatro semanas. 

Eventualmente essa fase pode não acontecer, surgindo a icterícia como o primeiro sinal. Ictérica: 

abrandamento dos sintomas digestivos e do surgimento da icterícia que pode ser de intensidade 

variável, sendo, às vezes, precedida de colúria. A hipocolia pode surgir por prazos curtos, sete a 

dez dias, e às vezes se acompanha de prurido. Convalescença: desaparece a icterícia e retorna a 

sensação de bem-estar. A recuperação completa ocorre após algumas semanas, mas a astenia 

pode persistir por vários meses (MS, 2008). 
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A hepatite crônica consiste da persistência do VHB após os seis meses do início da 

infecção. Os indivíduos com infecção crônica funcionam como reservatórios do VHB, tendo 

importância epidemiológica por serem os principais responsáveis pela perpetuação da 

transmissão (Jilin Hou et al., 2005; Hwang & Cheung, 2011). Os sintomas, quando presentes, são 

inespecíficos, predominando fadiga, mal-estar geral e sintomas digestivos. Somente 20 a 40% dos 

casos têm história prévia de hepatite aguda sintomática. Em uma parcela dos casos crônicos, após 

anos de evolução, pode aparecer cirrose, com surgimento de icterícia, edema, ascite, varizes de 

esôfago e alterações hematológicas. A hepatite B crônica pode também evoluir para 

hepatocarcinoma sem passar pelo estágio de cirrose (Lavanchy, 2004; MS, 2005, Jilin Hou et al., 

2005). 

 

2.8 Resposta Imune  

 

O VHB causa doença hepática de graus de severidade que podem variar entre os 

indivíduos. Isto é possível devido a fatores do hospedeiro, como a resposta imune inata, a 

resposta humoral e a celular, como também a fatores virais, como diferentes genótipos, mutações 

do VHB e a carga viral (Bertoletti & Gerhring, 2006). 

O fígado é composto por células parenquimatosas, hepatócitos (aproximadamente 80% 

das células do fígado), e células não-parenquimatosas, em ordem decrescente, células endoteliais 

sinusoidais, os linfócitos intra-hepático incluindo: Natural Killer (NK), células Natural Killer T 

(NKT), células de Kupffer (KC), as células biliares, células estreladas hepáticas e células 

dendríticas (Gao et al., 2008). 

Na infecção pelo VHB, a resposta inata é induzida após a primeira semana de infecção e é 

mediada pelas próprias células infectadas que reconhecem a presença do vírus e respondem com 

a produção de Interferon tipo I (IFN-I). Esses vírus são apresentados por células apresentadoras 

de antígenos (APCs), normalmente são as células dendríticas da imunidade inata, mas sem 

descartar uma possível participação de outras células como: KC, NK, NKT, as quais produzem 

citocinas e quimiocinas com propriedades antivirais (IFN-α, IFN-β, IFN-λ, TNF-α) ou que são 

destinadas a atrair e estimular células do sistema imune adaptativo (IL-2, IL-6, IL-10). As células 

não-profissionais como céluas endoteliais sinusoidais, células estreladas hepáticas e hepatócitos 

também podem ter funções imunomoduladoras secretando citocinas ou quimiocinas em resposta 
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à infecção (Crispe, 2009). Em geral, as células infectadas podem detectar a presença de 

componentes virais ou padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), através dos 

receptores de reconhecimento padrão (PRRs), que podem ser: Toll-like (TLRs), Helicases RIG-

like (RLHs) ou receptores Nod-like (NLRs) (Akira et al., 2006; Kawai & Akira, 2006), os quais 

produzem o antiviral Interferon do tipo I (IFN-I: IFN-α e IFN-β), assim como outras citocinas 

pró-inflamatórias (IL-1ß, IL-6) (Randall & Goodbourn, 2008; Martinon et al., 2009).  

O reconhecimento dos antígenos são feitos pelos TLRs na superfície celular ou nas 

membranas dos lisossomas / endossomas, enquanto patógenos que invadem o citosol, são 

detectados por PRRs citoplasmático como RLHs ou NLRs (Akira et al., 2006; Kawai & Akira, 

2006). Vários TLRs são expressos em células parenquimatosas e não parenquimatosas do fígado 

(Zarember & Godowski, 2002). Os hepatócitos expressam mRNA para todos os TLRs (Liu et al., 

2002; Nishimura & Naito, 2005), enquanto KCs e células estreladas hepáticas expressam TLR4 e 

TLR2 (Paik et al., 2003; Ojaniemi et al., 2006). No caso dos linfócitos T e células NK expressam 

TLR1, 2, 4, 5 e 9, enquanto que as células B expressam altos níveis de TLR1, 6, 7, 9 e 10 

(Hornung et al., 2002).  

As células dendríticas podem ser mielóides (mDC) ou plasmacitóides (pDC), ambas 

reconhecem e apresentam os antígenos às células T, que tem como função a eliminação dos 

antígenos. As células dendríticas são distintas em sua expressão de TLRs e perfis de produção de 

citocinas (Hornung et al., 2002). As pDC expressam TLR7 e 9 e produzem grandes quantidades 

de IFN-α, enquanto mDCs expressam TLR2, 3, 4, assim como 9 e produzem citocinas pró-

inflamatórias e IFN-β (Hornung et al., 2002; Vogel et al., 2003). Embora praticamente todos os 

tipos de células do fígado expressam TLRs, o padrão de expressão de NLRs em hepatócitos não é 

conhecido (Vogel et al., 2003).  

O efeito direto do antiviral IFN-I é exercido por uma variedade de efetores expressos de 

genes cuja transcrição é diretamente estimulada por IFNs (IFN-genes estimulados) (Randall & 

Goodbourn, 2008; Martinon et al., 2009). O efeito indireto do antiviral IFNs-I é devido ao seu 

efeito estimulante sobre as células do sistema imune inato e adaptativo (Crispe, 2009). VHB pode 

estabelecer-se evadindo-se de forma eficiente do sistema imune inato. No entanto, permanece 

incerto se VHB provoca uma resposta inata em hepatócitos infectados, enquanto escapa das 

células profissionais da imunidade inata (Malika et al., 2010).  
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A resposta humoral contra o VHB aparece por volta da décima semana após a infecção e 

é fundamental para eliminação do VHB na fase aguda. Ela está associada a diferentes fases e 

evolução da infecção. Os anticorpos contra o HBeAg nas fases iniciais da infecção indicam 

doença auto-limitada, associada a lesão hepática leve, normalização da atividade das 

aminotransferases e diminuição da carga viral do VHB. Anticorpos contra as glicoproteínas da 

região S são neutralizados com aparecimento dos anticorpos específicos anti-HBs produzidos por 

linfócitos B e estes estão associados à proteção contra novas infecções pelo VHB (Rehermann, 

2003).  

 

2.9 Tratamento 

 

Nenhuma forma de tratamento específico encontra-se indicado nas formas agudas 

sintomáticas da hepatite B. Sabe-se que aproximadamente 95% dos pacientes evoluem para a 

cura espontânea da infecção com aparecimento dos anticorpos anti-HBs, indicativos da resolução 

do processo (MS, 2009).  

O tratamento na fase aguda da doença consiste em acompanhamento ambulatorial e 

repouso relativo, já na fase crônica o tratamento medicamentoso está indicado para algumas fases 

da doença crônica e, devido à sua complexidade, deve ser realizado em ambulatório especializado 

(Ferreira, 2000; Lavanchy, 2004; MS, 2009). O principal objetivo do tratamento é reduzir o risco 

de progressão da doença hepática e de seus desfechos primários, especificamente cirrose, HCC e 

consequentemente, o óbito. 

As opções farmacológicas disponíveis e recomendadas pelo protocolo do Ministério da 

Saúde/2009 para o tratamento da hepatite viral B crônica são: Interferon-alfa, Lamivudina, 

Peguilado Interferon-alfa 2a e 2b, Adefovir Dipivoxil, Entecavir, Telbivudina e Tenofovir 

(Lavanchy, 2004; Giovana et al., 2008; MS, 2009). 

Pacientes com IOB apresentando níveis de DNA-VHB >104 cópias/mL recomenda-se 

monitoramento a cada seis meses e tratamento com medicamentos se necessário. Entretanto, 

alguns pacientes HBeAg positivos e muitos HBeAg negativos apresentam níveis flutuantes de 

DNA-VHB que estão abaixo de 104 cópias/mL. Até hoje, não se conhece, realmente, qual é o 

valor de corte do DNA-VHB que está diretamente associado com doença hepática progressiva. 
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Desta forma, o significado clínico do nível de DNA-VHB no sangue deve ser analisado junto 

com os dados clínicos presentes em cada paciente (Gonçales & Gonçales JR, 2006; MS, 2009). 

 

 

2.10 Diagnóstico Laboratorial 

 
O diagnóstico da infecção é realizado através de testes sorológicos, bioquímicos e 

moleculares. A análise sorológica pode detectar antígenos virais ou anticorpos contra peptídeos 

virais. As técnicas mais utilizadas são por enzimaimunoensaio e quimioluminescência (Ferreira, 

2000; Bushra et al., 2011). 

Os testes bioquímicos permitem avaliar o tipo e o grau de comprometimento hepático e 

servem como indicadores tanto na evolução natural da infecção para a cura bioquímica ou para a 

cronicidade, como para monitorar a eficácia terapêutica dos medicamentos. Os mais utilizados 

são para determinação dos níveis séricos de atividade da: Alanina aminotransferase (ALT), 

Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase Alcalina (FA) e Gama Glutamil Transferase (GGT) 

e também para verificar a concentração das bilirrubinas: Bilirrubina total (BT), Bilirrubina 

indireta (livre), Bilirrubina direta-conjugada (MS, 2005; Bushra et al., 2011). 

Os testes de biologia molecular são utilizados para detectar a presença de ácido nucleico 

do vírus (DNA para o vírus da hepatite B). Os testes podem ser qualitativos (indicam a presença 

ou ausência do vírus), quantitativos (indicam a carga viral presente na amostra) ou de 

genotipagem (indicam o genótipo do vírus). Para realização dos testes de biologia molecular são 

usadas várias técnicas, tais como: Polimerase Chain Reaction ou PCR, hibridização, branched-

DNA ou b-DNA PCR em tempo real, Transcription-Mediated Amplification ou TMA. A 

definição da técnica a ser utilizada depende da informação clínica que se quer obter. São métodos 

com grande utilização na confirmação diagnóstica da infecção viral e no seguimento de pacientes 

com formas crônicas, bem como na avaliação terapêutica daqueles pacientes submetidos a 

tratamento. A técnica da PCR vem ganhando notoriedade devido o seu alto grau de sensibilidade, 

pois é possível diagnosticar o DNA-VHB no período da janela imunológica, onde os títulos de 

HBsAg ainda estão baixos e são indetectáveis através dos testes sorológicos convencionais 

(Ferreira, 2000; Arraes et al., 2003; Silva et al., 2005; Mello et al., 2007; Júnior et al., 2008; 

Wendel et al., 2008; Bushra et al., 2011). 
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    Após a infecção pelo VHB o primeiro marcador sorológico a ser detectado no sangue, 

ainda na fase prodrômica é o HBsAg, após um período de incubação de quatro a 12 semanas, 

seguido pelos anticorpos anti-HBc IgG e IgM, HBeAg aparece concomitante com o HBsAg, 

desaparecendo precocemente em média de 15 dias. Durante o aparecimento do HBsAg observa-

se ao mesmo tempo uma alta viremia do VHB (níveis séricos variando de 109
 a 1010

 virions por 

mililitro). No momento inicial da infecção aguda pelo VHB, 75% a 100% dos hepatócitos podem 

estar infectados (Lee, 1997; Malika et al., 2010). 

Com a resolução da infecção pelo VHB, os antígenos virais HBsAg e HBeAg 

desaparecem da circulação e o anti-HBs começa a ser detectado no soro. Após a resolução da 

infecção, alguns pacientes, mesmo sendo anti-HBs positivo, podem cursar com títulos positivos 

para o DNA-VHB por um longo período de anos ou por toda a vida (Ferreira, 2000; Chu & Lok, 

2002). 

A persistência do antígeno viral HBsAg no sangue por mais de seis meses indica infecção 

crônica pelo VHB. Entre os portadores crônicos do HBsAg a presença do HBeAg indica alta 

replicação viral, contudo sua ausência não pode ser caracterizada como tal, já que pacientes 

HBeAg negativo e anti-HBe positivos, com mutação na região pré-core, podem apresentar 

significativa replicação viral (Hunt et al., 2000; Hatziyannis & Vassilopoulos, 2001; Hatzakis et 

al., 2006). O curso dos marcadores sorológicos da infecção pelo VHB na fase aguda e crônica é 

destacado na Figura 4. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4. Curso sorológico da hepatite B na fase aguda e crônica da doença 

Fonte: MS, 2008 
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São descritos diferentes marcadores sorológicos para infecção da hepatite B: HBsAg, 

HBeAg, anti-HBc IgM, anti-HBc IgG, anti-HBe e anti-HBs que são utilizados no diagnóstico 

laboratorial, sendo a presença dos mesmos interpretadas de acordo com a característica da 

evolução da infecção se aguda ou crônica (MS, 2005; Júnior et al., 2008). A infecção oculta pode 

ser observada nas fases da janela imunológica, expressão de imunidade tardia e infecção crônica 

(Quadro 1). 

 
 
 
   Quadro 1. Interpretação dos resultados sorológicos na infecção por hepatite B 

Interpretação HBsAg HBeAg anti-HBc 
IgM 

anti-HBc  
IgG* anti-HBe anti-HBs 

Susceptível (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
Incubação (+) (-) (-) (-) (-) (-) 

VHB aguda (fase inicial) (+) (+) (+) (+) (-) (-) 
VHB aguda (fase tardia) (+) (-) (+) (+) (+) (-) 

VHB crônica (Ag e+) (+) (+) (-) (+) (-) (-) 
VHB crônica (Ag e-) (+) (-) (-) (+) (+) (-) 
Janela Imunológica (-) (-) (-) (+) (+) (-) (-)** 
VHB aguda (baixa 

antigenemia (-) (-) (+) (+) (+) (-) (-) 

VHB pregressa imune (-) (-) (-) (+) (+) (+) 
Vacinação prévia (-) (-) (-) (-) (-) (+) 

VHB pregressa ou reação 
cruzada (-) (-) (-) (+) (-) (-) 

   *Devido à indisponibilidade comercial deste marcador, utiliza-se o anti-HBc total como teste de triagem. 
   **Com o passar do tempo, o anti-HBs pode estar em níveis indetectáveis pelos testes de laboratórios 
   Fonte: Gonçales & Cavalheiro, 2006 

 

 

2.11 Prevenção 

 
A prevenção da infecção pelo VHB pode ser a partir de estratégias de educação para 

modificação do comportamento  prevenindo a transmissão da doença, controle efetivo dos bancos 

de sangue através da triagem sorológica, imunoprofilaxia passiva e imunização ativa (Jilin Hou et 

al., 2005; MS, 2009).  

A vacina para a hepatite B é altamente efetiva e praticamente isenta de complicações. A 

vacinação não previne apenas a hepatite B, mas também o câncer. Mais de 80 países já adotaram 

a vacinação de toda a população como estratégia de combate à doença. A imunidade costuma 
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durar pelo menos 10 anos, mas pode persistir por toda a vida, podendo ser avaliada por exame de 

sangue (Moreira et al., 2007; Fagundes et al., 2012). 

No Brasil a primeira vacina é administrada ao nascer, a segunda, ao final do primeiro mês 

de vida, e a terceira, aos seis meses. A vacina também é oferecida para pessoas na faixa etária de 

1 a 19 anos, bem como para quem pertence a grupos de risco acrescido, como os 

imunodeprimidos, os profissionais da área de saúde e os profissionais do sexo, em qualquer faixa 

etária (MS, 2009). Está disponível gratuitamente na rede pública de saúde. Não são 

recomendadas "doses de reforço" para a vacina contra a hepatite B, pois mesmo que o nível de 

anticorpos desapareça com o tempo, há memória imunológica duradoura e rápida na produção de 

anticorpos quando há contato com o vírus B. Por esse motivo, não se recomenda a realização de 

sorologia após a vacinação, a não ser em casos especiais (recém nascidos de mãe com hepatite B, 

imunodeficientes, nefropatas em diálise, parceiros sexuais de portadores e profissionais da saúde 

com contato com sangue contaminado). Nesses casos, se a sorologia demonstrou ausência de 

resposta à vacinação (sem títulos protetores de anti-HBs), é possível a realização de uma segunda 

série, com eficácia de cerca de 50% (Sadeck & Ramos, 2004; Moreira et al., 2007; Fagundes et 

al., 2012)  

A imunização ativa contra o VHB constitui o melhor procedimento para a redução da 

prevalência e incidência da infecção. Entretanto entre indivíduos portadores crônicos do VHB, 

residentes em áreas endêmicas de infecção pelo VHD, ou pertencentes a grupos de risco, a 

profilaxia da superinfecção pelo VHD continua representando um desafio (Lopes, 2006; Moreira 

et al., 2007; Fagundes et al., 2012).  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 A FHEMOAM é um hemocentro público, responsável pela coordenação da Hemoterapia 

no estado do Amazonas e está vinculada ao Programa Nacional de Sangue e Hemoderivados do 

Ministério da Saúde. 

 O Ministério da Saúde possui um Plano Nacional de atenção hematológica e medicina 

transfusional que estabelece ações para garantia da qualidade da hemoterapia no país. Entre 

outras diretrizes e metas está traçada a implantação de técnicas de detecção de ácidos nucléicos 

(NAT) na triagem de doadores de sangue em toda a rede nacional para Hepatite C e HIV. Apesar 

da hepatite B ser uma infecção de alta prevalência e grande impacto de morbidade e mortalidade 

(principalmente quando pós-transfusional) esta não está sendo contemplada na agenda nacional 

dentro deste novo plano, deixando uma lacuna a ser preenchida. 

Conforme a normatização da hemoterapia no Brasil é preconizado que se deve descartar 

as unidades de hemocomponentes que apresentem reatividade aos marcadores HBsAg e/ou anti-

HBc. No entanto, a realidade vivida até um passado recente no estado Amazonas diante da alta 

prevalência da infecção pelo VHB e alta frequência do marcador anti-HBc total reativo nas 

doações oriundas do interior do estado, além dos desafios geográficos, levou o serviço de 

hemoterapia locoregional a utilizar por mais de 15 anos de critérios diferenciados de triagem 

sorológica de doadores. A frequência do HBsAg era 0,6% e do anti-HBc total reativo uma média 

(31,7%) nas doações do interior, o que causaria forte impacto de descarte de hemocomponentes e 

de comprometimento da disponibilidade de estoque. Diante disso, com base no papel protetor e 

imunizante do marcador anti-HBs passou-se a utilizar, hemocomponentes HBsAg negativo, anti-

HBc total reativo com marcador anti-HBs reativo ≥ 100mUI/mL. O impacto no processo de 

transmissão da infecção e a análise da frequência de hepatite B oculta nestas doações, no entanto, 

não havia sido estudada. A hepatite B oculta é definida como a detecção do DNA-VHB no 

sangue e/ou fígado de pacientes negativos para o HBsAg geralmente assintomáticos, como os 

doadores de sangue. Esta tem sido implicada como causa de doença hepática crônica. Apesar de 

sua importância clínica potencial, a prevalência da infecção oculta pelo VHB no estado do 

Amazonas ainda é desconhecida. 

