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RESUMO

Para investigar o perfil soroepidemioldgico da infecgdo pelo virus da hepatite B e
avaliar a soroconversao a vacina Butang® em adolescentes da periferia da Regiao
Metropolitana de Goiania, Goias, 664 individuos de 12 a 19 anos foram
entrevistados sobre dados pessoais e fatores de risco para a infec¢ao pelo HBV. A
seguir, foram coletadas amostras sanguineas para detecgdo dos marcadores
sorolégicos do HBV (HBsAg, antiHBs e anti-HBc) pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA). As amostras HBsAg reagentes foram subtipadas por ELISA e,
submetidas a deteccdo do HBV DNA pela reacdo em cadeia da polimerase, sendo
as positivas genotipadas por analise do polimorfismo de fragmentos de restrigao
(RFLP). A todos os adolescentes suscetiveis foram oferecidas trés doses de 20 ug
da vacina Butang®, e a resposta vacinal detectada cerca de 45 dias ap6s a Ultima
dose. Uma prevaléncia global de 5,9% (IC 95%: 4,3 — 8,0) foi encontrada, variando
de 2,4% (IC 95%: 0,7-6,3) a 17,3% (IC 95%:11,0-26,0). Todos os adolescentes
HBsAg positivos foram infectados com amostras do subtipo adw, e gendtipo A.
Possuir 16 a 19 anos de idade, estudar no periodo noturno, na escola B, ser
natural de outro estado e usar “body piercing”, foram fatores independentemente
associados a positividade ao HBV. Um total de 304 adolescentes eram suscetiveis
ao virus da hepatite B. Destes, 182 receberam o esquema completo da vacina
Butang® e, em 170 foi possivel avaliar a resposta vacinal. Todos desenvolveram
anticorpos anti-HBs em niveis protetores, sendo a maioria com titulos superiores a
1.000 mUI/mL. A média geométrica dos titulos (GMT) de anti-HBs foi igual a 4.344
mUI/mL (IC 95%: 3.492 — 5.404). Os resultados desta investigagdo ratificam a
importancia da vacinagdo contra hepatite B na populagdo de adolescentes,
principalmente para os de baixa renda, cujas condi¢des sociais parecem favorecer
a disseminacao viral. A utilizacdo da Butang®, com o presente esquema, deve
garantir titulos protetores de anti-HBs em uma fase critica para infec¢do pelo HBV

como a adolescéncia e vida adulta jovem.



ABSTRACT

To evaluate the seroepidemiology profile of the hepatitis B virus infection, and the
response to Butang® vaccine in adolescents from a low-income region in the
Metropolitan Area of Goiania city, Goias, 664 individuals with 12 to 19 years old
were interviewed regarding socio-demographic and HBV risk factors. After, blood
samples were collected and serum samples were tested for HBV markers (HBsAg,
anti-HBs and anti-HBc) by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). HBsAg
positive samples were subtyped by ELISA and HBV DNA detected by polymerase
chain reaction. Positive samples were genotyped by restriction fragment length
polymorphism (RFLP) method. Three doses of 20ug of the Butang® vaccine were
offered to all susceptible adolescents, and the vaccine response was evaluated
nearly 45 days after. A global prevalence of 5.9% (Cl 95%: 4.3 — 8.0) was found,
ranging from to 2.4% (Cl 95%: 0.7 - 6.3) to 17.3% (Cl 95%:11.0 - 26.0). All HBsAg
positive adolescents were infected with HBV isolates of subtype adw, and genotype
A. Age of 16 to 19 years, attending in evening classes, school B, birth in other state,
and body piercing were independently associated to HBV positivity. A total of 304
adolescents were susceptible to hepatitis B virus. Of them, 182 compliance with the
full vaccine scheme, and in 170 the vaccine response was evaluated. All developed
protector anti-HBs titers, being the majority with titers higher than 1.000 mUI/mL.
The anti-HBs geometric means titers (GMT) were equal to 4.344 mUI/mL (Cl 95%:
3.492 — 5.404). These findings ratify the importance of hepatitis B vaccine to
adolescents, mainly to low income ones whose social conditions should support the
viral dissemination. The administration of the present scheme of Butang® should
guarantee protective anti-HBs levels to individuals at a critical time for hepatitis B

acquiring such as latter adolescence and adulthood.
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1. INTRODUCAO

1.1 Breve histérico

Hepatites virais tem sido um termo reservado as infecgbes do figado
causadas por pelo menos um dos cinco virus distintos da hepatite denominados
de: virus da hepatite A (HAV), virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite C
(HCV), virus da hepatite D (HDV) e virus da hepatite E (HEV) (HOLLINGER &
LIANG, 2001).

Em 1883, apds um surto de ictericia pés-vacinal (vacina contra variola) em
trabalhadores de um estaleiro em Bremmer, Alemanha, tornou-se evidente a
forma de transmiss&o parenteral da hepatite (LURMAN, 1885 apud HOLLINGER &
LIANG, 2001). Posteriormente, epidemias de ictericia, de longo periodo de
incubacédo, associadas ao uso de injegbes com agulhas e seringas né&o
esterilizadas e transfusées de sangue ratificaram esta forma de transmissédo da
hepatite (FOX et al.,1942; SAWYER et al., 1944; TRUELOVE & HOGBEN, 1947).
Em 1947, MacCallum propds os termos hepatite A para a hepatite de periodo de
incubagcdo curto e hepatite B para aquela de periodo de incubagédo longo.
Entretanto, foram Krugman; Giles; Hammond (1967) que distinguiram
epidemiologicamente estas duas formas de hepatites.

Em 1965, Blumberg et al. identificaram um antigeno no soro de um nativo
da Australia, aparentemente sadio, por reagcdo de seu soro com 0 soro de um
hemofilico politransfudido. Este antigeno foi chamado de antigeno Australia (AU)
e, logo se estabeleceu a correlagdo entre este antigeno e hepatite B (PRINCE,
1968). A seguir, Dane & Cameron (1970), por meio de microscopia eletrbnica,
identificaram a particula viral completa do virus da hepatite B (HBV),

denominando-a de particula de Dane.

1.2 Biologiado HBV

O virus da hepatite B (HBV) pertence a um grupo de virus DNA,
hepatotropicos, classificados na familia Hepadnaviridae, género
Orthohepadnavirus. (GANEM & SCHNEIDER, 2001; PRINGLE, 1998). A particula
viral completa ou virion possui aproximadamente 42 nm de didmetro (HOLLINGER
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& LIANG, 2001; JILBERT & MASON, 2002; NGUI; HALLET; TEO, 1999), sendo
composta externamente por um envelope protéico contendo as proteinas L
(Large), M (Middle) e S (Small), que constitui o antigeno de superficie (HBsAQ) e,
internamente, por um nucleocapsideo icosaédrico formado pela proteina core
(HBcAg) envolvendo o genoma viral (HOLLINGER & LIANG, 2001; LOK, 2000)
(Figura 1). Ainda, particulas subvirais esféricas ou filamentosas, nao infecciosas,
formadas de proteinas do envelope, com cerca de 22 nm de didmetro, podem ser
encontradas no sangue de individuos com hepatite B (HOLLINGER & LIANG,

2001; JILBERT & MASON, 2002) (Figura 2). proteina do core

genoma viral

Oyt olimerase viral
JO0

Figura 1 — Estrutura do virus da hepatite B.
Fonte: http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/resource/training/hs _slideset.htm.

VIRUS DA HEPATITE B

Particula
subviral
filamentosa

Virion

Particula
subviral
esférica

Figura 2 — Micrografia eletrénica do virion e sub-particulas néo infecciosas.
Fonte: http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset/hep b/slide_1.htm



http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset

17

O genoma do HBV consiste de uma molécula de DNA, circular, de fita
parcialmente dupla, com aproximadamente 3,2 Kb de comprimento (GANEM &
SCHNEIDER, 2001; LOK, 2000; NGUI; HALLET; TEO, 1999). A fita mais longa, de
polaridade negativa (L-), é ligada covalentemente em sua extremidade 5 a
proteina terminal. A fita de polaridade positiva (S+) € incompleta e possui tamanho
variado, sendo de 50% a 99,7% em relagdo a fita negativa. A circularidade da
molécula de DNA é mantida pelo pareamento de bases das terminagdes 5 de
ambas as fitas (JILBERT & MASON, 2002; NGUI; HALLET; TEO, 1999). Nestas,
existem duas pequenas sequéncias idénticas, denominadas DR1 e DR2,
consideradas importantes para a iniciacdo da replicacdo viral (BAUMERT &
BLUM, 2000; JILBERT & MASON, 2002; LOK, 2000; NGUI; HALLET; TEO, 1999;
SEEGER & MASON, 2000).

O DNA do HBYV possui quatro regides de leitura aberta, designadas de pré-
S/S, pré-Core/Core, P e X, que se sobrepbéem e codificam as proteinas do
envelope (HBsAg), e/core (HBeAg/HBcAg), P (polimerase viral) e X (HBxAQ),
respectivamente (DE MEYER et al., 1997; GANEM & PRINCE, 2004; LOK, 2000;
NASSAL, 1996; NGUI; HALLET; TEO, 1999). Além disto, existem quatro
promotores (Core, X, pré-S1 e pré-S2/S) e dois “enhancers” (Enh1 e Enh2),
responsaveis pela regulagdo e ativagdo dos genes virais (BOCK et al., 2000;
NGUI; HALLET; TEO, 1999; SEEGER & MASON, 2000).

A regiao Pré-S/S codifica as proteinas do envelope viral: L, M e S pelo uso
alternativo de trés codons de iniciagdo na mesma fase de leitura (JILBERT &
MASON, 2002; LOK, 2000; SEEGER & MASON, 2000). A proteina L ou pré-S1
tem sido envolvida na adsor¢ao do HBV ao hepatdcito, bem como na montagem e
transporte do virion (JILBERT & MASON, 2002; NGUI; HALLET; TEO, 1999). Ja a
funcdo da proteina M ou pré-S2 ainda nao foi estabelecida (SEEGER & MASON,
2000). Ambas sao encontradas em proporgdes maiores nos virions e nas
particulas filamentosas quando comparadas as particulas esféricas (NASSAL,
1996). Ao contrario, a proteina S, também conhecida como HBsAg, € abundante
em todas as formas. Esta possui o determinante “a”, comum a todos os subtipos
do HBV (HOWARD & ALLISON, 1995; JILBERT & MASON, 2002). Anticorpos
contra este determinante antigénico s&o encontrados no soro de individuos
imunizados, independente dos diferentes subtipos do virus da hepatite B
(HOWARD & ALLISON, 1995).
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A regido Pré-core/core possui dois codons de iniciagdo na mesma fase de
leitura e, codifica duas proteinas: “core” (HBcAg) e “e” (HBeAg) (NASSAL,1996).
A primeira € essencial para o empacotamento viral e compde o nucleocapsideo
(DE MEYER et al., 1997; NASSAL, 1999; NGUI; HALLET; TEO, 1999; SEEGER &
MASON, 2000). Ja a segunda é secretada no soro de individuos infectados pelo
HBV, indicando replicagao viral (GANEM & PRINCE, 2004; NASSAL, 1996; NGUI;
HALLET; TEO, 1999).

A regido X codifica a proteina X (HBxAg), que € essencial para replicagao
viral e parece ser uma ativadora transcricional (LOK, 2000; XU et al., 2002). Ja a
regiao P codifica a polimerase, uma enzima multifuncional envolvida na sintese do
DNA e encapsidacdo do RNA pré-gendmico (NGUI; HALLET; TEO, 1999;
SEEGER & MASON, 2000).

1.3 Variabilidade do HBV

O virus da hepatite B tem sido classificado em subtipos sorolégicos e
gendtipos. A existéncia de um determinante comum “a” do HBsAg junto a dois
pares de subdeterminantes mutuamente exclusivos “d/y” e “w/r”, possibilitou a
classificagdo em nove subtipos do HBV: ayws, ayw,, ayws, ayw,, ayr, adw,, adwy,
adrg-, adrg+ (COUROUCE-PAUTY; LEMAIRE; ROUX, 1978). Mais tarde, com o
desenvolvimento de técnicas moleculares, oito gendtipos (A-H) foram identificados
por comparagdao das sequéncias nucleotidicas do gene pré-S/S ou do genoma
completo (ARAUZ-RUIZ, 2002; BARTHOLOMEUSZ & SCHAEFER, 2004;
NORDER; COUROUCE; MAGNIUS, 1994; OKAMOTO et al., 1988; STUYVER et
al., 2000). Estes subtipos e gendtipos se correlacionam parcialmente. Assim, as
amostras adw, podem ser identificadas nos grupos A, B, C e G (ARAUZ-RUIZ,
2002; BLITZ et al., 1998; ECHEVARRIA, AVELLON; MAGNIUS, 2005; NORDER
et al.,, 1993; OKAMOTO et al., 1988; ONG et al., 2005; STUYVER et al., 2000),
enquanto as ayw; nos genétipos A e B (ECHEVARRIA, AVELLON; MAGNIUS,
2005; NORDER; COUROUCE; MAGNIUS, 1992). Ja os isolados que possuem o
subdeterminante “r’ parecem ser restritos ao grupo C (NORDER; COUROUCE;
MAGNIUS, 1992; OKAMOTO et al., 1988; ONG et al., 2005). As amostras ayw, e
ayws tém sido associadas ao genétipo D (ECHEVARRIA; AVELLON; MAGNIUS,
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2005; NORDER; COUROUCE; MAGNIUS, 1992; ONG et al., 2005), e as ayw, e
adw, aos grupos E e F (BLITZ et al., 1998; ECHEVARRIA; AVELLON; MAGNIUS;
2005), respectivamente. Ja o gendtipo H, tem sido detectado em isolados do
subtipo adw, (ARAUZ-RUIZ, 2002; BARTHOLOMEUSZ & SCHAEFER, 2004).

Estes gendtipos apresentam distribuicdo geografica distinta. Os grupos A
e D s3o prevalentes na Europa, Africa e Américas (MAGNINUS & NORDER, 1995;
NORDER et al., 1993; STUYVER et al., 2000) enquanto os tipos B e C na Asia
(KAO et al., 2000 a; MAGNINUS & NORDER, 1995; NORDER et al., 1993). O
grupo E é praticamente restrito a Africa (ECHEVARRIA; AVELLON; MAGNIUS,
2005; KAO & CHEN, 2002; MAGNIUS & NORDER, 1995; NORDER et al., 1993),
e o F encontrado preferencialmente nas Américas Central e Sul (BLITZ et al.,
1998; KAO & CHEN, 2002; MAGNIUS & NORDER, 1995; NORDER et al., 1993).
O gendtipo G foi detectado em amostras sanguineas de individuos das Américas
Central e Norte, Frangca e Alemanha (KATO et al., 2004; SANCHEZ, 2002;
STUYVER et al., 2000; OSIOWY & GILES, 2003) e, o ultimo grupo genémico
identificado, genotipo H, foi descrito na América do Norte e Central (ARRAIZ -
RUIZ, 2002) e mais recentemente no Japao (NAKAJIMA et al., 2005)

Estudos em populagdes africanas tém mostrado que o gendtipo A pode
ser dividido em trés subgrupos denominados de A1, A2, e A3 (KRAMVIS et al.,
2002, KURBANOQYV et al., 2005). No Brasil, Araujo et al. (2004) identificaram o
subgrupo A1 em pacientes com hepatite aguda e crdnica e doadores de sangue.

