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palavras-chave

resumo

Virus da Hepatite B (VHB), vacina¢&o, imunizacdo, auséncia de imunizacao

A infe¢@o pelo virus da hepatite B (VHB) constitui um problema de saude
publica. Mundialmente, dois bilides de pessoas estado infetadas com o VHB, 360
milhdes tem infecéo cronica e 600 000 morrem todos 0s anos com patologias
hepaticas associadas a infecéo pelo VHB ou carcinomas hepatocelulares.

No seu ambiente laboral, os profissionais da area da salde estdo expostos
diariamente a multiplas doencas como o VHB. Assim, torna-se estritamente
necessario a implementacéo de programas de prevenc¢do da transmissédo deste
virus que incluem procedimentos adequados & pratica ocupacional e a
implementacdo de programas universais de vacinacao.

Porém, tem-se verificado que alguns profissionais de salde ndo ficam
imediatamente imunizados apés a administracdo das trés dosagens da vacina
recombinante contra o VHB. Cerca de 5 a 40% dos profissionais de salde ndo
apresentam niveis protetores de anticorpos a vacina da hepatite B apés a
imunizaco padréo.

Existem alguns fatores de risco que poderdo estar associados a falha dos
mecanismos imunolégicos. Dados demogréficos, indice de massa corporal,
habitos comportamentais de risco, condi¢cdes de trabalho ou dados clinicos,
parecem estar relacionados com a eficacia de resposta a vacinagao.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a resposta imunolégica numa
amostra de profissionais de salde do Centro Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E.-
Aveiro, previamente vacinados contra o virus da hepatite B, analisando diferentes
fatores potencialmente subjacentes & eficacia imunoldgica da vacinacdo bem
como a populacéo linfocitaria e leucocitaria no sangue periférico.

Da andlise destes parametros conclui-se que 40% dos profissionais de saude
em estudo ndo apresentavam um estado imunolégico adequado apds a
administracdo das trés dosagens da vacinacdo e uma quarta dose de reforco e
que quer a idade, como a idade da primeira vacinacéo, servico onde exerce a sua
atividade profissional, regime de horarios, habitos comportamentais como tabaco
ou consumo de alcool e  historia clinica relacionado com doengas
imunossupressoras determinam como o sistema imunitério do individuo responde
a vacinacao VHB.

Este trabalho constituiu uma abordagem preliminar dos fatores que podem
condicionar a resposta a vacinacdo VHB para a futura previsdo de como 0s
profissionais de saude responderdo a vacinacdo da hepatite B no sentido de
garantir a sua protecdao fisica no ambiente de trabalho.
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Hepatitis B Virus (HBV), vaccination, immunization, immunization failure

Hepatitis B virus (HBV) infection is a health problem worldwide with two
billion people infected with HBV, 360 million with chronic infection, and 600 000
die each year from HBV-related liver disease or hepatocellular carcinoma.

In their occupational environment, health care workers are exposed to
multiple blood-borne pathogens such as HBV. Therefore, it is strictly necessary
the implementation of prevention programs of HBV transmission, which include
vaccination and the standardization of precaution guidelines.

The implementation of an immunization program in healthcare workers
became the most important way to prevent the transmission of HBV infection
resulting in a dramatic decline in the incidence and prevalence of chronic
hepatitis B infection in many countries. There are some risk factors that may be
associated with the failure of immunological mechanisms. Age, gender, body
mass index, risks habits, working conditions and clinical data seem to be related
with the effectiveness of vaccination effectiveness.

So, the aim of this study was to evaluate the immunization response of a
population of health care workers from the Centro Hospital do Baixo Vouga,
E.P.E.- Aveiro, vaccinated against the hepatitis B virus and the potential factors
underlying the immune efficacy of vaccination and also relate with the leukocyte
and lymphocyte population in peripheral blood.

From the analysis of all these parameters we concluded that 40% of health
care workers showed a lack of an adequate immune state after administration of
three dosages of vaccination and a booster dose. Age of the first vaccination,
service where the heath care worker exercises his professional activity,
timesheet system, behavioral habits such as tobacco or alcohol consumption,
related clinical diseases and immunosuppressive medication history seems to
determine how the individual's immune system will respond to HBV vaccination.

This work constituted a preliminary approach to the prediction of how health
care workers will respond to vaccination with protective antibody levels anti-
hepatitis in order to ensure their physical protection on the working place.
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Introducéo

I. Introducéo

A infecdo pelo virus da hepatite B (VHB) constitui um problema de satde publica
[1]. Mundialmente, dois bilides de pessoas estdo infetadas com VHB, 360 milhdes tém
infecdo crénica e 600 000 morrem todos os anos com patologias hepaticas associadas a
infecdo pelo VHB ou carcinomas hepatocelulares, tendo-se verificado que este virus é 50 a
100 vezes mais infecioso que o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) [2].

A interacdo entre o VHB e a resposta imune do hospedeiro define o curso clinico
desta infecdo. [3] O percurso natural deste virus ndo é linear e o espectro clinico varia de um
estado de portador assintomatico para insuficiéncia hepética fulminante [1]. Este espectro é
influenciado por polimorfismos genéticos associados a citoquinas, hormonas e outros
moduladores imunes. Para os individuos ja infetados, o tempo de tratamento e a escolha da
terapia antiviral depende do perfil clinico, sendo o objetivo principal desta terapia prevenir a
progressao da infecdo para cirrose hepética ou hepatocarcinoma [1].

A transmissdo do VHB é realizada por exposi¢do percutanea ou da mucosa a sangue
ou a outros fluidos corporais infetados. A transmissdo deste virus tem sido observada através
de vérias formas de contato humano: perinatal/materno-infantil; elementos do agregado
familiar; contacto sexual; partilha de agulhas; e no trabalho/cuidados de saude [4]. No seu
ambiente laboral, os profissionais da area da salde sdo expostos diariamente a mdultiplas
patologias transmitidas por via sanguinea, tal como o virus do VHB. O CDC (Centro de
Controlo de Doencas) estima que 14,4% dos trabalhadores hospitalares estdo infetados com
VHB, em consequéncia da sua atividade profissional [5]. Os médicos, dentistas,
enfermeiros, pessoal de laboratério e equipa do centro de dialise tém maior risco de contrair
a infecdo. O risco de transmissdo depende da carga viral, das caracteristicas da infecdo e da
frequéncia da exposicdo. Por consequéncia, é estritamente necessaria a implementacdo de
programas de prevencdo da transmissdo deste virus que incluem a padronizacdo de
procedimentos adequados a pratica ocupacional e a implementagdo de programas universais
de vacinacéo [6].

A implementacdo de programas de imunizacdo a profissionais de salde tornou-se
assim, o meio mais efetivo de prevencdo desta infecéo, resultando numa reducdo acentuada
da incidéncia e prevaléncia da hepatite cronica em muitos paises. Infelizmente, 5% a 10%
dos individuos vacinados contra 0 VHB ndo desenvolvem uma resposta adequada com
niveis de anticorpos anti-HBs apropriados [7]. No Centro Hospital do Baixo Vouga, E.P.E. -

Aveiro também se tem constatado que alguns dos profissionais de satde vacinados contra o
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VHB nao ficam imunizados contra esta patologia, embora ainda ndo tenham sido estudados

os fatores subjacentes.
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I1. Revisao da Literatura
2.1. O virus da Hepatite B (VHB)

2.1.1. Abordagem Histérica

Antes da descoberta do virus da hepatite B (VHB), dois tipos de transmissdo da
hepatite eram diferenciados com base nas observacGes epidemioldgicas: o tipo A foi
considerado predominantemente transmitido pela via oral-fecal enquanto o tipo B era
transmitido parentalmente [8]. Em 1963, Blumberg et al. [9], nhuma pesquisa de proteinas
polimorficas do soro, descobriram um antigénio até entdo desconhecido no sangue de
Aborigenes Australianos. Quatro anos mais tarde, foi reconhecida que a ocorréncia deste
antigénio estava relacionada com a hepatite do tipo B. Utilizando microscopia eletronica,
Dane et al. [10] identificaram no soro de pacientes infetados com hepatite B, particulas
semelhantes a virus que carregavam este antigéenio na sua superficie. Em 1973, a natureza
viral das particulas descobertas por Dane foi confirmada pela detecdo de atividade endégena
da uma DNA polimerase [11], permitindo que Robinson et al. [12, 13] detetassem e
caracterizassem o genoma do VHB como sendo uma molécula pequena e circular de DNA
de dupla-hélice.

A infecdo pelo VHB resulta numa doenca hepatica aguda ou crénica e, com base em
dados epidemioldgicos, foi postulado em 1970 que este virus podia representar uma causa
de cancro hepaético. Este fato conduziu a uma pesquisa de um agente parecido com o VHB
em castores da América do Norte, onde tinha sido observado o desenvolvimento de cancro
hepatico [14].

O VHB e virus relacionados formam uma familia de virus denominada
Hepadnaviridae, nome derivado do seu hepatotropismo e genoma. Os hepadnavirus animais,
apesar de ndo constituirem interesse para a medicina veterinaria, constituem um importante
modelo de estudo do VHB humano [15].

2.1.2. Andlise Epidemioldgica

A infecdo pelo virus da hepatite B (VHB) constitui um sério problema de satde a
nivel global e uma das infe¢des virais cronicas mais comuns. Aproximadamente 350 a 400
milhdes de pessoas tém infecdo crénica e cerca de 600 000 morrem por ano devido ao

avancado estado da doenca hepatica ou cancro hepatocelular (CHC). O CHC é o quinto tipo
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de cancro mais comum no mundo e a terceira causa principal de morte relacionada com
cancro [8].

A infecdo pelo VHB ¢ altamente prevalente na Asia, Africa e partes da Europa
Ocidental e Oriental. A sua prevaléncia tem sido baixa na maior parte dos paises
desenvolvidos, pelo que ndo tem constituido um dos principais motivos para transplante
hepatico. No entanto, a migracdo da populacdo de paises com elevada prevaléncia para
paises com baixa prevaléncia tem influenciado a distribuicéo, incidéncia e a infe¢do pelo
HBV em paises com baixa prevaléncia, especialmente na Europa Ocidental, América do
Norte e Australia [1]. Portugal é um pais de endemicidade baixa a intermédia, com cerca de
1,4% de portadores cronicos, segundo um estudo realizado em 2009 [16]. A distribuicdo da

prevaléncia de VHB em todo o mundo é apresentada na Figura 1 [1].

8. Prevaléncia AgHBs

Bl 3%: clevada
B 2-7%: Intermédia
2%: Baixa

Figura 1: Distribuicdo geogréfica, gen6tipos e efeitos da migracdo. A vermelho estdo representadas as areas

altamente endémicas; a azul, as areas intermédias e a verde, as areas baixas (adaptado de [1]).

Pela analise da Figura 1 pode-se constatar que existem oito gendtipos distintos de
VHB, com distribui¢do geografica bem definida. Estes gendtipos diferem em alguns aspetos
importantes, incluindo a sua progressdo natural e a resposta a terapia antiviral. Os gendtipos
A e B, por exemplo apresentam melhor resposta ao tratamento com interferdo, e 0s
genotipos C e D estdo relacionados com um risco maior de desenvolvimento de

hepatocarcinoma [17].
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Na Europa, os genétipos A e D sdo os mais comuns. No leste da Asia, s30 0s
gendtipos B e C os predominantes. Da analise da figura 1 pode-se ainda observar que 0s
AgHBs sdo altamente prevalentes na Asia e Africa. As setas mostram o efeito da migragéo
desde paises em desenvolvimento para a Europa, América do Norte e Australia. E de notar
que existe uma significativa migracdo populacional de paises com elevada prevaléncia de
AgHBs para paises com baixa prevaléncia. Este fato, a longo prazo, pode vir a influenciar
significativamente a prevaléncia de AgHBs em paises desenvolvidos, refletindo-se no
aumento de casos de infe¢do pelo HBV nestes paises [17].

2.1.3. Virologia do VHB

O VHB humano pertence a familia dos Hepadnaviridae. O ser humano e os primatas
superiores constituem 0s Unicos hospedeiros deste virus. O virido intacto, também
denominado de particula de Dane (Figura 2), compreende o DNA viral, rodeado por um
nucleocapsideo (proteina do nucleo ou antigénio) e uma camada externa que compreende a
proteina da superficie do VHB ou antigénios (AgHBs). O seu genoma viral compreende
uma dupla cadeia de DNA parcial com 3,2-kb e quatro ORFs (open reading frames). O
genoma viral codifica a polimerase viral (que inclui a funcdo de transcriptase reversa),
proteinas de superficie, e as proteinas ndo estruturais (antigénio HBe e proteina X). O
cccDNA (covalentemente fechado em DNA circular), que atua como o principal template
transcripcional do virus, persiste como um plasmideo em hepatdcitos infetados. Ele pode

persistir apds a terapia antiviral e mesmo apos a aparente resolucdo da infecéo [8].