Ações dos grupos de pesquisa da FHEMOAM vem atuando nos últimos anos de forma a 

subsidiar as tomadas de decisões dentro do serviço assistencial, contribuindo com evidências 



36 
 

 

científicas para promover melhorias na saúde pública no que diz respeito a hematologia e 

hemoterapia para o estado do Amazonas.  

 Este estudo irá contribuir na promoção de informações críticas do impacto do uso da 

tecnologia de detecção de ácidos nucleicos (NAT) para hepatite B na triagem de doadores de 

áreas endêmicas, promovendo subsídios para preencher esta lacuna. Além disso, este estudo 

estará contribuindo para a equidade do serviço de saúde no interior do estado do Amazonas, 

fortalecendo o SUS nesta região. 
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4. OBJETIVOS 

 

          4.1 Geral 

Analisar nas doações de sangue do interior do estado do Amazonas a presença da infecção 

oculta pelo vírus da hepatite B em amostras anti-HBc total positivas com ou sem o marcador anti-

HBs. 

 

          4.2 Específicos 

 

 Analisar a prevalência do DNA do vírus da hepatite B nas doações de sangue oriundas do 

interior do estado do Amazonas nas regionais estudas com anti-HBc total positivo e 

HBsAg negativo; 

 

 Analisar a associação entre a presença do DNA do vírus da hepatite B com os títulos do 

anti-HBs nas amostras reativas para este parâmetro; 

 

 Descrever os fatores de risco e dados demográficos relacionados à infecção pelo vírus da 

hepatite B nas doações de sangue no interior do estado nas regionais de saúde estudadas.  
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5. METODOLOGIA 

 

5.1 Desenho do Estudo 

 

Tratou-se de um estudo descritivo, observacional, transversal para determinar a 

associação da presença da infecção oculta pelo vírus da hepatite B, em amostras anti-HBc total 

positivas e HBsAg negativas, com ou sem o anti-HBs, nas doações de sangue oriundas do interior 

do estado do Amazonas. 

O desenho do estudo foi baseado na iniciativa “STROBE” - “Strengthening the Reporting 

of Observational Studies in Epidemiology” (Aprimorando a Apresentação de Resultados de 

Estudos Observacionais em Epidemiologia), de acordo com von Elm et al., 2007 e Malta et al., 

2010.  

 

5.2 População de Estudo 

 

  A população de estudo foi composta por candidatos a doação de sangue que se 

apresentaram nas Unidades de Coletas Transfusionais (UCT’s) nas regionais de saúde do Baixo 

Amazonas, Entorno de Manaus, Médio Amazonas, Rio Negro e Solimões e Triângulo, 

totalizando 37 municípios do interior do estado do Amazonas, durante o período de estudo, que 

foi junho de 2011 a junho de 2012.  

 

5.3 Problema: 

 

Entre as doações de sangue do interior do estado do Amazonas, a presença do marcador 

anti-HBs está associada com a ocorrência de hepatite B oculta (presença do DNA do vírus da 

hepatite B em amostras anti-HBc total positivas e  HBsAg negativas)? 
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5.4 Hipóteses: 

 

H1: A presença do marcador anti-HBs (≥100 mUI/mL) está associada com a ocorrência de 

hepatite B oculta. 

H0: A presença do marcador anti-HBs (≥100 mUI/mL) não está associada com a 

ocorrência de hepatite B oculta. 

 

5.5 Grupos de Estudo 

 

Para efeito de realização de análise do ponto de corte/cut-off de positividade do anti-HBs 

de acordo com a rotina estabelecida pela FHEMOAM, as amostras das doações estudadas foram 

divididas em dois grupos: 

 

Grupo A: amostras que apresentarem anti-HBs positivo (≥100 mUI/mL) sendo anti-

HBc positivas e HBsAg negativas. 

 
Grupo B: amostras que apresentarem anti-HBs negativo (≤100 mUI/mL) sendo anti-

HBc positivas e HBsAg negativas. 

 

 

5.6 Área de Estudo  

 

 O estado do Amazonas é o estado brasileiro de maior extensão (1,577,820 Km2) com 

3.350.773 habitantes e Manaus abriga 77% da população do Estado (IBGE, 2010). No momento 

do deliamento deste estudo, o estado do Amazonas era dividido em sete sub-regiões de acordo 

com a calha dos rios e suas características geográficas, são eles: Alto Solimões, Amazonas, Baixo 

Amazonas, Entorno de Manaus, Médio Amazonas, Rio Negro e Solimões e Triângulo 

(Jutaí/Solimões/Juruá), que compreendem 62 municípios (SUSAM, 2010). 

 Um estudo maior prevêr fazer abrangência a todo estado do Amazonas compreendendo 

todas as doações de sangue oriundas no período de execução do mesmo. No entanto, 

considerando o desafio geográfico e as diferenças epidemiológicas regionais no protocolo 

apresentado, foram analisadas as doações de sangue provenientes das seguintes regionais de 



40 
 

 

saúde: Baixo Amazonas, Entorno de Manaus, Médio Amazonas, Rio Negro e Solimões e 

Triângulo, totalizando 5 sub-regiões (Figura 5). As demais áreas geográficas do Amazonas (Alto 

Solimões e Amazonas) serão estudadas paralelamente em outro protocolo do grupo de pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mapa com as sub-regiões das regionais de saúde destacando o Baixo Amazonas, 
Médio Amazonas, Entorno de Manaus, Rio Negro e Solimões e Triângulo do Estado do 

Amazonas 
Fonte: SUSAM, 2010 

 
 

Municípios pertencentes às regionais de saúde deste protocolo: 
[A] Baixo Amazonas: Nhamundá, Maués, Parintins, Barrerinha e Boa Vista do Ramos. 
[B] Entorno de Manaus: Presidente Figueiredo, Rio Preto da Eva, Nova Olinda, Careiro da Varzea, 
Manaquiri, Autazes, Careiro Castanho e Iranduba. 
[C] Médio Amazonas: Urucurituba, Itapiranga, Silves, Itacoatiara, Urucará e São Sebastião do Uatumã. 
[D] Rio Negro e Solimões: Manacapuru, Novo Airão, Anori, Beruri e Anamã. 
[E] Triângulo: Japurá, Marãa, Jutaí, Fonte Boa, Alvarães, Tefé, Uarini, Carauari, Itamarati, Uarini, 
Eirunepé e Envira.  

 

 

 

 

 

A 

B 

C 

D 

E 



41 
 

 

5.7 Cálculo Amostral 

 

Amostragem 

Para realizar o cálculo de magnitude do efeito foram considerados três aspectos: 

 

 Em áreas endêmicas a presença do DNA-VHB em unidades de sangue derivadas de 

amostras anti-HBs positivas (com anti-HBc positivo/HBsAg negativo) ocorre com uma 

prevalência de 1,5% e em amostras anti-HBs negativas com  prevalência de 8%  (Bhatti et 

al, 2007). 

 

 Em áreas não endêmicas a presença do DNA-VHB está presente em unidades de sangue 

derivadas de amostras anti-HBs positivas (com anti-HBc positivo/HBsAg negativo) 

ocorre com uma prevalência de 0,8% e em amostras anti-HBs negativas com prevalência 

de 2,8% (Hollinger, 2008).  

 

 Entre os doadores do interior do estado do Amazonas existe diferença na distribuição dos 

doadores anti-HBs positivos e negativos (anti-HBc positivos/HBsAg negativos), sendo 

esta demonstrada na Tabela 1. 

 
Tendo como base os aspectos apresentados a fim de atribuir maior rigor no cálculo da 

amostra, foram consideradas as magnitudes para o efeito nos dois grupos como demonstrado na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1. Distribuição da população dos dois grupos de estudo e a chance da frequência do 
DNA-VHB na população de doadores do interior do estado do Amazonas 

 

Grupos Prevalência do DNA-VHB 
(Magnitude do Efeito) 

Distribuição da população 
no serviço da FHEMOAM 

Grupo A 
anti-HBs positivo 
(a-HBc+/HBsAg- ) 
 

1,5% 85% 

Grupo B anti-HBs negativo 
(a-HBc+/HBsAg- ) 5% 15% 
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O cálculo do tamanho amostral considerou ser a média de amostras anti-HBc total 

positivas com HBsAg negativas oriundas de doações de todo interior do estado do Amazonas por 

ano de 2.160. Permitindo 80% de poder para detectar 3,5% de diferença entre a prevalência da 

presença do DNA-VHB entre os grupos, assumindo ser de 1,5% no grupo A, utilizando testes 

estatísticos bi-direcional com nível de significância de 0,05 e utilizando o teste do qui-quadrado. 

Foram calculadas 1.411 doações provenientes de doadores que se enquadrarem no grupo A e 235 

doações de doadores que se enquadrarem no grupo B (Tabela 2). 

Foi utilizado 5% de margem no quantitativo do cálculo amostral levando em consideração 

a possibilidade de dificuldades no processo de recrutamento dos doadores de sangue oriundos do 

interior do Estado do Amazonas.   

 

Tabela 2. Tamanho amostral e distribuição nos dois grupos 

       
 

 

    Estimativa: 95% de confiança 

    Nível de significância estatística (α): 0,05     

    Poder (1-β): 0,80  β=0,2 

 

A amostra representada na Tabela 2 corresponde à representação de todo o estado do 

Amazonas. Especificamente para este protocolo que corresponde às regionais de saúde do Baixo 

Amazonas, Entorno de Manaus, Médio Amazonas, Rio Negro e Solimões e Triângulo, a 

amostragem está disposta na Tabela 3 de acordo com a quantidade de doações das áreas 

estudadas.  

Tabela 3. Tamanho amostral e distribuição nos dois grupos para as regionais de 
saúde do Baixo Amazonas, Entorno de Manaus, Médio Amazonas, Rio Negro e Solimões 
e Triângulo 

 
 

 

 

 

 

 

Grupo A (+5%) Grupo B (+5%) Total 
1.411 235 1.646 

Grupo A (+5%) Grupo B (+5%) Total 
838 140 978 
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5.8 Critérios de Elegibilidade   

 

Doações provenientes de:  

 Doadores de sangue das regionais de saúde estudadas neste protocolo com os 

marcadores: anti-HBc positivo e HBsAg negativo  com ou sem anti-HBs;  

 Ambos os gêneros; 

 Com ou sem a presença de marcadores sorológicos para outras patologias.  

 

     5.9 Procedimentos 

 

 De rotina, as amostras de soro de todos os doadores do interior do estado do 

Amazonas são encaminhadas para a FHEMOAM para a realização dos testes sorológicos. Para 

este estudo foi utilizado o método de inclusão consecutiva de doações e busca ativa de doadores 

que se enquadravam nos critérios de elegibilidade. 

   O técnico de cada Unidade de Coleta Transfusional apresentou ao doador(a) de 

sangue a proposta do estudo, seus objetivos, a metodologia a ser utilizada, assim como prestou 

todos os esclarecimentos acerca da realização do mesmo. Neste momento, convidou o candidato 

a participar do estudo e apresentou um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(APÊNDICE A) que foi assinado pelo indivíduo, caso desejasse participar do mesmo. Após o 

consentimento do indivíduo, ainda na sala de entrevista, o colaborador do estudo aplicou um 

Questionário Epidemiológico dirigido por um roteiro padronizado (APÊNDICE B) contendo 

perguntas que abordem aspectos demográficos, sócio-econômicos e epidemiológicos do 

indivíduo para detectar possíveis fatores de risco para hepatite B. Caso o candidato à doação não 

aceitasse participar do estudo, o mesmo continuaria tendo o seu atendimento de rotina do 

processo de triagem e doação de sangue conforme o processo institucional. Depois de realizada a 

entrevista, o técnico encaminhou o doador (a) para uma sala específica onde foi coletado uma 

amostra de 5 mL de sangue venoso em tubo de ensaio sem anticoagulante, devidamente 

identificado. Após coagulação espontânea, foi centrifugado a 3.000 rpm durante 5 minutos; o 

soro foi conservado a -20oC conforme procedimento rotineiro estabelecido e padronizado pela 

FHEMOAM.  Essas amostras juntamente com TCLE e o Questionário Epidemiológico, foram 

embaladas e encaminhadas a FHEMOAM conforme a rotina e logística de transporte já existente. 
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Todos os técnicos das Unidades de Coletas Transfusionais do interior do Estado foram 

previamente treinados e receberam um Manual de Procedimento Operacional Padrão (POP), 

contendo todas as orientações para os procedimentos de abordagem ao doador, entrevista, coleta 

e processamento da amostra e de transporte da mesma. As orientações técnicas também foram 

repassadas durante as visitas realizadas regularmente pelo Departamento de Unidades 

Hemoterápicas do hemocentro. 

Na FHEMOAM todo o material (TCLE, Questionário Epidemiológico e as amostras) 

enviado pelas Unidades de Coletas Transfusionais foi conferido. No laboratório de sorologia da 

FHEMOAM todas as amostras foram submetidas à detecção de marcadores sorológicos do vírus 

da hepatite B (HBsAg e anti-HBc), utilizando o teste imunoenzimático ELISA, que 

posteriormente foi substituído pelo imunoensaio quimioluminencente por micropartículas 

(CMIA) – ARCHITECT® - ABBOTT/Alemanha. Os ensaios foram realizados conforme as 

recomendações do fabricante. Após a realização dos testes de rotina foram preparadas duas 

alíquotas uma para a realização dos ensaios previstos neste estudo e outra para compor soroteca, 

com fins de análises e estudos posteriores, conforme previsto na Portaria 092/2005 – 

GHEMOAM, dos doadores que se enquadrarem nos critérios de elegibilidade. Uma vez que a 

amostra apresentou sorologia reativa para anti-HBc sem presença do HBsAg, a amostra foi 

testada para o marcador anti-HBs com metodologia quantitativa através ARCHITECT® - 

ABBOTT/Alemanha, conforme as recomendações do fabricante, realizado no laboratório 

Distrital Norte da prefeitura de Manaus, Professor Manoel Bastos Lira (kit doado pela Diagnocel 

LTDA).  

Os resultados e o ponto de corte/cut-off dos testes e o título dos anticorpos anti-HBs foram 

registrados em planilha de controle (APÊNDICE C). De todas as amostras foi feita a extração do 

DNA-VHB através do Kit QIAamp® UltrasensTM Virus (Qiagen/USA), no laboratório de 

biologia molecular da Fundação Alfredo da Matta (FUAM). A detecção do DNA-VHB e a 

dosagem da carga viral pela PCR em tempo real, seguindo o protocolo da tecnologia TaqMan, 

foram executadas no laboratório de biologia molecular da Fundação Pró-Sangue/Hemocentro de 

São Paulo.  

O fluxograma metodológico está demonstrado no APÊNDICE D. 
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       5.9.1 Princípio dos testes utilizados  

          

                            Sorológicos 

 

                            ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): o ensaio Murex anti-HBc 

total é baseado em microcavidades revestidas com antígeno core recombinante da hepatite B 

(HBcAg). As amostras e controles são incubados nas cavidades e qualquer anti-HBc presente na 

amostra ou controle liga-se ao HBcAg. Qualquer excesso de anticorpo é então removido por 

lavagem. O Conjugado (anti-HBc monoclonal conjugado com peroxidase de rábano silvestre) é 

então adicionado às cavidades. Uma segunda incubação é realizada durante a qual o conjugado 

liga-se a qualquer HBcAg da superfície da cavidade não bloqueado pelo anti-HBc da amostra 

teste. Após a lavagem para remoção de qualquer conjugado não ligado, uma solução contendo 

3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) e peróxido de hidrogênio é adicionada às cavidades. As 

cavidades que não contêm anti-HBc e portanto conjugado ligado, irão desenvolver uma coloração 

azul/verde que se converte em laranja quando a  reação da enzima é bloqueada com ácido 

sulfúrico. A intensidade da coloração pode ser determinada espectrofotometricamente. A 

intensidade da coloração é maior na ausência de anti-HBc e diminui com o aumento das 

concentrações de anti-HBc na amostra (Procedimento realizado conforme o fabricante). 

 

                HBsAg: o ensaio ARCHITECT® - ABBOTT/Alemanha HBsAg é um 

imunoensaio de duas etapas para detecção quantitativa, usando a tecnologia do imunoensaio 

quimioluminescente por micropartículas (CMIA), para determinar a presença de HBsAg em soro 

ou plasma. Na primeira etapa, amostra e micropartículas paramagnéticas revestidas com anti-

HBsAg são combinadas. O HBsAg presente na amostra liga-se às micropartículas revestidas com 

anti-HBs. Após lavagem, o conjugado de anti-HBsAg marcado com acridina é adicionado na 

segunda etapa. Prosseguindo para outro ciclo de lavagem, as soluções pré-trigger (pré-ativadora) 

e trigger (ativadora) são adicionadas à mistura de reação. A reação quimioluminescente resultante 

é medida em unidades relativas de luz (RLU). A concentração de antígeno de superfície da 

Hepatite B na amostra é determinada usando-se uma curva de calibração do ARCHITECT® 

HBsAg previamente gerada. Se a concentração da amostra for maior ou igual a 0,05 UI/mL, a 

amostra é considerada reativa para HBsAg (Procedimento realizado conforme o fabricante). 
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             anti-HBc total: o ensaio ARCHITECT® - ABBOTT/Alemanha anti-HBc II é um 

imunoensaio de duas etapas para a detecção qualitativa do anti-HBc em soro e plasma humano 

que usa a tecnologia de imunoensaio quimioluminescente por micropartículas (CMIA), com 

protocolos de ensaio flexíveis, denominados Chemiflex. Na primeira etapa, amostra, diluente de 

ensaio, diluente de amostra e micropartículas paramagnéticas revestidas com rHBcAg são 

combinados. O Anti-HBc presente na amostra liga-se às micropartículas revestidas com rHBcAg 

e a mistura de reação é lavada. Na segunda etapa, o conjugado marcado com acridina anti-

humana é adicionado. Seguindo outro ciclo de lavagem, as soluções pré-trigger (peróxido de 

hidrogênio) e trigger (hidróxido de sódio) são adicionadas à mistura de reação. A reação 

quimioluminescente resultante é medida em unidades relativas de luz (RLU). Existe uma relação 

direta entre a quantidade de anti-HBc na amostra e as RLUs detectadas pelo sistema óptico do 

ARCHITECT®. A presença ou ausência de anti-HBc na amostra é determinada comparando o 

sinal quimioluminescente na reação com o sinal cut-off determinado a partir de uma calibração 

ativa do ARCHITECT® anti-HBc II. Se o sinal quimioluminescente na amostra for maior ou 

igual ao sinal cut-off, a amostra é considerada reativa para anti-HBc (Procedimento realizado 

conforme o fabricante). 