Em 1987, Gaspar & Yoshida publicaram o primeiro estudo sobre os
variantes antigénicos do HBsAg circulantes no Brasil, sendo identificados os
subtipos ayw,, ayws, ayw, adw, e adw,. Posteriormente, outros autores
mostraram a presengca desses subtipos em grupos especificos como
hemodialisados (adw,, ayws, adw, e ayw,) (TELES et al., 1999, 2002), individuos
com evidéncias sorolégicas de hepatite (adw,, ayw,, ayws, adw,) (SILVA, C. et al.,
2002), portadores de problemas mentais (adw,, adw, e ayws) (SOUZA et al.,
2004), afrodescendentes de comunidade isolada (adw, e ayw,) (MOTTA-CASTRO
et al., 2003), garimpeiros (adw,, adw,, ayws e ayw;) (SOUTO; FONTES; GASPAR,
2001a) e migrantes (ayws, ayw,, adw,,adw,) (SOUTO et al., 2001b). Quanto aos
grupos gendmicos, os estudos existentes no Brasil mostram a circulagdo dos
gendtipos A, B, C, D e F, sendo os tipos A e D predominantes (ARAUJO et al.,
2004; CARRILHO et al., 2004; CONDE et al., 2004; DE CASTRO; NIEL; GOMES,
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2001; MORAES et al., 1996; MOTTA-CASTRO et al., 2005; RESENDE et al.,
2005; SITNIK et al., 2004; SOUZA et al., 2004; TELES et al., 1999, 2002).

1.4 Diagnostico laboratorial da hepatite B

Os sintomas clinicos da infec¢ao pelo HBV sao semelhantes aos de outras
formas de hepatites virais. Além disso, 0s niveis séricos da alanina
amintransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), apesar de serem
marcadores sensiveis de dano hepatico, ndo sao especificos para a hepatite B.
Assim, o diagndstico laboratorial, através da detec¢cao dos antigenos (HBsAg e
HBeAg) e anticorpos (anti-HBs, anti-HBe, anti-HBc Total), bem como do DNA do
HBV, constituem ferramentas importantes para definicdo deste agente etiolégico
(FERREIRA, M. 2000; BADUR & AKGUM, 2001).

Apos um periodo de incubagao, que varia de 45 a 120 dias (FINELLI &
ALTER, 2002) e, antes do aparecimento da ictericia, os marcadores HBsAg e
HBeAg ja podem ser detectados no soro, indicando viremia e infecciosidade
(BADUR & AKGUM, 2001; FERREIRA, M. 2000; RAIMOND; POLLICINO;
SQUADRITO, 2003). O ultimo esta associado com a positividade do HBV DNA no
soro e, com alto risco de transmissao da infeccdo. O seu desaparecimento e o
surgimento do anti-HBe sugere diminuigdo ou auséncia de replicagao viral. O anti-
HBc IgM é detectado no soro logo apds o inicio dos sintomas, cerca de duas
semanas apdés o aparecimento do HBsAg, junto com a elevagdo das
transaminases, sendo considerado o primeiro sinal de resposta imune apds a
infeccado pelo HBV (BADUR & AKGUM, 2001; FERREIRA, M. 2000). Contudo os
niveis de anti-HBc IgM tendem a diminuir apds alguns meses e o de anti-HBc I1gG
detectado por toda a vida do individuo, indicando exposicédo prévia ao HBV. Ja o
anti-HBs ¢é o ultimo marcador detectado e, surge cerca de um a dois meses apos o
desaparecimento do HBsAg, indicando cura e imunidade contra novas infecgoes
(BADUR & AKGUM, 2001; FERREIRA, M. 2000) (Figura 3).
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Figura 3 — Perfil soroldgica da Hepatite B aguda
Fonte:http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset/hep b/slide  3.htm

A presenga do HBsAg por mais de seis meses indica evolugao para
hepatite crénica (WOLK; JONES; ROSENBLATT, 2001). Nestes, o individuo
apresentara os marcadores HBsAg e anti-HBc total por toda a vida, enquanto o
HBeAg podera ser ou ndo identificado (HOLLINGER & LIANG, 2001) (Figura 4).
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Figura 4 - Perfil sorolégico da Hepatite B Crdnica
Fonte: http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset/hep b/slide 4.htm
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Com o desenvolvimento de técnicas moleculares, houve um avango no
diagnodstico precoce da infeccdo pelo HBV, com métodos para a detecgédo e
quantificagdo de acido nucléico viral (CLARKE & BLOOR, 2002; CONJEEVARAM
& LOK, 2003).

Existem varios testes moleculares comerciais € ndo comerciais disponiveis
para deteccao do DNA do HBV no soro. Estes permitem a identificacdo do agente
viral durante a fase inicial da infecgao, o que representa uma estratégia importante
na triagem de doadores em bancos de sangue (WOLK; JONES; ROSENBLATT,
2001). Além disto, estes testes podem ajudar a elucidar resultados sorolégicos
atipicos e monitorar a resposta ao tratamento anti-viral (PAWLOTSKY, 2003).
Atualmente, os ensaios disponiveis sdo baseados no ensaio de DNA ramificado
(bDNA) e, em técnicas de amplificagao de sinal seguida de hibridizagdo molecular,
como o captura hibrida (HCA) ou amplificagao do DNA alvo, incluindo a reacédo em
cadeia da polimerase (PCR) e a amplificagdo mediada por transcricao (TMA)
(PAWLOTSKY, 2003; WOLK; JONES; ROSENBLATT, 2001). Os primeiros
detectam de 10° a 10° cdpias de genoma viral. Ja os ensaios baseados em PCR
podem detectar quantidades menores como 10? cépias (SABLON & SHAPIRO,
2005).

1.5 Aspectos clinicos e tratamento da hepatite B

A Organizagdo Mundial de Saude estima em mais de dois bilhdes o
numero de pessoas com evidéncias sorolégicas de infecgdo passada ou presente
pelo HBV no mundo, sendo que, aproximadamente 350 milhdes sdo portadores
crbnicos deste virus, podendo, ainda, desenvolver cirrose e carcinoma
hepatocelular ao longo de suas vidas. Ainda, esta infecgdo tem sido causa de 1 a
2 milhées de mortes ao ano (WHO, 2003).

Geralmente, a infeccdo aguda pelo HBV é assintomatica em recém-
nascidos, e somente 5-15% das criancas de 1 a 5 anos de idade desenvolvem
ictericia. Ao contrario, cerca de 30-50% dos adultos apresentam sinais e sintomas
de hepatite B aguda que incluem febre, anorexia, cansaco, nauseas, vomitos,
ictericia, coluria e dor abdominal (BEFELER & DI BISCEGLI, 2000). Alguns
individuos podem apresentar manifestacdes extra-hepaticas como rash cutaneo,

artralgia e artrite. Ainda, cerca de 1-2% dos casos de hepatite B aguda pode
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evoluir para uma forma fulminante apresentando encefalopatia hepatica, niveis
elevados de bilirrubinas e aumento do tempo de protrombina, com elevado indice
de 6bito (HOLLINGER & LIANG, 2001).

Pacientes que se recuperam da infeccdo aguda adquirem imunidade
contra o HBV por toda a vida (PAN & ZHANG, 2005). Entretanto, a persisténcia do
HBsAg por mais de seis meses indica cronicidade, seja como portador cronico
assintomatico ou desenvolvendo hepatite crénica ativa (FATTOVICH, 2003b;
HOLLINGER & LIANG, 2001; LAI et al,. 2003; WOLK; JONES; ROSENBLATT,
2001).

A idade na época da infeccdo é determinante para cronicidade. Neonatos
infectados de maes HBsAg e HBeAg reagentes possuem um risco de 90% ou
mais de tornarem-se portadores crénicos do HBV. Ao contrario, somente até 10%
dos adultos imunocompetentes evoluem para a forma crbnica da doenca
(FATTOVICH, 2003b; HOLLINGER & LIANG, 2001; PAN & ZHANG, 2005; POL,
2005).

A infecgdo crénica causada pelo HBV apresenta uma evolugao longa, com
fases de imunotolerancia, imunoatividade e de portador inativo (VALLA, 2003;
PAN & ZHANG, 2005). Na primeira, o individuo apresenta pouco ou nenhum
sintoma, positividade para o HBsAg e HBeAg, niveis elevados de HBV-DNA e
valores normais ou alteragcdes minimas de alanina aminotransferase (LAl et al.,
2003; VALLA, 2003). Na fase imunoativa, o nivel de HBV-DNA diminui e os niveis
de aminotransferase aumentam (VALLA, 2003), sendo possivel a presenga de
sintomas como fadiga, nauseas, anorexia, mialgia e artralgia. Ja na ultima fase, o
paciente apresenta positividade para o anti-HBe, niveis baixos ou indetectaveis de
HBV-DNA, ALT normal e histologia do figado normal ou com alteragcbes minimas
(LAI et al., 2003). Nestes, cerca de 20 a 30% dos pacientes HBsAg positivos
podem desenvolver reativacido da hepatite B, caracterizada pelo reaparecimento
dos marcadores de replicacdo e exarcebacao das atividades bioquimicas e
histologicas (FERREIRA, M. 2000; LAI et al., 2003; PAN & ZHANG, 2005; VALLA,
2003). Episddios recorrentes de reativagdo podem contribuir para doencga hepatica
progressiva e descompesacao (BEFELER & DI BISCEGLIE, 2000; CLARKE &
BLOOR, 2002; CONJEEVARAM & LOK, 2003; HILLEMAN, 2001).

O tratamento da hepatite B aguda limita-se ao repouso do paciente e
balanco nutricional, ndo sendo indicado o uso de corticosteréide e/ou anti-viral
(HOLLINGER & LIANG, 2001; BRASIL, 2003a). Ja o tratamento da hepatite B
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cronica tem como objetivo a diminuicdo ou eliminagdo da replicagdo viral,
remissdo da doenca hepatica e prevencdo da cirrose e hepatocarcinoma, com
consequente aumento da sobrevida do individuo (FATTOVICH, 2003a;
FERREIRA, M. 2000). De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2003a),
sdo candidatos ao tratamento da hepatite B crbnica: individuos com niveis de HBV
DNA maior que 30.000 copias/mL, aminotransferases maior que duas vezes o
limite superior da normalidade e bidpsia hepatica com atividade inflamatéria
moderada a intensa e/ou fibrose moderada a intensa.

O interferon alfa (IFN a), um imunomodulador e anti-viral, foi o primeiro
farmaco utilizado para o tratamento da hepatite B crénica (ALBERTI et al., 2002;
YUEN et al., 2001). Tem sido indicado para pacientes com evidéncias de
replicacéo viral (HBeAg e HBV-DNA positivo) e doenga hepatica ativa, que se
caracteriza por aminotransferases elevadas e atividade necroinflamatéria a bidpsia
do figado (FERREIRA, M. 2000). Normalmente, consiste de 5 milhdes de
unidades diarias ou 10 milhdes de unidades trés vezes por semana, por via
subcutdnea durante quatro meses (BRASIL, 2003a). A perda do HBeAg e o
desaparecimento do HBsAg s&o observados em 30-40% e 5-10% dos pacientes,
respectivamente (PERRILLO, 2004; YUEN et al., 2001). Alguns fatores parecem
contribuir para melhores taxas de resposta ao interferon, como infec¢ao pelo HBV
na idade adulta, origem nao asiatica, niveis baixos de HBV-DNA e elevados de
ALT e atividade histologica do figado na fase pré-tratamento (KAO et al., 2000 a,b;
YUEN et al., 2001).

Efeitos colaterais do interferon incluem sintomas tipo resfriado, reagcdes no
local da aplicagdo, perda de peso, alopecia, trombocitopenia, leucopenia,
alteragdes tiroidianas e neuropsiquiatricas (FATTOVICH, 2003a; FERREIRA, M.
2000; YUEN & LAI, 2001). Mais recentemente tem sido proposto o interferon alfa
peguilatado (Peginterferon) no tratamento da hepatite B, que parece ser mais
efetivo que o interferon padrdo, sendo administrada uma vez por semana
(FATTOVICH, 2003a; PERRILLO, 2004; WAUGH et al., 2003).

Os andlogos de nucleosideos apresentam uma boa seguranga e
tolerabilidade por via oral (LAVANCHY, 2004). A lamivudina (3-thialytidina-3tc) é
um potente inibidor da replicagao viral, com capacidade de diminuir rapidamente
os niveis de HBV-DNA, negativar o HBeAg e diminuir os niveis de
aminotransferases. Contudo, aproximadamente 70% dos pacientes que utilizam

este anti-viral apresentam resisténcia viral em quatro anos de tratamento
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(PERRILLO, 2004; WRIGHT, 2004), principalmente quando co-infectado pelo HIV
(PERRILLO, 2004). Ainda, individuos infectados pelo HBV resistente a lamivudina
(mutante YMDD) apresentam piora histolégica e aumento progressivo dos niveis
de ALT (DIENSTAG, 2003).

O adefovir dipivoxil tem sido utilizado mais recentemente no tratamento da
hepatite B crbénica, sendo indicado principalmente em casos de resisténcia a
lamivudina (KANWAL et al.,, 2005). Outros analogos como o entecavir e
telbivudina s&o drogas promissoras que estdo em avaliagdo (LAVANCHY, 2004;
PERRILLO, 2004).

O tratamento combinado da hepatite B crénica com interferon e
lamivudina, ou de dois analogos de nucleosideos tem sido avaliado, porém seus
beneficios parecem ndo superarem os adquiridos através da monoterapia
(PERRILLO, 2004).

1.6 Epidemiologia da infecgdo pelo HBV

1.6.1 Transmissao do HBV

As vias de disseminacdo do HBV incluem a vertical (mae-filho),
horizontal/intrafamiliar, parenteral e sexual (HOLLINGER & LIANG, 2001). Na
primeira, a transmissdo para o recém-nascido ocorre em até 90% dos casos,
quando a mae é HBeAg reagente (HOLLINGER & LIAN, 2001; FERREIRA, M.
2000). Ja a via horizontal/intrafamiliar, parece ocorrer, principalmente, em
ambientes densamente habitados, com baixas condigdes de higiene, por contato
inter-humano e através do compartilhamento de objetos de uso pessoal
(CHAKRAVARTY et al., 2005; MEHEUS, 2000; OLESKE et al., 1980; ORDOG et
al., 2003; ZAMPINO et al., 2002).