DNA Polimerase

DNA circular

Nucleocapsideo
(AgHBe)

Figura 2: O genoma do VHB (adaptado de [18]).
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A replicacdo do VHB dentro do hepatocito inicia-se apos ligacao do core do VHB ao
recetor na sua membrana, passando primeiro para o citoplasma e depois para o nucleo onde
se sintetiza entdo DNA para completar o genoma circular do virus, e onde o DNA vai ser
transcrito a RNA mensageiro. Este, por um lado € traduzido em proteinas (p. ex. AgHBS) e
por outro lado é encapsulado num nucleocapsideo. No citoplasma, o RNA do
nucleocapsideo vai servir de molde para a sintese da cadeia menos (-) e da cadeia (+) do
DNA do virus [19].

2.1.4. Patogénese do VHB

A patogénese da doenca hepéatica associada ao VHB estd relacionada com a
persisténcia e magnitude da replicacdo viral. O curso da infecdo viral e a gravidade da lesdo
hepética sdo determinados pelo equilibrio entre a replicacdo viral e os mecanismos de defesa
da resposta imunoldgica do hospedeiro. As células citotoxicas especificas CD8" T do virus
desempenham um papel fundamental na eliminacdo deste virus. No entanto, células T
supressoras ou reguladoras (Trg) inibem a fungdo das células CD8" T especificas em
infecBes cronicas por este virus, contribuindo para a persisténcia viral. Um grande ndmero

de Treq encontra-se tanto na circulagdo como no figado de pacientes com VHB cronica [20].

2.1.4.1. Infecdo aguda com VHB

Para pacientes recentemente infetados com VHB e que desenvolvem hepatite aguda,
0 periodo de incubacdo médio (tempo de exposicdo até ao inicio de ictericia) é de 90 dias
[21, 22]. A probabilidade de ocorréncia de sintomas da hepatite devido a uma nova infegéo
pelo VHB é dependente da idade. Por exemplo, mais de 90% das infecGes pelo VHB pré-
natais sdo assintomaticas, enquanto as manifestacdes tipicas da hepatite aguda estdo cotadas
em 5 — 15% das criancas recém-infetadas (1 a 5 anos de idade) e em 33 — 50% das criancas
mais velhas, adolescentes e adultos [23]. Os pacientes com Hepatite B aguda podem
evidenciar sinais e sintomas como nauseas, dor abdominal, vomitos, febre, ictericia, urina
escura, alteracdes na cor das fezes e hepatomegalia ou esplenomegalia [24].

Os primeiros marcadores seroldgicos detetaveis em pacientes com infegdo aguda
pelo VHB foram o antigénio AgHBs e anticorpo anti-HBs. Nos 6 a 12 meses apos a infegéo,
os anticorpos de imunoglobulina M para o antigénio central da hepatite B (anti-HBc) sdo

indetetaveis. O total de anticorpos para o antigénio central da hepatite B persiste por toda a
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vida e sdo encontrados em pacientes com infecdo cronica, bem como aqueles que
recuperaram da infecdo [25].

Em pacientes que recuperam da infegéo pelo VHB, os AgHBs sdo eliminados do
sangue e os anti-HBs predominam durante a convalescenca, pelo que a presenca de anti-HBs
indica imunidade a infecdo pelo VHB. A maioria dos pacientes que recuperam da infecéo
natural, serdo positivos para ambos o0s anticorpos anti-HBs e anti-HBc. A Tabela 1 apresenta
um resumo dos marcadores serologicos presentes em varias fases do decurso da infegédo pelo
VHB [2].

Tabela 1: Significado clinico dos resultados dos testes seroldgicos para a infecéo pelo virus da hepatite B
(adaptado de [2]).

Marcadores seroldgicos

o Definigéo Significado clinico
virais
Antigénio de superficie do S s e
AgHBs g P Diagnostico de infecdo
VHB
. Anticorpo para o antigénio Imunidade/recuperacdo de uma
Anti-HBs . x L -
HBs infecdo ou vacinacao prévia
AgHBc Antigénio central do VHB Né&o medido no soro por rotina
Presenca de infecdo recente (IgM)
Anti-HBc Anticorpo para o antigénio ou exposicdo em alguma altura
HBc (1gG, ndo distingue de infecdo
crénica)
s Geralmente associada a alta
AgHBe Antigenio HBe concentracdo de DNA VHB
. Anticorpo para o antigénio ~ Pode ser encontrado com alto ou
Anti-HBe . . s
HBe baixo nivel de replicacdo viral
VHEB DNA Material _genomlco viral Reflete repllca(;e}o V|ral_ e indica
medido no soro resposta a terapia

Os pacientes imunodeprimidos podem desenvolver a reativa¢do da infegdo pelo VHB
anteriormente eliminada. [26, 27]. No entanto, a infecdo aguda eliminada ndo é um fator de

risco para subsequente cirrose ou carcinoma hepatocelular [28].

2.1.4.2. Infecdo crénica com VHB

A progressdo natural da infegdo cronica pelo VHB é diversa e nédo-linear. Os
pacientes cronicamente infetados variam de portadores inativos com baixos niveis de
replicacédo para aqueles pacientes com niveis mais elevados de virus e inflamacéo ativa, que

pode evoluir para cirrose e hepatocarcinoma (CHC). A infecdo cronica é definida como a
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persisténcia do AgHBSs no soro pelo menos 6 meses apos a infe¢cdo com inflamacao hepatica
[2].Estima-se que mais de 50% dos casos de cancro hepatico em todo o0 mundo devem se ao
virus do VHB e 89% destes casos ocorrem em paises em desenvolvimento. A prevencdo
torna-se o fator mais significativo na reducgéo do risco de desenvolvimento de cancro [29].

Apbs a infecdo aguda pelo VHB nos adultos, 95% recuperam espontaneamente com
uma eliminacao viral que ndo necessita de tratamento. Nesse caso, o nivel de replicacéo viral
é quase invariavelmente muito alto. Eventualmente, a producdo de AgHBe normalmente
cessa. Nesta fase, o nivel de replicacdo viral pode estar baixo ou elevado. Quando a
negatividade do AgHBe esta associada a niveis elevados de replicacdo, a hepatite associada
pode ser referida como AgHBe-negativo. Neste caso verifica-se, frequentemente, a
existéncia de mutacdes especificas no pré-centro ou centro da regido promotora do DNA
viral (Figura 3) [2].

pre-S2
pre-S1 Mutacao

Mutagao
Mutagdo X

Figura 3: Locais de mutacdo do DNA viral do VHB (adaptado de [2]).

A mutacdo na regido pré-C leva a uma falha de secrecdo do AgHBe no soro, assim

este antigénio é negativo, apesar de um elevado nivel de DNA [1].

Classicamente foram descritas quatro fases da infecdo cronica pelo VHB, que
englobam a fase imuno- tolerante, a fase imuno -reativa, a fase inativa/resolucéo e fase de
reativacdo (Figura 4). Niveis elevados de replicacdo (geralmente mais de 10 milhdes Ul/mL
de DNA VHB) podem ser observados na auséncia de resposta inflamatéria, a chamada fase
imuno- tolerante. Esta fase raramente é mantida para a vida. A maioria dos pacientes com

elevados niveis de replicacdo sustentada por um longo periodo de tempo ira desenvolver



Revisdo Bibliografica

lesdo hepatica progressiva que conduz a cirrose e/ou CHC. Durante esta fase nao ira ocorrer
reacao entre as células citotdxicas T ao virus [17].

Quando o virus é reconhecido como um antigeno estranho pelo sistema imunoldgico,
a fase imuno-reativa ocorre e € caracterizada por niveis elevados ou variantes da alanina
transaminase (ALT), positividade para AgHBe e inflamacdo moderada a grave, na bidpsia
hepatica. Durante esta fase, 0 DNA VHB no soro diminui e a secrecdo de AgHBe pode parar
(seroconversdo de AgHBe). Apo6s isto, a maioria dos pacientes portadores da Hepatite B
apresenta AgHBe negativo, baixo VHB no soro (< 2 000 Ul/mL) e ALT normal. Esta fase
pode persistir com resposta sustentada e eficaz das células T citotoxicas. No entanto, alguns
pacientes revertem desde a fase inativa para uma fase de reativacédo, com reaparecimento de
niveis mais elevados de virus apesar da negatividade de AgHBe. Nao se observa inflamacéo
hepéatica e fibrose progressiva [17]. As variagdes esperadas da serologia da hepatite,
concentracdo de DNA VHB, ALT do soro e evidéncias histolégicas hepéticas nas diferentes

fases da infecdo pelo VHB sdo apresentadas na Figura 4 [17].

Viremia Fase |l Fase Il Fase Ill Fase IV
Imuno- tolerante Imuno -reactiva Imuno Reaparecimento da
reactiva/resolucdo variante Hbe-negativa
- L -
. P _ AgHBe-negativo (DNA
AgHBe-positivo (DNA VHB DNA VHB <105 U(mL) i e e
positivo; >10° IU (mL) IU(mL)’

Alamina

aminotransferase

0 50
Tempo (anos)

A i 5 ; ; Hepatite
; Hepatite S,
Histologia Hepatite P we—)  Hepatite ¥ Crénica

hepética Crénica lobular/crénica minima #

Cirrose d Cirrose —) Cirrose ﬁ Carcinoma

inativa ativa hepatocelular

Figura 4: As quatro fases da infe¢do cronica do VHB (adaptado de [17]).

Pela andlise da figura pode-se constatar que a melhor fase de tratamento é nas fases
imuno/reativas e de reativagdo. Em ultima instancia, a realizacdo de transplante hepético
constitui o tratamento preferencial para individuos com infecdo em avancado estado, com

falha hepatica, figado descompensado e hepatocarcinoma [2].
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2.1.5. Transmissao do VHB

O VHB é transmitido por exposi¢do percutdnea ou da mucosa a sangue infetado ou a
outros fluidos corporais. A transmissdo deste virus tem sido observada atraves de vérias
formas de contato humano: perinatal/materno-infantil; elementos do agregado familiar;
sexual; partilha de agulhas; e no trabalho/cuidados de salude. A transmissdo com a taxa mais
elevada de infecdo pelo VHB é encontrada através da via sanguinea. No entanto, outros
fluidos corporais, como sémen e saliva sdo também fontes de infecéo [4].

Os pacientes com infecdo cronica pelo VHB constituem o principal veiculo de
transmissdo. Porque o VHB pode permanecer estavel e ativo no ambiente pelo menos 7 dias,
a transmissdo pode ocorrer indiretamente através de superficies contaminadas ou outros
objetos [2]. Antes da implementagdo do programa universal de imunizacdo infantil contra a
hepatite B, um numero significativo de criancas (16 000 com menos de 10 anos de idade)
foram infetadas nos Estados Unidos por contato com elementos do agregado familiar
AgHBs positivos [28].

O virus da hepatite B é eficientemente transmitido por contato sexual. O contacto
sexual de individuos cronicamente infetados demonstra uma maior prevaléncia de infecdo,
em comparacdo com o agregado familiar ou pelo simples contato com pessoas infetadas. Os
homens que tém relacBes sexuais com outros homens apresentam taxas mais elevadas de
transmisséo, do que a populacdo em geral [30].

Os consumidores de drogas injetaveis estdo em elevado risco de infe¢do pelo VHB
devido a comportamentos de risco como a partilha de agulhas ou seringas. Vias ligadas a
outras exposi¢cGes por via cutanea para além de droga injetaveis, como tatuagem e

acupuntura foram também relatadas [31].

2.1.6. Transmissdo de VHB em unidades de cuidados de satde

A transmisséo de VHB em unidades de cuidados de satde tem sido reconhecida
como uma importante fonte de novas infecdes pelo VHB em todo o mundo. A transmissao
paciente-trabalhador e paciente-paciente foram observadas, embora as frequéncias destes
dois tipos de transmissdo sejam muito divergentes [2].

A transmissdo de VHB de paciente para paciente pode resultar da exposicdo
percutanea a materiais contaminados, sangue ou exposicdo das mucosas a medicagédo

contaminada. A utilizagdo de seringas contaminadas com VHB terd sido a causa de infe¢do
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de 21 milhdes de pessoas em todo o mundo em 2000 [32]. Os veiculos de transmissao
incluem vials de multidose, dispositivos medidores de glicémia, agulhas de acupuntura e
caneta de insulina [33]. No entanto, este tipo de transmissdo raramente ¢ relatado. A maioria
das transmissdes do VHB estdo associadas a execucdo de procedimentos invasivos pelos
profissionais de salde e a maioria ocorreu antes do programa de vacinagdo contra a hepatite
B e antes da implementacdo de precaucdes universais nas praticas de controlo da infecédo
[34].

A transmissdo paciente-trabalhador era bastante comum antes do programa de
vacinacao contra a hepatite B a profissionais de saude; estima-se que 12 000 trabalhadores
dos cuidados médicos foram infetados, por ano, nos Estados Unidos, na década de 1980
[34]. Felizmente, a maioria das transmissdes ocupacionais podem ser impedidas por meio da
implementacdo de procedimentos padrdo de prevencdo. No entanto e apesar das vérias
publicacdes sobre programas e estratégias de prevencdo da transmissdo da hepatite B, as

infecdes pelo VHB permanecem uma questao de satde publica [35].