 

           anti-HBs: o ensaio ARCHITECT® - ABBOTT/Alemanha anti-HBs é um 

imunoensaio de duas etapas para a determinação quantitativa do anti-HBs em soro e plasma 

humano que usa a tecnologia de imunoensaio quimioluminescente por micropartículas (CMIA). 

Na primeira etapa, a amostra e micropartículas paramagnéticas revestidas com HBsAg 

recombinante são combinadas. O anti-HBs presente na amostra liga-se às micropartículas 

revestidas com rHBsAg. Após a lavangem, o conjugado marcado com acridina anti-humana é 

adicionado na segunda etapa. Seguindo outro ciclo de lavagem, as soluções pré-trigger e trigger 

são adicionadas à mistura de reação. A reação quimioluminescente resultante é medida em 

unidades relativas de luz (RLU). A concentração de anti-HBs na amostra é determinada usando 

uma curva de calibração ARCHITECT® anti-HBs previamente gerada (Procedimento realizado 

conforme o fabricante). 
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Moleculares  

 

Extração do DNA-VHB 

 

            A extração do DNA-VHB foi realizada através do Kit comercial QIAamp® 

UltrasensTM Virus (Qiagen/USA), no laboratório de biologia molecular da Fundação Alfredo da 

Matta (FUAM). Essa tecnologia permite detectar o RNA e DNA viral a partir de 1 mL de soro ou 

plasma de amostras altamente concentradas filtradas por membrana de sílica-gel eluindo o DNA-

VHB. Os reagentes necessários e que compõem o kit são: Buffer AC, RNA Carrier, Buffer AR, 

Proteinase K, Buffer AB, Buffer Aw1 e AW2 e o AVE. Buffer AC (isopropanol) é um reagente 

que promove a precipitação dos complexos com ácidos nucleicos, e estes complexos podem ser 

sedimentados por centrifugação baixa para formar um precipitado. Este precipitado pode ser 

ressuspendido em um volume pequeno de Buffer antes da purificação do ácido nucléico usando o 

procedimento QIAamp, permitindo de forma eficiente e sensível o isolamento do ácido nucleico 

viral. Buffer AC e o RNA Carrier são adicionados no soro ou plasma de uma amostra. Depois de 

um curto período de incubação, a amostra é centrifugada em baixa velocidade para sedimentar os 

complexos de ácidos nucleicos. O sobrenadante é descartado, e o precipitado é ressuspendido em 

Buffer AR (cloridrato de guanidina) e proteinase K, incubado por 10 min à 40°C. As condições 

vinculativas são ajustadas pela adição do Buffer AB (etanol e Nonidet) e do lisado aplicado a 

uma coluna de spin QIAamp. Durante uma breve centrifugação, o RNA e DNA se ligam 

seletivamente à membrana QIAamp deixando passar os contaminantes. Os contaminantes 

restantes e inibidores de enzima são eficientemente removidos por centrifugação em duas etapas 

de lavagem, e os ácidos nucleicos virais puros são eluídos em solução salina diluída por AVE, 

seguindo as recomendações do fabricante. 

 

PCR em tempo real para β-actina 

 

                  Para a verificação da viabilidade do DNA extraído, no laboratório de biologia 

molecular da Fundação Alfredo da Matta (FUAM) foi realizado a PCR em tempo real para β-

actina humana através do sistema de detecção SYBR® Green (GoTaq qPCR Master Mix, 

Promega Corporation, Madison, USA). O SYBR® Green se liga entre a fita dupla de DNA e com 
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a excitação da luz emitida pelo sistema ótico do termociclador que emite uma fluorescência 

verde. O SYBR® Green não ligado ao DNA exibe uma fluorescência muito pequena. Entretanto, 

a fluorescência é realçada quando ligado na fita dupla do DNA. No começo da amplificação, a 

mistura da reação contém o DNA desnaturado, os iniciadores e o SYBR® Green. As moléculas 

não-ligadas do SYBR® Green apresentam fluorescência fraca produzindo um sinal mínimo 

sendo este subtraído durante a análise do programa. Após o reconhecimento dos iniciadores, 

algumas moléculas do SYBR® Green podem ligar-se na fita dupla previamente formada. Durante 

a polimerização catalisada pela enzima Taq DNA polimerase, as moléculas do SYBR® Green 

vão se ligando ao DNA recentemente sintetizado. Assim, a reação é monitorada continuamente e 

um aumento da fluorescência é observado em tempo real. No ciclo seguinte, na etapa de 

desnaturação do DNA, as moléculas do SYBR® Green são liberadas e há queda no sinal da 

fluorescência. A detecção da fluorescência no fim da etapa de extensão de cada ciclo da PCR 

permite monitorar a quantidade crescente de DNA amplificado (Novais & Pires-Alves, 2004). As 

PCRs foram realizadas no termociclador STEP ONE PULS (Applied Biosystems, Warrington, 

UK) seguindo os parâmetros de ciclagem: 10 minutos à 95ºC para ativação da Taq polimerase, 

seguido por 40 ciclos de desnaturação à 59°C por 15seg, anelamento e extensão à 60°C por 

60seg. Sequências de primers para β-actina: senso (5’ TGACAAAACCTAACTTGCGC 3’) e 

anti-senso (5’ATAAAGCCATGCCAATCTCA 3’). 

 

PCR em tempo real para DNA-VHB 

 

      No laboratório de biologia molecular da Fundação Pró-Sangue/Hemocentro de São 

Paulo/SP, foi realizada a amplificação do DNA-VHB através da tecnologia de PCR em tempo 

real utilizando o protocolo padronizado pela Fundação. Este protocolo tem como fundamento o 

uso do sistema TaqMan® Univerval Mastermix (Applied Biosystems, Foster City, USA) que é 

uma sonda com fragmentos de DNA marcado para hibridizar outra molécula de DNA, utilizada 

para detectar sequências específicas nos fragmentos de DNA amplificados na PCR. O DNA alvo 

é detectado e quantificado por comparação a uma curva padrão de DNA-VHB (Novais & Pires-

Alves, 2005).  
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Para a detecção quantitativa do DNA-VHB foi amplificado parte da região S do genoma 

do vírus, resultando no produto amplificado de 98pb (GenBank: AF129506.1), sendo que esta 

região contempla os genótipos A,B,C,D,E, F, G e H (Tabela 5).  

Para a reação de PCR quantitativa foi utilizada a técnica TaqMan® Univerval Mastermix 

(Applied Biosystems, Foster City, USA), conforme Tabelas 4 e 5. As PCRs foram realizadas no 

termociclador STEP ONE PULS (Applied Biosystems, Warrington, UK) seguindo os parâmetros 

de ciclagem: um ciclo inicial de 95ºC por 10min, seguindo de 3 ciclos de 95ºC por 15seg, depois 

60ºC por 1min, seguido de 45 ciclos de 94ºC por 15seg , 60º C por 1min e coletar a fluorescência 

na extensão de 60ºC.  

 Para estabelecer o limite de detecção utilizando o ensaio PCR em tempo real, foram 

realizadas oito diluições sucessivas, em razão de 10, de produto de PCR para a região S do 

genoma do vírus, previamente quantificada para obtenção da curva padrão, cedidas gentilmente 

pelo professor Doutor José Eduardo Levi da Fundação Pró-Sangue/São Paulo. O limite de 

detecção superior foi de 1,5x106 UI/mL e o limite inferior foi de 0,15x10-2 UI/mL, descritas por 

Garson et al., 2005. Todas as amostras amplificadas foram testadas em duplicatas para a 

confirmação. 

 

 

    Tabela 4.  Mix para amplificação do VHB 

Reagente Volume Final 
TaqMan® Universal 2x 15 µL 1x 

Primer/Probe Mix 8,2 µL 0,4uM/0,2uM 

DNA 6,8 µL  

Volume Final 30 µL  
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      Tabela 5. Sequência de Primers/Probe do VHB  

 

 

5.10 Análises Estatísticas 

 Os dados foram registrados em um banco de dados (Excel 2007) e as análises estatísticas 

foram conduzidas utilizando-se o programa R-2012. Foram realizadas técnicas de estatística 

descritiva com intervalo de confiança (IC 95%) e testes de significância empregados para validar 

as proporções encontradas. Teste x2 (variáveis categóricas), Teste t de Student (variáveis 

contínuas).  A presença de exposição a fatores de risco foi dicotomizada em sim e não, para 

analisar os fatores relacionados à infecção verificada pela ocorrência do marcador avaliado, 

medindo-se a associação através do Teste de Fisher (Vienna, 2012).  

 

5.11Aspectos Éticos  

  

 Esta pesquisa foi submetida ao Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação HEMOAM em 

outubro de 2009 sob o n° CAAE 0014.0.112.000-09, sendo o mesmo aprovado. 

 Os casos detectados com a presença de DNA-VHB nas amostras de doadores de sangue 

serão notificados para a Diretoria Técnica da Fundação HEMOAM e também ao Comitê de 

Hemovigilância da Instituição para as devidas providências. Os Indivíduos serão notificados e 

orientados. 

 

 

 

 

 

 

 

 Região Primers Coordenadas 
VHB_Foward: S 

GenBank: 

AF129506 

5’ – GTGTCTGCGGCGTTTTATCAT – 3’ 225-245 

VHB_Reverse: 5’ – GGACAAACGGGCAACATACCT – 3’ 303-323 

VHB_Probe: 5’ FAM - ATCCTGCTGCTATGCCTC - NFQ 3’ 256-273 

                    Produto amplificado 98pb  
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6. RESULTADOS 

 

 Os resultados deste estudo estão apresentados de três maneiras: 

 

1. Manuscrito do artigo de revisão: “Hepatite B oculta: implicações no presente e futuro 

da triagem de doadores de sangue na região Amazônica brasileira”. Que foi 

submetido na revista “Transfusion Medicine”. 

 

2. Manuscrito do artigo original: “Occult hepatitis B virus infection in anti-HBc positive 

with and without anti-HBs blood donors from Amazon/Brazil”. Que será submetido 

na revista “Transfusion”. 

 
3. Resultados complementares: Apresentação dos resultados deste estudo na íntegra. 
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Resumo 
 

A epidemiologia da infecção pelo vírus da hepatite B (VHB) demonstra sua distribuição em 

várias regiões do mundo afetando cerca de 2 bilhões de pessoas com alta frequência de infecção 

crônica. Entre as regiões de maior prevalência encontra-se a Amazônia brasileira, constituindo 

uma questão central para a segurança do estoque sanguíneo na região.  A segurança transfusional 

depende da avaliação clínico-epidemiológica apropriada de candidatos à doação de sangue e do 

uso de testes de seleção adequados para excluir e evitar a transmissão de agentes infecciosos tais 

como o VHB. A ocorrência de infecção oculta pelo vírus da hepatite B (IOB), definida como a 

ausência do antígeno de superfície (HBsAg) na presença do DNA viral no sangue e/ou no fígado, 

em doadores de sangue assintomáticos abriu uma nova lacuna a ser preenchida principalmente 

em bancos de sangue de regiões de alta prevalência como na Amazônia brasileira que são 

desafiados a buscar estratégias de garantia de estoques considerando o alto impacto do descarte 

de hemocomponentes anti-HBc reativos. A implementação dos testes de DNA-VHB através das 

técnicas de detecção de amplificação de ácidos nucleicos (NAT) tem sido um mecanismo 

importante para reduzir significativamente a transmissão da infecção no período da janela 

imunológica e revelar IOB, diminuindo o risco de uma hepatite B pós-transfusional. De forma a 

subsidiar maiores discussões sobre a segurança transfusional. Este artigo tem como objetivo 

reunir abordagens sobre as implicações da IOB nas estratégias de triagem sorológicas de 

doadores de sangue, principalmente em países onde os testes NAT para VHB não são realizados 
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e em regiões de alta prevalência para hepatite B como a Amazônia brasileira. Em áreas de alta 

prevalência da infecção pelo VHB, observou-se através da detecção por NAT que 3% - 30% dos 

indivíduos com infecção prévia pelo VHB são HBsAg negativos e 3% - 15% dos indivíduos com 

anti-HBs e anti-HBc positivos mantinham o DNA-VHB circulante. Fica nítido o significativo 

papel da IOB enquanto potencial fonte de transmissão da infecção, e constitui-se hoje a maior 

fonte de risco de infecção pós-transfusional pelo VHB. 

 
Palavras-chave: DNA-VHB, Amazônia brasileira, hepatite B oculta, doadores de sangue  
 

 

Summary 

 

The epidemiology of hepatitis B virus (HBV) infection shows its distribution in various regions 

of the world affecting an estimated 2 billion people with high frequency of chronic infection. The 

Brazilian Amazon belongs to the regions with the highest prevalence, and is a central issue for 

the safety of blood stock in the region. The safety of blood transfusion depends on the clinical 

and epidemiological appropriate candidates for blood donation and the use of appropriate 

screening tests to exclude and prevent transmission of infectious agents such as HBV. The 

occurrence of occult hepatitis B virus infection (OBI), defined as the absence of surface antigen 

(HBsAg) in the presence of viral DNA in blood and/or liver, in asymptomatic blood donors 

opened a new gap to be filled especially in blood banks in regions of high prevalence in the 

Brazilian Amazon as they are challenged to seek assurance strategies stocks considering the high 

impact of the disposal of blood products anti-HBc reactive. The implementation of testing of 

HBV DNA through techniques for detecting nucleic acid amplification (NAT) has been an 

important mechanism for significantly reducing the transmission of infection in the window 

period and reveal OBI, diminishing the risk of hepatitis B virus post -transfusion. In order to 

support further discussions on the safety of blood transfusion, this article aims to bring together 

approaches on the implications of OBI strategies serological screening of blood donors, 

particularly in countries where HBV NAT assays are not performed and in regions of high 

prevalence of hepatitis B as the Brazilian Amazon. In areas of high prevalence of HBV infection 

was observed by detection by NAT than 3% - 30% of individuals with previous infection with 

HBV are HBsAg negative and 3% - 15% of subjects with anti-HBs and anti-HBc remained 
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positive HBV DNA circulating. It is clear the significant role of OBI as a potential source of 

infection transmission, and is today the biggest source of risk of post-transfusion HBV. 

Keywords: HBV-DNA, the Brazilian Amazon, occult hepatitis B, blood donors 

 

Introdução 

 

A infecção pelo vírus da hepatite B (VHB) afeta cerca de 2 bilhões de pessoas em todo o 

mundo e mais de 350 milhões destes apresentam infecção crônica em diferentes estágios da 

doença (WHO, 2009). A Organização Mundial de Saúde (OMS) classifica a prevalência do VHB, 

medida pela presença do antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBsAg), em alta quando 

está superior a 8% na população, intermediária: entre 2% e 7% e baixa se inferior a 2% (WHO, 

2009). No Brasil, considerado uma área de moderada endemicidade, o Ministério da Saúde (MS) 

estima que pelo menos 15% da população já teve contato com o vírus (Braga et al., 2012), ou 

seja, apresentam anticorpos contra os antígenos do Core do vírus (anti-HBc). No contexto 

brasileiro o Estado do Amazonas não segue o perfil nacional e destaca-se por ser uma área de alta 

endemicidade apresentando prevalências na população geral de HBsAg que podem variar de 2% 

a 9% e de anti-HBc de 5 a 76% (Braga et al., 2005; Ei Khouri et al., 2010; Braga et al., 2012).  

A hemoterapia de excelência busca garantir estoques de hemocomponentes em 

quantidade adequada à demanda, buscando alcançar o máximo de qualidade. A segurança 

transfusional depende da triagem clínico-epidemiológica apropriada de candidatos à doação de 

sangue e do uso de testes de seleção adequados para excluir e evitar a transmissão de agentes 

infecciosos. A hepatite B oculta se caracteriza pela presença do DNA do VHB (DNA-VHB) no 

sangue e/ou no fígado de indivíduos com teste HBsAg negativo. A implementação da detecção 

do DNA-VHB através das técnicas de biologia molecular tem sido um mecanismo para reduzir 

significativamente a transmissão da infecção no período da janela imunológica do HBsAg e 

revelar a infecção oculta pelo vírus B (Niederhauser, 2011). No entanto, existe o risco potencial 

de aquisição de hepatite B pós-transfusional quando a doação ocorre no período da janela 

imunológica, na ocorrência de doadores com infecção oculta pelo vírus da hepatite B (IOB) em 

países que não utilizam anti-HBc na triagem de doadores de sangue ou pelo uso de estratégias de 

garantia de estoques em região de alta endemicidade da infecção com o aproveitamento de 
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hemocomponentes anti-HBc total positivos com anti-HBs em altos títulos, uma vez que a 

presença deste último não é necessariamente indicativo da ausência do vírus (Manzini et al., 

2007; O’Brien et al., 2007; Satoh et al., 2008; Wendel et al., 2008; Antar et al., 2010; Thedja et 

al., 2010; Sofian  et al., 2010; Tani et al., 2012).  

A Amazônia brasileira apresenta peculiaridades regionais, pois é caracterizada pela alta 

prevalência da infecção pelo VHB (alta prevalência da presença do marcador anti-HBc total 

isolado) e apresenta um desafio geográfico regional de alto impacto na logística do abastecimento 

e da manutenção dos estoques de hemoderivados,  

De forma a subsidiar maiores discussões sobre a segurança transfusional, este artigo tem 

como objetivo abordar as implicações da infecção oculta pelo vírus da hepatite B nas estratégias 

de triagem sorológicas de doadores de sangue, principalmente em países onde os testes de 

detecção de ácidos nucleicos (NAT) para VHB não são realizados. 

 

Biologia e diagnóstico do vírus da hepatite B 

 

O VHB é uma partícula constituída por um envoltório lipídico externo que contém o 

antígeno de superfície do VHB (HBsAg), o qual induz a formação de anticorpos específicos, anti-

HBs, e uma estrutura interna central densa (Core) ou nucleocapsídeo de forma icosaédrica 

(Almeida et al., 1971). Essa estrutura central possui uma proteína (HBcAg) que induz a formação 

de anticorpos específicos (anti-HBc) pelos indivíduos infectados. O HBcAg não é secretado, 

sendo por isso muito difícil sua detecção no sangue circulante, diferente do que ocorre no fígado 

infectado, onde é abundante. Na zona central da partícula observa-se outro antígeno denominado 

antígeno e (HBeAg), que é secretado e que pode ser facilmente detectado no sangue (Hatzakis et 

al., 2006). O antígeno e está associado à replicação e infectividade viral e induz a formação de 

anticorpos específicos (anti-HBe), que pode indicar o fim da fase replicativa na vigência da 

infecção aguda (Hatzakis et al., 2006).  