A via parenteral tem sido associada a transfusdo de sangue e seus
derivados (AMINI et al., 1993; MURHEKAR et al., 2002; TAVARES et al., 2004),
uso de drogas ilicitas injetaveis (AMINI et al., 1993; MARTELLI et al., 1990;
OCHOA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2001; ROY et al., 1999; TAKETA et al.,
2003), procedimentos médicos invasivo (CARNEIRO & DAHER, 2003; LOPEZ et
al., 1997; MEHTA et al., 2005) e acidentes ocupacionais envolvendo sangue
eloutros fluidos corpéreos (AMINI et al.,, 1993; OH, Yi, CHOE, 2005). Outras
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formas de disseminacdo como tatuagem e acupuntura também tém sido
consideradas de risco para exposi¢ao ao HBV (AMINI et al., 1993; MARTELLI et
al., 1990; RISBUD et al., 2005) .

A transmissdo sexual, tanto heterossexual como homossexual, tem sido
responsavel pela maior parte dos casos de hepatite B aguda em adolescentes e
adultos jovens (DIAMOND et al., 2003; LEWIS-XIMENEZ et al., 2002; RUSSI et
al., 2003; STRUVE et al.,, 1995). O inicio precoce da vida sexual, multiplos
parceiros e historia de doengas sexualmente transmissiveis contribuem para esta
infeccdo (BOYER et al., 2000; LAI et al., 2003).

1.6.2 Soroprevaléncia do HBV

Regides consideradas de elevada endemicidade para o HBV apresentam
prevaléncia para o HBsAg = 8%, ou uma taxa global de positividade para os
marcadores do HBV de 70% ou mais (ALTER, 2003; VALLA, 2003). Nestas, a
transmissao vertical/perinatal e horizontal/intrafamiliar sdo comuns e incluem a
Bacia Amazénica, Africa Sub-Saara, Sudeste Asiatico, parte da Oceania, extremo
norte da América do Norte e parte do Caribe (POOVARAWAM et al.,, 2002;
SOUTO, 1999; TANAKA, 2000; VALLA, 2003; ZUNINO, 2002). Regides de
endemicidade intermediaria sdo aquelas onde indices do HBsAg variam de
aproximadamente 2% a 7%, ou a positividade global para o HBV encontra-se
entre 20% e <70% (ALTER, 2003; VALLA, 2003). Compreendem a América do Sul
(exceto a Bacia Amazobnica e o Cone Sul), Europa Oriental, Mediterraneo, antiga
Unido Soviética e Japdo (POOVARAWAM et al., 2002; SOUTO, 1999; TANAKA,
2000; VALLA,2003; ZUNINO, 2002). Ja nas regides consideradas de baixa
endemicidade, a prevaléncia para o HBsAg € menor que 2%, e a propor¢ao de
individuos com marcadores sorolégicos para o HBV inferior a 20% (ALTER, 2003;
VALLA, 2003). Sao considerados regides com este perfil de endemicidade a
Europa Ocidental, parte das Américas e Oceania (POOVARAWAM et al., 2002;
SOUTO, 1999; TANAKA, 2000; VALLA, 2003; ZUNINO, 2002) (Figura 5).
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Distribuicao Geografica do HBY

Prevaléncia do HBsAg
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Figura 5 — Distribuicio Geografica do HEW
Fonte: http M. cde. gow'ncidod/diseases/hepatitis/slideset/hep bfslide 9. htm

Globalmente, o Brasil tem sido considerado uma regido de prevaléncia
intermediaria para o HBV, embora diferentes indices sejam verificados nas
diversas regides do Pais e, até mesmo, dentro de uma mesma regidao (CLEMENS
et al., 2000; SILVEIRA et al., 1999; SOUTO,1999; TANAKA, 2000). Um estudo
realizado em 3.653 individuos mostrou uma prevaléncia para o HBV de 7,6%,
55%, 214% e 1,2% nas Regides Sul, Sudeste, Norte e Nordeste,
respectivamente (CLEMENS et al., 2000). Na Regiao Centro-Oeste, Martelli et al.
(1999) verificaram em doadores de sangue um coeficiente de positividade de
10,7%.

Em Goiania (Quadro 1), estudos tém mostrado prevaléncia global de 6,1%
em populagéo urbana feminina (CARDOSO et al.,1990), 12,8% em primodoadores
e 26,4% em prisioneiros (MARTELLI et al., 1990), 16,9% e 50,3% em portadores
de hanseniase tratados ambulatorialmente e institucionalizados, respectivamente
(ROSA et al., 1992); 23,4% em profissionais da area da saude (AZEVEDO et al.,
1994), 13,5% em meninos de/na rua (PORTO et al, 1994), 7,5% em



28

gestantes/parturientes (CARDOSO et al., 1996), 63,4% em renais cronicos
(BORGES et al., 1997), 56,7% em pacientes em hemodidlise (TELES et al., 1998),
24,3% em profissionais de centros de dialise (LOPES et al., 2001), 50,7% em
individuos com suspeita de hepatite (SILVA, C. et al.,, 2002), 8,9% em
anestesiologistas (CARNEIRO & DAHER, 2003), 22,4% em portadores de
problemas mentais (SOUZA et al., 2004), 43,7% em hemofilicos (TAVARES et al.,
2004), e 24,1% em profissionais de laboratério (SILVA, P. et al., 2005).

Quadro 1 — Prevaléncia da infecgao pelo HBV em populacdes especificas em

Goiania-Goias

POPULACAO N (%) REFERENCIA
Urbana feminina 475 6,1 CARDOSO et al., 1990
Prisioneiros 201 26,4 MARTELLI et al., 1990
Primodoadores 1.032 12,8 MARTELLI et al., 1990
Hansenianos/ambulatorial 83 16,9 ROSA et al., 1992
Hansenianos institucionalizados 171 50,3 ROSA et al., 1992
Profissionais da area da saude 625 23,4 AZEVEDO et al., 1994
Meninos de/na rua 496 13,5 PORTO et al. 1994
Gestantes/parturientes 1.459 7,5 CARDOSO et al., 1996
Pacientes renais crénicos 175 63,4 BORGES et al., 1997
Hemodialisados 282 56,7 TELES et al., 1998
Profissionais de unidades de dialise 152 24,3 LOPES et al., 2001
Individuos com suspeita de hepatite  1.396 50,7 SILVA, C. et al., 2002
Anestesiologistas 90 8,9 CARNEIRO & DAHER, 2003
Portadores de problemas mentais 433 22,4 SOUZA et al., 2004
Hemofilicos 102 43,7 TAVARES et al., 2004
Profissionais de laboratorio 648 24 1 SILVA, P. et al., 2005
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1.7 Hepatite B em adolescentes

O adolescente € um ser em evolugao para maturidade biopsicossocial
(TIBA, 1986). Nesta fase, o individuo passa por desequilibrios e instabilidades
extremas, desde adaptagdes as mudancas do corpo, busca de si mesmo,
heteroerotismo e, até mesmo, a homossexualidade ocasional (ABERASTURY &
KNOBEL, 1981). A Organizagdo Mundial de Saude define a adolescéncia entre 10
e 19 anos (WHO, 1999). Para o Estatuto da Crianga e do Adolescente, o
adolescente é toda pessoa com idade entre 12 e 18 anos (BRASIL, 1990).

E na adolescéncia que os jovens passam a adotar comportamentos de
risco, influenciados pelo meio em que vivem (LANDRY, SINGH, DARROCH,
2000), incluindo o ambiente escolar € o seu entorno (MIRANDA, 2004).

Estes individuos s&o vulneraveis as doengas de transmissao sexual como
a hepatite B (MEHEUS, 2000). Segundo Martini & Bandeira (2003), esta
vulnerabilidade ocorre devido a liberagao sexual, a facilidade dos contatos intimos,
aos estimulos vindos dos meios de comunicacdo e a desinformacdo. Ainda, os
adolescentes tém limitacbes para fazer conexdo entre acbes presentes e
consequéncias futuras e, de aderir a praticas sexuais seguras, em decorréncia da
grande apreciagdo ao contato fisico com seus parceiros e espontaneidade nas
relagdes sexuais (HALL; HOLMQVIST; SHERRY, 2004).

Investigacbes mostram um aumento significante da positividade ao HBV a
partir da adolescéncia (CLEMENS et al., 2000; CISNEROS-CASTOLO et al.,
2001; DOMINGUEZ et al., 2000; ERTEKIN; SILIMOGLU; ALTINKAYNAK, 2003;
GANDOLFO et al.,, 2003; MCQUILLAN et al., 1999; MURHEKAR et al., 2002),
principalmente em regides de endemicidade baixa a intermediaria (CLEMENS et
al.,2000; CISNEROS-CASTOLO et al., 2001; DA VILLA et al., 1998; DOMINGUEZ
et al., 2000; GOGOS et al., 2003; MCQUILLAN et al., 1999), onde a disseminagao
deste agente esta geralmente associada a comportamentos de risco como
multiplos parceiros sexuais (GOGOS et al., 2003; MCQUILLAN et al., 1999;
ORTIZ; BARBOSA, 1993; PORTO et al., 1994), pratica sexual insegura (GOGOS
et al., 2003; PORTO et al., 1994), uso de drogas ilicitas (PORTO et al., 1994) e
modismos como “body piercing” (HAHNE et al., 2004; MURHEKAR et al., 2002) e



30

tatuagem (HAHNE et al., 2004; PORTO et al., 1994). Ainda, estes fatores parecem
mais evidentes em contextos sociais menos favorecidos (CHAKRAVARTY et al.,
2005; GAZE; CARVALHO; WERNECK, 2002; GANDOLFO et al., 2003; PORTO et
al.,1994; TORRES, 1996).

Diferentes indices de prevaléncia para os marcadores sorologicos do HBV
tém sido encontrados em adolescentes (Quadro 1). Em Taiwan, Lin et al. (2000)
detectaram positividade para os marcadores soroldgicos da hepatite B em quase a
totalidade (91,5%) dos jovens investigados. Frequéncia elevada (83,9%) também
foi verificada em adolescentes de tribos indianas (MURHEKAR et al., 2002). Na
China, Zhuo et al. (2000) encontraram um indice de 80,8% em individuos de 11 a
20 anos na provincia de Guangxi. Por outro lado, em paises da Europa,
prevaléncias de 0,9%, 2,5%, e 11,1% foram verificadas na Espanha, Grécia e
Turquia, respectivamente (ERTEKIN; SILIMOGLU; ALTINKAYNAK, 2003; GOGOS
et al., 2003; SALLERAS, et al., 2005). Nos Estados Unidos da América (EUA),
McQuillan et al. (1989) detectaram uma taxa de 2,1% em 3.262 jovens de 12 a 24
anos. No México, CISNEROS-CASTOLO et al. (2001) reportaram um indice de
5,0% em adolescentes de 12 a 19 anos de uma comunidade rural. Na Bolivia, uma
positividade de 4,9% foi detectada em 930 individuos de 9 a 18 anos (GANDOLFO
et al., 2003). Ja Clemens et al. (2000) verificaram uma prevaléncia global de 5,2%
em sujeitos na faixa etaria de 11-20 anos em cinco cidades brasileiras: Manaus,

Fortaleza, Rio de Janeiro, Friburgo e Porto Alegre.
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Quadro 2 — Prevaléncia da infeccao pelo virus da hepatite B em adolescentes e
adultos jovens

Local N Fai(éisgria (%) Referéncia
Taiwan 117 15-20 91,5 LIN et al., 2000
india 211 15-24 83,9 MURHEKAR et al., 2002
China 376 11-20 80,8  ZHUO et al.,2000
Turquia 648 1217 111 E(I)QO'I;’EKIN; SILIMOGLU; ALTINKAYNAK,
Bolivia 930 9-18 4,9 GANDOLFO et al., 2003
Brasil 1.286 11-20 5,2 CLEMENS et al., 2000
México 181 12-19 5,0 CISNEROS-CASTOLO, 2001
Grécia 196 15-19 2,5 GOGOS et al., 2003
EUA 3.262 12-24 2,1 MCQUILLAN et al.,1989
Espanha 207 15-24 0,9 SALLERAS et al., 2005

1.8 Prevencéo e controle da hepatite B

A primeira medida de impacto para prevengao da hepatite B foi a triagem
sorologica do HBV em bancos de sangue. No Brasil, os testes para deteccédo do
HBsAg e anti-HBc em candidatos a doadores de sangue foram introduzidos em
1989 (BRASIL,1989b) e 1993 (BRASIL,1993), respectivamente. Outras estratégias
como programas de reducédo de danos em usuarios de drogas injetaveis, praticas
sexuais seguras, testagem para o HBsAg em gestantes, dentre outros, também
tém contribuido para a prevengao da hepatite B (AGGARWAL & RANJAN, 2001).
Contudo, a vacinacéo contra hepatite B é a estratégia mais eficaz para prevengao
desta infeccao (CASSIDY & MAHONEY 1995; KAO & CHEN, 2002; LAI et al.,
2003; POOVORAWAN; CHATCHATEE; CHONGSRISAWAT, 2002; RIZZETTO &
ZANETTI, 2002; SLONIM et al.,2005).

A vacina contra o HBV foi licenciada em 1981 (ASSAD & FRANCIS, 2000).

Inicialmente era produzida a partir de plasma humano reativo ao antigeno de
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superficie do virus da hepatite B, sendo substituida em 1986 por vacinas de 22
geracao, compostas de particulas do HBsAg produzidas por tecnologia de DNA
recombinante (ASSAD & FRANCIS, 2000; KAO & CHEN, 2002; VRYHEID, 2001;
SHOUVAL, 2003). Ambas sao seguras e eficazes. Os imundgenos disponiveis sao
compostos principalmente pela proteina “S” do envelope viral, conferindo,
portanto, protecdo a todos os subtipos conhecidos do virus da hepatite B
(SHOUVAL, 2003).

Em 1991, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) recomendou a todas as
nagbes-membro a inclusdo da vacina contra hepatite B em seus programas de
imunizacao, e 151 dos 192 paises membros ja cumpriram esta recomendagao
(CDC, 2003) (Figura 6). Em varios destes paises ja sdo visiveis os beneficios
desta medida, com redugdo na incidéncia e prevaléncia do HBV (BERLIOZ-
ARTHAUD, PEROLAT, BUISSON, 2003; BONANNI et al., 2003; DA VILLA, 2000;
POOVORAWAN et al.,, 2002; SALLERAS et al., 2005; STROFFOLLINI, 2005),
bem como de casos de carcinoma hepatocelular (HUANG & LIN, 2000; LEE; KO,
1997).