2.1.6.1. Profissionais de saude, um grupo de risco

No seu ambiente profissional, os profissionais de saude sdo expostos a multiplos
agentes patogénicos transmitidos por via sanguinea como o VHB ou o VHC (virus da
hepatite C). O CDC (Centers for Disease Control and Prevention: Centro de Controlo e
Prevencdo de Doencas) estimou que em 2003, 14,4 % dos trabalhadores hospitalares
estavam infetados com VHB [36]. Médicos, dentistas, enfermeiros, funcionarios de
laboratdrios clinicos e de centros de didlise tém maior risco de contrair esta infecdo. No
entanto, segundo um estudo realizado por Nagao et al. [37], a prevaléncia mais elevada de
VHB é observada em dentistas. Dados de outro estudo sugerem que sdo os enfermeiros 0s
mais frequentemente expostos a infecdo (41 %), seguidos dos medicos (31 %) [38].

A transmissao da infecdo de profissionais de salde para paciente é rara e foi apenas
descrita em alguns casos [38]. Dados de um estudo conduzido em Vvarios paises europeus
incluindo Franca, Italia, Espanha, Reino Unido e Suica mostraram que a transmissdo de
VHB entre profissionais de salde estava significativamente correlacionada com fatores tais
como 0 sexo, tipo de procedimento (por exemplo, utilizando uma agulha para sutura na veia
ou artéria do paciente) ou a gravidade da lesdo. O contato com pacientes com carga viral
superior a 6 log;o copias/mL aumenta o risco de transmissdo até 11 vezes em comparagao

com uma carga viral inferior a 4 logyg copias/mL [39].
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2.1.6.1.1. Prevencdo da transmissdo do VHB entre profissionais de satde

Em 1987, CDC publicou um programa universal de prevencdo em resposta a
crescente necessidade de melhorar a protecdo tanto de profissionais de saide como dos
pacientes, durante os procedimentos de cuidados de saude. Estes principios gerais enfatizam
que a maior fonte de transmissdo de VHB, VHC, VIH e outras patologias provém do contato
com sangue [40]. No entanto, deve-se ter em consideragdo que todos os fluidos corporais
incluindo fluidos peritoneal, sinovial, pericardial, muco vaginal, sémen e liquidos
cérebroespinal e amnidtico também sdo vias de transmissdo da infecdo. Assim, €
fundamental a aplicacdo de procedimentos de prevencdo padréo [41], tais como a lavagem
adequada das médos e a utilizacdo de luvas, mascaras e bata, que minimizam a exposicao
mucocutanea. A reducdo da manipulacdo de materiais afiados e a utilizacdo de recipientes
resistentes a perfuracdes para estes residuos também poderdo prevenir lesdes ocupacionais
[6].

Em 1997, um protocolo canadiano foi publicado para melhorar a gestdo dos
profissionais de salde que foram expostos a agentes patogénicos transmitidos por via
sanguinea. De acordo com este protocolo, a administracdo da vacina contra 0 VHB constitui
0 método efetivo, por exceléncia, para a prevencado da infecdo por este virus [42].

Um estudo realizado na india descreve que um grande nimero de profissionais de
salde teve pelo menos um acidente com objetos afiados durante a sua carreira profissional.
A maioria dos profissionais afetados (60,5 %) procedeu a lavagem do local da lesdo com
agua e sabdo imediatamente apds a sua ocorréncia mas 14,8 % ndo tomaram esta precaucao.
Apo6s acompanhamento durante um ano e meio, verificou-se que todos os participantes deste
estudo eram AgHBs negativos e todos tinham recebido a vacinagdo contra o VHB como
procedimento de prevencédo [43].

Outro estudo realizado em Franca avaliou a disponibilidade de equipamento
apropriado para prevencdo da transmissdo do VHB na sala de operacdes e verificou que
apesar da consciencializacdo sobre o perigo de exposi¢cdo durante os procedimentos de

cuidados de saude, a taxa de lesbes provocadas por agulhas, permanece elevada [44].
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2.1.6.1.2. Consequéncias econdmicas da transmissdo de VHB entre profissionais de

saude

A prevaléncia de hepatite tem repercussdes em termos de custos de tratamento e
profilaxia pré e p6s exposicdo, A probabilidade de hospitaliza¢do e a sua duracdo é bastante
elevada em pacientes AgHBs positivos, sendo a sua taxa de sobrevivéncia reduzida e a
medicacdo administrada de elevado custo [45].

ExposicOes a pacientes co-infetados com o VHB envolveram custos de $650 nos
Estados Unidos, em 2007. Estudos mostram que a gestdo de exposi¢des ocupacionais € de
elevado custo, tornando assim a prevencdo economicamente mais viavel [46]. Efetivamente,
as lesdes provocadas por instrumentos afiados tém um elevado custo econdémico associado
aos testes de acompanhamento, profilaxia ap6s exposicdo, aconselhamento, tratamento de
trabalhadores infetados e questBes éticas e legais [47]. Um estudo australiano, demonstrou
um aumento significativo de lesdes provocadas por agulhas entre 1990 a 1999. Os
enfermeiros foram mais expostos do que qualquer outro profissional de satde. O custo para
a prevencao de exposicdo a fluidos corporais pela utilizacdo de agulhas de seguranca foi de
cerca de $365 000 por ano [48].

2.1.7. Abordagens terapéuticas

O objetivo da terapia contra a infecdo do VHB é prevenir a progressao para cirrose e
reduzir o risco de desenvolvimento de CHC [1]. O tratamento da infe¢do pelo VHB tem sido
melhorado nos ultimos anos com o uso de interferdo e com o desenvolvimento de antivirais
orais analogos de nucleosideos. A eficacia antiviral é medida pelo grau de supressdo do
DNA VHB e pelas taxas de perda de AgHBe e AgHBs, sendo refletida pela melhoria na
histologia do figado do paciente [49].

A escolha entre analogos nucleosideos ou interferdo depende das caracteristicas
virais e dos pacientes [49]. O interferdo atua, induzindo um estado de resisténcia antiviral
em células teciduais ndo infetadas, com efeitos imunomoduladores e antivirais [50]. Os
anadlogos de nucleosideos sdo antiviroticos orais que impedem a sintese de DNA VHB,

inibindo a enzima transcriptase reversa, atuam como terminadores da cadeia de DNA [1].

2.2. Vacinacédo contra o VHB, uma forma de prevencao

A vacinacdo é a forma mais eficaz para o controlo global do VHB e prevencgéo de

cancro, insuficiéncia e cirrose hepéatica. A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) jé referiu

13



Estudo da resposta imunoldgica a vacinagdo da hepatite B.

a importancia da prevencao da hepatite B desde a infancia, recomendando que a imunizacao
contra esta patologia seja incluida num programa universal de vacinacgéo infantil [51].

A vacina contra 0 VHB esté disponivel mundialmente ha duas décadas, no entanto
somente em 1993 foi implementada no Programa Nacional de Vacinagdo (PNV) portugués,
sendo umas das mais recentes [52]. Desde entdo, esta vacina é administrada a todos 0s
recém-nascidos e a todos os jovens dos 10 aos 13 anos. Além da vacinacdo universal esta
ainda indicada a vacinacdo de grupos de risco, entre os quais se destacam os profissionais
dos servigos de saude, excluindo os que tém tarefas exclusivamente administrativas [16].

Ambos os tipos de vacinas disponiveis contra a hepatite B, derivadas do plasma ou
de DNA recombinante, sdo muitos eficazes [53]. Historicamente, a vacina contra hepatite B
foi desenvolvida a partir de plasma humano de individuos infetados com VHB (vacina
derivada de plasma). Este era inativado durante o processo de fabricacdo da vacina.
Atualmente, por engenharia genética, é possivel fazer a identificacdo e a clonagem
molecular do genoma do virus, com producdo satisfatéria de AgHBs em leveduras como a
Saccharomyces cerevisiae. Estes AgHBs derivados de leveduras demonstram elevada
seguranca e eficiéncia. Esta vacina podera também ser produzida por inser¢cdo de um
plasmideo contendo genes AgHBs em células de mamiferos [54, 55]. Estudos comparativos
entre a vacina derivada de plasma e a vacina de DNA recombinante mostraram que a
qualidade dos anticorpos produzidos tanto do ponto de vista de afinidade quanto de
especificidade € semelhante [55].

Em Portugal, a vacina administrada é do tipo DNA recombinante. As doses
administradas sdo de 0,5 mL (5 ou 10 pg antigénio, conforme a origem comercial) para
individuos com 15 anos de idade ou menos e 1 mL (10 ou 20 ug antigenio,) para individuos
com idade superior a 15 anos de idade [52].

A vacinacdo contra o virus da hepatite B atua por inducdo de uma resposta imune
completa com a producdo de plasmideos secretores de anticorpos anti-HBs conferindo
imunidade humoral, e a produgdo de linfocitos B e T (incluindo células de memoria)
especificos para o AgHBs [56]. Os individuos submetidos a vacinacdo deverdo ser
previamente triados quanto a presenca de anti-HBs e AgHBs no soro. Os individuos com
sorologia positiva para o anti-HBs, devido a imunidade presente, estdo dispensados da
vacina. Os portadores cronicos de AgHBs também, pois ndo respondem a este estimulo
antigénico. Os doentes em hemodialise devem ser submetidos ao mesmo esquema de

vacinacao, porém devem receber doses de inoculo acima de 20 pg por dose aplicada [55].
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Apds a administracdo da vacina, deve-se testar a presenca do AgHBs e do anti-HBs.
O AgHB:s positivo indica falha terapéutica. O anti-HBs positivo indica que a vacinacao foi
bem-sucedida [55]. Apds 30 dias e 180 dias da imunizagdo, aproximadamente 90 % dos
adultos saudaveis e 95 % dos recém-nascidos, criancas, e adolescentes desenvolvem um
nivel apropriado de anti-HBs, que confere protecdo ao individuo [57]. Em individuos
saudaveis, a eficacia da vacina é aproximadamente de 100% [7].

Apesar das vacinas utilizadas serem altamente eficientes com uma taxa de 94 a 98 %
de protecdo contra a infe¢do crénica pelo VHB durante pelo menos 20 anos, esta esta longe
de ser perfeita, ja que casos de falha de imunizacéo e até mesmo total auséncia de resposta ja

foram descritos [58].

2.2.1. Imunizagdo contra o0 VHB em profissionais de salde

Aos profissionais da area da satde sob risco de contrair infecdo pelo virus da hepatite
B é-lhes recomendado um programa de vacinacao pelas autoridades de salde competentes
[59, 60]. Em Maio de 2010, a 63° Assembleia Mundial de Salde adotou resolucGes
prioritarias para a prevencao global e controlo da hepatite viral, recomendando a vacinagéo
dos profissionais de saude [61].

Na Europa e nos Estados Unidos da América, existem politicas com o objetivo de
prevenir a transmissdo ocupacional do VHB. Por exemplo, a Unido Europeia (EU) requer
que todos os profissionais de salde com maior exposicdo ao virus tenham acesso a
informacdo de prevencdo e vacinacdo, e € politica oficial em muitos paises da UE a
vacinacdo de todos os novos profissionais de saude [62]. Organizacbes como a Viral
Hepatitis Prevention Board (VHPB- Prevencdo e Controlo de Hepatites Virais) confirmam
esta politica e estende a recomendagdo a estudantes de salde nos primeiros anos de curso
[63]. Adicionalmente, os principios gerais estabelecidos internacionalmente incluem testes
para pesquisa de anticorpos apds a vacinagdo para assegurar que os profissionais de saude
estdo protegidos e a administracdo de uma dose de reforco para aqueles que ndo ficaram
imunizados [63].

2.2.2. Auséncia de resposta apds vacinacao contra o VHB

Embora a vacinagdo contra o VHB seja altamente eficaz, 5 % a 10 % dos individuos

ndo desenvolvem uma resposta adequada, tendo por base os niveis de anticorpos anti-HBs
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[7]. Verifica-se ainda que a taxa de auséncias de resposta a vacinagdo contra o0 VHB em

populacdes ndo saudaveis é maior do que em populacGes saudaveis (Tabela 2).

Tabela 2: Resposta a vacina do virus da hepatite B numa populago ndo saudavel.

s R ta Anti-HB
Estudo Diagnostico esposta ' 3

(% sucesso)

Ozdemir et al. [64] Doenca renal crénica 4145
Bhamidimarri et al. [24] Hepatite C croénica 100
Mendenhall et al. [65] Cirrose hepética 18
Kahn [66] Infec¢do VIH 46

: Transplante de figado
Calycine etal. [67] Antes do transplante 16
Depois do transplante 7

O aparecimento de doenca renal crénica, por exemplo, tem como consequéncias a
acumulacdo de toxinas, desnutricdo e anemia que resultam na diminuicdo da resposta
imunitaria a infecdo, refletindo-se no prejuizo da funcao e adeséo de neutréfilos, reducao de
quimiotaxia, reconhecimento e processamento antigénico, formacéo de anticorpos, e na fase
secretora citoldgica das células T. Adicionalmente, ocorre também a diminui¢do da
fagocitose e da eliminacdo de patogénicos intracelulares, producdo aumentada de radicais
superoxido, resultado em stress oxidativo, e menor secrecdo de moléculas de adesao,
citocinas e fatores de crescimento [64].