O genoma do VHB é constituído por um DNA circular de fita parcialmente dupla com 

aproximadamente 3.200 pb de comprimento e quatro genes descritos pelas letras: S, C, P e X. O 

gene S codifica o HBsAg, que está dividido em pré-S1 a proteína grande (L), pré-S2 proteína 

intermediária (M) e S que codifica a proteína menor (S). O gene C e a região pré-C (pré-core) 

codificam o HBcAg e o HBeAg, respectivamente. O gene P codifica a DNA-polimerase que 
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possui atividade de transcriptase reversa e o gene X com função pouco esclarecida codifica 

proteínas transativadoras responsáveis pela regulação de promotores virais e celulares (Han et al., 

2011)   

 A heterogeneidade do VHB permite a classificação dos isolados virais em genótipos, 

subtipos e subtipos sorológicos. Esta diversidade tem grande importância na distribuição 

geográfica e muito auxilia ao traçar rotas epidemiológicas de disseminação e evolução molecular, 

também os diferentes genótipos podem interferir no curso natural da doença, severidade, 

complicações e sucesso na terapia  (Cooksley, 2010; Cassidy et al., 2011; Kao, 2011). 

Existem evidências que a heterogeneidade do VHB pode diferir em suas propriedades 

patogênicas e a interferência dos genótipos na evolução da hepatite B não apresenta um padrão 

necessariamente universal. A identificação dos genótipos passa a ser importante, uma vez que 

estes podem estar relacionados com diferenças na evolução clínica da infecção, na resposta ao 

tratamento antiviral além de auxiliar no prognóstico diante da doença (Dény & Zoulim, 2010; 

Guirgis et al., 2010). 

Os ensaios utilizados no diagnóstico laboratorial da hepatite B podem ser divididos em 

duas categorias, indiretos que agregam os testes sorológicos e diretos que envolvem a detecção e 

amplificação de cadeias genômicas dos vírus. Além destes, pode ser realizada a pesquisa dos 

antígenos HBsAg e HBcAg no tecido hepático (marcadores teciduais) pela imunohistoquímica. 

Os testes bioquímicos permitem avaliar o tipo e o grau de comprometimento hepático e 

servem para monitorar a eficácia terapêutica dos medicamentos. (Ijaz et al., 2011).  

A análise sorológica pode detectar antígenos e anticorpos contra peptídeos virais. Em 

indivíduos recentemente infectados, o HBsAg é o marcador sorológico detectável durante as 

primeiras semanas (3 a 5 semanas) após a exposição e o tempo médio para a evidência deste 

marcador é de 30 dias. Entre 2 a 6 semanas antes do aparecimento da icterícia, o HBsAg e o 

HBeAg podem ser detectados no soro do paciente, indicando a presença replicante e infectante do 

VHB. A presença do HBeAg está associada à positividade do DNA-VHB, este perfil sorológico 

representa um alto risco de transmissão da infecção. Entretanto o fato de não ser detectado não 

indica ausência de replicação viral, pois em pacientes que apresentam mutação na região pré-core 

ou do core promoter do genoma do VHB o HBeAg não é detectável (Kao, 2011).  

A mutação na região pré-core do DNA-VHB leva a uma falha na expressão do HBeAg. O 

HBeAg e o HBcAg são produzidos pelo mesmo gene que apresenta dois códons de iniciação para 
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a síntese protéica (pré-core e C). O códon pré-core leva à síntese do HBeAg, e o códon C 

codifica o HBcAg. A Mutação na região pré-core está associada a quadros de hepatites 

fulminantes e às exacerbações de quadros de hepatites crônicas produzidas pelo VHB, 

produzindo maiores graus de morbidade e mortalidade que os observados nas infecções pelos 

VHB selvagens. Uma segunda mutação também conhecida é a mutação dupla básica do core 

promoter, levando a uma queda na regulação da produção do HBeAg (Chen et al., 2012). 

No curso da hepatite B crônica o HBeAg poderá permanecer reagente no soro por vários 

anos ou apresentar soroconversão em um período de tempo plausível de grande variação. A 

soroconversão do HBeAg é caracterizada pelo surgimento do anti-HBe com o consequente 

desaparecimento do antígeno e, associado à negativação do DNA-VHB no soro, exceto nos casos 

de mutação (Ait-Goughoulte et al., 2010; Chen et al., 2012). 

O HBcAg é um antígeno intracelular, insolúvel, que não pode ser detectado no sangue. O 

anti-HBc IgM é tido como uma marcador de doença aguda ou recidivante e é detectado 

normalmente quando temos o início dos sintomas clínicos, até 30 dias após o aparecimento do 

HBsAg. A fração IgM do anti-HBc pode apresentar-se elevada de maneira intermitente, o que 

pode caracterizar uma recidiva da infecção em pacientes com hepatite B crônica, HBeAg 

positivos, durante os períodos de reativação da doença. O anti-HBc total é considerado um 

marcador de infecção pregressa do VHB e geralmente persiste por toda a vida do indivíduo que já 

foi infectado. O aparecimento do anti-HBe geralmente evidencia soroconversão do HBeAg, pois 

é considerado indicativo da diminuição de replicação viral, exceto em mutante pré-core e core 

promoter (Hatzakis et al., 2006; Kao, 2011). 

Nos indivíduos que se recuperam da infecção pelo VHB, o anti-HBs é detectado na 

circulação sanguínea, habitualmente dentro de 3 a 4 meses, e a concentração do anti-HBs tende a 

aumentar no sangue. A presença do anti-HBs indica, na maioria das vezes, imunidade à infecção 

pelo VHB (exceto em mutações da região S). Grande parte dos indivíduos que apresentam cura 

espontânea da infecção mostram positividade para o anti-HBc e anti-HBs (Chu & Lok, 2002).  

A persistência do HBsAg no sangue por mais de 6 meses indica que o paciente evoluiu 

para uma infecção crônica pelo VHB. Nestes casos o HBsAg e o anti-HBc podem permanecer 

com testes positivos para estes marcadores por décadas. Em 0,5 a 2% dos pacientes com infecção 

crônica, o perfil sorológico do HBsAg tornar-se indetectável, ao longo da evolução da doença, e 
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o anti-HBs permanece positivo na maioria dos casos, podendo cursar com títulos positivos para o 

DNA-VHB por um longo período de anos ou por toda a vida. (Chen et al., 2012).  

Os testes diretos ou de biologia molecular são utilizados para detectar a presença do ácido 

nucleico do vírus, podendo ser qualitativos (indicam a presença ou ausência do vírus), 

quantitativos (mensuram a carga viral presente na amostra) ou de genotipagem (revelam o 

genótipo do vírus). Os testes de detecção de ácidos nucleicos podem indicar a presença do DNA-

VHB entre 10 a 20 dias antes do aparecimento do HBsAg (Chen et al., 2012). 

As técnicas de biologia molecular vêm ganhando notoriedade devido o alto grau de 

sensibilidade, sendo possível diagnosticar o DNA-VHB no período da janela imunológica, onde 

os títulos do HBsAg ainda estão abaixo da sensibilidade dos testes sorológicos e portanto 

indetectáveis (Arraes et al., 2003; Silva et al., 2005; Mello et al., 2007; Júnior et al., 2008; 

Wendel et al., 2008; Ijaz et al., 2011). 

Na prática clínica o uso dos testes diretos e indiretos são ferramentas essenciais no manejo 

da infecção e somam qualidade ao atendimento do paciente com hepatite B e na triagem de 

doadores de sangue. 

 

Infecção Oculta pelo vírus da hepatite B 

 

Os indivíduos que entraram em contato com o VHB e não apresentaram cura espontânea 

da doença podem evoluir para diferentes estados de persistência viral da hepatite B que são 

classificados em: hepatite B crônica, portador inativo e hepatite B oculta.  

A infecção oculta pelo vírus da hepatite B (IOB), silenciosa ou latente é caracterizada pela 

presença do DNA-VHB no sangue e/ou no fígado de indivíduos com sorologia HBsAg negativo, 

geralmente com carga viral < 103 cópias/mL no sangue. A IOB é dividida em dois grupos, de 

acordo com perfil dos anticorpos do VHB, são eles: soropositivos (anti-HBc e/ou anti-HBs 

positivos) e soronegativos (anti-HBc e anti-HBs negativos) (Ozaslan & Purnak, 2010; Wolf et al., 

2011; Rotch et al., 2012). Em áreas endêmicas de infecção pelo VHB, como a região Amazônica 

brasileira, um número significativo de pacientes com cirrose hepática apresentam-se negativos 

para o HBsAg (68,4%) e sorologicamente positivos para o anti-HBc total isolado ou associado ao 

anti-HBs (Nascimento et al., 2008; Júnior et al., 2008; Ei Khouri et al., 2010; Braga et al., 2012). 
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O desenvolvimento de técnicas de detecção de ácidos nucleicos (NAT) e um melhor 

conhecimento da variabilidade genética do vírus da hepatite B, conduziram a uma revisão nos 

padrões laboratoriais e clínicos principalmente na interpretação dos perfis sorológicos desta 

doença. Anteriormente o HBsAg era considerado um marcador sorológico essencial para o 

diagnóstico da hepatite B e o anti-HBc IgG ou total evidenciavam uma infecção prévia e/ou 

remissão da doença. Porém, alguns fatores chamaram atenção, principalmente em bancos de 

sangue onde pacientes que receberam transfusão sanguínea positivas para o anti-HBc, sendo 

negativo para o HBsAg e anti-HBs, resultaram em infecção pelo VHB (Hoofnagle et al., 1978).  

Ainda hoje, o risco transfusional parece ter relação com as taxas de endemicidade do VHB das 

regiões estudadas (Candotti & Allain, 2009). Um inquerito internacional  envolvendo 11 países 

levantou a estimativa do risco da transmissão do VHB por milhão de doações, verificou-se que 

nos países de baixa endemicidade o risco variou entre 0.69-8.69. Em áreas de moderada a alta 

endemicidade houve uma variação de 7.5-15.8 e 30.6-200, respectivamente (Niederhauser, 2011). 

Pelo fato da hepatite B oculta ser uma realidade e motivo de grande preocupação, 

especialmente em bancos de sangue pelo risco de transmissão, vários estudos procuram explicar 

quais são os mecanismos moleculares ou imunológicos que poderiam desencadear a infecção 

oculta pelo VHB. Diversas hipóteses são propostas e as mais aceitas seriam: mutações na região 

S, no core e X dos genes do VHB; integração do DNA-VHB no genoma do hospedeiro; formação 

de imunocomplexos circulantes contendo o VHB; alteração da resposta imune do hospedeiro ao 

VHB; superinfecção e interferência por outros vírus (Allain & Candotti, 2012; Samal et al., 

2012).  

O impacto clínico da IOB pode ser observado nas seguintes circunstâncias: reativação do 

VHB entre pacientes usando drogas imunossupressoras, levando inclusive a uma hepatite 

fulminante; reativação na hepatite B crônica; desenvolvimento de carcinoma hepatocelular; maior 

gravidade da doença hepática crônica ocasionada pelo VHC em co-infecção com o VHB. Além 

disso, fatores geográficos, epidemiológicos e étnicos podem também contribuir para a 

prevalência da IOB (Yang et al., 2010; Galy et al., 2011; Manzano-Alonso & Castellano-

Tortajada, 2011). A presença isolada do anti-HBc total em pacientes infectados pelo HIV é 

bastante significativa e pode variar de 10% a 45% (Puoti et al., 2006; Koziel & Peters, 2007). A 

positividade para o DNA-VHB nesse grupo é frequente, caracterizando assim uma provável IOB 

(Puoti et al., 2006).  
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Risco de Transmissão Transfusional 

 

Houve um grande aumento da propagação da hepatite B entre os hemofílicos a partir de 

1962, quando foi desenvolvido o primeiro concentrado de fator anti-hemofílico (fator VIII) para 

o tratamento da hemofilia A (Gaze et al., 2006). Com a descoberta do VHB e o desenvolvimento 

de testes sorológicos para triagem em bancos de sangue, foram alcançados grandes avanços no 

controle da transmissão transfusional a partir de 1971, e com a evolução dos testes e descobertas 

de novos antígenos, tornando-se mais rigorosa em 1987. Além disso, o maior rigor da triagem 

clínica e a introdução dos processos industriais de inativação viral e da disponibilidade de uma 

vacina segura e eficaz contra a hepatite B em meados da década de 1980, representaram avanços 

importantes na prevenção e redução das hepatites virais, dentro e fora dos bancos de sangue 

(Gaze et al., 2006; Laperche & Pillonel, 2007). 

No entanto, a transmissão do VHB por transfusão de sangue ainda é possível de ocorrer, 

principalmente quando os doadores de sangue aprensentam-se assintomáticos e com HBsAg 

negativo durante o período da janela imunológica, que compreende o tempo entre a aquisição da 

infecção e a detecção do antígeno viral ou marcador de anticorpos, durante fases iniciais da 

infecção (Hou et al., 2005). O rastreamento do DNA-VHB tem sido um potencial mecanismo 

para reduzir significativamente a infecção no período da janela imunológica e revelar a IOB 

(Wendel, 2007; Wendel et al., 2008; Hollinger, 2008; Candotti & Allain, 2009; Hollinger & 

Dodd, 2009).  

Em muitos países, a triagem de doadores de sangue contra doenças transmissíveis é 

realizada utilizando-se critérios epidemiológicos e sorológicos. No Japão, país de alta prevalência 

para a infecção pelo VHB utiliza-se testes sorológicos e de detecção do DNA-VHB, 

aproveitando-se hemocomponentes que apresentam reatividade ao anti-HBc, mas que sejam anti-

HBs reativos com alto títulos e DNA-VHB negativos (Tani et al, 2012). No Brasil, onde a 

execução de teste NAT para VHB ainda não é obrigatória, conforme a normatização da 

hemoterapia é preconizado que se deve descartar as unidades de hemocomponentes que 

apresentem reatividade aos marcadores HBsAg e/ou anti-HBc. Em regiões endêmicas como no 

estado do Amazonas/Brasil há um alto nível de rejeição de bolsas de sangue devido à presença 

destes marcadores sorológicos, sendo em média de 27,9%, consequentemente levando a um 

comprometimento da disponibilidade dos estoques de sangue e hemocomponentes, ocasionando 
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aumento no custo do processo (Dados não publicados). A soroprevalência dos marcadores para 

hepatite B em doadores de sangue no estado do Amazonas apresenta importantes variações entre 

a capital (Manaus) e os municípios do interior do Estado. A prevalência dos marcadores HBsAg e 

anti-HBc entre doadores de Manaus é 0,3% e 3,6% respectivamente. No interior do Estado a 

prevalência é bem mais alta sendo em média 0,6% para o HBsAg e 31,7% para anti-HBc (Dados 

não publicados). Este perfil sorológico entre os indivíduos do interior é sustentado pela presença 

marcante da transmissão horizontal e vertical sendo fortes fatores de risco para a propagação da 

doença nestas regiões (Ei Khouri et al., 2010). Braga et al., (2012) realizaram um estudo de 

soroprevalência na população geral em uma área rural no município de Lábrea 

(Amazonas/Brasil), após 19 anos de introdução do Programa Nacional de vacinação contra 

hepatite B. Metade dos indivíduos investigados apresentou reatividade para o anti-HBc total 

(52,1%) e 6,2% foram HBsAg positivos.  

Considerando o risco da transmissão transfusional, o teste de detecção de ácidos nucleicos 

(NAT) foi introduzido em vários países da Europa, no Japão, no Canadá, EUA além de outros 

(Yang et al., 2010; Roth et al., 2012). No Brasil estima-se que 5% a 10% das doações de sangue 

são testadas pela tecnologia para VHC, HIV-1 e VHB em bancos de sangue privados (Roth et al., 

2012). No Amazonas não há registros do uso da tecnologia como rotina na triagem de doadores. 

Desde 2011 os hemocentros do sistema público brasileiro estão em fase de implantação do NAT 

para VHC e HIV-1 sendo que a triagem molecular para o VHB não está prevista para o primeiro 

momento. 

 
Hepatite B oculta e segurança transfusional 

 

Os casos de “anti-HBc isolado” podem ser consequência de diversos fatores: i) reações 

sorológicas falso-positivas: são mais frequentes nas regiões com baixa prevalência da infecção 

pelo VHB e devem ser suspeitadas quando ocorrem em títulos baixos nas reações 

imunoenzimáticas, com densidade óptica da amostra próxima ao ponto de corte da reação; ii) 

período da janela imunológica: observada nas infecções agudas em resolução ou evolução, 

quando o HBsAg já se negativou e o anti-HBs ainda não é detectado, surgindo algumas semanas 

depois; iii) expressão de imunidade tardia: quando os níveis do anti-HBs decaem abaixo do limite 

de detecção dos testes e o anti-HBc permanece positivo, provavelmente em razão da maior 

imunogenicidade do HBcAg; iv) infecção crônica, onde a positividade do anti-HBc pode ocorrer 
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concomitantemente com uma carga viral baixa do VHB, e o HBsAg não é detectado pelos 

métodos sorológicos habituais, passando a ser IOB (Zanetti et al., 2006; Ocana et al., 2011).  

Os testes para a detecção do HBsAg continuam sendo a primeira escolha para interromper 

a transmissão transfusional do vírus B e são aplicados na triagem sorológica em todos os países. 

Como existem casos de portadores do VHB com HBsAg negativo, devido aos baixos títulos ou 

devido à presença de mutantes de escape do VHB, a pesquisa do anti-HBc se mantém na triagem 

sorológica de doadores de sangue. Isso representa um aumento importante no total de bolsas 

descartadas por apresentarem reatividade para este parâmetro (Launay et al., 2011). Por esta 

razão, vários países optam por não utilizar o anti-HBc na triagem de doadores, como em alguns 

países mediterrâneos (Portugal, Espanha, Grécia e Itália) e países asiáticos (China, Índia, Taiwan 

entre outros).  

Em diferentes regiões geográficas, várias alternativas têm sido propostas para evitar a 

escassez de sangue para transfusão em áreas com alta prevalência para anti-HBc, são elas: 1) 

aproveitar doadores anti-HBc positivos que apresentem: anti-HBc reativo com anti-HBs positivo 

(> 100 mUI/mL), esse procedimento é controverso pois nem sempre a presença do anti-HBs é 

indicativo da ausência do DNA-VHB (Silva et al., 2005; Bhatti et al., 2007; Satoh et al., 2008; 

Antar et al., 2010; Thedja et al., 2010; Sofian et al., 2010; Launay et al., 2011; Roth et al., 2012; 

Tani et al., 2012); anti-HBc reativo com anti-HBs positivo (< 100 mUI/mL) com DNA-VHB 

negativo (Tani et al., 2012). 2) vacinar contra o VHB os doadores que apresentem anti-HBc 

reativo isolado e verificar soroconversão. 3) motivar os doadores saudáveis tornando-os doadores 

de repetição. 4) importar bolsas de sangue de áreas com baixa prevalência para o anti-HBc.  