No Brasil, a vacina contra o HBV foi incluida, inicialmente, no calendario
basico de imunizagdo em regides de elevada endemicidade na Amazdnia Legal,
Parana, Santa Catarina e Espirito Santo. A seguir, passou a ser oferecida a
grupos de maior risco de exposicao como hemodialisados, profissionais do sexo,
homossexuais, profissionais de saude, dentre outros. No final da década de 90,
tornou-se disponivel para criangas menores de um ano e, somente, em 2001 foi
estendida para individuos até 20 anos de idade (BRASIL, 2003b).
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Figura 6 - Paises Membros da OMS que implementaram a vacina contra Hepatite B em
seus programas de imunizagao.
Fonte: http: //www.who.int/immunization monitoring/diseases/HepB map schedule.ipg

A vacina contra hepatite B apresenta uma boa imunogenicidade, induzindo
titulos protetores (210 mUI/mL) de anticorpos anti-HBs em mais de 90% dos A
individuos imunizados (KAO & CHEN, 2002; SHOUVAL, 2003). A mesma é
administrada, geralmente, por via intramuscular (musculo deltéide), em trés doses,
nos meses 0, 1 e 6 (ASSAD & FRANCIS, 2000; BRASIL, 2000). Alguns fatores
como local da aplicagdo da vacina, sexo masculino, idade acima de 40 anos,
obesidade, imunodeficiéncia e desnutricdo tém sido associados a nao resposta
vacinal (ASSAD & FRANCIS, 2000; KAO & CHEN, 2002; MARTINEZ et al., 1998).
Assim, vacinas recombinantes, com maior imunogenicidade, utilizando as regides
pré-S1 e pré-S2/S do genoma viral e subtipos ady e ayw tem sido proposta (KAO
& CHEN, 2002; SHOUVAL, 2003).

Embora a vacina contra hepatite B seja altamente segura, alguns eventos
adversos leves podem ser observados como eritema, fadiga, cefaléia e febre nas
primeiras 48 a 72 horas ap0s a imunizagao, principalmente em criangas (GROTTO
et al., 1998). Outros eventos mais sérios como anafilaxia, urticaria, vasculite
reumatdide, lupus eritematoso, reagdes neurologicas, oftalmoldgicas e
hematolégicas sao rarissimos ou inexistentes (GROTTO et al., 1998). Se
presentes, estes podem estar associados a uma suscetibilidade imunologica

preexistente, que pode ser estimulada pela vacinagao. Portanto, pessoas com
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alergia aos componentes da vacina ndo devem ser vacinados. Ja a gestacao por
si ndo deve ser uma contra-indicagdo a vacinagao contra o HBVY (MAHONEY &
KANE, 1999).
Varios paises ja fabricam a vacina recombinante contra hepatite B (BALDY
et al., 2004; MAHONEY & KANE, 1999; VRYHEID et al., 2001), inclusive o Brasil
(IOSHIMOTO et al., 1999). A vacina nacional, denominada Butang®, é produzida
pelo Instituto Butantan, Sdo Paulo. Sua imunogenicidade parece ser maior em
individuos com idade inferior a 30 anos (MARTINS et al., 2004), sendo atualmente
utilizada no Programa Nacional de Imunizagao para este grupo (BRASIL, 2003b).
A profilaxia pds-exposicdo, por meio da administragcdo da vacina e da
imunoglobulina humana hiperimune contra o HBV, tem sido recomenda para
recém-nascidos de maes portadoras do HBsAg, contatos sexuais com portadores
do virus e profissionais acidentados com material contaminado com sangue de
portadores do HBV (BRASIL, 2004b; FINELLI & ALTER, 2002).
Vérios autores tém relatado uma baixa cobertura e/ou adesdo as trés
doses da vacina contra a hepatite B em adolescentes (LINTON et al., 2003;
MOORE-CALDWELL et al., 1997) e, alguns fatores tém sido associados a este
comportamento como desconhecimento dos beneficios da vacina (DEEKE &
JOHNSON, 1998; LAWRENCE & GOLDSTEIN, 1995; LINTON et al., 2003;
MOORE-CALDWELL et al., 1997), baixa escolaridade dos pais ou responsaveis
(MOORE-CALDWELL et al., 1997), baixa renda familiar (LINTON et al., 2003;
MIDDLEMAN et al., 1999; MOORE-CALDWELL et al., 1997) e o intervalo longo
entre a segunda e terceira dose da vacina (CASSIDY & MAHONEY, 1995;
LAWRENCE & GOLDSTEIN, 1995; MOORE-CALDWELL et al., 1997). Assim,
algumas estratégias tém sido utilizadas para aumentar a cobertura vacinal nesta
populagdo como programas de educagao em saude, oferta da vacina no ambiente
escolar (CASSIDY & MAHONEY,1995; MOORE-CALDWELL et al., 1997; DEEKS &
JOHNSON, 1998; GOLDSTEIN et al., 2001; LINTON et al., 2003; MIDDLEMAN et
al.,, 1999; SLONIM et al., 2005), em alguns paises tornou-se obrigatoria a
comprovagao da vacinagao no ato da matricula escolar (JACOBS & MEYEROFF,
2004; RICKERT et al., 2004; SKINNER & NOLAN, 2001).

No Brasil, o Ministério de Saude editou recentemente a portaria n° 597 de
8 de abril de 2004 (BRASIL, 2004a), que determina a comprovagao obrigatoria da
vacinagao contra o HBV para efeito de matricula em creches, pré-escola, ensino

fundamental, ensino médio e universidade.
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1.9. Justificativa

Considerando que ainda s&o poucas as investigagdes no Brasil sobre a
infeccdo pelo virus da hepatite B em adolescentes e, que sao desejaveis mais
estudos sobre a imunogenicidade da vacina brasileira contra o HBV (Butang®), a
proposta deste estudo foi conhecer a extensdo desta infeccdo em adolescentes
escolares de uma area de baixa renda da Regidao Metropolitana de Goiania, Goias,
bem como avaliar a situagao vacinal e a resposta a vacina Butang® neste grupo.

Os resultados deste estudo poderao auxiliar nas estratégias publicas de
prevencao e controle da hepatite B, incluindo a vacinacdo desta populagado alvo,
cumprindo, assim, com os principios e diretrizes do Sistema Unico de Saude que
se fundamentam em uma politica de promog¢ao da saude, na qual inclui a
identificacdo de grupos de risco, detecgdo precoce dos agravos, tratamento e
reabilitagdo (BRASIL, 1994).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Investigar o perfil soroepidemioldgico da infec¢do pelo virus da hepatite B
(HBV) e avaliar a soroconversdo a vacina Butang® em adolescentes da

periferia da Regidao Metropolitana de Goiania, Goias.
2.2 Objetivos especificos:

e Verificar a prevaléncia da infec¢ao pelo HBV em adolescentes da periferia da
regiao Metropolitana de Goiania;

e |dentificar os subtipos e gendtipos do HBV circulantes nesta populagao.

e Analisar os fatores associados a hepatite B neste grupo;

e Investigar a situagdo vacinal contra hepatite B e vacinar contra o HBV os
adolescentes suscetiveis;

e Avaliar a soroconversao a vacina Butang®;
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3. METODOLOGIA

3.1 Delineamento do estudo

Inicialmente, realizou-se um estudo transversal analitico para detecgao dos
marcadores soroldgicos, os fatores associados a infeccao pelo HBV, bem como os
subtipos e genotipos virais circulantes. A seguir, individuos suscetiveis receberam
a vacina recombinante Butang®, sendo seguidos por oito meses para avaliagéo da

resposta vacinal.

3.2 Populacéao e local de estudo

O presente estudo foi realizado em uma area periférica da Regiao
Metropolitana de Goiania (1.600.000 habitantes), no periodo de novembro de 2003
a novembro de 2004. A populacado alvo constituiu-se de adolescentes residentes
em dois setores da periferia do municipio de Aparecida de Goiania. Estes
apresentam grande crescimento demografico, sem planejamento, onde muitas
pessoas vivem em condi¢des de vida precaria, sem rede de agua, esgoto e asfalto
(MELLO, 2002). A amostra foi composta de 664 adolescentes de 12 a 19 anos
matriculados em escolas publicas dos setores referidos acima.

Nestes setores, existiam cinco escolas publicas (municipais ou estaduais)
que possuiam os critérios exigidos pelo projeto: 22 fase do ensino fundamental e
meédio. O estudo foi realizado nas duas maiores escolas.

Para o calculo do tamanho amostral, estimou-se em 9.000 o numero de
adolescentes na regidao em estudo (dados do Programa de Saude da Familia
local). Assim, considerando um nivel de 95% de significancia (a< 0,05), poder
estatistico de 80% (B=20%), prevaléncia de 9% (CLEMENS et al., 2000), precisao
de 3% e um efeito de desenho igual a 1,5, determinou-se que 505 adolescentes

seriam o0 numero minimo necessario para constituir a amostra.
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O projeto que originou este estudo foi avaliado e aprovado pela comisséo
de Bioética da Santa Casa de Misericordia de Goiadnia, em reunido do dia
11/04/2003, protocolo n° 011/03.

3.2.1 Critérios de inclusdo no estudo

Possuir entre 12 e 19 anos; residir na regiao do estudo; estar matriculado
nas escolas onde foi realizado o estudo; cursar a segunda fase do ensino
fundamental ou o ensino médio, consentir em participar do estudo mediante a
devolucdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, assinado pelo

responsavel ou pelo proprio escolar, caso fosse maior de idade.

3.3 Variaveis do estudo

3.3.1 Variavel de desfecho

Positividade aos seguintes marcadores sorolégicos do HBV: HBsAg e/ou Anti-
HBc.

3.3.2 Variaveis de predicao

Dados soécio-demografico: sexo, idade, naturalidade, renda familiar e nivel de
escolaridade.

Fatores de risco para o HBV: vinculo familiar, historia prévia de ndo vacinacéo,
experiéncia sexual, idade da 12 relacdo sexual, nUumero de parceiros sexual,
experiéncia homossexual, histéria de doenga sexualmente transmissivel, de
aborto, abuso sexual, uso de preservativo, gravidez, prostituicdo, uso de drogas
ilicitas e/ou bebidas alcodlica, antecedente de reclusio e vida na rua, presenca de
tatuagem/’body piercing”, antecedente de tratamento dentario, transfusdo de

sangue, cirurgia e compartilhamento de objetos cortantes de higiene pessoal.
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3.4 Procedimento de coleta de dados

Primeiramente realizou-se um trabalho de identificagdo geografica das
escolas. A seguir, foram realizadas reunides com a direcdo de ensino das escolas
selecionadas para apresentagdo do projeto de pesquisa e autorizagdo para
realizagao do estudo.

Apos o consentimento dos diretores das escolas, procedeu-se, em cada
escola, a selegcdao dos adolescentes por meio de lista nominal, de forma
sistematica, por sala de aula e série, respeitado a proporcionalidade
alunos/escola.

Definido o numero de salas e participantes da pesquisa, foram entao
marcadas reunides com os responsaveis pelos alunos, ou com os préprios alunos,
caso fossem maiores de idade (>18 anos), para esclarecimentos sobre o projeto e
distribuicdo do Termo de Consentimento Livre Esclarecido. Todos os individuos
selecionados aceitaram participar do estudo.

Os participantes foram entrevistados sobre dados pessoais e fatores de
risco para a infeccado pelo virus da hepatite B, utilizando-se um questionario
estruturado (em anexo), com perguntas fechadas, que foi aplicado pela prépria

investigadora ou alunos de iniciagao cientifica, sob a supervisdo da primeira.

Para a entrega dos resultados laboratoriais, foram marcadas novas
reunides com os pais e alunos elegiveis nas escolas. Aos escolares suscetiveis ao
HBV foram feitos convites para a realizacdo da vacina contra a hepatite B no
ambiente escolar pelos pesquisadores, com posterior avaliagdo da soroconversao

da vacina.

3.4.1 Obtencao de amostras sanguineas e estocagem

ApOs a entrevista, foram coletados 10 mL de sangue por meio de pungao
venosa periférica, utilizando-se seringas e agulhas descartaveis. O sangue foi
conservado em tubo de ensaio numerado, de acordo com o numero do
questionario. A seguir, os tubos foram transportados, em caixas de isopor, até o
Laboratério de Virologia do IPTSP/UFG, onde os soros foram separados em duas

aliquotas e estocados a —20°C até a realizagcdo dos ensaios. Uma aliquota foi
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utilizada para os testes soroldgicos e a outra para os ensaios moleculares. Em

todos os procedimentos foram respeitadas as recomendacgdes de biossegurancga.

3.5 Deteccao dos marcadores sorolégicos do HBV

Amostras sanguineas de todos os participantes foram testadas para os
marcadores sorolégicos do HBV: HBsAg, anti-HBs e anti-HBc Total, utilizando-se

kits comerciais.

3.5.1 HBsAg

A deteccdo do HBsAg foi realizada por meio do ensaio imunoenzimatico,
baseado em uma etapa do principio sandwich. Em uma placa, previamente
sensibilizada com anticorpos monoclonais anti-HBs e contendo esferas de
conjugado (anti-HBs ligado a peroxidase), foram adicionados os soros dos
adolescentes e controles. A placa foi incubada e, posteriormente, submetida a
lavagem. Adicionou-se entdo o substrato da enzima (perdxido de uréia) e o
cromogeno (tetrametilbenzidina-TMB). A seguir, a placa foi novamente incubada e
a reacao foi interrompida pela adicdo de acido sulfarico a 1N.

Conforme as orientagdes do fabricante (Hepanostika HBsAg Uni-form Il), a
leitura espectrofotométrica da reacdo foi realizada a 450 nm. Considerou-se
positivo o soro que apresentou absorbancia maior ou igual ao valor do ponto de
corte, obtido por meio da média das absorbancias dos controles negativos +
0,050.

3.5.2 Anti-HBs

Para a deteccdo de anticorpos anti-HBs utilizou-se o ensaio
imunoenzimatico direto, tipo sandwich (Bioelisa anti-HBs, Biokit). Os soros dos
participantes e controles foram distribuidos em microplaca recoberta com HBsAg
(subtipos ad e ay), sendo entdo incubada, lavada e acrescentado o conjugado.
Ap0Gs nova incubagao e lavagem foram acrescentados peroxido de uréia e TMB. A
reacdo foi interrompida adicionando-se acido sulfurico. A leitura

espectrofotometrica da reacao foi realizada com filtros de 450 nm e 620 nm.
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O ponto de corte foi definido por CNx + 0,040, onde CNx é igual a média
de absorbancias dos controles negativos. Assim, obteve-se o resultado dos testes
por meio do produto da razdo entre absorbancia do soro e o valor do ponto de
corte, sendo considerados positivos, negativos e indeterminados quando a razéo
absorbancia/ponto de corte era maior ou igual a 1,0, menor que 0,9 e igual a 0,9,

respectivamente.

3.5.3 Anti-HBc Total (IgG e IgM)

O principio da reacdo para detec¢cdao do anti-HBc total foi de inibigcao
competitiva de fase unica. Em placa previamente sensibilizada com o HBcAg,
colocaram-se soros testes, controles e o conjugado (anticorpos anti-HBc de coelho
conjugados com peroxidase). Apds a incubagao e lavagem, acrescentou-se o
substrato da enzima e o cromogeno. A placa foi mais uma vez incubada, e a
reacdo interrompida pela adicdo de acido sulfurico a 1N. A leitura
espectrofotométrica foi realizada com filtro de 450 nm e 620 nm.