Além disso, a resposta anti-HBs esta inversamente relacionada com a idade [68] e
com o peso corporal [69]; individuos mais jovens tém uma resposta mais eficiente a
vacinacdo do que individuos mais velhos (Figura 5) e individuos ndo obesos desenvolvem
um nivel protetor mais elevado do que pacientes obesos. Esta diminuicdo de resposta a
vacinacdo dever-se-4 a ocorréncia de alteracGes nas respostas imunes celular e humoral
descrita em individuos mais velhos (idade superior a 30 anos) e obesos [68, 69].

100
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Seroconversdo Anti-HBs (%)

Figura 5: Relacdo entre a idade e a resposta a vacinagdo contra o virus da hepatite B (adaptado de [68]).
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Fatores adicionais associados a imunogenicidade reduzida da vacina contra o VHB
séo descritos na Tabela 3 [67-70].

Tabela 3: Fatores associados a uma pobre ou auséncia de resposta a vacinagao contra o virus da hepatite B
(adaptado de [70]).

Fatores de Risco

Sexo masculino
Obesidade
Idade (> 30 anos)
Fumador
Imunosupressao
Infegéo VIH
Doenga cronica hepatica
Alcoolismo
Doenca renal cronica
Local de injecdo (gluteo vs. Deltoide)
Comprimento da agulha
Predisposicdo genética
Atividade profissional

Estudos sugerem também que mulheres saudaveis desenvolvem frequentemente uma
resposta imune protetora mais forte a vacinacdo quando comparadas aos homens. As
diferencas bioldgicas entre os sexos poderdo ser um preditor significativo da resposta a
vacinagdo [71].

A via de administracdo da vacina também podera ser uma condicionante ao sucesso
da resposta a vacinac¢do. Um estudo realizado em profissionais de salde em dois hospitais da
Suécia confirmam que a vacina recombinante administrada por via intradérmica (i.d.) pode
ser uma alternativa viavel a administracdo intramuscular (i.m.), ja que cerca de 5 % dos
individuos em que Ihes foi administrado a vacina por via i.m. demonstraram incapacidade de
desenvolver imunidade [72].

Os individuos fumadores também apresentam as respostas humoral e celular
diminuidas. De acordo com este dado, Winter et al. [73] demonstraram que o tabaco induz
uma reducéo da capacidade de producdo de niveis protetores de anti-HBs.

Individuos alcoolatras tém dificuldade na elimina¢do do virus, relacionada com o
comprometimento do sistema imunolégico ocasionado pelo consumo de alcool. Os pacientes
com cirrose de origem alcoolica, quando tém um episodio agudo de hepatite B, apresentam

maiores riscos de desenvolverem a forma fulminante da doenca [65].
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A predisposicdo geneética para a auséncia de resposta a vacinagao contra o0 VHB em
individuos saudaveis foi avaliada num estudo retrospetivo efetuado em 598 individuos [74].
Os resultados deste estudo mostraram que 14 % dos individuos imunizados tinha niveis
muito baixos anti-HBs (<1 000 unidades de radioimunoensaio, RIA) em compara¢do com
uma média de 26 718 unidades de RIA em individuos com resposta positiva a vacinagao.
Uma andlise dos Complexos Principais de Histocompatibilidade (CPH), sistema antigenio
leucocitario humano (HLA) dos individuos com concentragdo mais baixa de anti-HBs,
mostrou um aumento do numero de homozigoticos para o haplétipo de CPH entre estes
individuos [74]. Isto sugere que a resposta normal ao AgHBs é devido a presenca de um
gene dominante da resposta imune no CPH, devendo-se esta falha de resposta a auséncia
deste gene e a presenca de ambos os cromossomas dos haplotipos MHC [74].

Para diagnosticar corretamente a auséncia de resposta, o Centro de Controlo de
Doengas e Prevencdo (CDC) aconselha a medigdo dos niveis de anti-HBs, 1 a 6 meses apds
a Ultima dose da escala de imunizacdo [75]. A auséncia de resposta é definida com uma
concentracdo de anti-HBs inferior a 10 IU/L. Uma resposta insuficiente é definida por uma
concentragdo de anti-HBs superior ou igual a 10 e inferior ou igual a 99 IU/L [76]. Estes
individuos tendem a ter uma duracdo mais curta de anti-HBs detetavel em comparagdo com
individuos que desenvolvem concentracdo superior ou igual a 100 mIU/mL apés a
imunizacdo HBV; individuos com resposta insuficiente podem perder anti-HBSs no soro mais
cedo do que os individuos que tém uma resposta de anti-HBs de 100 mIU/mL [76].

O Comité Consultivo do CDC defende testes generalizados apds imunizagdo contra
VHB devido a alta probabilidade do sucesso da vacina. No entanto, os individuos com
fatores de risco associados (Tabela 3) e/ou em elevado risco de contrair o VHB através de
exposicdo profissional a sangue ou fluidos corporais, devem ser avaliados para resposta anti-
HBs ap0s a imunizacgéo [75].

2.2.3. Reducdo de imunidade

A memoria imunolégica envolve a persisténcia de anticorpos circulantes e/ou a
capacidade de gerar uma resposta imune rapida apés re-exposicao ao antigenio. Os linfocitos
B de memoria tém a capacidade de responder rapidamente a antigénios previamente
encontrados por meio de uma exposicdo clonal e diferenciacdo no plasma de células
secretoras de anticorpos de elevada afinidade [56]. Estudos anteriores mostram que é
possivel detetar e quantificar linfocitos B de memoria especificos para o AgHBSs, através da
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diferenciacdo destas células em células secretoras de anticorpo apos estimulagdo in vitro
[77].

Um ndmero estimado de 13 % a 60 % dos individuos que responderam inicialmente
a vacina contra 0 VHB podem perder anti-HBs detetaveis nos anos subsequentes a uma
concentracdo inicial protetora anti-HBs [78]. Este fendmeno designa-se por reducdo de
anticorpo ou reducdo de imunidade em oposicdo a verdadeira auséncia de resposta. Estes
dois padrbes de resposta imunitaria tém diferentes implicacbes clinicas. A reducdo de
anticorpo pode ainda ser protetora contra a infecdo cronica pelo VHB, apesar de niveis ndo
detetaveis de anti-HBs. Esta protecdo contra a infecdo cronica pelo VHB na auséncia de
niveis detetaveis de anti-HBs foi demonstrada em populacées onde o VHB era altamente
predominante [79]. A adverténcia de protecdo por meio da reducdo de imunidade indica que
os individuos devem ter experienciado inicialmente uma resposta & imunizagdo. Foi
demonstrado que alguns individuos desenvolveram anti-HBc (provas de avanco da infecdo
pelo VHB) mas ndo desenvolveram uma doenca crénica. Esta defesa ativa contra a infecédo
viral dever-se-a a ativacdo de uma resposta imunitaria de memoria [80].

Um estudo de 2004 realizado em criangas tailandesas [81] demonstrou que 15 anos
ap6s uma vacinacdo bem-sucedida, ndo se conseguiu detetar quaisquer niveis de anti-HBs
em 30 % das criancas que foram vacinados logo a nascenca. Anti-HBc foram detetados em
33 % dessas criangas e 1 crianca tinha o antigénio de superficie do VHB detetavel. Portanto,
em alguns individuos com reducdo de anti-HBs, o risco de desenvolvimento do estado da
infecdo existe, sendo necessario o reforco da imunizacdo para individuos que vivem numa
area endémica do virus da hepatite B [82].

A distincdo entre individuos com reducdo de imunidade e individuos com total
auséncia de resposta a imunizacdo (resposta anti-HBs desconhecida ap6s a imunizacao) €
possivel com base na administracdo de uma Unica dose da vacina. O grau de resposta anti-
HBs, 4 a 12 semanas ap0s uma Unica dose de reforco de imunizacao, diferencia o padréo de
resposta a dois anticorpos. Os individuos com verdadeira auséncia de resposta ndo
apresentardo quantidades detetaveis de anti-HBs no soro ou eventualmente poderdo ter um
pequeno aumento, enquanto 0s que apresentam uma reducao dos niveis de anticorpo terdo

uma resposta significativa, normalmente >10 IU/L. [57]
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2.2.4. Reforco da imunidade

Os individuos com verdadeira auséncia de resposta ndo estdo protegidos contra a
infecdo do VHB apesar da adequada vacinagdo. Se houver exposicdo ao VHB, estes
individuos devem ser tratados como um individuo que ndo foi previamente vacinado; a
administracdo de imunoglobulina anti-hepatite B (globulina hiperimune) e revacinagédo séo
aconselhadas [78]. O CDC recomenda a consideracéo da revacinacdo de individuos que nédo
responderam & imunizagdo, com mais do que uma dose adicional de vacina, ja que uma
Unica dose pode resultar em 15 % a 25 % de individuos que desenvolverdo anti-HBs
protetores [78]. Se necessario, duas doses adicionais (3 injecOes totais) podem ser
administradas; estas administracdes adicionais geralmente resultam em seroconversdao em 30
% a 50 % em cada individuo em causa. Para os individuos com fatores de risco para uma
auséncia de resposta uma dose de 40 g de vacina pode ser utilizada [57].

A administracdo de uma dose de reforgo da vacina AgHBs resulta numa vigorosa
resposta anamnéstica, demonstrando assim que a memaoria imune contra a infecéo pelo VHB
dura mais tempo do que os anticorpos anti-HBs [56]. Estudos recentes detetaram num
cirurgido infetado pelo VHB, linfocitos B de memoria apesar de niveis de anti-HBs
indetetaveis [83]. Em individuos que apresentaram uma boa resposta a vacinagdo, a
mem©aria imunoldgica permite uma protecdo de longa duracdo contra o avanco da infecdo
pelo VHB [84].

2.3. Métodos moleculares de detecédo do VHB

O diagnostico de qualquer das formas clinicas da hepatite B realiza-se através de
técnicas seroldgicas [85]. O desenvolvimento de ensaios moleculares para infecdes virais
transmitidas por via sanguinea tornou possivel a detecdo de infecGes agudas num estado
inicial da infecAdo comparativamente com as técnicas convencionais de medicdo da
concentracdo de virus presente no sangue durante as fases aguda ou cronica da infecéo [25].
Tais técnicas revelam-se fundamentais ndo apenas para o diagnéstico, mas também para o
acompanhamento da infecdo viral, na avaliagdo do estado clinico do paciente e na
monitorizacao da terapéutica especifica [85].

Na auséncia de AgHBs, o diagndstico da infecdo pelo VHB baseia-se na presenca de
DNA VHB somente em duas condicfes [86]: quando ha suspeita de infecdo priméaria ou em
pacientes com anti-HBc isolado submetidos a imunossupressdo, com o objetivo de avaliar o

risco de reativacgéo viral [85].

20



Revisdo Bibliografica

Para analise da variabilidade genética viral, procede-se normalmente a sequenciagéo
do DNA VHB, seguida da comparacdo de sequéncias alvo e construcdo de arvores

filogenéticas [25].

2.3.1. Definicdo da condicéo ativa ou inativa em infecdo aguda ou cronica

Como internacionalmente estabelecido, para pacientes AgHBe positivos é necessario
definir a infecéo ativa em ensaios DNA VHB com limite de detecdo de 1,8x10° e intervalo
dinamico adequado para discriminar niveis de DNA VHB de 1,8x10* lU/mL. A infecdo
cronica estd normalmente associada a estes niveis de DNA VHB, sugerindo a presenca da
infecdo [87]. Em pacientes AgHBe negativos e anti-HBe positivos, niveis persistentemente
abaixo deste valor identificam os portadores inativos [88, 89]. A monitorizacdo dos niveis de
DNA VHB e ALT durante pelo menos 12 meses, em associa¢cdo com a determinacgdo do
marcador de lesdo hepatica como IgM anti-HBc quando disponivel, é necessario para excluir
uma infecdo ativa em pacientes AgHBe negativos e anti-HBe positivos com niveis normais
de ALT e DNA VHB < 1,8x10* UI/mL na primeira avaliacio [85].

2.3.2. Detecdo quantitativa do genoma viral por rea¢do em cadeia da polimerase

Desde a introducdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em meados dos anos 80,
que esta técnica tem sido utilizada para a detecdo de vérias classes de agentes infeciosos,
incluindo uma ampla gama de virus. Esta técnica tem sido de grande utilidade na
identificacdo de virus incapazes de serem cultivados em laboratorio ou que sdo cultivados
com grande dificuldade. A utilizacdo da técnica de PCR estd também indicada para o
diagndstico de infecBes cuja producdo de antigénio € limitada ou naquelas cuja resposta

seroldgica esta comprometida ou ausente [90].