Muitos estudos evidenciaram infecção pós-transfusão de hemocomponentes e transplantes 

de órgãos a partir de doadores anti-HBc total isolado (Mosley et al., 1995; Panigrahi et al., 2010), 

com taxas de infectividade alcançando 17% (Mosley et al., 1995). Observou-se, entretanto, que 

hemocomponentes contendo ambos anti-HBc total e anti-HBs positivos apresentariam por sua 

vez baixa infectividade (Mosley et al., 1995). Em certas situações na IOB, tanto os anticorpos 

anti-HBs quanto anti-HBc podem estar indetectáveis, sendo o DNA-VHB o único marcador 

passível de detecção (Wendel, 2007; Wendel et al., 2008; Hollinger, 2008; Candotti & Allain, 

2009; Hollinger & Dodd, 2009; Sofian et al., 2010; Launay et al., 2011).  

Em determinadas áreas de alta prevalência da infecção pelo VHB, como em Taiwan, cerca 

de 80% dos adultos já tiveram contato com VHB. Kao et al., (2002) mencionam que 3-15% dos 
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pacientes soropositivos apresentaram reatividade para DNA-VHB e que 3-30% dos pacientes 

soronegativos revelaram IOB pelo NAT. Nesta mesma região, outro grupo de pesquisa relatou 

que após uma transfusão de sangue, a partir de doadores soropositivos (anti-HBc e anti-HBs 

positivos) que somaram 10,5% de doadores positivos por metodos sorologicos foi constatado que 

3% dos receptores apresentaram o DNA-VHB circulante (Liu et al., 2006). Em outro trabalho 

participaram 12.461 doadores de sangue Koreanos  e 1.682 (13,5%) das amostras foram reativas 

para o anti-HBc e destas, 1.523 (90,5%) positivas  para o anti-HBs. O DNA-VHB foi detectado 

em duas amostras deste grupo. A prevalência para IOB foi de 0,016% (Seo et al., 2011). 

Na Europa, um estudo italiano demonstrou que de 6.313 amostras examinadas, 288 

(4,6%) foram anti-HBc positivos, 242 (84,0%) foram anti-HBs positivos e destes 165 (68,2%) 

apresentaram a titulação do anti-HBs > 100UI/mL. 14 (4,8%) apresentaram reatividade para o 

DNA-VHB (Manzini et al., 2007). Em Paris, Launay et al., (2011) realizaram um estudo com 

6.431 amostras de pacientes e foram avaliados os marcadores sorologicos para HBsAg, anti-HBc 

total e anti-HBs. Os resultados mostraram 362 (5,6%) amostras com anti-HBc isolado. O DNA-

VHB foi detectado em 10 (2,8%) das 362 amostras e apenas 2 HBsAg positivas. Também foi 

evidenciada mutação genética na região S em 7 pacientes.  

Na Indonesia para um total de 309 amostras HBsAg negativas, o anti-HBc total foi 

reagente em 134 e o anti-HBs em 68 (50,7%). O anti-HBs foi negativo em 66 (49,3%) das 

reações. O DNA-VHB foi detectado em 25 (18,7%) das amostras anti-HBc positivas, sendo que 6 

(8,8%) pertenciam ao grupo reativo para o anti-HBs. A prevalência para IOB foi de 8,1% e para 

duas amostras desta população os títulos de anti-HBs foram ≥ 100 mIU/mL (Thedja et al., 2010).  

No sudeste da Índia, de 729 amostras testadas, foram positivas 220 (30,1%) para o anti-

HBc e 40 (18,2%) para o anti-HBs e destas 12 (30%) apresentaram reatividade para o DNA-VHB 

(Panigrahi et al., 2010). A frequência da IOB variou consideravelmente entre os países devido à 

heterogeneidade da prevalência do VHB nas diferentes populações. 

No Brasil podemos citar alguns trabalhos que mencionam a IOB, dentre eles um estudo 

no banco de sangue de Recife (região Nordeste do país) onde de 1000 amostras testadas 120 

(12%) mostraram positividade para o anti-HBc, 13 (10%) foram positivos para o DNA-VHB, 10 

(76,9%) eram HBsAg positivos, 3 (23,1%) eram HBsAg negativos e 2 (15,4%) foram anti-HBs 

positivos (Arraes et al., 2003). Outra referência em Porto Alegre na região Sul, onde Silva et al., 

(2005) detectaram positividade de 3,3% DNA-VHB entre anti-HBc positivos. Em contraste, Wolf 
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et al., (2011), avaliaram amostras na mesma região, não encontraram positividade para o DNA-

VHB entre as amostras de doadores de sangue com anti-HCV nos hemocentros no Sul do Brasil.  

No Estado do Amazonas não há dados publicados sobre IOB em doadores de sangue. 

Nosso grupo de pesquisa avaliou 3.600 doações oriundas do interior do estado e observou 887 

(24,6%) das amostras apresentaram algum marcador sorológico para hepatite B. Foram estudadas 

179 doações e foram observados 4 casos de presença do DNA-VHB o que representa uma 

prevalência de 2,2% de IOB na região (Dados não publicados). 

 A IOB parece ser associada em uma pequena proporção dos casos a isolados virais 

mutados e indetectáveis através dos métodos convencionais para a determinação sorológica do 

HBsAg. Mais frequentemente o estado oculto da infecção parece estar relacionado com uma 

acentuada redução da replicação viral e expressão do gene, responsável pela negatividade para 

HBsAg e acrescido o fato dos níveis de DNA-VHB estarem muito baixos ou indetectáveis no 

sangue, mas presente no fígado (Capezzuto et al., 2010).  

São descritos casos de transmissão transfusional do VHB em situações de ausência de 

marcadores sorológicos para a infecção. No Brasil foram descritos dois pacientes 

imunodeficientes com câncer que receberam transfusão a partir de um único doador com 

sorologia anti-HBc e HBsAg negativos. Um paciente desenvolveu  hepatite B aguda após 13 

meses da transfusão e o outro pacinte morreu após 6 meses sem apresentar qualquer marcador 

para infecção do VHB (Wendel et al., 2008). Na Itália, dois doadores com história prévia de 50 

doações apresentavam sorologia negativa para os marcadores de hepatite B, e em 2005 foi 

detectado DNA-VHB reativo apresentando mutações genéticas no tipo D (Capezzuto et al., 

2010). O teste de biologia molecular para a detecção do DNA-VHB permitiu a identificação de 

dois casos de IOB pelo VHB. Outro relato de caso envolvendo um paciente com a doença de 

Crohn, severamente imunossuprimido - no momento da transfusão, desenvolveu infecção aguda 

pelo VHB após 20 semanas, a partir de cinco doadores diferentes com HBsAg e DNA-VHB 

negativos, a especulação mais relevante para esse caso é a reativação da IOB soronegativa 

(Leung et al., 2010; Ozaslan & Purnak, 2010). Similarmente na Slovenia, quatro meses após uma 

transfusão de sangue, duas pacientes desenvolveram hepatite B aguda. A primeira com 59 anos 

durante uma cirurgia de revascularização arterial, e a segunda de 71 anos após receber 

concentrado de glóbulos vermelhos (Levicnik-Stezinar et al., 2008).  
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Um inquérito internacional incluindo 37 países, inclusive a cidade de São Paulo no Brasil, 

reportou os resultados do NAT na triagem de 300 milhões de doadores de sangue para HIV e 

VHC e mais de 100 milhões para o VHB, num período de 10 anos (1998-2008). O DNA-VHB 

foi pesquisado em 20.9 milhões de doações. 9.02 milhões de doações apresentaram dados 

completos para NAT. Destes, 3.081 (341.70/milhão) foram positivos pelo NAT, incluindo 

sorologia reativa e não reativa para o vírus B. A taxa para os doadores de primeira vez 

(2151.4/milhão) foi 42,6 vezes maior que os doadores de repetição (50.5/milhão). Doze dos 37 

países que utilizam anti-HBc na triagem e como teste confirmatório, relataram um total de 75 

doações positivas pelo NAT no período da janela imunológica (6.8/milhão) e 250 doações foram 

reativas para o DNA-VHB revelando ocorrência de IOB (22.8/milhão) (Roth et al., 2012).  

 
 
Conclusão 
 

A infecção oculta pelo vírus B continua sendo motivo de preocupação na segurança 

transfusional, sendo hoje o maior risco de infecção pós-transfusional pelo VHB em países onde o 

NAT para VHB na triagem de doadores de sangue não foi implantado. Na  Amazônia brasileira a 

possibilidade da ocorrência de IOB entre os doadores de sangue assintomáticos abre uma nova 

janela para a análise da história natural da infecção, das dinâmicas de replicação viral e da 

interação do sistema imune com o hospedeiro na região. Desta forma será possível enriquecer a 

compreensão das interações com a genética e a imunidade do hospedeiro Amazônico. Abre 

também espaço para discussão das melhores estratégias a serem utilizadas no presente e no futuro 

na triagem de doadores de sangue em regiões de alta prevalência e de perfil de transmissão 

peculiar como o caso da Amazônia.  Atualmente, tanto os testes de triagem sorológica, quanto o 

teste NAT precisam ser redesenhados no intuito de aprimorar as estratégias de controle da 

transmissão transfusional buscando um algoritimo  balanceado entre a rejeição de doadores 

potenciais, descarte de unidades, razões econômicas e segurança desejada.  
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Resumo 
 

A ocorrência de infecção oculta pelo VHB em doadores de sangue assintomáticos abriu uma 

nova lacuna a ser preenchida principalmente em hemocentros de regiões de alta prevalência como 

na Amazônia brasileira, que são desafiados a buscar estratégias de garantia de estoques 

considerando o alto impacto do descarte de hemocomponentes anti-HBc reativos. Este estudo 

buscou analisar nas doações de sangue do interior do estado do Amazonas a presença da infecção 

oculta pelo vírus da hepatite B em amostras anti-HBc total positivas com ou sem o marcador anti-

HBs. A população de estudo foi composta por candidatos à doação de sangue do interior do 

estado do Amazonas, no período de junho/2011 a junho/2012.  Das 179 amostras anti-HBc total 

positivas e HBsAg negativas que foram submetidas a PCR em tempo real, 04 foram positivas 

para o DNA-VHB, caracterizando infecção oculta pelo vírus B com uma prevalência de 2,2%. 

Destas, 03 apresentaram anti-HBs ≥100 mUI/mL, indicando presença do vírus mesmo em altas 

titulações, mostrando que a possibilidade de uma transmissão transfusional através de doadores 

assintomáticos não deve ser descartada, principalmente em áreas de alta endemicidade para o 

VHB como a da região Amazônica. Este estudo contribuiu na promoção de informações críticas 

para os gestores da saúde sobre o impacto do uso da tecnologia de detecção de ácidos nucléicos 
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(NAT) para hepatite B na triagem de doadores de áreas endêmicas, promovendo subsídios para 

preencher esta lacuna. 

 
Palavras-chave: DNA-VHB, Amazônia brasileira, hepatite B oculta, doadores de sangue 
 
 
 
 
Summary 
 
The occurrence of occult HBV infection in asymptomatic blood donors opened a new gap to be 

filled mainly to blood centers in areas of high prevalence as in the Brazilian Amazon, who are 

challenged to seek assurance strategies stocks considering the high impact of the disposal of 

blood products reactive anti-HBc. This study investigates the blood donations in the state of 

Amazon the presence of occult hepatitis B virus infection in samples positive anti-HBc with or 

without anti-HBs marker. The study population was composed of candidates for blood donation 

in the state of Amazon, from June/2011 to June/2012. Samples from 179 anti-HBc positive and 

HBsAg negative were subjected to real-time PCR, 04 were positive for HBV DNA, featuring 

occult B virus infection with a prevalence of 2.2%. Of these, 03 had anti-HBs ≥ 100 mIU / mL, 

indicating the presence of the virus even at high titers, showing that the possibility of 

transmission through transfusion of asymptomatic donors should not be ruled out, especially in 

areas of high endemicity for HBV as the Amazon region. This study contributed in promoting 

critical information for health managers on the impact of technology use nucleic acid amplication 

test (NAT) for hepatitis B screening of donors from endemic areas, providing subsidies to fill this 

gap. 

 

Keywords: HBV DNA, the Brazilian Amazon, occult hepatitis B, blood donors 

 
 
Introdução 

 

O risco de transmissão transfusional da infecção pelo vírus da hepatite B (VHB) continua 

sendo motivo de preocupação nos serviços de hemoterapia principalmente de países e regiões 

onde há alta prevalência da infecção. No Brasil, a infecção constitui um importante problema de 

saúde pública especialmente na região Amazônica. No estado do Amazonas as prevalências na 
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população geral para o antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBsAg) podem variar de 

2% a 9% e anticorpos contra os antígenos do Core do vírus (anti-HBc) de 5% a 76% 

respectivamente (Braga, et al., 2005; Ei KHouri et al., 2010; Braga et al., 2012). 

Em muitos países, a triagem de doadores de sangue contra hepatite B é realizada 

utilizando-se critérios epidemiológicos e sorológicos e não utilizam testes NAT na rotina. No 

Brasil, conforme a normatização da hemoterapia é preconizado que se deve descartar as unidades 

de hemocomponentes que apresentem reatividade aos marcadores HBsAg e/ou anti-HBc e apesar 

de estar passando pelo processo de implantação dos testes NAT na triagem não prevê no primeiro 

momento a pesquisa do DNA-VHB (apenas para VHC e HIV). A soroprevalência dos 

marcadores para hepatite B em doadores de sangue no estado do Amazonas/Brasil apresenta 

importantes variações entre a capital (Manaus) e os municípios do interior do estado. A 

prevalência dos marcadores HBsAg e anti-HBc entre doadores de Manaus é 0,3% e 3,6% 

respectivamente. No interior do estado a prevalência é bem mais alta sendo em média 0,6% para 

o HBsAg e 31,7% para anti-HBc (Dados não publicados). A transmissão vertical é forte fator de 

risco para a propagação e manutenção do padrão de transmissão da doença em idade jovem nesta 

região (Ei Khouri et al., 2010). 

Em áreas onde o VHB apresenta alta endemicidade a estratégia de triagem usando anti-

HBc pode não ser a mais adequada devido ao alto índice de inaptidão ou rejeição de unidades, 

ocasionando aumento no custo do processo. Nestas áreas são discutidos dois algoritmos de 

triagem: testagem do anti-HBc, combinada com a dosagem do anti-HBs ou implementação de 

teste com alta sensibilidade de detecção do DNA-VHB (Niederhauser, 2011). 

 A existência de risco residual de transmissão do VHB é prevista em áreas endêmicas e 

está principalmente relacionado a doações HBsAg negativas que foram coletadas no período de 

pré-soroconversão ou durante estágios avançados da infecção  (Allain, 2004; Hou et al., 2005; 

Candotti & Allain, 2009). O rastreamento do DNA-VHB tem sido um potencial mecanismo para 

reduzir significativamente a infecção no período da janela imunológica e revelar a infecção oculta 

pelo vírus B – IOB (Allain, 2004; Wendel, 2007; Wendel et al., 2008; Hollinger, 2008; Candotti 

& Allain, 2009; Hollinger & Dodd, 2009). A IOB é caracterizada pela presença do DNA-VHB no 

sangue e/ou fígado de pessoas com sorologia HBsAg negativo, geralmente com carga viral < 103 

cópias/mL (Braga et al., 2012). 
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De forma a subsidiar maiores discussões sobre a segurança transfusional, este estudo tem 

como objetivo analisar nas doações de sangue do interior do estado do Amazonas (área de alta 

prevalência do marcador anti-HBc) a presença da hepatite B oculta em amostras anti-HBc total 

positivas com ou sem o marcador anti-HBs 

 

 

Material e Métodos 
 
 Este trabalho foi conduzido como um estudo transversal nas Unidades de Coleta e 

Transfusão de 37 municípios do interior do estado do Amazonas (regionais de saúde do Baixo 

Amazonas, Entorno de Manaus, Médio Amazonas, Rio Negro e Solimões e Triângulo) no 

período de Junho de 2011 a junho de 2012. Neste período foram registradas 3.600 doações do 

interior do estado do Amazonas, destas, 887 (24,6%) apresentaram algum marcador sorológico 

para hepatite B (Dados não publicados). Foram incluídas neste estudo 179 amostras, destas 128 

são correspondestes ao grupo A (anti-HBc total positivo/anti-HBs positivo ≥100 mUI/mL) e 51 

do grupo B (anti-HBc total positivo/anti-HBs negativo ≤100 mUI/mL). As doações foram 

incluídas de acordo com os seguintes critérios de elegibilidade: doadores de sangue do interior do 

estado do Amazonas e das regionais de saúde com os marcadores: anti-HBc total positivo e 

HBsAg negativo  com ou sem anti-HBs. O protocolo de estudo foi aprovado no Comitê de Ética 

em Pesquisa da Fundação HEMOAM.  

Os testes sorológicos para HBsAg e anti-HBc total foram realizados através do 

ARCHITECT® (ABBOTT/Alemanha) conforme as recomendações do fabricante. Uma vez que 

a amostra foi sorologia reativa para anti-HBc total sem presença do HBsAg, a mesma foi testada 

para o marcador anti-HBs pelo ARCHITECT® (ABBOTT/Alemanha). 

 O DNA-VHB foi extraído de 1 mL de soro usando o Kit QIAamp® UltrasensTM Virus 

(Qiagen/USA). A PCR em tempo real para β-actina humana foi feita pelo SYBR® Green (GoTaq 

qPCR Master Mix, Promega Corporation, Madison, USA), realizada no termociclador STEP 

ONE PLUS (Applied Biosystems, Warrington, UK). As condições básicas da reação foram: 10 

minutos à 95ºC para ativação da Taq polimerase, seguido por 40 ciclos de desnaturação à 59°C 

por 15seg, anelamento e extensão à 60°C por 60seg. Sequências de primers para β-actina: senso 

(5’ TGACAAAACCTAACTTGCGC 3’) e anti-senso (5’ATAAAGCCATGCCAATCTCA 3’).  
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A região S do genoma VHB foi amplificada pela PCR em tempo real seguindo o 

protocolo da tecnologia TaqMan®. Foram utilizados os primers VHB_Foward: (5’-

GTGTCTGCGGCGTTTTATCAT-3’); VHB_Reverse: (5’-GGACAAACGGGCAACATACCT-

3’); VHB_Probe: (5’FAM- ATCCTGCTGCTATGCCTC - NFQ 3’), resultando no produto de 

98pb (GenBank: AF129506.1). As PCRs foram realizadas no termociclador STEP ONE PLUS 

(Applied Biosystems, Warrington, UK), utilizando um ciclo inicial de 95ºC por 10min, seguido 

de 3 ciclos de 95ºC por 15seg, depois 60ºC por 1min, seguido de 45 ciclos de 94ºC por 15seg , 

60º C por 1min e coletar a fluorescência na extensão de 60ºC. Todas as amostras que 

amplificaram foram testadas em duplicatas para confirmação. Foram realizadas técnicas de 

estatística descritiva.  