De acordo com o fabricante (Hepanostika® anti-HBc Uni-Form),
considerou-se positivos 0s soros com absorbancia menor ou igual ao ponto de
corte, sendo este obtido pela seguinte formula:

Ponto de corte = CNx + CPx X 0,4, onde:

CNx = média de absorbancia dos controles negativos;

CPx = média de absorbancia dos controles positivos.

3.6 Vacinacéao contra hepatite B

Todos os adolescentes susceptiveis foram convidados a vacinacido contra
o HBV. Para tanto, usou-se a vacina recombinante Butang® (Instituto Butantan,
Brasil), sendo a mesma obtida pela Secretaria Municipal de Saude de Aparecida
de Goiania, Goias. Esta vacina tém sido recomendada para individuos com idade

igual ou inferior a 30 anos (MARTINS et al.,, 2004). Aos adolescentes que
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aceitaram receber a vacina, foram administradas trés doses de 20 ug, por via

intramuscular (musculo deltéide), nos meses 0, 1 e 6.

3.6.1 Deteccédo quantitativa do anti-HBs

Cerca de 45 dias apds a terceira dose da vacina Butang®, amostras
sanguineas, foram obtidas para analise quantitativa de anticorpos anti-HBs,
empregando-se 0 enzimaimunoensaio de microparticula (MEIA). Para tanto,
utilizou-se o Sistema AxXSYMR de automacdo e kits AxSYM™ AUSAB (Abbot
Laboratérios do Brasil), conforme instru¢des do fabricante.

Foram considerados como respondedores, os individuos que

apresentaram titulos de anti-HBs iguais ou superiores a 10 mUI/mL.

3.7 Subtipagem do HBsAg

As amostras HBsAg reagentes foram submetidas a subtipagem,
empregando-se 0 ensaio imunoenzimatico com o0s seguintes anticorpos
monoclonais: 2A4, 2E4, 3FA1, 8F4 e 15F1, conforme Niel et al. (1994).
Resumidamente, foram adicionados em microplacas de poliestireno, 100uL da
solugdo de captura anti-lgG de camundongo (Bionetics) diluida em tampéao
carbonato-bicarbonato 0,05M (pH 9,6) e incubados a 4°C por 20h. Apds a lavagem
da microplaca com solugao salina fosfato (PBS) contendo tween 20 e albumina
bovina (BSA) a 0,5%, 100uL de cada um dos cinco anticorpos monoclonais
diluidos a 1/500 em tampao PBS contendo BSA a 0,5% e soro humano normal
(SHN) a 1% foram distribuidos em colunas verticais e incubados por 1h a 37°C.
Novamente procedeu-se a lavagem dos orificios e, a seguir, a aplicagado
horizontalmente das mostras diluidas a 1/200 em PBS acrescido de BSA a 0,5% e
controle de cada subtipo, sendo incubados por 1h a 37°C. Apds a lavagem, foram
aplicados em cada orificio 100uL do conjugado anti-HBs/Peroxidase
(Biomanguinhos/FIOCRUZ) diluido a 1/560 em PBS contendo SHN e soro normal

de cabra a 15% e incubados a 37°C por 1h. Finalmente, procedeu-se a lavagem e
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a adicdo de 100ul de substrato (tampao citrato-fosfato acrescido de H,O, e TMB)
em cada cavidade. Apos 10min, a reacgao foi interrompida pela adicdo de 100ul de
uma solucdo de acido sulfurico 2M por orificio e a leitura foi realizada em

espectrofotometro a 450nm.

3.8 Deteccao do HBV DNA e Genotipagem

3.8.1 Extracdo, amplificacdo e deteccdo do HBV DNA

Inicialmente, foi realizada a extracdo de acido nucléico viral, que consistiu
de duas etapas. Na primeira, foram incubados, por 4 horas, 250 uL do soro em 80
uL de solucéo lise, sendo esta composta pelas seguintes formulagdes: solugao A
(Tris 200 mM, SDS 1%, NaCl 700 nM, EDTA 20 mM, tRNA 0,1 mg/mL e H;0) e
Solucéo B (proteinase K 2,0 mg/mL diluida em CaCl, 0,36 mM e pH final de 9,0,
ajustado por meio de HCI). A seguir, o DNA viral foi extraido empregando-se
fenol/cloroférmio, procedeu-se entdo a centrifugacéo, e a fase solida transferida
para tubos com etanol, que permaneceram a -20 °C durante a noite.

Na segunda parte da extragdo, realizou-se novamente a centrifugacado do
material, sendo formado um precipitado que foi lavado com etanol a 70%, secado
e ressuspenso em 30 uL de agua destilada estéril (autoclavada).

Para amplificacdo e deteccao do DNA viral, o produto da extragao foi
submetido a uma semi-nested PCR em duas etapas (PCR-1 e PCR-2), utilizando-
se iniciadores da regiéo pré-S/S, conforme Ferreira, C. (2004).

Na PCR-1, ao DNA de cada amostra foi adicionada uma mistura contendo
os iniciadores PS1 e S2/S22 (Invitrogen), agua milliQ, dNTPs (dATP, dTTP, dCTP
e dGTP), tampéo, Cloreto de magnésio e Taqg DNA polimerase. Esta mistura foi
colocada em termociclador, utilizando-se o seguinte programa: 94°C por trés
minutos para desnaturagdo inicial, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos
(desnaturacao), 52°C por 40 segundos (anelamento), 72°C por dois minutos

(extensao) e, elongacao final com 72°C por 7 minutos.
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Para PCR-2, foram utilizados os iniciadores PS1 e SR e 0s mesmos
componentes mencionados acima, sendo adicionado o produto da PCR-1, e
empregado o seguinte programa: 94°C por trés minutos para desnaturagao inicial,
30 ciclos de 94°C por 20 segundos (desnaturagdo), 55°C por 20 segundos
(anelamento), 72°C por um minuto (extensado)e, elongagéao final com 72°C por 7
minutos.

Os produtos da PCR-1 e PCR-2 foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1% contendo brometo de etidio, e visualizados sob luz ultravioleta

com o auxilio de um transluminador.

3.8.2 Genotipagem do HBV DNA

Para genotipagem utilizou-se um método simplificado de analise do
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricao (RFLP), conforme
previamente descrito por Araujo et al. (2004).

Resumidamente, 10 pL do produto obtido da PCR-2 com igual volume de
cada uma das seguintes endonucleases de restricdo: Bam HI, Eco Rl e Stul (New
England BiolLabs) foram incubados a 37°C durante a noite. Apds, aos produtos
obtidos foram adicionados 5 uL de azul de bromofenol, sendo, na sequéncia,
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3%. As bandas formadas foram
visualizadas por meio de luz ultravioleta com auxilio de um transluminador. Os

padrdes eletroforéticos foram analisados para identificacdo dos gendtipos do HBV.

3.9 Andlise dos dados

Para o processamento e analise dos dados, empregou-se o programa Epi
Info “6” versdo 6.04, desenvolvido pelo “Centers for disease and Control”, Estados
Unidos da América, bem como o pacote estatistico SPSS, versdo 11.0 for
Windows.

indices de prevaléncia foram calculados com intervalo de 95% de
confianga, bem como a média geométrica dos titulos de anti-HBs. Inicialmente, foi
realizada a analise univariada, estimando-se a chance (“odds ratio”) de

soropositividade ao HBV (HBsAg e/ou anti-HBc) associada as variaveis
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investigadas. A seguir, a variaveis que apresentaram significancia estatistica
foram incluidas em um modelo de regressao logistica, utilizando-se o método
Backward LR. O teste de qui-quadrado foi utilizado para testar a significancia de
diferencas entre proporcbes e o teste de qui-quadrado para tendéncia foi
empregado para avaliar a relagdo nivel de exposi¢gado e soropositividade para as
variaveis nao dicotdbmicas. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.



4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas socio-demogréaficas dos adolescentes
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A Tabela 1 apresenta as caracteristicas socio-demogréaficas dos 664

adolescentes estudados. Do total, 170 (25,6%) possuiam 12 e 13 anos, 195
(29,4%) 14 e 15 anos, 189 (28,5%) 16 e 17 anos e 110 (16,5%) 18 e 19 anos.

Com relacdo ao sexo, 60,2% eram do sexo feminino e 39,8% do masculino.

Quanto a naturalidade, 59,2% dos adolescentes nasceram em Goias e o restante

(40,8%) em outros estados.

A renda familiar de 106 (16%) adolescentes era inferior a um salario

minimo (s.m.) e de 384 (57,8%) entre um e trés s.m. Somente 48 (7,2%) referiram

renda superior a trés s.m.

Tabela 1 — Caracteristicas sécio-demograficas dos adolescentes (n = 664) da

periferia da Regido Metropolitana de Goiania, Goias, 2003.

Caracteristicas

n %

Faixa etaria

12-13 anos 170 25,6

14-15 anos 195 294

16-17 anos 189 28,5

18-19 anos 110 16,5
Sexo

Masculino 264 39,8

Feminino 400 60,2
Naturalidade

Goias 393 59,2

Outros estados 271 40,8
Renda Familiar

< 1 salario minimo 106 16,0

1-3 salario minimos 384 57,8

> 3 salario minimos 48 7,2

Sem informacéo 126
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4.2 Marcadores sorologicos para a hepatite B, adesado a vacina contra o HBV
e resposta vacinal

A Tabela 2 apresenta a prevaléncia dos marcadores soroldgicos para o
virus da hepatite B em adolescentes da periferia da Regido Metropolitana de
Goiania, Goias. Do total de adolescentes estudados, 39 (5,9%; IC 95%: 4,3-8,0)
apresentaram positividade para os marcadores sorolégicos de infec¢do ou
exposi¢cao ao HBV. Quatro individuos foram HBsAg reagentes: um isoladamente e
trés associados ao anti-HBc total. O marcador anti-HBc total foi detectado em
outros 35 adolescentes, sendo que em 11 como unico marcador e em 24
associado ao anti-HBs. Um total de 321 individuos apresentou positividade apenas
ao anti-HBs. Assim, 304/664 (45,8%; IC 95%: 41,9- 49,6) eram suscetiveis ao
HBV.

Tabela 2 — Prevaléncia dos marcadores sorolégicos para o HBV em adolescentes
(n=664) da periferia da Regiao Metropolitana de Goiania, Goias, 2003.

Marcadores Positivo IC: 95%
N %

HBsAg 1 0,1 (0,0-10,9)
Anti-HBc/HBsAg 3 0,5 (0,1-1,4)
Anti-HBc isolado 11 1,7 (0,9 -3,0)
Anti-HBc/Anti-HBs 24 3,6 (2,4 -5,4)
Algum marcador de exposigdo 39 59 (4,3-8,0)
Anti-HBs isolado 321 48,3 (44,5 -52,2)
Auséncia 304 45,8 (41,9 —49,6)

IC: intervalo de confianca
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A prevaléncia global para o HBV, ajustada por idade, € apresentada na
Figura 7. Em adolescentes com 12-13 anos e 14-15, anos verificou-se uma
positividade para os marcadores de exposicdo do HBV de 2,4% (IC 95%: 0,7 —
6,3) e 2,6% (IC 95%: 0,9-6,2), respectivamente. Entretanto, esta positividade
aumentou aos 16 e 17 anos para 5,8% (IC 95%: 3,1 — 10,4%), alcangando 17,3%
(IC 95%: 11,0 — 26,0) aos 18-19 anos. A diferenga entre a positividade para o HBV
na ultima faixa etaria em relagcdo as demais foi estatisticamente significativa (p<
0.01).

20%

18%

16%

14%

12%

10%

8%
6% /

4%

2% -

0% T T
12-13 anos 14 - 15 anos 16 - 17 anos 18- 19 anos

Figura 7 — Prevaléncia para o HBV, ajustada por faixa etaria em 664
adolescentes da periferia da Regido Metropolitana de Goiania, Goias, 2003.
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A Figura 8 apresenta a distribuicdo dos adolescentes, considerando a
positividade para os marcadores do HBV e a ades&o a vacina contra hepatite B
oferecida na escola. Do total de adolescentes, 39 foram expostos ao virus da
hepatite B e 321 eram anti-HBs isoladamente, sugerindo vacinagao prévia contra o
HBV. Trezentos e quatro adolescentes eram suscetiveis a hepatite B, sendo,
portanto, elegiveis para vacinagao contra o HBV. Entretanto, somente 195/304
(64,1%) aceitaram a vacina. Destes, 182 (93,3%) receberam as trés doses da

Butang®.

O Anti-HBs vacinal

O Marcadores de exposigéo ao HBV
B Nao aderiram a vacinagao

O Aderiram ao esquema completo

O Aderiram parcialmente a vacinagéo

182

13

Figura 8 — Distribuicdo dos adolescentes da periferia da Regido Metropolitana de
Goiania, considerando a positividade para os marcadores do HBV e a adesao a
vacina contra hepatite B no ambiente escolar, 2003.
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Dos 182 adolescentes que receberam as trés doses da vacina Butang®,
somente em 170 foi possivel avaliar a soroconversdao. Todos os individuos
desenvolveram anticorpos anti-HBs em niveis protetores: 0,6% (1/170) com titulos
entre 10-100 mUI/mL, 16,5% (28/170) com 101-1000 mUIm/mL, 50% (85/170)
com 1001-10.000 mUI/mL e 33% (56/170) com titulos superiores a 10.000 mUI/mL
(Figura 9). A média geométrica dos titulos (GMT) de anti-HBs foi igual a 4.344
mUI/mL (95% IC: 3.492 — 5.404).

M anti-HBs (mUl/mL) |

10-100 101-1000 1001-10.000 >10.000

Figura 9 — Resposta a vacina recombinante Butang® em 170 adolescentes de
baixa renda da Regido Metropolitana de Goiania, Goias, 2003.
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4.3 Variaveis associadas a infec¢cao pelo virus da hepatite B

Para analise dos fatores associados a infecgcao pelo virus da hepatite B
foram excluidos os adolescentes com evidéncias soroldgicas de vacinagao prévia
contra o HBV.

Do total de variaveis investigadas, somente idade, naturalidade, escola,
turno e experiéncia sexual foram associadas estatisticamente aos marcadores do
HBV. Estas variaveis e “body piercing”, que apresentaram uma tendéncia a
associacao para os marcadores da hepatite B (X2 =3,83; p=0,05), foram incluidas
em um modelo de regressdo logistica. Assim, apos controle das variaveis de
confusdo, somente experiéncia sexual ndo se mostrou independentemente
associadas ao HBV.

A Tabela 3 apresenta a analise nado ajustada e ajustada das variaveis
associadas a exposicao ao HBV nos individuos estudados. Os adolescentes que
se encontravam na faixa etaria de 16-19 anos apresentaram uma chance 3,6
vezes (IC 95%: 1,6 — 7,9) maior de exposicdo ao virus da hepatite B quando
comparados aos de 12 a 15 anos de idade. Quanto a naturalidade, aqueles que
nasceram em outros estados brasileiros apresentaram uma probabilidade 3,1
vezes (IC 95%: 1,4 -6,8) maior de adquirir o virus B do que os nascidos no Estado
de Goias.