2.3.3. Determinacdo do VHB: abordagens geralmente utilizadas

Vérios testes serologicos sdo utilizados frequentemente para o diagnostico e
monitorizacdo da infecdo pelo VHB. A presenca no soro do antigénio HBs indica o tipo de
infecdo VHB (aguda ou persistente) enquanto o antigénio HBe serve como marcador da
replicacéo viral ativa [19]. No entanto, a auséncia de AgHBe (mutacédo pré-core) no sangue
ndo exclui a replicagéo viral, e a concentracdo no soro de DNA VHB pode ser o marcador
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mais indicado da atividade replicativa do VHB comparativamente com AgHBe [91]. Varios
tipos de técnicas para medir a concentracdo de DNA VHB tém vindo a ser desenvolvidas e
estdo comercialmente disponiveis. Estes incluem um teste de hibridizacdo liquida
(Genostics, Abbott Laboratories, Chicago, IL, EUA); um ensaio de hibridagdo RNA-DNA
(Digene Diagnostics, Silver Spring, EUA); ensaio de amplificacdo ramificada do sinal de
DNA (bDNA) (Quantiplex HBV-DNA assay, Emeryville, CA, EUA) e analise de acidos
nucleotidos baseados em crosslinking (NAXCOR, Menlo Park, CA, EUA). Estes testes tém
niveis variados de sensibilidade (1-5 pg/mL, que correspondem a 0,28 a 1,4x10° copias/mL)
e, devido a falta da padronizacdo inter-ensaios, a analise comparativa tem mostrado uma

concordancia insuficiente [92, 93].

2.3.4. Detecdo do VHB e implicacGes na pratica dos cuidados de satde

As técnicas moleculares de detecdo e quantificacdo do genoma do VHB tém
aplicacGes em varias areas da pratica dos cuidados de saude. A presenca e 0s niveis de
AgHBs, AgHBe e DNA viral ditam a pratica restrita ou ndo dos profissionais de salde [25].

Aqueles que estdo infetados com VHB mas que ndo tém AgHBe detetaveis, podem
continuar a préatica profissional sem limitagdes a menos que haja risco de transmissao para
pacientes. Nos Estados Unidos da América, as recomendacBes para a pratica restrita de
profissionais de saide infetados com VHB baseiam-se na presenca ou auséncia de AgHBe
no soro [94]. No entanto, seis incidentes de transmisséo envolvendo profissionais AgHBs
positivos (cirurgides AgHBe negativos) foram relatados no Reino Unido. A sequenciagdo
nucleétida do DNA VHB dos cirurgides e de pacientes infetados foi utilizado para confirmar
a transmissdo e examinar a estirpe de VHB envolvida. Verificou-se, assim, que todos os 6
cirurgides eram portadores do virus do VHB com a substituicdo nucle6tida na regido pré-
core no genoma viral, no coddo 28. Esta alteracdo de bases resulta num coddo stop
prematuro que previne a expressdo do AgHBe mas ndo permite a continuagdo da replicagédo
e auxilia a infecdo viral na presenca de anti-HBe. O DNA VHB foi detetado através da
técnica de PCR nos seis cirurgides, embora em concentragdo muito mais baixa do que em
amostras controlo AgHBe positivas [83, 95]. Assim, as recomendagdes para a uma atividade
laboral limitada por profissionais de salde AgHBSs positivos mas AgHBe negativos devera
basear-se na determinagdo da concentracdo de DNA VHB no soro, através de técnicas de
amplificagdo [25].
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Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal estudar a resposta imunoldgica de

uma amostra de profissionais de satde do Centro Hospital do Baixo Vouga- E.P.E., Aveiro,

previamente vacinados contra o virus da hepatite B. Neste sentido procedeu-se:

a um estudo epidemioldgico e retrospetivo, onde se analisaram e correlacionaram
dados como a idade, género, funcao e servigo profissional, horario de trabalho, dados
antropomeétricos (peso e altura), habitos de consumo de alcool, tabagismo, historia
médica, medicacdo regularmente consumida, idade da primeira vacina contra o VHB,
escalas de vacinas e reforcgo.

a uma avaliacdo da populacdo linfocitaria (linfécitos T CD3+, CD4+ e CD8+) e
leucocitaria (leucdcitos, monacitos, neutréfilos, eosinofilos e células gama-delta) no

sangue periférico de profissionais de salde utilizando citometria de fluxo.
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Metodologia Experimental

IV.  Metodologia Experimental
4.1. Caracterizagdo da populagdo em estudo

Mil e quinhentos profissionais de salide do Centro Hospitalar do Baixo Vouga,
E.P.E. — Aveiro receberam a vacinagdo contra a Hepatite B entre 2007 e 2011. Destes, 20
foram incluidos no presente estudo. Os restantes 1480 foram excluidos por ndo apresentarem
qualquer registo que pudesse por em causa 0 sucesso da imunizacdo, ou seja ficaram
imediatamente imunizados ap6s a administracdo das trés dosagens da vacinagao.

Os profissionais de saude foram selecionados a partir da base de dados do Servico de
Medicina do Trabalho e Saude Ocupacional do H.I.P. Este estudo foi aprovado pela
comissdo de ética local e tendo em consideracdo as recomendacdes da declaracdo de
Helsinkia.

A populacdo em analise incluiu 12 individuos do sexo feminino e 8 individuos do
sexo masculino, com idades compreendidas entre os 26 e 64 anos. Estes individuos foram
classificados e divididos de acordo com o seu estado de vacinagdo contra 0 VHB: individuos
que fizeram vacinacéo e responderam (Grupo RV, n=6), individuos que fizeram vacinacao e
reforco e responderam (Grupo RRV, n=6) e individuos que fizeram vacinacgéo e reforco e

que ndo responderam (Grupo NRRV, n=8).

Vacinacao

A
[ 1

Responderam Nao Responderam
Grupo RV

Dose de Reforgo

A
[ 1

Responderam N3o Responderam
Grupo RRV Grupo NRRV

Figura 5: Classificacdo dos trés grupos (RV, RRV e NRRV) de profissionais de salide em estudo.

Nenhum dos sujeitos incluidos neste estudo tinham historia clinica de infe¢do por
VHB (AgHBs, anti-HBc), hepatite C ou virus da imunodeficiéncia humana (VIH), e ndo se
encontravam imunodeprimidos, aquando da realizacdo deste trabalho. Os individuos
vacinados receberam pelo menos trés injecGes intramusculares da vacina AgHBs

recombinante em doses de 20 pg/mL (Enrerix® B). A concentracdo de anticorpo anti-HBs
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foi quantificada em amostra de sangue periférico dos profissionais em estudo com a técnica
de quimioluminescéncia direta utilizando como equipamento o ADVIA Centaur® XP
Immunoassay system (SIEMENS, Ireland). Os individuos que ndo responderam & vacinagao
foram definidos como tendo anticorpos anti-HBs, abaixo de 10 mUI/mL apds a
administracao de pelo menos trés doses de vacina AgHBs. Para individuos que responderam
a vacinacgdo, a concentracdao de anti-HBs foi superior a 10 mUI/mL em amostras testadas
pelo menos trés meses apos a Ultima toma da vacina AgHBs. Os individuos com niveis de
anti-HBs inferiores a 10 mUI/mL receberam, ainda, uma dose de reforco adicional de vacina
recombinante por injecdo intramuscular e o teste foi repetido apos 6 meses da administracdo

da mesma.

4.2. Analise epidemioldgica dos dados

No sentido de correlacionar os fatores de risco subjacentes a auséncia de resposta
imunoldgica a vacinacao da hepatite B para cada profissional de saide do Centro Hospital
do Baixo Vouga, E.P.E - Aveiro analisaram-se 0s seguintes dados em cada um dos grupos
considerados: idade, género, funcdo e servico profissional, horario de trabalho, dados
antropomeétricos (como o peso e altura), habitos de consumo de alcool, tabagismo e dados
clinicos, tais como medicacdo, historial medico, idade da primeira vacina contra o VHB,
escalas de vacinas e reforgo.

Com base nos dados do peso e altura de cada profissional de satde determinou-se o

indice de massa corporal segundo a férmula:
IMC = Peso (kg) / Altura®(m)

Os individuos em estudo foram caraterizados de acordo com o seu indice de massa
corporal e segundo os requisitos dados pela Organizacdo Mundial de Saude, em individuos
saudaveis (IMC entre 18,6 e 24,9), individuos com excesso de peso (IMC entre 25 e 29,9),
individuos com obesidade de grau | (IMC entre 30 a 34,9), individuos com obesidade de
grau Il ou obesidade severa (IMC entre 35 e 39,9), e por fim, individuos com obesidade de
grau 111 ou obesidade mérbida (IMC igual ou superior a 40). O IMC foi expresso em Kg/m?.
[96].

No que se refere aos habitos tabagicos de cada profissional de salide em estudo,
considerou-se fumador aquele que fumava mais de 3 cigarros por semana [97].

Em relacdo ao consumo de alcool, este foi categorizado de acordo com o nimero de

bebidas alcodlicas ingeridas durante uma semana. Assim, o consumo alcoolico foi
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classificado como moderado quando eram consumidas mais de seis bebidas por semana,
ocasional para um consumo de 3 a 6 bebidas por semana ou infrequente quando 0 a 2
bebidas eram consumidas por semana [97].

No que diz respeito aos dados referentes a atividade profissional, funcéo e servi¢o no
qual o profissional de salde exerce a sua atividade, cada sector hospitalar foi classificado de
acordo com o risco de contrair infecdo e segundo os critérios da Administracdo de Salude e
Seguranca Ocupacional (Occupational Safety and Health Administration), em servigos de
risco maximo, servicos de risco médio e servigos de risco minimo [98]. Os servicos de
urgéncia, obstetricia e pneumologia foram considerados sectores de risco maximo de
contrair infecdo; os servigos de cirurgia geral, psiquiatria, medicina, pediatria de risco médio
e 0s servicos administrativos, centro de operacdes (oficinas), radiologia, hotelaria e servigo
de transportes de risco minimo. O horério de trabalho de cada profissional também foi tido
em consideracdo. Assim, de acordo com a sua atividade profissional e funcdo exercida em
cada sector hospitalar, cada profissional de satde foi incluido em um dos dois regimes gerais
de trabalho: horério fixo, com 8 horas de trabalho diarias pré-estabelecidas (4 horas de
trabalho na parte da manha e 4 horas de trabalho na parte da tarde) ou turnos, com 8 horas de
trabalho seguidas mas que poderdo ser realizadas a qualquer hora do dia (s6 na parte da
manhd, s6 na parte da tarde ou sé a noite).

Atendendo ao historial clinico, cada profissional de saude incluido no estudo foi
classificado como: historia clinica relevante se ja tinha apresentado uma patologia associada
a fendmenos de imunossupressao; historia clinica sem relevancia se nunca apresentou uma
patologia com influéncia imunolégica. A medicacdo tomada no momento do estudo pelo
profissional também foi registada. Os niveis de anti-HBs foram tidos em consideracdo para

os profissionais com historia clinica relevante e que tomassem medicag&o regular.

Para a recolha destes dado foi utilizado o Sistema de Apoio ao Médico (SAM), o
Sistema de Gestdo de Doentes Hospitalares (SONHO) e o Sistema de Informacdo para o
Laboratorio de Analises Clinicas (APPOLO) do Centro Hospital do Baixo Vouga, E.P.E. —

Aveiro.
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4.3. Analise Laboratorial: determinacdo da populacéo linfocitaria e leucocitaria

no sangue periférico
4.3.1. Selecdo e preparacdo das amostras

Foram selecionados aleatoriamente trés individuos de cada grupo em estudo para
colheita de sangue periférico para subsequente contagem da populacdo linfocitaria e
leucocitéria, nomeadamente para determinacdo da percentagem e contagem de linfocitos T
CD3+, CD4+ e CD8+, eosindfilos, neutrdfilos, mondcitos e células gama-delta por
citometria de fluxo.

Assim, aproximadamente 2,7 mL de sangue periférico foi colhido para tubos com 1,6
mg de EDTA por ml de sangue, e processado num periodo méximo de 24 h. Procedeu-se a
determinacdo do hemograma e com base nos resultados obtidos pipetou-se um volume de
amostra correspondente a 1x10° de células para cada um de 8 tubos teste, que foram
incubadas com os anticorpos monoclonais para antigénios de membrana: CD3+ (CD3 PE,
Beckman Coulter, Brea, CA, USA), CD4+ (CD4: FITC, SEROTEC, Raleigh, NC, USA) e
CD8+ (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), adicionados nas quantidades recomendadas (10
pL, 20 pL e 1 pL, respetivamente).

Apds agitacdo e incubacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos no escuro,
adicionou-se 2 ml de Facs Lysing Solution (BDB, San José, CA, USA) previamente diluido
1:10, e incubou-se a mistura obtida durante 10 minutos no escuro a temperatura ambiente. A
amostra foi posteriormente centrifugada durante 5 minutos a 1500 rpm a temperatura
ambiente. O pellet obtido foi ressuspendido em 1,5 ml de PBS (Gibco BRL- Life
Tecnologies, Viena, Austria) e centrifugado novamente. O pellet obtido foi ressuspendido
em 250 pL de PBS. As células foram entdo analisadas por citometria de fluxo.