 

Resultados 
 
 
 No período de estudo a FHEMOAM recebeu 3.600 amostras para doações de sangue do 

interior do estado do Amazonas, destas 887 (24,6%) apresentaram algum marcador sorológico 

para hepatite B. Foram estudadas 179 amostras anti-HBc total positivas e HBsAg negativas, com 

ou sem anti-HBs provenientes das regionais de saúde para este protocolo. Destas, 128 (72%) 

correspondem ao grupo A e 51 (28%) do grupo B. 

 Observou-se a presença de DNA-VHB em 04 amostras, sendo 03 correspondentes ao 

grupo A (anti-HBs ≥100 mUI/mL) e 1 ao grupo B (≤100 mUI/mL). Desta forma a prevalência da 

hepatite B oculta encontrada entre as doações de sangue do interior do estado do Amazonas foi 

de 2,2%. A análise do perfil dos casos de hepatite B oculta encontrados estão descritos na Tabela 

1.  
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Tabela 1. Distribuição das frequências dos dados demográficos, clínicos, epidemiológicos e laboratoriais 
dos candidatos à doação de sangue do interior do estado do Amazonas, com amostras anti-HBc total 
positivas, HBsAg negativas e DNA-VHB reativos. No período de junho de 2011 a junho de 2012. 
 
 

 
*M, masculino; **ELISA; ***Quimioluminescencia 
 
 
 
Discussão 
 

Além de uma triagem clínica de qualidade, o algoritimo de testes mais utilizado para 

tentar impedir a transmissão transfusional do vírus B tem sido a detecção do HBsAg e anti-HBc 

total, seguido da detecção do DNA-VHB pelos testes NAT (Candotti & Allain, 2009; Allain & 

candotti, 2011; Niederhauser, 2011). No Brasil o teste NAT para VHB não está implantado sendo 

utilizado apenas em alguns bancos de sangue privados (Wendel et al., 2008). No estado do 

 
 

Variáveis 

DOADORES DNA-VHB+ 
Grupo A 

(anti-HBc+/anti-HBs+) 
(n=128) 

Grupo B 
(anti-HBc+/anti-HBs-) 

(n=51) 
1 2 3 4 

Município Manacapuru Fonte Boa Tefé Fonte Boa 
Sexo M* M M M 
Idade  41 33 51 36 
Primeira doação Não Não Não Não 
Estado civil Casado Casado Casado Mora com alguém 
Trabalha na área de saúde Não Não Não Não 
Recebeu transfusão sanguine Não Não Não Não 
Teve hepatite Não Não Não Não 
Mora com alguém teve hepatite Não Não Não Não 
Parceiro teve hepatite Não Não Não Não 
Mãe teve hepatite Não Não Não Sabe Não 
Usa medicamentos injetáveis sem 
prescrição médica Não Não Não Não Sabe 

Fez cirurgia Não Não Não Não 
Vacinado Não Não Sim Sim 
Tem tatuagem ou piercing Não Não Não Não 
Compartilha Material perfuro 
cortante Não Não Não Não 

Fez acupuntura Não Não Não Não 
Nos últimos 12 meses quantos 
parceiros sexuais 2 1 1 0 

Faz uso de bebidas alcoólicas Não Sim Sim Sim 
Quantas doses de bebida - >3 >3 >3 
anti-HBc total reativo (S/CO) 0,059** 8,87*** 5,480*** 10,99*** 
anti-HBs mUI/mL >1000 608,79 281,53 0,05 
Carga viral: cópias/mL 4,5 3,5 29,0 3,6 
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Amazonas, por se tratar de uma região de alta prevalência para infecção pelo VHB, o algoritimo 

brasileiro traz inquietações no sentido da necessidade de repensar o impacto do mesmo na 

qualidade do produto e na manutenção do estoque de sangue em áreas aonde o descarte de 

unidades por anti-HBc reativo chega a 64%.  

Estudos demonstram que a presença do marcador anti-HBs em altos títulos (acima de 100 

mUI/mL) é indicativo de imunidade adquirida conferindo a possibilidade do uso dos 

hemocomponentes em terapia transfusional (Satoh et al., 2008; Kupski, 2008). Esse 

procedimento é controverso, pois nem sempre a presença do anti-HBs é indicativo da ausência do 

DNA-VHB (Silva et al., 2005; Thedja et al., 2010; Launay et al., 2011; Roth et al., 2012; Tani et 

al, 2012). Em região com endemicidade similar a da região Amazônica foi descrito que o DNA 

do vírus da hepatite B pode estar presente em amostras de doadores de sangue com anti-HBc 

reativo que possuem positividade para o anti-HBs com uma prevalência de 1,5% e em doadores 

com anti-HBs negativo com uma prevalência de 5% (Bhatti et al., 2007).  

Alguns estudos buscam explicar a relação entre os títulos do anti-HBs com os níveis de 

DNA-VHB. Em humanos a transmissão do VHB tem sido relatada apartir de doadores no período 

da janela de pré-soroconversão com carga viral do DNA-VHB inferior a 20 UI/mL (Satake et al., 

2007). No entanto, alguns casos de doadores no período da janela imunológica com IOB não são 

infecciosos mesmo com a carga viral variando entre < 20 e 500 UI/mL (Candotti & Allain, 2009). 

Uma pesquisa analisando a amostra de um doador com 50 doações na Itália, não imunizado 

contra o VHB, sem história de fatores de risco para infecção, com HBsAg negativo, anti-HBc 

reativo e anti-HBs positivo (31.0 U/L) foi positivo para o DNA-VHB com carga viral de 60 

UI/mL (Capezzuto et al., 2010). A real taxa de infectividade da IOB ainda é desconhecida, por 

isso todas as doações contendo DNA-VHB são consideradas infecciosas. Dados recentes sugerem 

que a capacidade de neutralização do anti-HBs pode ser inefeciente quando expostos a altas 

cargas virais do VHB (Satake et al., 2007). A relação  entre a infecção do VHB com a carga viral 

pode estar relacionada a diversos fatores, como: fatores imunes no doador; fase da infecção, o 

volume de hemocomponentes e hemodericados transfundido para o receptor, e a presença de 

anticorpos neutralizantes contra o VHB (Satake et al., 2007). Em nosso estudo não encontramos 

relação entre os títulos de anti-HBs com a carga viral do VHB.  

Apesar do cenário epidemiológico local, não havia relatos de casos de hepatite B oculta 

em doadores de sangue no estado do Amazonas. Neste estudo são apresentados 4 casos de 
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presença de DNA-VHB entre os 179 doadores de sangue oriundos do interior do estado do 

Amazonas que não apresentaram reatividade para o marcador HBsAg mas que apresentaram 

reatividade para o marcador anti-HBc. Entre estes, 03 doadores apresentaram anti-HBs positivos 

com títulos acima de 100 mUI/mL. Este dado representa a ocorrência de 2,2% de hepatite B 

oculta entre doadores de sangue no interior do estado do Amazonas. 

A prevalência de IOB encontrada neste estudo está abaixo do que é observada em outras 

regiões onde a hepatite B é endêmica. Em Ganjam/Índia a prevalência descrita de IOB é de 30% 

(Panigrahi et al., 2012) e na Idonesia é de 8,1% (Thedja et al., 2010).  O índice encontrado no 

estado do Amazonas se assemelha com índices encontrados em regiões de média prevalência 

como no Sul do Brasil onde a frequência da IOB é de 3,3% (Silva et al., 2005). No Nordeste do 

Brasil foi achado 2,7% de IOB (Arraes et al., 2003) entre doadores de sangue.  E se aproxima de 

índices de países de baixa prevalência como na Itália onde foi descrito ser de 4,8% (Manzini et 

al., 2007).  

De qualquer forma a ocorrência de casos de IOB entre doadores de sangue evidencia a 

possibilidade do risco de transmissão transfusional do VHB, quando os doadores de sangue 

aprensentam-se assintomáticos e com HBsAg negativo durante o período da janela imunológica. 

A infectividade de hemoderivados de casos de IOB é muito discutida. Estudos tem relatado a 

detecção do DNA-VHB no sangue de doadores HBsAg negativos com anti-HBc total reativos 

como responsáveis pela transmissão da hepatite B por transfusão de sangue. Um estudo no Japão 

analisou 685.844 doações de repetição, destas 265 eram sorologia e mini pool NAT (MP-NAT) 

positivas para VHB. Das 265/13 eram NAT individual positivos (ID-NAT). Apenas 1 receptor foi 

identificado como caso de transmissão da hepatite B por transfusão de sangue, mostrando uma 

frequência de aproximadamente 1/53.000 doações neste país. O Ministério da Saúde/Japão 

recomenda fazer o ID-NAT nos receptores de hemoderivados após 3 meses da transfusão, porém 

neste estudo foi observado um período de janela imunológica por mais de 161 dias. O 

aparecimento tardio do VHB pode ser explicado por dois factores: (i) quantidade muito baixa de 

cópias do VHB no sangue transfundido e (ii) condição imunossupressora do receptor. Por 

conseguinte, é necessário estabelecer um sistema mais cauteloso de acompanhamento pós-

transfusão de sangue (Bouike, et al., 2010). 

No Brasil foram descritos dois pacientes imunodeficientes com câncer que receberam 

transfusão a partir de um único doador com sorologia anti-HBc e HBsAg negativos. Um paciente 
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desenvolveu  hepatite B aguda após 13 meses da transfusão e o outro pacinte morreu após 6 

meses sem apresentar qualquer marcador para infecção do VHB (Wendel et al., 2008). Outro 

relato de caso envolvendo um paciente com a doença de Crohn, severamente imunossuprimido - 

no momento da transfusão, desenvolveu infecção aguda pelo VHB após 20 semanas, a partir de 

cinco doadores diferentes com HBsAg e DNA-VHB negativos, a especulação mais relevante para 

esse caso é a reativação da IOB soronegativa (Leung, 2010; Ozaslan & Purnak, 2010). 

Similarmente na Slovenia, quatro meses após uma transfusão de sangue, duas pacientes 

desenvolveram hepatite B aguda. A primeira com 59 anos durante uma cirurgia de 

revascularização arterial, e a segunda de 71 anos após receber concentrado de glóbulos vermelhos 

(Levicnik-Stezinar et al., 2008). 

Observou-se neste estudo que entre os doadores que foram positivos para o DNA-VHB, 

dois eram imunizados contra o vírus da hepatite B e não houve relato de exposição aos fatores 

clássicos de risco para a infecção. Sabe-se que a vacina contra a hepatite B é eficaz, faz parte do 

Programa Nacional de Imunização do país e deve ser seguido rigorosamente. De acordo com o 

Ministerio da Saúde três doses de vacina contra hepatite B induzem títulos protetores de 

anticorpos (anti-HBs ≥ 10 UI/mL) em mais de 90% dos adultos e jovens sadios, e em mais de 

95% dos lactentes, crianças e adolescentes. A eficácia da vacina diminui com a idade e é menor 

em maiores de 40 anos. Outros fatores, tais como tabagismo, obesidade e fatores genéticos 

ligados a determinados haplotipos de HLA estão associados à resposta inadequada à vacinação 

contra infecção pelo vírus B (Gerlich et al., 2010).  

Estima-se que 5% a 10% de adultos saudáveis e imunocompetentes, que recebem a vacina 

contra VHB, não produzem uma resposta imunológica satisfatória (Gerlich et al., 2010). No 

entanto, sabe-se que os fenótipos humano de antígenos leucocitários específicos são considerados 

os mais importantes marcadores genéticos para os não respondedores (Leonardi et al., 2009). A 

diminuição dos níveis de anti-HBs após a vacinação são importantes fatores de risco para o 

desenvolvimento de infecções e cronicidade da hepatite B, especialmente em adolescentes que 

estão constatemente expostos ao VHB (Fagundes et al., 2012).  

No município de Lábrea/Amazonas após de 19 anos de vacinação, foi encontrado uma 

prevalência do anti-HBc de 19,8% em crianças com idade entre 5 e 9 anos, e 38,9% entre os 

adolescentes  com faixa etária entre 10 e 14 anos. Esses dados demonstram a forte circulação do 
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VHB nesta região evidenciando uma transmissão de forma vertical, horizontal e sexual (Braga et 

al., 2012). 

A realização de estudos retrospectivos de investigação de transmissão transfusional de 

hepatite B são extremamente interessantes em regiões como no estado do Amazonas. No entanto, 

estudos como esse apresentam dificuldades para serem realizados pela ausência da informação do 

perfil sorológico pré-transfusional (Bouike et al., 2010; Su et al., 2011). 

A implementação da detecção do DNA-VHB através das técnicas de detecção de 

amplificação de ácidos nucleicos (NAT) tem sido um potencial mecanismo para reduzir 

significativamente a transmissão da infecção no período da janela imunológica e revelar IOB, 

diminuindo o risco de uma hepatite B pós-transfusional (Roth et al., 2012). 

 
 
Conclusão 
 

A infecção oculta pelo vírus B continua sendo motivo de preocupação na segurança 

transfusional, sendo hoje o maior risco de infecção pós-transfusional pelo VHB em países onde o 

NAT para VHB na triagem de doadores de sangue não foi implantado. Na  Amazônia brasileira a 

ocorrência de IOB entre os doadores de sangue assintomáticos abre uma nova janela para a 

análise da história natural da infecção, das dinâmicas de replicação viral e da interação do sistema 

imune com o hospedeiro na região. Abre também espaço para discussão das melhores estratégias 

a serem utilizadas no presente e no futuro na triagem de doadores de sangue em regiões de alta 

prevalência e de perfil de transmissão peculiar como o caso da Amazônia.  Atualmente, tanto os 

testes de triagem sorológica, quanto o teste NAT precisam ser redesenhados no intuito de 

aprimorar as estratégias de controle da transmissão transfusional buscando um algoritimo 

balanceado entre a rejeição de doadores potenciais, descarte de unidades, razões econômicas e 

segurança desejada. 
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Resultados Complementares 

  

Durante o período de estudo (junho de 2011 a junho de 2012) as estratégias de coleta de 

sangue e abastecimentto de hemocomponentes no interior do estado do Amazonas sofreram 

mudanças importantes em função do risco de transmissão considerando a alta soroprevalência do 

marcador anti-HBc total nas doações oriundas do interior do estado.  Além disso, em função da 

logística de transporte de amostras do interior para a central sorológica em Manaus, a 

estruturação da logística foi revista de forma a permitir o processo de implantação da tecnologia 

do NAT orientada pelo Ministério da Saúde na região.  

Os critérios de triagem anteriormente utilizados, que indicava o aproveitamento de 

hemocomponentes HBsAg negativos, anti-HBc total reativo e anti-HBs reativo em altos títulos, 

foi substituído pelo critério de descarte de unidades HBsAg reativo e/ou anti-HBc reativo. Desta 

forma, a média de doações oriundas do interior do estado caiu de cerca de 6.600 para cerca de 

3.600/ano (FHEMOAM, 2012), representando uma queda de aproximadamente 50%. 

Os antigos doadores de repetição do interior que apresentavam o marcador anti-HBc total 

reativo passaram a ser considerados inaptos e não mais foram realizados os testes para o 

marcador anti-HBs. As mudanças de critérios e o impacto na frequência dos marcadores 

sorológicos para hepatite B nas doações do interior do estado do Amazonas estão demonstradas 

na Figura 6. 

 Diante destas mudanças o Hemocentro do Amazonas, para buscar a garantia de 

disponibilidade de hemocomponentes no interior do estado, passou a encaminhar unidades de 

hemocomponentes da capital (Manaus) para as agências transfusionais do interior. As unidades 

hemoterápicas passaram a funcionar como Agências Trasfusionais (ATs) e não mais como 

Unidades de Coleta e Transfusão (UCTs). 
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Figura 6. Esquema das mudanças de critérios e o impacto na frequência dos marcadores 
sorológicos para hepatite B nas doações do interior do estado do Amazonas 

 

 

 

 

 

Realidade na fase da construção deste protocolo de pesquisa  
 

No interior do estado do Amazonas:  
Utilização de hemocomponentes: HBsAg neg, anti-HBc 
reativo, anti-HBs com título acima de 100 mUI/mL 
 

Frequência de anti-HBc total reativo: 2.160 (32,7%) 

Realidade após alterações nos critérios (após início do estudo) 
 

Inaptidão de doadores com anti-HBc reativo  
Descarte de unidades: HBsAg reativo e/ou anti-HBc reativo 
Não realização do anti-HBs 

Total de doações oriundas do interior do estado/ano: 3.600 
 

Frequência de anti-HBc total reativo: 887 (24,6%) 
 

Total de doações oriundas do interior do estado/ano: 6.600 

Frequência de anti-HBs reativo: 1.836 (85%) e anti-HBs negativo: 324 (15%) 
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 No período do estudo o total de doações recebidas pela Fundação HEMOAM de todo o 

interior do estado do Amazonas foi de 3.600. Destas, 887 (24,6%) apresentaram algum marcador 

sorológico para hepatite B, provocando o descarte dos hemocomponentes. A distribuição dos 

marcadores está demonstrada na Tablea 6. 

 

 

             Tabela 6. Frequência dos marcadores sorológicos para hepatite B 

Marcadores sorológicos para hepatite B (n=887) 
fi % 

HBsAg 6 (0,7%) 

Anti-HBc reativo 851(95,9%) 

anti-HBc com HBsAg reativo 30 (3,4%) 

Total 887 (100%) 

 

 

 O total de 431 doações foram provenientes das regionais de saúde inseridas neste estudo.  

Deste universo, de acordo com os critérios de elegibilidade foram incluídas 179 (41,5%) amostras 

anti-HBc total positivas e HBsAg negativas, com ou sem anti-HBs. Destas, 128 (72%) 

correspondem ao grupo A e 51 (28%) do grupo B (Tabela 7).  

 

 

                        Tabela 7. Distribuição da amostra entre os grupos de estudo 

Grupos 

Distribuição da amostra 
do estudo 
(n=179) 

fi % 

Grupo A 
anti-HBs positivo 
(a-HBc+/HBsAg- ) 
 

128 (72%) 

Grupo B anti-HBs negativo 
(a-HBc+/HBsAg- ) 51 (28%) 
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  Fatores de risco e dados demográficos  

 

 Em ambos os grupos a população masculina foi predominante, com 118 (92,2%) e 46 

(90,2%), nos grupos A e B respectivamente. Quanto à idade, a média foi 43 anos no grupo A e 42 

anos no grupo B. Em relação à procedência das amostras, notou-se que a maior parte das doações 

foi proveniente da regional de saúde Triângulo (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Distribuição das frequências dos perfis dos doadores de sangue de acordo com o gênero, idade e 
procedência provenientes das regionais de saúde estudadas e divisão dos grupos de estudo no período de 
junho de 2011 a junho de 2012. 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
                      

 

 

 

              

               *Teste de Fisher ** Teste t de Student  (Vienna, 2012) 
 

 Os doadores foram investigados em relação à presença de fatores de risco relacionados à 

infecção pelo VHB como: ser primodoador, trabalhar na área de saúde, apresentar relato de 

transfusão sanguínea, relato de hepatite na família, antecedentes de cirurgias, condição de 

imunização, presença de tatuagem e/ou piercing, hábito de compartilhar material pérfuro cortante 

de uso pessoal e uso de bebidas alcoólicas. Não houve diferença estatística significativa dos 

fatores de risco para hepatite B entre os grupos estudados (Tabela 9). 