Em relacdo ao tipo de escola e turno, os jovens matriculados na escola B
e aqueles que frequentavam as aulas no turno noturno possuiam 2,2 (IC 95%: 1,1
- 4,7) e 6,0 (IC 95%: 2,8 - 12,6) vezes mais chances de positividade para os
marcadores de hepatite B quando comparados aos da escola A e que estudavam
no periodo diurno, respectivamente.

O uso de “body piercing” também se mostrou como um fator importante
para infeccdo pelo HBV na populacdo estudada. Individuos com este adereco
tiveram 3,2 (IC 95%: 1,02 — 10,2) vezes mais probabilidade de se expor ao HBV
quando comparados aos que nao utilizavam.

Outros fatores como uso irregular de preservativos, abuso sexual,
multiplos parceiros, antecedentes de prisdo, tatuagem e uso de drogas ilicitas,
embora mais frequentemente relatados pelos individuos com marcadores de

hepatite B, ndo alcangaram significancia estatistica.



Tabela 3 — Variaveis associadas a infecgao pelo HBV em adolescentes da
periferia da Regidao Metropolitana de Goiania, Goias, 2003.
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Estimativa de Risco (IC 95%)2

Variaveis
N&o ajustada Ajustada

Idade

12-15 1,0 1,0

16-19 4,2 (1,8-9,9) 3,6 (1,6-7,9)°
Naturalidade

Goias 1,0 1,0

Outros Estados 41(1,8-9,1) 3,1(1,4-6,8)°
Escola

A 1,0 1,0

B 2,9(1,4-5)9) 22(1,1-47)
Turno escolar

Diurno 1,0 1,0

Noturno 7,6 (3,5-16,9) 6,0 (2,8 — 12,6)°
“Body piercing”

Nao 1,0 1,0

Sim 2,6 (0,9 -6,8) 3,2 (1,02 - 10,2)°
Experiéncia Sexual

Nao 1,0 1,0

Sim 2,7(1,3-5,8) 0,9 (0,4 —2,2)°

?|C=limite de confianga; ° Estimativa de risco ajustada por sexo naturalidade, escola, “body
piercing” e experiéncia sexual; © ajustada por sexo e demais variaveis.
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4.4 Deteccéo de subtipos do HBsAg, deteccdo do HBV DNA e gendtipos

Todos os adolescentes HBsAg positivos foram infectados com o subtipo
adw,, sendo o HBV DNA e o gendtipo A detectados em todas as amostras destes
individuos (Tabela 4).

Tabela 4 — Subtipos e gendtipos do HBV em quatro amostras HBsAg reagentes
detectadas em adolescentes da periferia da Regido Metropolitana de Goiania,
Goias, 2003.

N° da amostra Subtipo PCR Gendétipo
Ad-463 adw, + A
Ad-537 adw, + A
Ad-561 adw, + A
Ad-619 adw, + A
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5. DISCUSSAO

Este estudo é considerado a primeira analise soroepidemioldgica e avaliagéo
da situacado vacinal, bem como da soroconversdo a vacina brasileira contra a
hepatite B (Butang®), realizada em adolescentes da periferia da Regido
Metropolitana de Goiania, Goias. Os resultados desta investigacdo ampliam o
conhecimento desta infeccdo na Regido Centro-Oeste, como também em nosso
Pais.

A prevaléncia global para a infec¢ao pelo HBV de 5,9% (IC 95%: 4,3 — 8,0),
detectada neste estudo, mostrou-se superior as observadas em adolescentes de
outros paises de baixa endemicidade como a Grécia (2,5%; IC 95%: 0,9 - 6,2)
(GOGOS et al., 2003); Espanha (0,9%; IC 95 %: 0 - 2,2) (SALLERAS et al., 2005)
e Estados Unidos da América (2,1%; IC 95%: 1,7 - 2,7) (MCQUILLAN et al., 1989).
Por outro lado, foi semelhante a identificada no México (5,0% IC 95%: 2,4 - 9,5)
(CISNEROS — CASTOLLO, 2001) e inferior a encontrada na Bolivia (6,9%; IC
95%: 4,7 - 9,8) (GANDOLFO et al., 2003).

No Brasil, Clemens et al. (2000) encontraram também uma prevaléncia
global semelhante (5,2%; IC 95%: 4,1-6,6) em adolescentes de quatro regides
brasileiras, contudo variou de 1,2% (IC 95%: 0,3-2,4) naqueles com melhores
condigdes socio-econbmicas a 9,3% (IC 95%: 5,6-13,0) nos de baixa renda,
como os deste estudo.

Verificou-se um aumento crescente da positividade para o HBV com o
avancar da idade, alcangando 17,3% (IC 95%; 11,0-26,0) em adolescentes com
18-19 anos. Esta proporgdo foi mais elevada do que a prevaléncia global
(13,5%; IC 95%: 10,6-16,9) encontrada previamente em meninos de/na rua em
Goiania (PORTO et al., 1994). Ainda, individuos com 16-19 anos apresentaram
3,6 (IC 95%: 1,6 — 7,9) vezes mais chances de exposigcdo ao HBV quando
comparados aos de 12-15 anos. Outros autores também tém mostrado um
aumento da prevaléncia de marcadores soroldgicos da hepatite B na fase tardia
da adolescéncia, sugerindo esta fase como a de maior risco para a infecgao pelo
virus da hepatite B (ABEBE et al., 2003; CLEMENS et al., 2000; DOMINGUEZ et
al., 2000; MCQUILLAN et al., 1989).

Nesta investigagdo, adolescentes nascidos em outros estados

apresentaram uma probabilidade trés vezes maior de exposi¢do ao virus da
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hepatite B quando comparados aos naturais de Goias. Uma explicagao para
este achado pode ser a origem destes individuos, ja que a maioria era natural do
Norte do Brasil, uma regido considerada de endemicidade elevada para o HBV
(CLEMENS et al., 2000). Para alguns autores, imigracbes de areas endémicas
para hepatite B podem interferir na epidemiologia desta infeccdo em regides de
baixa prevaléncia (BONURA et al., 2005; CHIRONA et al., 2001; PASSOS et al.,
1993; SOUTO, 1999; STRUVE et al., 1995).

Neste estudo, a identificagdo das variaveis escola e turno escolar como
preditores independentes de infeccdo pelo HBV foi um achado peculiar. Os
alunos matriculados na escola B possuiam o dobro (2,2%; IC 95%: 1,1 — 4,7) de
chances de positividade para os marcadores da hepatite B quando comparados
aos matriculados na escola A. Esta escola esta situada nas proximidades de um
grande posto de gasolina, onde caminhoneiros de varias regides do Brasil param
para reabastecer e pernoitar, sendo comum neste ambiente o comércio de sexo
e de drogas, bem como a circulagdo de adolescentes da comunidade local.
Portanto, este ambiente de grande risco social pode ter contribuido para os
achados deste estudo, uma vez que alguns estudos tém revelado um aumento
da positividade para as doencgas sexualmente transmissiveis em locais proximos
a postos de parada de caminhoneiros (STRATFORD et al., 2000; VILLARINHO
et al., 2002).

Em relacdo ao turno escolar, os adolescentes que frequentavam a escola
no periodo noturno apresentavam maior indice de consumo de alcool e drogas
psicoativas do que os demais. Investigagdes mostram que as drogas psicoativas
modificam o comportamento de seus usuarios, alterando a capacidade mental
para a tomada de decisdo e favorecendo a pratica de relagdes sexuais
desprotegidas (MEHEUS, 2000; SANTELLI et al., 2004; SCHMIDT &
MIDDLEMAN, 2001), que tem sido considerada um fator de risco para aquisicéo
de doencas sexualmente transmissiveis como a hepatite B (SCHMIDT &
MIDDLEMAN, 2001).

Muitos adolescentes usam “body piercing” como forma de busca de auto-
expressao e identidade (ARMSTRONG et al., 2004). Contudo, seu uso tem sido
considerado um fator de risco para infecgcao pelo HBV (BRASIL, 1999; BRIAN et
al., 2004; SLONIM et al., 2005), pois a sua aplicagdo € considerada um
procedimento invasivo, que envolve a manipulacao de fluidos corpéreos, sendo,

em grande parte, realizada por pessoal ndo qualificado, com materiais que,
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muitas vezes, nao sofrem qualquer processo de desinfeccio/esterilizacdo entre
clientes, tornando-se, assim, importantes veiculos disseminadores de patégenos
veiculados pelo sangue (MEHEUS, 2000; OBERDORFER et al., 2003).

Nesta investigagdo, adolescentes que usavam “body piercing” tinham trés
vezes mais probabilidade de positividade para HBV quando comparados aos
que nao utilizavam. Este achado evidencia a importancia deste adereco como
um instrumento de disseminagdo viral, necessitando, portanto, de maior
fiscalizacdo publica dos estabelecimentos que realizam este procedimento, a fim
de garantir condigdes minimas de higiene e de biosseguranga para o usuario,
mas também para os profissionais que os aplicam.

A vacinacado é o meio mais eficiente para a prevencao da hepatite B na
adolescéncia, quando os riscos para esta infeccdo aumentam por causa da
atividade sexual ou por outros comportamentos sociais (GOGOS et al., 2003;
HAHNE et al., 2004; MCMAHON et al., 2005; MCQUILLAN et al., 1999;
MEHEUS, 2000; MURHEKAR et al., 2002; ORTIZ et al., 1993; PORTO et al.,
1994). Varios paises ja utilizam a vacina contra hepatite B em seus programas
de imunizacdo de adolescentes (SLUSARCZYK & MAGDZIK, 2000; VAN
DAMME, 2001; WHO, 2003). No Brasil, desde 2001, a vacina contra hepatite B
tem sido oferecida gratuitamente para individuos com menos de 20 anos
(BRASIL, 2003a), inclusive 0 nosso pais ja produz uma vacina recombinante
contra o HBV, a vacina Butang® (BRASIL, 2003a). Portanto, é desejavel avaliar a
implantagdo desta estratégia em nosso Pais, bem como a resposta a vacina
Butang® nas diversas populacodes.

Considera-se como uma boa cobertura vacinal quando 95% da populagéo
alvo foi imunizada (BRASIL, 2001). Quando do inicio deste estudo, somente
48,3%, dos adolescentes apresentaram positividade para o anti-HBs
isoladamente, sugerindo vacinagado prévia contra o HBV. Outros estudos
também tém mostrado uma baixa cobertura vacinal em adolescentes,
principalmente, nos de menor poder aquisitivo (CHAKRAVARTY et al., 2005;
GANDOLFO et al., 2003), sendo o intervalo longo entre a segunda e terceira
dose um dos problemas identificados que parece contribuir para a ndo adesao
ao esquema completo da vacina (CASSIDY & MAHONEY, 1995; JACOBS &
MEYERHOFF, 2004; LAWRENCE & GOLDSTEIM, 1995; MIDDLEMAN et al.,
1999; MOORE — CALDWELL et al., 1997).
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Em alguns paises, a vacina contra hepatite B tem sido aplicada no
ambiente escolar (CASSIDY & MAHONEY, 1995; GOLDSTEIN et al., 2001;
JACOBS & MEYERHOFF, 2004), que parece melhorar o cumprimento a
administragdo das trés doses da vacina (CASSIDY & MAHONEY, 1995;
ZUCKERMAN & LANGER, 2005). No presente estudo, 64% dos adolescentes
iniciaram o esquema vacinal. Destes, 93,3% receberam as trés doses da vacina.
Embora estes achados apontem para a necessidade de programas de educagao
em saude, o alto indice de adesao as trés doses da vacina ratifica a eficiéncia da
vacinagao no ambiente escolar.

A avaliagao da resposta vacinal foi possivel em 170 dos 182 adolescentes
escolares que receberam o esquema completo da vacina Butang®. Os demais
evadiram da escola ndo sendo possivel localiza-los. Segundo a diregdo da
escola, o principal motivo da evasédo foi a dupla jornada de atividades: escola e
trabalho. De acordo com Cano et al. (1999) e Oliveira & Robazzi (2001), o
cansago advindo do trabalho e a desmotivagao pelo ensino sao geradores de
desinteresse e dificuldade de aprendizado, interferindo na permanéncia desses
alunos na escola.

J& é bem estabelecida a excelente imunogenicidade da vacina
recombinante contra o HBV (ASSADY & FRANCIS, 2000; FITZSIMONS, 2005;
SHOUVAL 2003; VRYHIDE, 2001). Contudo, com a disponibilidade no mercado
de novas vacinas recombinantes, produzidas em diferentes sistemas de
expressao (MAHONEY & KANE, 1999; SHOUVAL 2003), torna-se necessaria
conhecer a imunogenidade e reatogenicidade destas nas diversas populagdes.

Como observado por outros autores, dor no local da aplicagéo foi a Unica
queixa referida pelos adolescentes a vacina Butang® (BALDY et al., 2004;
IOSHIMOTO et al., 1999; MARTINS et al., 2004). Apds as trés doses de 20 ug,
todos os adolescentes desenvolveram titulos protetores de anti-HBs. Ainda,
utilizando-se esta concentragdo, uma GMT de 4.344 mUI/mL foi obtida.
Recentemente, Baldy et al. (2004) e Martins et al. (2004) relataram indices de
soroconversdo de 96,2% e 97,6%, respectivamente, apds a administracido da
metade da dose usada no presente estudo. Contudo, considerando a média
geométrica dos titulos de anti-HBs, estes autores relataram valores muitos
menores (727,78 mUI/mL e 746,3 mUI/mL, respectivamente), do que o obtido na

presente investigacao (4.344 mUl/mL).
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Os resultados deste estudo mostraram ainda que administrando 20 pg da
vacina Butang em adolescentes, obteve-se uma GMT comparavel a da vacina
Engerix B, considerada o “padrao ouro” (POOVORAWAN et al.,1993; TURCHI et
al., 1997).

Varios autores tém relatado que a memoaria imunoldgica induzida pela vacina
contra a hepatite B permanece apés o declinio dos titulos de anti-HBs, conferindo
imunidade por, no minimo, 15 anos em individuos imunocompetentes (CHEN, 2005;
MCMAHON et al., 2005). Mais, a manutencédo de titulos protetores parece ser
proporcional ao pico de concentragdo de anti-HBs obtido um a trés meses apds a
ultima dose da vacina (BANATVALA, VAN DAMME, OEHEN, 2001; KOFF, 2002;
LEROUX-ROELS et al., 2001). Portanto, a administragcdo de 20 ug da vacina
Butang® deve assegurar titulos protetores de anti-HBs em uma fase de elevada
vulnerabilidade para hepatite B, como na adolescéncia e na vida adulta jovem,
principalmente em individuos de baixa renda, como os estudados nesta
investigacao, contribuindo, assim, para a diminui¢do da circulagdo do HBV, bem
como, das consequéncias advindas da infecgéo por este agente.