4.3.2. Analise por citometria de fluxo

O intervalo da analise incluiu no minimo 95% de linfécitos e ndo mais do que 5% de
mondcitos em mais de 10 000 eventos adquiridos por marcacdo das amostras de sangue
periférico com os anticorpos monoclonais CD3+, CD4+ e CD8+. Os dados foram adquiridos
utilizando o equipamento BD FACSCanto Il (Becton Dickinson Imunocytometry Systems,
San José, CA). A andlise do imunofenétipo de cada amostra de sangue periférico foi
realizada com o Software SImulSET. Os resultados obtidos na analise dos quadrantes CD3+,
CD4+, CD8+ foram corrigidos para marcacdo nao especifica por ndo linfocitos. O valor
absoluto de células por microlitro de amostra foi calculado multiplicando a frequéncia de
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células determinada por citometria de fluxo pelo valor da percentagem de leucécitos por

1000 pL, obtida do hemograma.

4.3.3. Andlise Estatistica

Os dados dos profissionais de saude foram recolhidos das bases de dados
informaticas do Centro Hospital do Baixo Vouga, E.P.E.- Aveiro e diretamente exportados
para o programa Microsoft® EXCEL, onde foi realizado o célculo de percentagens, médias
e desvios padrédo para as variaveis correspondentes assim como os respetivos graficos.

Todos os resultados das variaveis quantitativas foram expressos como media +
desvio padréo (DP).

A anédlise estatistica e calculo de p-value das varidveis quantitativas foram
determinados utilizando o software GraphPad Prism 5 (versao 5.04).

A andlise estatistica ndo paramétrica de ANOVA foi utilizada para os testes
estatisticos das varias varidveis quantitativas. Considerou-se diferengas significativas para
valores de p-value < 0,05 (com nivel de confianca de 95%).
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V. Resultados

Vinte profissionais de saude do Centro Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E. — Aveiro
foram incluidos no presente estudo, 40 % dos quais eram do sexo masculino, 15 % eram
fumadores e 20 % apresentavam habitos alcodlicos regulares. Na Tabela 4 séo apresentados

os aspetos demogréaficos que caracterizam os profissionais de satde da amostra em analise.

Tabela 4: Caracteristicas demograficas dos profissionais de salde em estudo (n=20).

Caracteristicas N° (%) de individuos
Feminino 12 (60 %)
Sexo .
Masculino 8 (40 %)
Idade 43,4+115
Homem 26,81 + 4,87
IMC
Mulher 27,48 + 6,77
Fumador 3(15%)
Haébitos Alcoolicos 4 (20 %)

A populagdo em estudo foi, posteriormente, dividida em grupos de acordo com o Seu
estado de imunizacdo contra o VHB avaliado pelos niveis de anti-HBs determinado
laboratorialmente. Os individuos com resposta imunologica insuficiente evidenciaram anti-
HBs inferior a 10 mlU/mL, os individuos com resposta imunolégica insatisfatoria
apresentavam anti-HBs entre 11 e 100 mlIU/mL e os individuos com resposta satisfatoria
manifestavam anti-HBs superiores a 100 mIU/mL. Assim, e como é possivel verificar na
Figura 6, 40 % dos profissionais de salde em estudo apresentaram uma resposta
imunoldgica insuficiente, 15 % mostraram uma resposta insatisfatéria e 45 % evidenciaram

uma resposta satisfatdria, com niveis de anti-HBs superiores a 100 mIU/mL.

50% /40%

N
o
X

30%

20%

Percentagem (%)

10%

0%

<10mul/mL 11-100 mUl/mL  >100 mlU/mL
Niveis de anti-HBs

Figura 6: Caracterizacdo da resposta imunoldgica contra o VHB dos profissionais de salide em estudo, de
acordo com os respetivos niveis de anti-HBs (n=20).
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Com base na resposta imunoldgica a populagédo de profissionais de saude em estudo
foi dividida em trés grupos (Grupo RV, Grupo RRV e Grupo NRRV) conforme os niveis de
anti-HBs detetados nos dois momentos de imunizacéo, isto €, apos a administracdo das trés
doses da vacinagéo contra 0 VHB e uma dose de reforgo. Assim, o Grupo RV corresponde
aos profissionais de saide com uma resposta imunoldgica positiva ap6s dois a trés meses da
administracdo da terceira dose da vacina (6 individuos), o Grupo RRV corresponde aos
individuos que ndo responderam imediatamente apds a administracdo das trés dosagens da
vacinacdo mas que ap6s a administracdo de uma dose de reforgo, obtiveram resposta
imunoldgica a vacinagdo (6 individuos), e 0 Grupo NRRV corresponde aos individuos que
ndo responderam em nenhum momento da imunizacdo, nem ap6s a administracdo das trés

doses da vacina, nem apds a injecdo de uma dose de reforgo (8 individuos).

5.1. Estudo do efeito de potenciais fatores de risco na resposta imunoldgica a
vacinacao contra o VHB

Com o objetivo de avaliar a relagcdo entre potenciais fatores de risco e a resposta
imunoldgica a vacinagdo contra a hepatite B, analisaram-se os dados demogréaficos e clinicos
para 0s grupos dos profissionais de saude em estudo.

Para a influéncia do género na resposta a vacinagdo contra o VHB, verificou-se que
no Grupo RV e no Grupo NRRV, 50 % dos individuos eram do sexo masculino enquanto no
Grupo RRYV este valor era apenas de 17 % (Figura 7).

100% 83%
L 80%
€
s 60% 50% 50% 50% 50%
8
o
©  40%
K 17%

20%

0%

RV RRV NRRV

Grupos de Profissionais
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Figura 7: Caracterizacdo dos grupos em relagdo ao género dos individuos que constituem a amostra em estudo

na resposta imunologica a vacinagéo contra 0 HBV (n=20).
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Como se pode constatar da analise da Figura 7, os grupos RV e NRRV apresentam
uma percentagem idéntica de individuos de ambos os sexos enquanto o grupo RRV
caracteriza-se por apresentar um maior numero de profissionais de satde do sexo feminino.

Os grupos de profissionais de saide em estudo foram também caracterizados em
termos de idade (Figura 8) tendo-se verificado que no grupo RV a média de idades
correspondeu a 41,17 + 10,34 anos, no grupo RRV a 43,87 + 12,98 anos e no grupo NRRV
44,33 + 12,51 anos. Porém, ndo se observam diferencas significativas entre 0s grupos de

profissionais (p-value>0,05).
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RV RRV NRRV

Grupo de Profissionais

Figura 8: Caracterizagdo dos grupos em estudo em termos de idade dos individuos de cada grupo de

profissionais que constituem a amostra em estudo. Média + DP (n=20, p-value=0,8637).

Em termos de faixas etarias, para os grupos RV e RRV, verificou-se uma percentagem
semelhante de individuos com idades inferiores a 30 anos, entre 30 e 50 anos e idade
superior a 50 anos (17 %, 50 % e 33 %, respetivamente). No entanto, para o Grupo NRRV,
observou-se uma percentagem maior de individuos com idades superiores a 50 anos (38 %)

e uma diminuicdo de individuos com idades inferiores a 30 anos (13 %).

De modo a avaliar a influéncia da idade a qual lhes foi administrada a vacinagéo
contra 0 VHB na resposta imunoldgica a mesma, recolheu-se informacéo relativa ao ano em
que foi Ihes administrada a primeira vacina contra a hepatite B e comparou-se entre 0s

diferentes grupos de profissionais de satde.
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Figura 9: Idade média a qual foi administrada a primeira vacina contra o0 VHB em cada grupo de profissionais
em estudo. Média £ DP (n=20, p-value=0,8129)

Verificou-se que os individuos do grupo RV em média foram vacinados contra o VHB
pela primeira vez aos 33,3 + 15,20 anos, no grupo RRV aos 37,7 £ 16,32 anos e no grupo
NRRV aos 38,5 + 14,87 anos (Figura 9), no entanto ndo se observam diferengas
significativas entre 0s grupos.

Dividindo os profissionais por faixas etarias, para o Grupo RV verificou-se que mais
de metade (67 %) dos individuos receberam a primeira vacinacao entre os 31 e 0s 50 anos de
idade, ndo existindo qualquer individuo que tenha recebido esta vacinagdo com mais de 50
anos. No entanto para o grupo RRV, 17 % da amostra tinha idades superiores a 50 anos
quando lhes foi administrada a primeira vacinacdo. Este nUmero aumentou para 25 % no
Grupo NRRV, sendo este o grupo com o maior nimero de individuos com idades superiores
a 50 anos que receberam a primeira dose da vacina contra 0 VHB. No que diz respeito aos
profissionais mais jovens, com idade igual ou inferior a 30 anos no momento da primeira
vacinacdo, encontram-se predominantemente no grupo RV (33 %), seguindo-se 0 grupo
RRV (17 %) e com menor percentagem o grupo NRRV (13 %). Em todos 0s grupos, metade
ou mais de metade dos individuos tinham idades compreendidas entre os 31 e os 50 anos

quando lhes foi administrada pela primeira vez a vacinagéo contra o VHB.

5.1.1. Efeito do indice de massa corporal na resposta imunoldgica a vacinagao
contra o VHB

De modo a relacionar o indice de massa corporal com a resposta imunolégica a

vacinacao da hepatite B, calculou-se este mesmo parametro a partir da altura (em metros) e o
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peso corporal (em quilogramas) para cada profissional de salde, segundo a férmula
apresentada anteriormente no ponto 4.2. Posteriormente determinou-se o indice de massa

corporal médio para os profissionais em cada grupo (Figura 10).
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Figura 10: Indice de massa corporal médio dos individuos de cada grupo de profissionais que constituem a

amostra em estudo. Média £ DP (n=20, p-value=0,5225)

Verificou-se que para o grupo RV, o IMC médio era de 25,31 + 2,23, 0 grupo RRV
apresentava um IMC de 26,88 + 4,90 e o grupo NRRV mostrava um IMC de 28,92 + 7,83.

Todavia, ndo se verificou diferencas significativas entre os grupos de profissionais.

5.1.2. Efeito da exposicdo ao risco de infecdo na resposta imunoldgica a vacinacao
contra o VHB

Cada profissional de satude do Centro Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E. - Aveiro
exerce a sua funcdo num determinado servi¢co do hospital que foi caraterizado de acordo
com o potencial risco de contrair a infecdo pelo VHB e segundo os critérios da
Administracdo de Salde e Seguranga Ocupacional (Occupational Safety and Health
Administration), em servicos de risco maximo, servi¢os de risco médio e servigos de risco
minimo. [98] (ponto 4.2, alinea iv).

Assim e como se pode observar na Figura 11, verificou-se que tanto no grupo RV
como no grupo RRV, 50 % dos individuos trabalhavam num servi¢o hospitalar de risco
minimo, 33 % exerciam a sua fun¢do num servico de risco médio e por fim, apenas 17 %

dos profissionais trabalhavam num servigo de risco maximo. Ja no grupo NRRV, a

35



Estudo da resposta imunoldgica a vacinacio da hepatite B.

percentagem de profissionais que exerciam a sua fungdo em servicos hospitalares de risco

minimo e de risco maximo é idéntica, cerca de 25 %. Por conseguinte, metade dos

individuos deste grupo (50 %) trabalhava em servicos hospitalares considerados de risco

médio.
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Figura 11: Influéncia do risco de exposicdo a infecdo dos individuos que constituem a amostra em estudo, na

resposta imunoldgica a vacinagdo contra o HBV, de acordo com o servi¢o no qual exercem a sua atividade

(n=20).

De acordo, com o sector hospital onde o profissional de satde exerce a sua funcdo e

de acordo com a sua atividade, cada individuo possui um determinado horario de trabalho,

que divide estes profissionais, em profissionais com horério fixo e profissionais com horario

por turnos (Figura 12).
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Figura 12: Efeito do horario de trabalho dos individuos que constituem a amostra em estudo, na resposta

imunolégica a vacinacdo contra 0 VHB (n=20).
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De modo a verificar a influéncia deste parametro na resposta imunologica a
vacinacdo da hepatite B, observou-se que no grupo RV, mais de metade (67 %) dos
individuos trabalhava em horério fixo e somente 33 % trabalhava por turnos (Figura 12). O
mesmo ndo se verificou no grupo RRV e NRRV, onde a maioria dos individuos trabalhava
num regime por turnos, 67 % e 63 %, respetivamente, e apenas 33 % e 38 % exercia a sua

atividade através do regime de horéario fixo, seguindo a mesma ordem.

5.1.3. Efeito dos habitos tabagicos e do consumo de alcool na resposta imunologica

a vacinacdo contra o VHB

O tabaco e os hébitos alcoolicos tém sido apontados como fatores que podem
influenciar a resposta a vacinacdo contra o VHB. Deste modo, para cada profissional de
salde envolvido no estudo, obteve-se informacdo relativa a quantidade de cigarros,

aproximadamente, que cada individuo fumava por més (Figura 13).
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Figura 13: Influéncia dos habitos de tabagismo dos individuos que constituem a amostra em estudo, na resposta
imunoldgica a vacinacdo contra o VHB (n=20).