Variáveis 

GRUPOS 

P* 
A 

(anti-HBc+/anti-HBs+) 
 (n=128) 
fi     % 

B  
(anti-HBc+/anti-HBs-)  

(n=51) 
fi    % 

Gênero   0.766 
    Masculino 118(92,2) 46(90,2) 

     Feminino 10(7,8) 5(9,8) 
Idade   0.575** 
Média (SD)= 0.56 43.7(9.5) 42.7(11.3)  
Procedência 
(Regionais de Saúde)    
     Baixo Amazonas 10(7,8) 7(13,7)  
     Entorno de Manaus 5(3,9) 4(7,8)  
     Médio Amazonas 8(6,2) 3(5,9)  
     Rio Negro e Solimões 13(10,2) 13(25,5)  
     Triângulo 92(71,9) 24(47,1) 0.015 
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Tabela 9. Distribuição das frequências dos fatores de risco para hepatite B nos doadores de sangue 
provenientes das regionais de saúde estudadas e divisão dos grupos de estudo no período de junho de 2011 
a junho de 2012. 
 

      *Teste de Fisher ** Teste Qui-quadrado (Vienna, 2012) 

 

 

 
 
 

Variáveis 

GRUPOS 

P* 
A 

(anti-HBc+/anti-HBs+) 
 (n=128) 
fi     % 

B  
(anti-HBc+/anti-HBs-) 

(n=51) 
fi    % 

Primeira doação   0.795** 

                   Não  86(84,3) 29(80,6)  
                   Sim 16(15,7) 07(19,4)  

Trabalha na área de saúde   0.854** 

                   Não  79(82,3) 29(82,9)  
                   Sim 17(17,7) 6(17,1)  

Recebeu transfusão sanguine   0.455 

                   Não  101(99) 35(97,2)  
                   Não sabe - 1(,8)  
                   Sim 1(1) -  

Teve hepatite   0.206 

                   Não  98(96,1) 32(88,9)  
                   Sim 4(3,9) 4(11,1)  

Sua mãe já teve hepatite   0.355 

                   Não  90(88,2) 31(86,1)  
                   Não sabe 12(11,8) 4(11,1)  
                   Sim - 1(2,8)  

Já fez alguma cirurgia na vida   1 

                  Não 91(89,2) 32(88,9)  
                  Sim 11(10,8) 1(11,1)  

Imunizado contra VHB   0.753** 

                  Não 26(25,5) 7(19,4)  
                  Não sabe 12(11,8) 5(13,9)  
                  Sim 64(62,7) 24(66,7)  

Tem tatuagem ou piercing   0.651 

                  Não 98(96,1) 34(94,4)  
                  Sim 4(3,9) 2(5,6)  
Tem o hábito de compartilhar material 
pérfuro cortante de uso pessoal   1 

                  Não 99(97,1) 35(97,2)  
                  Sim 3(2,9) 1(2,8)  

Faz uso de bebidas alcoólicas   0.302** 

                  Não 56(54,9) 24(66,7)  
                  Sim 46(45,1) 12(33,3)  
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 Prevalência do DNA-VHB  

 

 Entre as doações estudadas observou-se a presença do DNA-VHB em 04 amostras (4/179 

– 2,2%), sendo 03 provenientes da regional Triângulo e 01 da regional Rio Negro e Solimões. A 

distribuição das doações postivas para DNA-VHB entre os grupos de estudo e da procedência 

está apresentada na Tabela 10. 

 

 
Tabela 10. Prevalência do DNA-VHB nos candidatos à doação de sangue e distribuição quanto à 
procedência e grupos de estudo no período de junho de 2011 a junho de 2012. 
 
 
 

 
 
   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Associação do DNA-VHB com os títulos do anti-HBs 

 

 Quanto à associação da presença do DNA-VHB com os títulos do anti-HBs nas amostras 

reativas para este parâmetro, das 179 amostras que foram submetidas a PCR, 03 amostras 

apresentaram titulação do anti-HBs ≥ 100 mUI/mL e 1 apresentou titulação ≤ 100 mUI/mL. Os 

títulos estão demonstrados na Tabela 11. A ausência do marcador anti-HBs (≥100 mUI/mL) não 

está associada com a ocorrência da hepatite B oculta nas amostras anti-HBc total positivas e 

HBsAg negativas (Tabela 11).  

  DNA-VHB+ 
fi % 

 
Regionais de Saúde 

 GRUPOS 
 

HBsAg- 
anti-HBc total+ 

fi % 
 

A  
(anti-HBc+/anti-HBs+) 

(n=128) 
fi % 

 

B 
(anti-HBc+/anti-HBs-) 

(n=51) 
fi % 

 Baixo Amazonas 17 (9,63)   
Entorno de Manaus 09 (5,22)   
Médio Amazonas 11 (6,13)   
Rio Negro e Solimões 26 (14,65) 1 (3,8)  
Triângulo 116 (64,8) 2 (1,7) 1 (0,8) 

Total 179 (100) 3 (2,3) 1 (1,9) 
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Tabela 11. Associação entre a ausência do marcador anti-HBs com presença do DNA-VHB nos 
candidatos à doação de sangue das regionais de saúde estudadas com anti-HBc+ e HBsAg- no período de 
junho de 2011 a junho de 2012. 
   

 
 
 

 

 

 

 

 

*Teste de Fisher (Vienna, 2012)  
 
 
 
 
 

Descrição dos casos positivos para a presença do DNA-VHB 
 

 
Todos os doadores eram do gênero masculino, a idade variou entre 33-51 anos, todos 

eram doadores de repetição, todos referiam ter relação conjugal estável, nenhum trabalha na área 

da saúde, não houve relato de transfusão de sangue, nem relato de hepatite B na família, nem 

relato de parceiros sexuais com hepatite B, assim como relato do uso de medicamentos injetáveis 

sem solicitação médica, nenhum antecedente de cirurgia. Dois doadores eram vacinados contra 

hepatite B. Nenhum dos doadores apresentou tatuagem e/ou piercing e não relataram hábito de 

compartilhar material pérfuro cortante de uso pessoal, nem tratamento por acupuntura, assim 

como não descreveram promiscuidade sexual.  Quanto ao consumo de bebidas alcoólicas não 

houve relato de uso abusivo. Verificou-se uma variação nos títulos sorológicos para o marcador 

anti-HBs entre 281,53 - >1000 mUI/mL e a carga viral com uma variação de 3,5 - 29 cópias/mL 

(Tabela 12). 

 

 

 

 

 

 PCR    

 
Positivo  

fi  % 
Negativo  

fi  % 
Total OR (IC 95%) P* 

anti-HBs 
mUI/mL    1,2 (0,094-64,221) 1 

     Grupo A ≥ 100 3(2,3) 125(97,7) 128(100)  
 

 
      Grupo B ≤ 100 1(2) 50(100) 51(100) 
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Tabela 12. Distribuição das frequências dos dados demográficos, clínicos, epidemiológicos e laboratoriais 
dos candidatos à doação de sangue do interior do estado do Amazonas, com amostras anti-HBc total 
positivas, HBsAg negativas e DNA-VHB reativos. No período de junho de 2011 a junho de 2012. 
 
 

*M, masculino; **ELISA; † Quimioluminescência 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Variáveis 

DOADORES DNA-VHB+ 
Grupo A 

(anti-HBc+/anti-HBs+) 
(n=128) 

Grupo B 
(anti-HBc+/anti-HBs-) 

(n=51) 
1 2 3 4 

Município Manacapuru Fonte Boa Tefé Fonte Boa 
Gênero M* M M M 
Idade  41 33 51 36 
Primeira doação Não Não Não Não 
Estado civil Casado Casado Casado Mora com alguém 
Trabalha na área de saúde Não Não Não Não 
Recebeu transfusão sanguinea Não Não Não Não 
Teve hepatite Não Não Não Não 
Mora com alguém que teve hepatite Não Não Não Não 
Parceiro(a) teve hepatite Não Não Não Não 
Mãe teve hepatite Não Não Não Sabe Não 
Usa medicamentos injetáveis sem 
prescrição médica Não Não Não Não Sabe 

Fez cirurgia Não Não Não Não 
Vacinado Não Não Sim Sim 
Tem tatuagem ou piercing Não Não Não Não 
Compartilha material pérfuro cortante Não Não Não Não 
Fez acupuntura Não Não Não Não 
Nos últimos 12 meses quantos parceiros 
sexuais 2 1 1 0 

Faz uso de bebidas alcoólicas Não Sim Sim Sim 
Quantas doses de bebida - >3 >3 >3 
anti-HBc total reativo (S/CO) 0,059** 8,87† 5,480† 10,99† 
anti-HBs mUI/mL >1000 608,79 281,53 0,05 
DNA-VHB: UI/mL 4,5 3,5 29,0 3,6 
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7. DISCUSSÃO  
 

 

Além de uma triagem clínica de qualidade, o algoritimo de testes mais utilizado para 

tentar impedir a transmissão transfusional do vírus B tem sido a detecção do HBsAg e anti-HBc 

total, seguido da detecção do DNA-VHB pelos testes NAT (Candotti & Allain, 2009; Allain & 

Candotti, 2011; Niederhauser, 2011). No Brasil o teste NAT para VHB não está implantado 

sendo utilizado apenas em alguns bancos de sangue privados (Wendel et al., 2008). No estado do 

Amazonas, por se tratar de uma região de alta prevalência para infecção pelo VHB, o algoritimo 

brasileiro traz inquietações no sentido da necessidade de repensar o impacto do mesmo na 

qualidade do produto e na manutenção do estoque de sangue em áreas aonde o descarte de 

unidades por anti-HBc reativo chega a 64%.  

Este estudo mostrou que no interior do estado do Amazonas a prevalência do marcador 

sorológico anti-HBc total variou entre 5 – 64%, nas regionais estudadas. No município de Fonte 

Boa na regional de saúde Triângulo a prevalência foi de 35,6%. Esse resultado coincide com 

outros estudos no interior do estado. Braga et al., (2012) realizaram um estudo de soroprevalência 

na população de uma área rural no município de Lábrea, Amazonas/Brasil e observaram que a 

metade dos indivíduos investigados (52,1%) apresentou reatividade para o anti-HBc total.  

Este perfil epidemiológico provoca um impacto importante na manutenção do estoque 

fazendo com que unidades sejam desprezadas e provocando a necessidade de envio de 

hemocomponentes da capital (Manaus) para os municípios do interior. Esta conduta é dificultada 

tendo em vista a complexa e custosa logística de transporte no Estado devido principalmente ao 

desafio geográfico. 

O índice de anti-HBc total reativo entre os doadores de sangue no interior do estado do 

Amazonas é alto quando comparado com outras regiões do país onde a prevalência da hepatite B 

é considerada moderada. Dados de um estudo multicêntrico em hemocentros mostram uma 

prevalência de 2,8% em São Paulo, 3,4% em Belo Horizonte e 4,7% em Recife (Almeida-Neto et 

al., 2012).  Estes dados demonstram claramente o quanto são diferentes e peculiares as 

características epidemiológicas da infecção no estado do Amazonas quando comparado com o 

restante do país, devendo provocar discussões quanto à qualidade hemoterápica na região 

considerando as especificidades regionais.  
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Os resultados aqui apresentados, no entanto, não diferem de outros estudos em países de 

alta prevalência para hepatite B. Na Índia, entre 729 amostras testadas 220 (30,1%) eram anti-

HBc reativos e HBsAg negativos (Panigrahi et al., 2010). Na Indonesia de 309/134 (43,4%) eram 

anti-HBc reativos e HBsAg negativos (Thedja et al., 2010).  As possíveis explicações para este 

perfil sorológico são: i) reações sorológicas falso-positivas: são mais freqüentes nas regiões com 

baixa prevalência da infecção pelo VHB e devem ser suspeitadas quando ocorrem em títulos 

baixos nas reações imunoenzimáticas; ii) período da janela imunológica: observada nas infecções 

agudas em resolução ou evolução, quando o HBsAg já se negativou e o anti-HBs ainda não é 

detectado; iii) expressão de imunidade tardia: quando os níveis do anti-HBs decaem abaixo do 

limite de detecção dos testes e o anti-HBc permanece positivo, provavelmente em razão da maior 

imunogenicidade do HBcAg; iv) infecção crônica, onde a positividade do anti-HBc pode ocorrer 

concomitantemente com uma baixa carga viral do VHB, e o HBsAg não é detectado pelos 

métodos sorológicos habituais, passando a ser IOB (Candotti & Allain, 2009; Niederhauser, 

2011).   

Estudos demonstram que a presença do marcador anti-HBs em altos títulos (acima de 100 

mUI/mL) é indicativo de imunidade adquirida conferindo a possibilidade do uso dos 

hemocomponentes em terapia transfusional (Sato et al., 2008; Kupski et al., 2008). Esse 

procedimento é controverso, pois nem sempre a presença do anti-HBs é indicativo da ausência do 

DNA-VHB (Silva et al., 2005; Thedja et al., 2010; Launay et al., 2011; Roth et al., 2012; Tani et 

al, 2012). Em região com endemicidade similar a da região Amazônica foi descrito que o DNA 

do vírus da hepatite B pode estar presente em amostras de doadores de sangue com anti-HBc 

reativo que possuem positividade para o anti-HBs com uma prevalência de 1,5% e em doadores 

com anti-HBs negativo com uma prevalência de 5% (Bhatti et al., 2007).  

Alguns estudos buscam explicar a relação entre os títulos do anti-HBs com os níveis de 

DNA-VHB. Em humanos a transmissão do VHB tem sido relatada apartir de doadores no período 

da janela de pré-soroconversão com carga viral do DNA-VHB inferior a 20 UI/mL (Satake et al., 

2007). No entanto, alguns casos de doadores no período da janela imunológica com IOB não são 

infecciosos mesmo com a carga viral variando entre < 20 e 500 UI/mL (Candotti & Allain, 2009). 

Uma pesquisa analisando a amostra de um doador com 50 doações na Itália, não imunizado 

contra o VHB, sem história de fatores de risco para infecção, com HBsAg negativo, anti-HBc 

reativo e anti-HBs positivo (31.0 U/L) foi positivo para o DNA-VHB com carga viral de 60 
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UI/mL (Capezzuto et al., 2010). A real taxa de infectividade da IOB ainda é desconhecida, por 

isso todas as doações contendo DNA-VHB são consideradas infecciosas. Dados recentes sugerem 

que a capacidade de neutralização do anti-HBs pode ser inefeciente quando expostos a altas 

cargas virais do VHB (Satake et al., 2007). A relação  entre a infecção do VHB com a carga viral 

pode estar relacionada a diversos fatores, como: fatores imunes no doador; fase da infecção, o 

volume de hemocomponentes e hemodericados transfundido para o receptor, e a presença de 

anticorpos neutralizantes contra o VHB (Satake et al., 2007). Em nosso estudo não encontramos 

relação entre os títulos de anti-HBs com a carga viral do VHB.  

Apesar do cenário epidemiológico local, não havia relatos de casos de hepatite B oculta 

em doadores de sangue no estado do Amazonas. Neste estudo pioneiro são apresentados 4 casos 

de presença de DNA-VHB entre os 179 doadores de sangue oriundos do interior do estado do 

Amazonas que não apresentaram reatividade para o marcador HBsAg mas que apresentaram 

reatividade para o marcador anti-HBc. Entre estes, 03 doadores apresentaram anti-HBs positivos 

com títulos acima de 100 mUI/mL. Este dado representa a ocorrência de 2,2% de hepatite B 

oculta entre doadores de sangue no interior do estado do Amazonas. 

A prevalência de IOB encontrada neste estudo está abaixo do que é observada em outras 

regiões onde a hepatite B é endêmica. Em Ganjam/Índia a prevalência descrita de IOB é de 30% 

(Panigrahi et al., 2012) e na Idonesia é de 8,1% (Thedja et al., 2010).  O índice encontrado no 

estado do Amazonas se assemelha com índices encontrados em regiões de média prevalência 

como no Sul do Brasil onde a frequência da IOB é de 3,3% (Silva et al., 2005). No Nordeste do 

Brasil foi achado 2,7% de IOB (Arraes et al., 2003) entre doadores de sangue.  E se aproxima de 

índices de países de baixa prevalência como na Itália onde foi descrito ser de 4,8% (Manzini et 

al., 2007).  

De qualquer forma a ocorrência de casos de IOB entre doadores de sangue evidencia a 

possibilidade do risco de transmissão transfusional do VHB, quando os doadores de sangue 

aprensentam-se assintomáticos e com HBsAg negativo durante o período da janela imunológica. 

A infectividade de hemoderivados de casos de IOB é muito discutida. Estudos tem relatado a 

detecção do DNA-VHB no sangue de doadores HBsAg negativos com anti-HBc total reativos 

como responsáveis pela transmissão da hepatite B por transfusão de sangue. Um estudo no Japão 

analisou 685.844 doações de repetição, destas 265 eram sorologia e mini pool NAT (MP-NAT) 

positivas para VHB. Das 265/13 eram NAT individual positivos (ID-NAT). Apenas 1 receptor foi 
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identificado como caso de transmissão da hepatite B por transfusão de sangue, mostrando uma 

frequência de aproximadamente 1/53.000 doações neste país. O Ministério da Saúde/Japão 

recomenda fazer o ID-NAT nos receptores de hemoderivados após 3 meses da transfusão, porém 

neste estudo foi observado um período de janela imunológica por mais de 161 dias. O 

aparecimento tardio do VHB pode ser explicado por dois factores: (i) quantidade muito baixa de 

cópias do VHB no sangue transfundido e (ii) condição imunossupressora do receptor. Por 

conseguinte, é necessário estabelecer um sistema mais cauteloso de acompanhamento pós-

transfusão de sangue (Bouike, et al., 2010). 

No Brasil foram descritos dois pacientes imunodeficientes com câncer que receberam 

transfusão a partir de um único doador com sorologia anti-HBc e HBsAg negativos. Um paciente 

desenvolveu  hepatite B aguda após 13 meses da transfusão e o outro pacinte morreu após 6 

meses sem apresentar qualquer marcador para infecção do VHB (Wendel et al., 2008). Outro 

relato de caso envolvendo um paciente com a doença de Crohn, severamente imunossuprimido - 

no momento da transfusão, desenvolveu infecção aguda pelo VHB após 20 semanas, a partir de 

cinco doadores diferentes com HBsAg e DNA-VHB negativos, a especulação mais relevante para 

esse caso é a reativação da IOB soronegativa (Leung, 2010; Purnak & Ozaslan, 2010). 