No Brasil, tendo em vista a diversidade populacional e de prevaléncia da
hepatite B nas varias regides, a identificacdo dos gendtipos e subtipos circulantes
torna-se de grande relevancia, pois contribui para o conhecimento da epidemiologia
do HBV no Pais. Neste estudo, nos quatro soros reagentes ao HBsAg foram
identificados o gendtipo A e o subtipo adw,. Este resultado ja era esperado, e
confirma a provavel predominancia deste gendtipo e subtipo na populagéo brasileira
(CARRILHO et al., 2004; CASTRO et al., 2003; DE CASTRO et al., 2001; GASPAR
& YOSHIDA, 1987; SITNIK et al.,, 2004; SOUTO, FONTES, GASPAR, 2001a;
SOUTO et al.,, 2001b), bem como em nossa regido (TELES et al., 1999, 2002;
SILVA, C. et al., 2002; SOUZA et al., 2004), que, por sua vez, devem refletir o fluxo
migratoério europeu e africano (MAGNIUS & NORDER, 1995).

Embora a prevaléncia global para o HBV, encontrada neste estudo, seja
considerada baixa, houve um aumento para os marcadores soroldgicos da hepatite
B na fase tardia da adolescéncia, sugerindo o estilo de vida e o ambiente como
possiveis facilitadores para a aquisicdo desta infecgdo. Portanto, investir em
estratégias publicas para aumentar a cobertura e adeséo a vacina contra a hepatite
B, mas também em programas de promocgédo a saude que visem a mudanga de
estilos de vida torna-se necessario e urgente em nossa regido, mas também em

nosso Pais.
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6.CONCLUSOES

Os resultados desta investigagao revelaram uma prevaléncia global para a
infeccao pelo HBV de 5,9% (IC 95%: 4,4-8,1), variando de 2,4% (IC 95%:
0,7-6,3) em adolescentes de 12-13 anos a 17,3% (IC 95%: 11,0-25,9)
naqueles com 18-19 anos, sugerindo, assim, mudangas no estilo de vida
que favorecem a aquisicdo do HBV;

O gendtipo A e o subtipo adw, foram identificados nas quatro amostras
HBsAg reagentes, ratificando a predominancia destes em nossa
populacio;

Possuir de 16 a 19 anos, frequentar o turno noturno, a escola B e utilizar
“body piercing” foram fatores associados a exposicdo ao HBV nos
adolescentes investigados (p<0,05). Ainda, ter nascido em outros estados
também se mostrou como fator associado aos marcadores do HBV (p <
0,05), ratificando a importancia dos movimentos migratorios na
disseminagao de doengas infecto-contagiosas;

Verificou-se uma baixa cobertura vacinal contra a hepatite B (48,3%; IC
95%: 44,5 — 52,2) nos adolescentes estudados. Ainda, do total de
adolescentes susceptiveis (N=304), apenas 182 aceitaram as trés doses
da vacina Butang®, evidenciando, assim, uma baixa cobertura vacinal,
como também uma baixa adesdo a vacina contra hepatite B, o que
demonstra a necessidade de reavaliagao das estratégias de vacinagao no
Pais.

A vacina Butang® mostrou-se altamente imunogénica. Todos os
adolescentes testados para deteccdo quantitativa do anti-HBs
apresentaram titulos protetores de anti-HBs, sendo a maioria com titulos =
1.000 mUI/mL. Ainda, obteve-se uma média geométrica dos titulos (GMT)
de anti-HBs de 4.344 mUI/ml (95% IC: 3.492-5.404);

Os resultados desta investigacao ratificam a importancia de investimentos
publicos em prevengao da hepatite B na populagdo de adolescentes,
principalmente para os de baixa renda, como os deste estudo, que
apresentam condi¢des sociais que parecem favorecer a disseminagao

viral.
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8. ANEXO
| l Santa Casa de Rua Campinas, n. 1135 Setor Americano
N . Misericordia o Brasil - Goiania - GO Cep 74530-240
N j de Goidnia Fone: (062) 254-4000

|

Centro de Ensino e Pesquisa
A

Dra Sheila Araujo Teles

Da: Comissao de Bioética
Data: 11/04/2003

Protoc: 011/03

A Comisséo de Bioética da Santa Casa de Misericdrdia de Goiania tem o prazer
de cumprimenta-la, e ao mesmo tempo informar que o seu Projeto de Pesquisa,
intitulado “ Estudo Epidemiolégico molecular da infec¢do pelo virus da
hepatite B em adolescente em situacao de risco social” analisado e aprovado
por esta Comisséo em reunido do dia 11/04/2003.

Recomendamos fiel observancia aocs termos da Resolugao n® 196/96, do
Conselho Nacional de Saude, durante toda a pesquisa.

Solicitamos o encaminhamento de relatorios periodicos a esta Comissio de Bioética,

informando sobre as experimentacdes, desenvolvimento da pesquisa e resultados.

Informamos que caso a coleta de dados se estenda a Santa Casa de Misericordia de

Goiania devera ser encaminhada i esta Comissio nova Folha de Rosto para pesquisa.

Atenciosamente.

Dra. Janeslane Ferreira Maciel
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa



84

9- APENDICE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
FACULDADE DE ENFERMAGEM

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado Senhor(a),

O seu filho estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), de uma pesquisa
sobre hepatite B. Este documento ira Ihe fornecer informacdes importantes sobre o estudo. Por
favor, leia as instrugdes abaixo atentamente e esclarega suas dividas junto a equipe para decidir
se autoriza, ou nao, a participagao do mesmo no estudo. No caso de autorizar a participacédo do
mesmo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Caso nao autorize e/ou seu filho(a) se recuse, vocés nao serédo
penalizados de forma alguma. Em caso de duvida, vocé e/ou seu filho(a) pode procurar o Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias pelo telefone 521-1075 ou 521-1076.

TITULO: SOROEPIDEMIOLOGIA E AVALIACAO DA SITUACAO VACINAL CONTRA A
INFECCAO PELO VIiRUS DA HEPATITE B EM ESCOLARES ADOLESCENTES DA
PERIFERIA DA GRANDE GOIANIA, GOIAS
PESQUISADORES RESPONSAVEIS: PROFA. DRA. SHEILA ARAUJO TELES
ENFA. MICHELE DIAS DA SiLVA OLIVEIRA
TELEFONE PARA CONTATO: (62) 209-6180

OBJETIVO DO ESTUDO:
Para aumentar o conhecimento sobre a hepatite B em nossa regido, nos propomos a realizar este estudo
cujo objetivo ¢ determinar a freqiiéncia desta infec¢do, vacinar os participantes contra hepatite B ¢ avaliar
aresposta a esta vacina.

CONDUCAO DO ESTUDO

Sera realizada entrevista pela equipe, apdés consentimento dos responsaveis pelos
adolescentes. O roteiro a ser utilizado é constituido de duas partes, a primeira se refere aos dados
pessoais e, a segunda parte sobre uso de drogas ilicitas, presenca de tatuagem, histéria de
transfusdo sanguinea e doencgas sexualmente transmissiveis, alcoolismo, tempo de experiéncia
sexual, e outros fatores de risco associados as infecgdes pelos virus das hepatites B.

Apos a entrevista, sera coletada um pouco de sangue (10 mL), que sera transportado para
o Laboratdrio de Virologia do IPTSP/UFG, onde os soros serdo separados e congelados a —20 °c
até a realizagdo dos exames. A seguir, os participantes identificados nos exames como candidatos
a vacina contra hepatite B serdo convidados a vacinagao, que sera administrada em trés doses.
Apoés a administragdo da vacina sera coletado mais um pouco de sangue (10 mL) para avaliagdo
da resposta vacinal (verificar ser a vacina “pegou”).

RISCOS
Esta investigagdo ndo oferece riscos aos participantes. Todo o material utilizado para
coleta de sangue ¢ esterilizado e descartavel. A imunizacao contra hepatite B sera realizada com a

mesma vacina oferecida pelo Ministério da Saude.

BENEFICIOS
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Os beneficios diretos com a participacao neste estudo incluem o conhecimento sobre o
estado de portador ou ndo do virus da hepatite B. Os resultados dos exames serdo entregues e
esclarecidos pessoalmente ao responsavel pelo adolescente, ou ao préprio adolescente, caso ele
tenha 18 anos ou mais. Adolescentes com sorologias positivas, sugestivas de infecgdo presente,
serao encaminhados para o hospital de referéncia (Hospital de Doengas Tropicais) para elucidagao
diagnodstica e acompanhamento. Além destes beneficios, com o desenvolvimento deste estudo
forneceremos informacdes que visem medidas de prevencao e controle para esta infecgdo, que
poderdo ser adotadas a partir do desenvolvimento deste projeto. Ainda, os participantes
suscetiveis a hepatite B serado vacinados contra o VHB.

CONFIDENCIABILIDADE E PERIODO DE PARTICIPACAO

A participagéo de seu filho neste estudo se dara apenas no momento da entrevista, coleta
de sangue e vacinagao. Se vocé concordar com a participagdo do mesmo, as informagdes obtidas,
relacionadas a ele, serdo registradas em formularios préprios. Os dados e resultados serdo
armazenados e analisados por computador na forma de cddigos, sendo que os seus dados
pessoais serdo mantidos em segredo o tempo todo. Portanto, 0 nome de sue filho(a) ndo constara
nos formularios ou em qualquer outro registro ou publicacdo. Ainda, vocé tem liberdade de retirar o
consentimento a qualquer tempo.

Pesquisador (Entrevistador)

Paciente (Sujeito da Pesquisa)

Testemunha Testemunha



86

NG
Projeto: Adolescentes
Identificacao
Nome (iniciais)
Escola:
Sexo: (1)- fem; (2)- masc sex[
Idade: age[
Naturalidade: (1)- Gyn; (2)- outras nat[
Série: série[
Turma: Turma|
Turno: (1)- diurno; (2)- noturno; (3)- SI Turno|[
Renda familiar: (1)- < 1sal; (2)- 1-3 sal; (3)- > 3 sal; (9)- Sl renda[
Vocé ja foi vacinado contra HBV: (1)- sim; (2)- nédo; (9)- SI vacina[
Em caso afirmativo, n® doses (1)-3;(2)-2;(3)-1; (9)- SI vacesq|
Fatores de risco
Vocé costuma fazer as refeigdes com seus pais? (1)-frequente/; (2)- ocasional/; (3)- Ref]
nunca; (9)- Si
Vocé ja se relacionou sexualmente com alguém? (1)- n&o; (2)- sim; (9)- Sl expsex|
Com que idade vocé teve a 1? relagdo sexual? Agerel[
Quantos parceiros sexuais vocé ja teve durante toda a sua vida? npar]|
Vocé ja teve relagdo sexual ¢/ pessoas do mesmo sexo? (1)-ndo; (2)- sim; (9)- SI homo[
Vocé costuma usar preservativos durante as relagdes sexuais?  (1)- sempre; (2)- ocasionalmente; (3)- preser|[
nunca; (9)- Sl

Vocé ja teve alguma DST: (1)- ndo; (2)- sim; (9)- SI dst[
Vocé ja engravidou? (1)- ndo; (2)- sim; (9)- SI Grav[
Em caso afirmativo, quantos filhos vocé t€ém?

Pariu[
Vocé ja fez algum aborto? (1)- ndo; (2)- sim; (9)- SI Aborto[
Vocé ja sofreu abuso sexual em sua vida? (1)- n&o; (2)- sim; (9)- Sl abuso|[
Vocé ja fez sexo em troca de presentes ou dinheiro? (1)- ndo; (2) —sim; (9)- SI prost[
Vocé ja viveu na rua? (1)-ndo; (2)- sim; (9)- SI rua[
Vocé ja foi preso alguma vez? (1)- ndo; (2)- sim; (9)- SI preso[



Vocé ja fez uso de drogas (ilicitas)?
Em caso afirmativo, qual o tipo de droga que vocé usa ou ja
usou?

Vocé faz uso de bebida alcodlica?

Vocé possui “piercing”?

Vocé possui alguma tatuagem?

Vocé costuma usar gilete, escova de dentes, alicate de unha, etc.

de amigos ou familiares?

Vocé ja foi submetido a alguma cirurgia/operado?

Vocé ja foi ao dentista?

Em caso afirmativo, este dentista era do posto de saude ou

particular?

Vocé ja recebeu transfusdo de sangue?

(1)-néo; (2)-sim; (9)- SI
(1)- maconha;(2)- merla;(3)- cocaina;
(4)- outra

(1)-nunca; (2)-ocasionalmente
(3)- freqiientemente; (9)- Sl

(1)-néo; (2)-sim; (9)- SI
(1)-néo; (2)-sim; (9)- SI

(1)-ndo; (2)-sim; (9)- SI

(1)-ndo; (2)-sim; (9)- SI

(1)-n&o; (2)-sim; (9)- SI

(1)-posto de saude; (2)-particular; (9)-
Sl

(1)-n&o; (2)-sim; (9)- SI

Laboratorio

HBsAg
Anti-HBs
Anti-HbcTotal

e SI-sem informagdo

(1)- ndo reagente; (2)- reagente
(1)- ndo reagente; (2)- reagente

(1)- ndo reagente; (2)- reagente
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drog[ ]
tipdrog|[ ]
alcool[ ]
pier[ ]
tatoo[ ]
Objeto[ ]
Cirur][ ]
Dentis| ]
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Antihbc[ ]
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SUMMARY

In order to evaluate the seroepidemiology, compliance with hepatitis B virus
vaccination and response to Butang vaccine in low-income scholar adolescents in Goiania
City, Central Brazil, blood samples of 664 adolescents were tested for HBsAg, anti-HBc
and anti-HBs markers, and multiple logistical regression analysis was carried out to
determine variable associated with the HBV markers. Further, in susceptible individuals
who accepted the hepatitis B vaccination, the Butang vaccine was administered, and the
vaccine response was evaluated. An overall HBV prevalence of 5.9% was found, ranging
from 2.4% in the 12-13 years old individuals to 17.3% in those with 18-19 years. Age,
place of birth, school and body piercing were statistically associated with HBV infection
(p<0.05). A total of 182 adolescents complained with the full vaccine scheme. Quantitative
anti-HBs were tested in 170 individuals. All responded to Butang vaccine, and a geometric
mean titer (GMT) of 4,344 mUI/mL was obtained. These results reinforce the importance
of hepatitis B vaccine in adolescents despite of the HBV regional endemicity, and suggests
that 20 pg of the Butang should guarantee protective anti-HBs levels to individuals at a
critical time for hepatitis B acquiring such as latter adolescence and adulthood.

Key words: hepatitis B, adolescents, vaccine
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INTRODUCTION

It is estimated that more than 350 million of individuals are chronic carriers of
hepatitis B virus (HBV) worldwide. This has been cause of acute and chronic hepatitis,
cirrhosis and cancer of the liver (Lavanchy 2004) .