Como se pode constatar pela analise da Figura 13, a percentagem de ndo fumadores
era substancialmente superior a percentagem de individuos fumadores nos trés grupos. Os
grupos RV e RRV apresentaram a mesma percentagem de individuos fumadores e nédo
fumadores (17 % e 83 %, respetivamente) enquanto no grupo NRRV observou-se uma
diminuicdo dos individuos fumadores (13 %) e consequentemente um aumento de néo
fumadores (88 %).
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Tendo em consideracdo o numero de bebidas alcoodlicas ingeridas durante uma
semana, 0 consumo de alcool por cada profissional de saude foi classificado como

infrequente, ocasional e moderado (Figura 14).
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Figura 14: Influéncia dos habitos alcodlicos dos individuos que constituem a amostra em estudo, na resposta

imunoldgica a vacinagdo contra 0 VHB (n=20).

Assim, e de acordo com a Figura 14, no grupo RV todos os individuos tinham um
consumo alcoolico considerado infrequente, com ingestdo de 0 a 2 bebidas por semana. Ja
no grupo RRV, 17 % dos profissionais indicaram consumir alcool ocasionalmente, com uma
ingestdo de 3 a 6 bebidas por semana (consumo em ambiente social). O grupo NRRV ¢é o
anico grupo em que 1 dos individuos referiu ser um consumidor moderado de alcool, com

ingestdo de mais de seis bebidas por semana.

5.1.4. Efeito da historia clinica na resposta imunoldgica a vacinacdo contra o VHB

Em relacdo a histdria clinica de cada profissional de salde, este foi classificado como
relevante ou sem relevancia de acordo com a existéncia de patologias associadas a

fendmenos de imunossupressao (Figura 15).
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Figura 15: Influéncia da historia clinica dos individuos que constituem a amostra em estudo, na resposta
imunoldgica a vacinagéo contra o0 VHB (n=20).

Assim, e como é possivel observar pela Figura 15, tanto no grupo RV como no grupo
RRV apenas 33 % dos individuos apresentavam histéria clinica relevante, evidenciando
patologias como sindrome de Gilbert, patologia degenerativa osteoarticular, depresséo,
diabetes, hipertensdo e doencas respiratorias como asma. No grupo NRRV, a percentagem
de profissionais com histéria clinica foi de 50 %. Neste caso, 0s individuos apresentam

patologias como alergias respiratorias, diabetes e hipercolesterolémia.

Adicionalmente a historia clinica, também foi considerada a medicacéo tomada por

cada individuo na altura da vacinag&o (Figura 16).
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Figura 16: Influéncia da medicacédo na resposta imunoldgica a vacinagéo contra o0 VHB (n=20).
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Em geral, e ndo especificando farmacos, observou-se nos grupos RV e RRV uma
percentagem semelhante de individuos que tomavam medicagdo regular (33 %), enquanto
no grupo NRRYV este valor diminuiu para 25 %.

Tendo em consideracdo o tipo de medicamentos tomados por cada individuo, pode
salientar-se que no grupo RV predominaram o0s anticoncecionais (2 individuos),
antiasmaticos e anti-hipertensivos (1 individuo). No grupo RRV, além de anticoncecionais
(1 individuo) também alguns profissionais tomavam anti-inflamatérios ndo esteroides com
regularidade e somente um profissional deste grupo continha uma vasta lista de medicacgéo
regular que incluia bloqueadores beta, anti-agregantes plaquetarios, anti-hipertensivos,
diuréticos, ansioliticos e anti-depressivos. No grupo NRRV, um dos individuos em estudo

tomava anti-hipertensivos e outro anti-colesterolémicos, além de anticoncecionais.

De modo a completar os resultados anteriores, relacionou-se também os niveis de
anti-HBs de cada profissional de salide em estudo com a sua histéria clinica e consequente
medicacdo consumida. Os resultados abaixo (Figura 17) mostram a percentagem de
profissionais que apresentaram historia clinica relevante e que consequentemente

consumiam medicacéo regular, e os respetivos niveis de anti-HBs.
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Figura 17: Niveis de anti-HBs dos profissionais de salde que demonstraram possuir um historial clinico relevante e que
tomavam medicacdo regular (n=8).

Dos 20 profissionais de saude do Centro Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E. - Aveiro
que constituiam a amostra, observou-se que 8 dos mesmos apresentavam uma historia

clinica relevante e que, consequentemente consumiam medicacdo regularmente.
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Deste 8 individuos, verificou-se que 50 % (ou seja 4 individuos) detinham menos de
10 mUI/mL de titulo de anti-HBs. Em menor percentagem (13 %) mostraram niveis entre 11
a 100 mUI/mL e, por fim, somente 38 % dos individuos demonstraram possuir niveis acima
de 100 mIU/mL.

5.2. Determinacdo dos parametros imunoldgicos no sangue periférico

Para verificar as diferencas imunologicas entre cada grupo de profissionais de salde
do Centro Hospitalar do Baixo Vouga, E.P.E. - Aveiro, determinou-se, através da técnica de
citometria de fluxo, o namero relativo e absoluto dos linfocitos especificos e células
leucocitarias do sangue periférico de alguns individuos de cada grupo de profissionais.

Consequentemente, realizou-se a analise de trés marcadores que permitiu a analise de
varios tipos de leucdcitos e linfocitos numa unica medicéo, entre eles o total de leucécitos,
linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+, a relacdo CD4+/CD8+, células gama-delta, neutrofilos,

monacitos e eosindfilos. Estes resultados estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5: Parametros linfocitarios e células leucocitarias avaliadas no sangue periférico dos profissionais de
salde dos grupos em analise (n=9).

R Grupos de profissionais
Parametro (%o)
RV RRV NRRV
Leucocitos (x1000 células/pL) 75+0,9 10,7 + 2,86 9,2+3,00
Linfécitos (%) 32,10 = 3,98 21,15 + 8,69 28,03+ 7,79
CD3+ (%) 21,73+ 5,79 13,601 + 5,35 20,35 + 6,06
CD4+(%) 52,94 +10,31 | 53,57+10,36 | 48,79+9:81
CD8+(%) 41,58 + 7,75 34,58 + 13,52 42,66 + 4,97
Razédo CD4/CD8 1+0,68 3,23+ 2,40 1,39 £ 0,62
Gama-delta (%) 1,68+0,35 5,40 + 4,82 5,75+5,93
Neutrofilos (%0) 56,54 + 5,13 68,59 = 12,6 62,98 £ 6,84
Mondcitos (%) 7,66 + 3,60 5,68 £ 0,83 5,63+0,94
Eosinéfilos (%) 3,69+ 1,27 1,59 + 0,29 2,11+124

Dos trés grupos de profissionais em andlise (Grupo RV, Grupo RRV e Grupo
NRRV), o grupo RV foi considerado o grupo controlo ja que dele constituiam os individuos
que responderam & vacinagdo contra o VHB, assim que esta foi administrada.

No entanto, as diferengcas observadas entre 0s grupos e no que diz respeito a
percentagem dos parametros leucocitarios e linfocitarios no sangue periférico dos

profissionais de satde n&o foram significativas (p-value >0,05).
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Ap0s determinar a percentagem de cada parametro referido na Tabela 5, também se
determinou o valor absoluto de células/uL (Tabela 6), realizando para tal os céalculos
necessarios que constam no ponto 4.3.3. da metodologia experimental.

Tabela 6: Contagem dos parametros linfdcitarios e células leucocitarias no sangue periférico dos profissionais
de saude dos grupos em andlise (n=9).

R ) Grupos de profissionais
Parametro (células/uL)
RV RRV NRRV
Contagem linfécitos 2426,83 £ 540,21 2122,36 + 456,99 2503,81 + 768,88
Contagem CD3+ 1656,8 £ 573,12 1363,52 + 227,25 1877,84 £ 755,79
Contagem CD4+ 3911,89 + 306,79 5520,31 + 580,98 4604,48 + 2296,84
Contagem CD8+ 3157,28 £ 886,27 3923,84 £ 2485,16 3832,23 £ 849,12
Contagem gama-delta 128,23 + 39,87 581,52 + 536,16 519,56 + 534,87
Contagem neutroéfilos 4226,85 + 492,01 7527,03 £ 3041,62 5884,78 + 224,63
Contagem mondcitos 568,55 + 266,39 592,48 + 103,55 531,23 £ 224,63
Contagem eosinofilos 277,55 £ 105,01 167,71 + 48,58 167,71 + 48,58

Tal como ocorreu anteriormente, na contagem dos pardmetros leucocitéarios e

linfocitarios também ndo se observaram diferencas significativas (p-value>0,05).
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VI. Discussao

Durante a sua atividade profissional, os profissionais estdo expostos, diariamente, a
multiplas doencas transmissiveis pelo sangue tal como o virus do VHB, estimando-se que
14,4 % dos trabalhadores dos hospitais estejam infetados com este virus devido a acidentes
de trabalho [5] pelo que a implementacdo de um programa padrdo de vacinagdo €
fundamental para a prevencao da transmisséo desta doenga no meio hospitalar. O meio mais
eficiente de prevencao centra-se na implementacdo de um programa universal de imunizacéo
com a administracdo de vacinacdo segura e eficaz, a todos os individuos sob risco de
contrair a infecdo pelo VHB. Porém, tem-se verificado que alguns profissionais de saude
ndo ficam imediatamente imunizados ap6s a administracdo das trés dosagens da vacina
contra 0 VHB. Cerca de 5 a 40 % dos profissionais de salde ndo apresentam niveis
protetores de anticorpos a vacina da hepatite B apds a imunizacdo padrao [99].

Existem alguns fatores de risco que poderdo estar associados a esta auséncia da
resposta dos mecanismos imunoldgicos. O sexo, a idade, o indice de massa corporal, habitos
comportamentais de risco, condigdes de trabalho ou dados clinicos, parecem estar
intimamente ligados a eficacia de resposta a vacinacao.

Assim, este estudo pretendeu avaliar a resposta imunoldgica de uma amostra de
profissionais de saude, previamente vacinados contra o virus da hepatite B, abordando os
diferentes fatores subjacentes a eficacia imunolégica da vacinacdo nestes profissionais com
uma consequente avaliacdo da populacdo linfocitaria e leucocitaria no sangue periférico dos

profissionais de salide em analise.

Apbs a selecdo dos profissionais de salde que constituiram a amostra em estudo
(n=20), procedeu-se a determinacdo dos niveis de anti-HBs para cada um dos individuos de
modo a verificar a sua resposta a vacinacao contra o0 VHB. Esta resposta foi avaliada ap6s 2
a 3 meses da administracdo da ultima dosagem da vacina. Verificou-se que 45 % dos
profissionais de saude apresentavam uma resposta satisfatoria, com niveis de anticorpo
superiores a 100mIU/mL e 40 % dos profissionais apresentavam niveis abaixo de 10
mIU/mL, evidenciando assim uma resposta insatisfatoria a vacinacdo. Segundo a legislagéo
em vigor, e no que diz respeito aos limites de titulo anti-HBs que cada profissional de satde
devera apresentar aquando da execucdo da sua atividade profissional em ambiente
hospitalar, esta estipulado que ndo devera ser menor que 10mlU/mL [76]. A cada
profissional que apresente um titulo inferior a este valor € administrada uma quarta dose da

vacinacdo de modo a reforcar a protecdo imunolégica com o consequente aumento dos
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niveis de anti-HBs (dose de refor¢o) [76]. Dos vinte profissionais de saide em estudo, em
seis foi necessario administrar uma dose de refor¢o ja que estes ndo apresentavam niveis
anti-HBs que assegurava a sua protecdo contra o virus da hepatite B.

Com base na resposta a imunizacdo contra o VHB verificou-se que o0s vinte
profissionais de salude do Centro Hospital do Baixo Vouga, E.P.E. - Aveiro néo
responderam igualmente as trés dosagens da vacinacdo pelo que foram agrupados em trés
grupos de acordo com os niveis de anti-HBs detetados nos dois momentos de imunizagao,
ou seja, apos a administracdo das trés doses da vacinacao e uma dose de reforco.

6.1. Estudo do efeito de potenciais fatores de risco na resposta imunoldgica a

vacinacao contra o VHB

De modo a avaliar o efeito de potenciais fatores de risco na eficacia da resposta
imunoldgica & vacinagdo contra a hepatite B, realizou-se a analise de dados demograficos e
dados clinicos dos grupos de profissionais de salde.