Similarmente na Eslovenia, quatro meses após uma transfusão de sangue, duas pacientes 

desenvolveram hepatite B aguda. A primeira com 59 anos durante uma cirurgia de 

revascularização arterial, e a segunda de 71 anos após receber concentrado de glóbulos vermelhos 

(Levicnik-Stezinar et al., 2008). 

Neste estudo foi observada a maior frequência de doadores do sexo masculino (90%) 

evidenciando a pouca participação do sexo feminino (10%), as quais se deparam com situações 

em que a mulher não pode doar, como: durante a gravidez, a amamentação, três meses do pós-

parto, anemia, o medo e até mesmo a falta de informação. No entanto, não foi observada 

significância estatística entre os grupos, o que retrata uma característica peculair do interior do 

Amazonas. Devido à baixa incidência demográfica dos municípios estudados se faz necessária a 

busca ativa de doadores de repetição, tornando-os doadores fidelizados.  Em Manaus devido às 

campanhas específicas realizadas pelo hemocentro, esse quadro vem sofrendo alterações 

positivas e o número de doadores vem aumentando cada vez mais inclusive do sexo feminino. Na 

capital, 77% dos doadores são masculinos e 23% são do sexo feminino (FHEMOAM, 2011). 

Dados similares aos de Manaus foram encontrados nos hemocentros no Paraná/Brasil com (61%) 
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masculino e (39%) feminino (Ramos & Ferraz, 2010) e região Norte/Itália (58,3%) masculino e 

(41,7%) feminino (Manzini et al., 2007). 

Observou-se neste estudo que entre os doadores que foram positivos para o DNA-VHB, 

dois eram imunizados contra o vírus da hepatite B e não houve relato de exposição aos fatores 

clássicos de risco para a infecção. Sabe-se que a vacina contra a hepatite B é eficaz, faz parte do 

Programa Nacional de Imunização do país e deve ser seguido rigorosamente. De acordo com o 

Ministerio da Saúde três doses de vacina contra hepatite B induzem títulos protetores de 

anticorpos (anti-HBs ≥ 10 UI/mL) em mais de 90% dos adultos e jovens sadios, e em mais de 

95% dos lactentes, crianças e adolescentes. A eficácia da vacina diminui com a idade e é menor 

em maiores de 40 anos. Outros fatores, tais como tabagismo, obesidade e fatores genéticos 

ligados a determinados haplotipos de HLA estão associados à resposta inadequada à vacinação 

contra infecção pelo vírus B (MS, 2009; Gerlich et al., 2010). Um estudo realizado na 

comunidade de Criciúma/Santa Catarina investigou a titulação do anti-HBs em crinaças com 

idade média de 11,4 anos após 10 anos de vacina. Das 405/222 (54,8%) apresentaram níveis 

protetores de anti-HBs (anti-HBs ≥ 10 UI/mL). Das 405/18 (4,4%) foram anti-HBc total reativos 

com uma média de títulos de anti-HBs de 218,4 mUI/mL. Todas as crianças reativas para o anti-

HBc foram HBsAg negativas, excluindo uma infecção crônica pelo VHB (Fagundes et al., 2012).  

Estima-se que 5% a 10% de adultos saudáveis e imunocompetentes, que recebem a vacina 

contra VHB, não produzem uma resposta imunológica satisfatória (Gerlich et al., 2010). No 

entanto, sabe-se que os fenótipos humano de antígenos leucocitários específicos são considerados 

os mais importantes marcadores genéticos para os não respondedores (Leonardi et al., 2009). A 

diminuição dos níveis de anti-HBs após a vacinação são importantes fatores de risco para o 

desenvolvimento de infecções e cronicidade da hepatite B, especialmente em adolescentes que 

estão constatemente expostos ao VHB (Fagundes et al., 2012).  

No município de Lábrea/Amazonas após de 19 anos de vacinação, foi encontrado uma 

prevalência do anti-HBc de 19,8% em crianças com idade entre 5 e 9 anos, e 38,9% entre os 

adolescentes  com faixa etária entre 10 e 14 anos. Esses dados demonstram a forte circulação do 

VHB nesta região evidenciando uma transmissão de forma vertical, horizontal e sexual (Braga et 

al., 2012). 

A realização de estudos retrospectivos de investigação de transmissão transfusional de 

hepatite B são extremamente interessantes em regiões como no estado do Amazonas. No entanto, 
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estudos como esse apresentam dificuldades para serem realizados pela ausência da informação do 

perfil sorológico pré-transfusional. A realidade do processo de transmissão da hepatite B no 

estado do Amazonas deve ter sofrido influência direta dos critérios utilizados nos últimos anos na 

triagem de doadores de sangue do interior do estado no qual eram utilizadas unidades HBsAg 

negativas, anti-HBc reativas e com presença do marcador anti-HBs em títulos maiores do que 100 

mUI/mL. Assim sendo o desenvolvimento de estudos de “look back” devem ser desenhados para 

trazer para discussão o impacto dos critérios de triagem de doadores de sangue em áreas de alta 

endemicidade para hepatite B (Bouike et al., 2010; Su et al., 2011). 

A implementação da detecção do DNA-VHB através das técnicas de detecção de 

amplificação de ácidos nucleicos (NAT) tem sido um potencial mecanismo para reduzir 

significativamente a transmissão da infecção no período da janela imunológica e revelar IOB, 

diminuindo o risco de uma hepatite B pós-transfusional (Roth et al., 2012). 

A infecção oculta pelo vírus B continua sendo motivo de preocupação na segurança 

transfusional, sendo hoje o maior risco de infecção pós-transfusional pelo VHB em países onde o 

NAT para VHB na triagem de doadores de sangue não foi implantado (Silva et al., 2005; Wendel 

et al., 2008; Thedja et al., 2010; Roth et al., 2012). Na  Amazônia brasileira a ocorrência de IOB 

entre os doadores de sangue assintomáticos abre uma nova janela para a análise da história 

natural da infecção, das dinâmicas de replicação viral e da interação do sistema imune com o 

hospedeiro na região. Abre também espaço para discussão das melhores estratégias a serem 

utilizadas no presente e no futuro na triagem de doadores de sangue em regiões de alta 

prevalência e de perfil de transmissão peculiar como o caso da Amazônia.  Atualmente, tanto os 

testes de triagem sorológica, quanto o teste NAT precisam ser redesenhados no intuito de 

aprimorar as estratégias de controle da transmissão transfusional buscando um algoritimo 

balanceado entre a rejeição de doadores potenciais, descarte de unidades, razões econômicas e 

segurança desejada. 
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8. CONCLUSÕES 
 

 

A prevalência de Hepatite B oculta entre os doadores de sangue das regionais de sáude do 

Baixo Amazonas, Entorno de Manaus, Médio Amazonas, Rio Negro e Solimões e Triângulo do 

Estado do Amazonas foi de 2,2%.  

 

Entre os 4 doadores de sangue com presença do DNA-VHB  3 apresentaram titulação do 

anti-HBs acima de 100 mUI/mL, não havendo correlação entre a presença do DNA-VHB e a 

titulação do anti-HBs. 

 

Não houve correlação entre os títulos dos marcadores anti-HBs e anti-HBc com a carga 

viral encontrada. 

 

A maior frequência dos doadores foi do sexo masculino com 90% em ambos os grupos de 

estudo. Não houve relato de exposição aos fatores clássicos de risco para a infecção entre os 

doadores com presença do DNA-VHB. 

 

A descrição da ocorrência de IOB no Estado do Amazonas abre uma nova janela para a 

análise da história natural da infecção, das dinâmicas de replicação viral e da interação do sistema 

imune com o hospedeiro na região. Desta forma será possível enriquecer a compreensão das 

interações com a genética e a imunidade do hospedeiro Amazônico.  

 

A evidência da presença de IOB entre os doadores de sangue do interior do Estado do  

Amazonas abre também espaço para discussão das melhores estratégias a serem utilizadas no 

presente e no futuro na triagem de doadores de sangue em regiões de alta prevalência e de perfil 

de transmissão peculiar como o caso da Amazônia.  Atualmente, tanto os testes de triagem 

sorológica, quanto o teste NAT precisam ser redesenhados no intuito de aprimorar as estratégias 

de controle da transmissão transfusional buscando um algoritimo  balanceado entre a rejeição de 

doadores potenciais, descarte de unidades, razões econômicas e segurança desejada.  
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O estado do Amazonas uma vez considerado de alto risco para hepatite B apresentando 

epidemiologia diferenciada do restante Brasil necessita de mais estudos entre a população de 

doadores de sangue para melhor desvendar o curso da infecção oculta pelo VHB. Este estudo 

aponta as dificuldades do banco de sangue quanto ao número de descartes de bolsas seguindo a 

RDC 2010 e aponta também uma fragilidade quando o banco de sangue usava hemocomponentes 

com sorologia positiva para o anti-HBc e anti-HBs em altos títulos (≥ 100 mUI/mL). Uma das 

alternativas que poderia ser pensada é a utilização de hemocomponentes anti-HBc postivos com 

NAT negativo para os doadores do interior do estado do Amazonas, diminuindo o número 

elevado de descartes devido à positividade do marcador anti-HBc. 
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APÊNDICE A 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
TÍTULO DO ESTUDO: Detecção do DNA do vírus da Hepatite B nas doações de sangue do interior do 
Estado do Amazonas e sua relevância nas estratégias de triagem de doadores de sangue em áreas 
endêmicas.  
JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo tem como objetivo promover informações sobre o impacto 
do uso de novas tecnologias diagnósticas para a seleção de doadores de sangue do interior do Estado do 
Amazonas no que diz respeito à hepatite B, visando melhorar a qualidade das transfusões na região Norte. 
PROCEDIMENTOS: Para este estudo será aplicado um questionário contendo perguntas sobre possíveis 
comportamentos de exposição à infecção a hepatite B. Posteriormente será coletada amostra de 5mL de 
sangue para análise da presença do DNA do vírus. As análises serão realizadas na Fundação de 
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas – HEMOAM em Manaus. Se a sua amostra após a análise não 
estiver dentro dos critérios exigidos por este projeto, este documento torna-se inválido.  
RISCOS E DESCONFORTOS: Os riscos são mínimos a participação neste estudo. Haverá um 
desconforto pela picada da agulha para coleta da amostra e a necessidade de responder a algumas 
perguntas de história de risco para adquirir a infecção pela hepatite B. 
BENEFÍCIOS: A participação neste estudo não traz nenhum benefício direto e imediato para o indivíduo, 
mas ajudará no conhecimento e na prevenção da hepatite B. 
ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: Os indivíduos participantes deste estudo terão, sempre que 
necessário, esclarecimentos de dúvidas, acompanhamento clínico e laboratorial no que diz respeito à 
hepatite B, podendo entrar em contato com as doutoras Kátia Torres e Márcia Poinho (HEMOAM: Tel: 
(92)3655-0130). Sempre que necessário será prestada orientação médica adequada ou encaminhamentos 
necessários, feitos pela equipe médica da unidade de saúde da sua cidade. 
VOLUNTARIEDADE: A participação neste estudo é voluntária. Os participantes deste estudo podem 
retirar sua participação a qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento no serviço de 
hemoterapia. 
CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os dados pessoais referentes à 
participação dos indivíduos neste estudo permanecerão confidenciais, não sendo divulgados de forma a 
declarar a identidade dos participantes, sendo os participantes identificados apenas através de um número. 
USO DE MATERIAL BIOLÓGICO COLETADO: O material biológico coletado (sangue periférico) 
será utilizado para o que se propõe neste estudo e será armazenado para estudos posteriores. Os 
questionários serão arquivados sob a guarda do pesquisador principal deste estudo.  

 
CONSENTIMENTO PÓS-INFORMAÇÃO 

Após ter recebido informações claras, eu concordo em participar do estudo em questão. 

_________________________________________________________  

(Assinatura do doador/ Nome completo em letra de forma) 

 

Número da bolsa (macarrão):_________________________________ 

 

_________________________________________________________                          (Impressão dactiloscópica)  

(Assinatura do entrevistador)  

Data:_____/______/______         Nome da Cidade:________________________ 
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APÊNDICE B 

QUESTIONÁRIO EPIDEMIOLÓGICO 

 
Título do projeto: Detecção do DNA do vírus da Hepatite B nas doações de sangue do interior do Estado 
do Amazonas e sua relevância nas estratégias de triagem de doadores de sangue em áreas endêmicas.  
 

                    Código do projeto:_______________(preenchido em Manaus) 
 
1.DADOS PESSOAIS / DEMOGRÁFICOS 
1.1 Nome completo do doador(a):                                                                       Tel: (     ) 
                                                                                                                                        
                                                                                                                              Cel: (    ) 
1.2 Data de nascimento:____/____/____                     Sexo: (  )1.Feminino         (  )2.Masculino 
1.3 Data da doação: ____/____/____ 
1.4 Número da bolsa (Macarrão/da doação atual): 
1.5 Local da doação/Unidade Hemoterápica (especificar a cidade): 
 
2.DADOS EPIDEMIOLÓGICOS 
2.1 É a sua primeira doação?         (  )Sim    (  )Não 
SE NÃO, quando foi a última doação?  ____/____  (colocar mês/ano)            (  )Não lembra 
 
 2.2 Qual é o seu estado civil:  (  )Casado       (  )Solteiro     (  )Viúvo     (  )Divorciado 
                                                  (  )Não casado, mais mora com alguém 
 
2.3 Qual é a sua profissão? (considerar a função que ele exerce atualmente) 
 
 
2.4 O Sr(a) já trabalhou na área da saúde?  (  )Sim     (  )Não=Pule para próxima pergunta 
SE SIM, especifique o local:   (  )Hospitais 
                                                  (  )Clínicas médicas 
                                                  (  )Unidades de diálise 
                                                  (  )Laboratório 
                                                  (  )Consultório dentário 
                                                  (  )Outros trabalhos na área da saúde? (Especifique):  
 
 
2.5 O Sr(a) já recebeu transfusão de sangue?   (  )Sim      (  )Não    (   )Não lembra 
SE SIM, quando foi?  ____/____ (colocar mês/ano) 
 
2.6 O Sr(a) já teve hepatite?   (  )Sim     (  )Não            SE SIM, quando foi? ____/____ (colocar mês/ano) 
E qual foi o tipo de Hepatite (  )A          (  )B         (  )C     (  ) Não Sabe 
 
2.7 O Sr(a) tem algum familiar com hepatite que mora na mesma casa que você?   (   )Sim    (    )Não   
                                                                                                                                    (   )Não sabe 
 
2.8 O Sr(a) tem ou já teve algum parceiro sexual com hepatite?   (   )Sim    (   )Não    (  )Não Sabe     
                                                                                                        (   )Se recusa a responder 
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2.9 A hepatite pode ser transmitida dos pais para os filhos.  
      A sua mãe tem ou já teve hepatite?      (   )Sim    (   )Não    (   )Não sabe   (     )Se recusa a responder 
2.10 O Sr(a) faz ou fez uso de medicamentos injetáveis sem solicitação médica?  
                    (   )Sim   (    )Não   (   )Não sabe    (   )Se recusa a responder 
 
2.11 O Sr(a) já fez cirurgia alguma vez na vida?  (    )Sim   (   )Não    
SE SIM, quando foi? ____/____ (colocar mês /ano)       E qual foi o tipo de cirurgia?  
 
 
2.12 O Sr(a) já foi vacinado contra a hepatite B?   (   )Sim    (   )Não     (   )Não sabe 
SE SIM, apresentou a carteira de vacinação? (    )Sim    (   )Não 
 
2.13 O Sr(a) possui tatuagem ou piercing? (   )Sim    (   )Não 
SE SIM, quando fez a última? ____/____ (colocar mês/ano)       (   )Não lembra 
 
2.14 O Sr(a) tem o hábito de compartilhar material pérfuro cortante de uso pessoal? Ex: lâminas de 
barbear, alicates de unha, pinças, materiais de rituais...          (   )Sim    (   )Não 
 
2.15 O Sr(a) utiliza ou utilizou tratamento por acupuntura nos últimos 12 meses?   (   )Sim     (    )Não 
SE SIM, o Sr(a) usou agulhas descartáveis?   (   )Sim    (    )Não    (    )Não sabe 
 
2.16 Nos últimos 12 meses quantos parceiros sexuais o Sr(a) teve? _________(colocar número de 
parceiros) 
                                                                                                                             (   )Se recusa a responder 
 
2.17 “É comum as pessoas ingerirem bebidas alcoólicas”.  
O Sr(a) costuma fazer uso de bebidas alcoólicas?  (    )Sim   (   )Não 
 
2.18 Nas últimas semanas, em quais dias o Sr(a) bebeu?  
                   (  )Seg   (  )Ter  (  )Qua   (  )Qui  (  )Sex  (  )Sáb  (  )Dom 
 
2.19 Quando o Sr(a) ingere bebidas alcoólicas, em média, quantas doses o Sr(a) costuma beber? 
                              (   )1dose   (   )2 doses    (   )3 doses ou mais 
 
 
 
Comentários:__________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________

_______  

 

Responsável pela entrevista:______________________________________________________ 

                                                                         (colocar o nome completo em letra de forma)   

 

Data:____/____/______ 
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APÊNDICE C 
 

                               PLANILHA DE CONTROLE DOS CASOS 
 

Detecção do DNA do vírus da Hepatite B nas doações de sangue do interior do Estado do Amazonas e 
sua relevância nas estratégias de triagem de doadores de sangue em áreas endêmicas 

 
 

Responsáveis: Márcia Poinho, Mônica Moresco, Helaine Virgolino, Christiane Usui, Kátia Torres 
 

Nº NOME DAT. NASC. Nº BOLSA LOCALIDADE TCLE QUEST. DAT. ROTINA M T Nº ROTINA SOROLOGIA DO CUTTOF RESUT. Obs. 

                      HBc       

                      a-HBs       

                      HBc         

                      a-HBs         

                    HBc         

                      a-HBs         

                      HBc         

                      a-HBs         

                      HBc         

                      a-HBs         

                      HBc         

                      a-HBs         

                      HBc         

                      a-HBs         

                      HBc         

                      a-HBs         

                      HBc         

                      a-HBs         

                      HBc         

                      a-HBs         

                      HBc         

                      a-HBs         

 

 
 
 
 
 
 



116 
 

 

APÊNDICE D 
FLUXOGRAMA METODOLÓGICO 

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

Doadores do Interior/AM 

Grupo A  
Presença de a-HBs 

 (n=128) 

Grupo B  
Ausência de a-HBs 

(n=51) 

TCLE 

Não aceita 
Aceita 

Entrevista 

Sala de coleta (5mL) 

Repasse do material ao HEMOAM  

PCR 

Processamento das amostras 

Análise dos Resultados 

anti-HBc total reativo 

anti-HBs  Laboratório Manuel Bastos 
Lira/Prefeitura de Manaus 

Fundação Pró-sangue/Hemocentro de 
São Paulo/SP 
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