In high endemic regions, hepatitis B is transmitted mainly by vertical or horizontal
mode. In contrast, in low and intermediate endemic regions, it is disseminated generally by
sexual and parenteral via (Lavanchy 2004) whereas an increase of HBV positivity
throughout the adolescence and early adulthood was showed (Massari et al. 1998,
McQuillan et al. 1999, Dominguez et al. 2000) . During this period of life individuals are
more susceptible to risk behaviors such as illicit drug use, alcohol abuse, pregnancy,
multiple partners and sexually transmitted diseases (Lawrence & Goldstein 1995, Meheus
2000, Miranda et al. 2005) . Also, a higher risk of hepatitis B has been observed in
economically disadvantaged adolescents (McQuillan et al. 1989, Silveira et al. 1999,
Dominguez et al. 2000, Lee et al. 2002, Ertekin et al. 2003) .

Hepatitis B vaccination is the most effective strategy for HBV prevention. In Brazil,
it has been available in private clinics since the beginning of 90°, but due the elevated cost
of doses only individuals with better socioeconomic conditions could be vaccinated. In
1999, in compliance with WHO recommendations (WHO 2003) the Brazilian Public
Health Authorities implemented the universal hepatitis B vaccination for newborns and
infants, and more recently it was extended for adolescents.

Actually several countries manufacture the hepatitis B vaccines. This should play a
role in the cost of doses and to improve the worldwide hepatitis B vaccine coverage, mainly
in developing regions (Vryheid et al. 2000) . Butang is a Brazilian hepatitis B recombinant
vaccine (Ioshimoto et al. 1999) . It has been provided free of charge by health public
services since 2001. However there is still few information about the immunogenicity of

this vaccine in different groups (Baldy et al. 2004, Martins et al. 2004)
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In order to assist decisions on strategies for hepatitis B vaccination in a target group
of the Brazilian immunization program, an investigation was carried out to evaluate the
seroepidemiology, the compliance with the hepatitis B vaccination, and the seroprotection
to Butang, a Brazilian hepatitis B recombinant vaccine, in low-income scholar adolescents

in Goiania City, Central Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Subjects - The study was carried out between November 2003 and November 2004 in
public schools in a low income region in the Metropolitan Area of Goiania city (1,600,000
inhabitants), Goias State, Central Brazil.

In the region studied there are five public schools that offer the second part of the
elementary school and high school. The two largest schools (school A and school B)
compliance with the study, and 664 adolescents (12 to 19 years old) matriculated on
November 2003 were investigated. There were not statistical difference between the
schools regarding age, sex and socioeconomic conditions of the adolescents.

The study sample (n=674) was calculated on the basis of an alpha error of 5%, an
expected anti-HBc prevalence of 9.0% (Clemens et al. 2000) , precision of 3.0% and design
effect of 2.0%. The adolescents were systematically recruited in the classroom. Only 10

individuals refused to participate.

Informed consent was obtained for enrollment in the investigation and for
administration of vaccination series. Subjects younger than 18 years required parental
consent. The study was approved by the Research Ethics Committee of Hospital da Santa

Casa de Misericordia de Goiania, Goias (protocol number 011/03).
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Initially, all adolescents were interviewed face-to-face using a standard
questionnaire regarding socio-demographic (sex, age, birthplace and household income),
school (A or B), and HBV risk factors (sexual activity, previous sexual transmitted disease-
STD, number of sexual partner, age at first sexual intercourse, prostitution, sexual abuse,
consume of alcohol and illicit drugs, prison, homeless experience, tattooing and body
piercing). Adolescents were assured that their information would not be shared with parents
and school staff.

The mean age of the individuals investigated was 15.2 years (standard
deviation=15.2). Two hundreds sixty four (39.8%) were males and four hundred females
(60.2%). A total of 383 (59.2%) individuals were born in Goias State. The remainder was
from others Brazilian regions. Almost the totality reported a household income equal or
less than 100§ per month.

Serological tests - Blood samples were collected from all participants and sera were
stored at -20°C. They were screened for hepatitis B surface antigen (HBsAg), hepatitis B
core antibody (anti-HBc) and hepatitis B surface antibody (anti-HBs) by enzyme-linked

immunoabsorbent assays (ELISA) (Abbott Laboratories, US).

HBV vaccination. Individuals not reactive for all HBV markers were invited to
vaccination. In the adolescent group that agreed with immunization, three doses of 20 pg at
0, 1, and 6-month intervals of the Brazilian recombinant hepatitis B vaccine (Butang;
Instituto Butantan, Brazil) were administered. Adverse effects of immunization such as

injection site reactions, fever, and malaise were recorded by passive report.

Post-vaccination samples were taken from all subjects one month after the third
dose. The quantitative anti-HBs antibody was determined by automatic analysis using the

Microparticle Immunoenzymatic Test AXSYM® Ausab”™ (Abbott, Germany). Samples with
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anti-HBs > 1,000 mIU/mL were diluted 1:10 and re-tested. The criterion for protection was

defined as concentration of anti-HBs equal to or higher than 10 mIU/mL.

Statistical analysis -The Chi-square test and Fisher’s exact test were used for the
comparison of categorized variables. The Odds ratio (OR) were calculated with 95%
confidence intervals. Logistic regression was performed to adjust for confounders using the
software SPSS version 11.0 (SPSS Inc., Chicago, USA, 1999). The geometric mean of anti-

HBs titres (GMT) was calculated with 95% confidence interval.

RESULTS

As shown in Table I, 39 of 664 adolescents (5.9%; 95% CI: 4.2-8.0) were exposed
to hepatitis B virus. Of them, four were infected since they were HBsAg-reactive. Twenty-
four had been infected and developed natural immunity, and 11 were positive for anti-HBc
only. Three hundred twenty-one were reactive for anti-HBs alone, suggesting previous
HBYV vaccination. Global HBV prevalence increased significantly with age, rising from
2.4% in the 12-13 (95% CI: 0.7-6.3) age group to 17.3% (95% CI: 11.0-26.0) in those with
18-19 years (x*=19.7; p=.00) (Fig. 1).

Individuals with previous serological evidence of HBV vaccination were excluded
for HBV risk factors analysis. Age, place of birth, school and sexual experience were
statistically associated with HBV in univariate analysis (p < 0.05). These and body piercing
that showed a marginal HBV association (x’=3.83; p=0.05) were included in a regression
logistic model. Then, following the control for confounder variables, all but sexual
experience were independently associated with HBV markers (Table II).

Thus, adolescents with 16-19 years had 3.6 fold (CI 95%: 1.6-7.9) more

probability to be exposed to HBV when compared to those with 12-15 years old. Also,
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individuals who were born in other Brazilian regions had 3.4 fold (95% CI: 1.6-7.3) more
likely to be reactive to hepatitis B markers than those from Goids State.

Regarding school, students matriculated in school “B” had 2.4 fold (95% CI: 1.2-
4.9) more chance to be positive for HBV serological markers than those in “school A”.
Finally individuals with body piercing were 3.3 (95% CI: 1.1-10.0) times more likely to
have been exposed to hepatitis B virus when compared with adolescents not pierced.

The variables sexual abuse, multiple partners, previous prison, homeless, tattooing,
illicit drug and alcohol use were more frequently found in adolescents HBV reactive than
not, however, they did not reach statistic significance.

A total of 304 subjects were eligible for HBV immunization. Nevertheless, only 195
(64.1%) accepted the first vaccine dose. Three doses were administered in 182/195 (93.3%)
adolescents. Among them, 170/182 (93.4%) were tested for quantitative anti-HBs. All
responded to Butang vaccine. One subject (0.6%) presented anti-HBs titers between 10 -
100 mIU/mL. Anti-HBs titers between 101-1,000 mIU/mL were detected in 16.5%. Fifty
percent developed anti-HBs titers between 1,001-10,000mUI/mL, and titers higher than
10,000 mUI/mL were detected in 32.9% (Fig. 2). Also a GMT of 4,344 mUI/mL (95% IC:

3,492 — 5,404) was obtained.

DISCUSSION
Although Brazil has been globally considered an area of intermediate HBV
endemicity, variable rates have been found in all five Brazilian regions and even inside the
same region (Martelli et al. 1999, Rosini et al. 2003) . Goiania city have been appointed as
a low HBV endemicity area (Martelli et al., 1999). Our findings in low income adolescents

ratify this assumption.
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In this study we found a HBV prevalence of 5.9% in adolescents. This is higher
when compared with data in adolescents and early adults from developed countries where
hepatitis B vaccination programs was fully implemented such as Greece (2.5; 95% CI: 0.9-
6.2) (Gogos et al. 2003) , Italy (0.9; 95% CI: 0.1-3.8) (Bonanni et al. 2003) , Spain (0.9%;
95% CI: 0-2.2) (Salleras et al. 2005) , and the United States (1.0%; 95% CI; 0.6-1.7)
(McQuillan et al. 1989) . However, regarding individuals from developing regions where
HBYV vaccination programs were partially or not implemented, this prevalence was similar
to that observed in Mexico (5.0%; CI 95%: 0.9-11.4) (Cisneros-Castolo et al. 2001) , but
lower than that found in Bolivia (8.2; CI 95%: 5.6-11.8) (Gandolfo et al. 2003) and India
(8.5%; CI 95%: 5.1-13.6) (Singh et al. 2003) . In Brazil, Clemens et al (2000) reported a
rate of 5.2% (CI 95%: 4.0-6.6) in adolescents of four regions, ranging from 2.5% (CI 95%:
1.5-3.9) in those with better socio-economic conditions to 9.0% (CI 95%: 6.8-11.9) in low-
income individuals.

As reported by others (Meheus 1995, Dominguez et al. 2000, Cisneros-Castolo et al.
2001, Ni et al. 2001, Gandolfo et al. 2003) , after adjustment by age, an increasing HBV
prevalence was observed. Also, older adolescents had 3.6 fold (95% CI: 1.6-7.9) more
chance to be exposed to HBV markers than those younger suggesting changes in the
lifestyle linked with risk behaviors for hepatitis B transmission.

In this investigation, adolescents who were born outside Goiés State, Central Brazil,
had greater likelihood of HBV positivity than those from others Brazilian regions,
highlighting the importance of migratory movement to HBV dissemination (Passos et al.
1993, Souto et al. 1998) . The expansion of the regional industry and the development of
agriculture and cattle breeding have increased the migratory flow of persons into Central
Brazil. Thus in countries as Brazil with continental dimensions and unequal social
conditions where different HBV rates may be detected in a single region, this variable

should be always stressed in epidemiological studies.
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Although there was not statistical difference among the adolescents matriculated in
school “A” and “B” regarding household income, age and sex, those attending school “B”
had twice more chance to be positive for HBV markers. School “B” is close to a larger
truck stop where commercial sex workers are frequently found. Perhaps this unsafe
environment may have contributed with the present finding since higher prevalence of
sexually transmitted diseases has been found at places where truck drivers traditionally halt
(Gawande et al. 2000, Gibney et al. 2001, Manjunath et al. 2002) .

Individuals using body piercing have been associated with greater risk for hepatitis
B when compared with those not pierced (Hayes & Harkness 2001) . This was also found
in the present investigation highlighting the potential risk of viral dissemination through
cosmetic skin penetration practices. Further, since in studies of sexual behavior the validity
of self-reported behavioral variables may be limited (Lauritsen & Swicegood 1997) , for
some authors body piercing may also serve as a presumed proxy measure for risk behaviors
(Carroll et al. 2002, Nicoletti 2004, Roberts et al. 2004) . In fact, in the present
investigation the majority of adolescents using body piercing reported unprotected sex,
alcohol and drug use.

Hepatitis B vaccination in adolescents represents a great challenge for health care
provider. Generally a poor compliance with vaccination has been observed in these
individuals (Lawrence & Goldstein 1995) . Indeed the HBV vaccine was offered for all
susceptible adolescents, but only 64% accepted it. Otherwise among those vaccinated
almost the totality (93.3%) received the complete vaccine series. Others have also reported
a better compliance with full scheme in school-based HBV immunization programs (Seid et
al. 2001, Zuckerman & Langer 2005) , reinforcing the convenience of this strategy to
achieve this target group for hepatitis B vaccination.

Although in immunocompetent youths the seroprotection rates following the three-

doses series are similar using 10 or 20 pg, the latter provides higher geometric means titers
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(Schiff et al. 1995, Turchi et al. 1997) . In this investigation, all subjects responded to 20 pg
of the Butang vaccine. Almost the totality developing anti-HBs titers higher than 1,000
mUI/mL. Also a GMT of 4,344 mUI/mL (95% IC: 3,492 — 5,404) was obtained. This was
more than five times the geometric mean titer of anti-HBs previously reported using doses
of 10 pg of the Butang, and even more than twice using the Engerix B® vaccine (Baldy et
al. 2004, Martins et al. 2004) . Since length of persistence of anti-HBs seems proportional
to the peak of post-vaccination anti-HBs levels, and that this could provide an indication of
duration of protection (Assad & Francis 2000, Whittle et al. 2002) , the present vaccine
scheme for early adolescent should guarantee protective anti-HBs levels at a critical time
for hepatitis B acquiring such as latter adolescence and adulthood.

In conclusion, the increasing of hepatitis B markers along the adolescence
reinforces the benefits of vaccination before engagement in activities that put the individual
at risk for HBV infection. Therefore larger efforts should be done to increase the hepatitis B
vaccine coverage in adolescents in despite of the regional HBV endemicity. The school-

based immunization could be one strategy.
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TABLE I

HBV markers prevalence in 664 scholar adolescents of a low income region of Central

Brazil, 2003

Marker Positive 95% ClI
N %

HBsAg 1 0.1 (0.0-0.9)
Anti-HBc/HBsAg 3 0.5 0.1-1.4)
Anti-HBc isolado 11 1.7 (0.9-3.0)
Anti-HBc/Anti-HBs 24 3.6 (2.4-5.4)
Any marker 39 5.9 (4.2-8.0)
Anti-HBs only 321 483 (44.5-52.2)
No marker 304 458 (41.9 - 49,6)

CI: confidence interval
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Fig.1: HBV global prevalence, adjusted by age, in scholar adolescents of a low
income region in Central Brazil, 2003.
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Variables associated to HBV in adolescents of low income region in Central Brazil, 2003

Variable Odds Ratio (95% CI)?
No adjusted Adjusted

Age

12-15 1.0 1.0

16-19 4.8 (1.8-9.8) 3.6 (1.6-7.9)
Place of birth

Goias 1.0 1.0

Other region 4.0 (1.9-8.5) 3.4 (1.6-7.3)
School

A 1.0 1.0

B 2.8 (1.4-5.6) 2.4 (1.2-4.9)
Sexual experience

No 1.0 1.0

Yes 2.7 (1.3-5.4) 1.1 (0.5-2.7)
“Body piercing”

No 1.0 1.0

Yes 2.6 (0.9-6.7) 3.3(1.1-10.0)

*CI= Confidence interval
bAdjusted odds ratio by sex and the others variables.
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Fig. 2: Response to Butang vaccine in adolescents of a low income region in
Central Brazil, 2004.
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