Relativamente a influéncia do sexo na resposta a vacinacgdo contra o VHB, os Grupos
RV e Grupos NRRV continham o mesmo nimero de individuos do sexo feminino e do sexo
masculino. No Grupo RRV, a maioria dos individuos eram do sexo feminino (Figura 7). No
estudo realizado por Yen et al. [100] a percentagem de profissionais de salde do sexo
masculino que nao responderam a vacinagdo contra o VHB foi de 26 % comparativamente
aos individuos do sexo feminino com 10,95 %. De acordo com estes autores os individuos
do sexo masculino tém uma maior pré-disposicdo para uma insuficiente resposta
imunolodgica apds a administracdo das trés doses da vacina recombinante devido a diferencas
bioldgicas em ambos os sexos. Este fato foi corroborado por Alimonos et al. [97] que
verificou que 12,5 % dos homens (contra 5,2 % de mulheres) apresentou uma resposta
insuficiente a esta mesma vacina, tendo sido necessario administrar uma dose de reforco
para assegurar a protecdo imunoldgica contra o virus. Esta tendéncia foi observada no
presente estudo dado que no grupo onde os individuos s6 revelaram uma resposta positiva a
vacinacdo apos uma dose adicional da vacina recombinante (grupo RRV), 83 % eram
profissionais do sexo masculino.

A idade dos individuos parece também influenciar a resposta a imunizacdo dos
profissionais de saude. Apesar de ndo se terem observado diferencas significativas, verifica-
se uma tendéncia para o0 aumento da idade média dos individuos do grupo RV para 0 grupo
NRRV (Figura 8). Em termos de faixas etarias verifica-se um aumento notorio na

percentagem de individuos com idades superior a 50 anos no grupo NRRV (38 %) em
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comparacdo com os restantes dois grupos (33 %). Consequentemente, observa-se igualmente
uma diminuicdo da percentagem de individuos com idades inferiores a 30 anos, 13 %,
comparativamente com 17 % dos grupos RV e RRV).

Estes resultados sdo apoiados por estudos anteriores [97, 100] que descreveram que a
idade esta intimamente correlacionada com a eficacia do estado de imunizacdo. Fishman et
al. [68] reportaram um aumento significativo do risco de ndo-resposta a vacina da hepatite B
entre os individuos com idade superior a 30 anos.

No que respeita a influéncia da idade da primeira administracdo da vacina
recombinante contra a hepatite B na resposta individual a imunizacdo, apesar de nao se
verificarem diferencas significativas entre os trés grupos, foi possivel observar uma
tendéncia onde os individuos com resposta insatisfatoria receberam a primeira dose com
uma idade mais avancgada do que aqueles que tiveram imediatamente uma resposta positiva
apo6s a administracdo desta vacinagdo (Figura 9). No grupo NRRV observou-se um maior
numero de individuos com idade superior a 50 anos que receberam pela primeira vez a
vacinacdo contra 0 HBV (25 %). Esta tendéncia diminuiu substancialmente nos restantes
grupos de profissionais com respostas satisfatérias a vacinagdo, grupos RV e RRV, que
apresentaram uma percentagem mais elevada de individuos jovens (idade inferior a 30 anos)
que receberam pela primeira vez as trés dosagens da vacina recombinante. Clements et al.
[101] ao analisarem uma populacdo de 282 profissionais de sadde observaram também um
aumento significativo da probabilidade de sucesso da vacinacdo VHB quando esta é
administrada antes dos 30 anos de idade, dado que a partir desta idade se verifica uma
diminuicdo das respostas humoral e celular. Neste sentido, estes autores sublinham a
vantagem de se administrar a vacinacdo nos primeiros anos de vida a fim de garantir o
sucesso vacinal.

Outro potencial fator de risco para a falha imunoldgica da vacinacdo VHB é o indice
de massa corporal (IMC). Segundo Wood et al. [69] o IMC é um dos fatores estreitamente
relacionados com a eficacia de resposta a vacinacdo contra a hepatite B em profissionais de
saude. Alimonos et al. [97] verificaram que dos 385 profissionais de saude analisados, 14,9
% das mulheres com IMC igual ou superior a 42 Kg/m? ndo responderam eficazmente a
vacinacio, contrastando com 3 % que apresentava IMC inferior a 42 Kg/m?. Em relac&o aos
profissionais do sexo masculino, 8,8 % dos que ndo responderam eficazmente a vacinagdo
apresentavam um IMC inferior a 29 Kg/m®.

Neste trabalho embora ndo se tenham observado diferencas significativas

possivelmente devido a pequena dimensdo da populagdo em estudo, foi possivel, observar
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uma tendéncia associada ao aumento do IMC no grupo de profissionais com resposta
insatisfatoria apds a administracdo da vacina recombinante contra este virus, grupo NRRV
(Figura 10). Estes resultados podem ser explicados pela diminuigdo da resposta imune em
individuos obesos ou até mesmo com excesso de peso (IMC superior a 25 Kg/m? segundo a
OMS [51]). A obesidade tem sido associada a diminuicdo da producdo de citoquinas,
diminuicdo da resposta a estimulacdo a antigénios, reducdo de macrofagos e funcdes de
celulas dentriticas resultando num aumento da suscetibilidade a infecdes por agentes
patogénicos distintos, entre os quais o virus da hepatite B [102].

No que diz respeito ao risco associado a exposicao a infecdo na resposta imunoldgica a
vacinacdo contra o VHB, cada profissional de saude em estudo foi classificado de acordo
com o servigo hospitalar onde exercia a sua atividade profissional. Assim, verificou-se
diferengas no grupo NRRV comparativamente aos restantes dois grupos (Figura 11), um
aumento da percentagem de profissionais de salde exerciam a sua funcdo em servigos
hospitalares considerados de risco médio (50 %) e de risco maximo (25 %). Estes resultados
corroboram os dados de Ciorlia et al. [103] que em 1433 profissionais de Salde observaram
uma relagdo causa-efeito entre os sectores hospitalares classificados como de elevado risco
de contrair a infecdo e a falha na resposta imunolégica a vacinagdo VHB, com um
consequente aumento do numero de acidentes de trabalho e serologia positiva ao marcador
HBsAg. Estes autores demonstraram ainda que o risco de contrair infecdo por este virus
aumentava 4,29 vezes em servi¢cos considerados de risco maximo.

Neste mesmo estudo foi ainda sugerido que o horario de trabalho influéncia a
eficiéncia de resposta a vacinacdo de modo que o tempo de servi¢o poderia aumentar em 14
% o risco de uma serologia positiva ao AgHBs no teste de rastreio do VHB [103]. O sistema
imunitéario dos individuos ndo possui a mesma capacidade de defesa ao longo de todo o dia,
ja que para cada individuo existe um ciclo circadiano que determina as capacidades de
defesa contra potenciais infecdes dependo da hora do dia. De noite o sistema imunologico
encontra-se geralmente mais suscetivel a infe¢cdes do que durante o dia [104].

No presente estudo observou-se que o0 grupo RRV e NRRV (com uma reposta ndo
imediata e uma total auséncia de resposta a vacinacdo, respetivamente) continham uma
maior percentagem de profissionais de salde que trabalhavam por turnos comparativamente
com o grupo RV (Figura 12), o que corrobora a potencial associagdo entre o horario de
trabalho e a eficcia de resposta a vacina recombinante contra a hepatite B. Assim, verifica-

se que trabalhadores hospitalares que exercam a sua atividade profissional num regime de
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horérios por turnos podem constituir um grupo propicio a uma latente falha imunoldgica
apos a administracédo da vacinacdo contra o VHB.

Os hébitos tabagicos também parecem influenciar a eficicia funcional do sistema
imunolégico do proprio individuo. Estudos retrospetivos como o de Sopori [105] referem
que a nicotina, um dos principais constituintes dos cigarros, tem a capacidade de suprimir o
sistema imunitario, alterando as func¢bes imunoldgicas como as respostas imune inata e
adaptativa. Alimonos et al. [97] reportaram uma percentagem consideravel de profissionais
fumadores que ndo responderam & vacinacdo (21,9 %) contrastando com 78,1 % de
individuos que responderam eficazmente a mesma. Esta associacdo ndo foi, no entanto,
constatada no presente estudo dado que a dimensao da populacdo fumadora era menor do
que no estudo anteriormente referido, observando-se inclusive um aumento da percentagem
de ndo fumadores no grupo NRRV (Figura 13).

Outro hébito comportamental bastante recorrente entre a populacdo mundial é a
ingestdo de bebidas alcoodlicas. A percentagem de profissionais de salde que ingeriam
ocasionalmente e moderadamente bebidas alcodlicas foi superior no grupo NRRV (22 % e
11 %, respetivamente), seguindo-se o grupo RRV (17 % e 0 %) e o grupo RV, com 100% de
consumo infrequente (Figura 14). Os resultados sugerem que 0 grupo com uma resposta
insuficiente a vacinacdo é aquele que demostra uma maior percentagem de individuos que
ingere bebidas alcoolicas com mais frequéncia. Assim, observou-se uma potencial conexao
entre o consumo de alcool e a eficacia de resposta a vacinagao ja que o excesso de consumo
de bebidas alcodlicas pode conduzir a uma deficiéncia imunitaria, que poderd causar um
aumento da suscetibilidade a certas infecdes e diminuicdo da rapidez de resposta imunologia
[104].

A historia clinica estd estreitamente interligado a eficacia de resposta a vacinagdo
[106]. Individuos que apresentem patologias que exercam imunossupressdo estdo mais
suscetiveis a falha da mesma do que aqueles que ndo demonstram nenhuma patologia
associada [107]. Os resultados obtidos neste estudo evidenciam diferencas entre o grupo
NRRYV e os grupos RRV e RV. No primeiro grupo, 50 % observou-se dos profissionais de
saude apresentava patologias associadas a fendmenos de imunossupressao como alergias
respiratérias ou doenca asmatica (Figura 15). Em consequéncia, estes profissionais
consumiam, também, medicacdo regular que poderia influenciar a resposta a vacina¢éo. No
entanto, ndo se verificaram diferencas significativas entre os trés grupos de profissionais, ou

seja, neste caso a medicacdo tomada por cada individuo ndo exerceu qualquer influéncia na
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resposta positiva a vacina recombinante VHB, independentemente do tipo/classe da
medicacdo consumida.

De modo a completar estes dados e a relacionar os niveis de anticorpo anti-HBs contra
a hepatite B com a histdria clinica relevante e consequentemente medica¢do consumida por
cada profissional, determinou-se os niveis de anti-HBs para cada um dos 8 individuos que
apresentaram estas caracteristicas. Assim, verificou-se que 50 % dos profissionais de saude
que apresentavam uma histdria clinica relevante exibiam um titulo de anti-HBs abaixo de 10
mUI/mL (Figura 17). Metade desta amostra possuia um nivel de anti-HBs abaixo do titulo
recomendado pela legislacdo, com resposta insuficiente, corroborando a existéncia de uma
relacdo entre um historial clinico com patologias com capacidade imunossupressora (doenca
asmaética e alergias respiratorias) e uma diminuicdo da eficacia de resposta a vacinacdo
contra 0 VHB ja que um sistema imune com um determinado grau de imunossupressdo ndo
consegue desenvolver niveis de anticorpos adequados e que confiram protecao.

As alergias respiratdrias e doenca asmatica sdo algumas das condicGes fisicas que
estdo intimamente associadas a fendmenos de imunossupressdo ou seja a supressao das
reacbes imunitarias do organismo, que estdo normalmente associadas a inducdo por
medicamentos como corticosteroides, utilizados no tratamento destas doencas [107]. Os
corticosteroides sdo hormonas que propiciam condi¢des para que 0 organismo responda a
situacBes de stress de diferentes causas como infecdes, lesbes traumaticas, queimaduras,
hemorragias, dor ou situacfes de medo e luta. Exercem um efeito inibidor nas células de

defesa do organismo, contendo propriedades anti-inflamatorias [108].

6.2. Determinacdo dos parametros imunoldgicos no sangue periférico

Além da existéncia dos fatores de riscos anteriormente referidos (sexo, idade, IMC,
funcdo e servico profissional, horario de trabalho, habitos de consumo de &lcool e
tabagismo, historia clinica e medicacdo consumida) e que predizem a eficécia e rapidez de
resposta & vacinacdo contra o virus da hepatite B, existem outros fatores que poderdo
influenciar o modo como a vacinagdo ira exercer a sua agdo no sistema imunolégico de cada
individuo.

Estudos anteriores revelaram que a base molecular e celular para a ndo resposta ao
AgHBs ainda é desconhecida. No entanto, a falha da resposta ao AgHBs tem sido atribuida a
varios mecanismos que incluem defeitos na geracdo priméria nas células T AgHBs

especificas ou na disponibilidade de células B, destruicdo de células B AgHBs especificas
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por células T citotoxicas e producéo inadequada de citoquinas a vacina recombinante da B
[109].

Para trés individuos selecionados aleatoriamente de cada grupo de profissionais de
salde do Centro Hospital do Baixo Vouga, E.P.E - Aveiro em estudo, foram determinados
parametros leucocitarios e linfocitarios com o objetivo de encontrar possiveis diferencas
entre 0s trés grupos com respostas distintas a vacinacdo contra o VHB. Assim, estudou-se a
0s populacédo de linfocitos CD3+, CD4+ e CD8+, a razdo CD4+/CD8+, células gama-delta,
neutréfilos, mondcitos e eosindfilos (Tabela 5 e 6). Verificou-se que existiam algumas
diferencas principalmente entre o grupo controlo (grupo RV) e os restantes dois grupos, no
entanto estas ndo sdo notoriamente significativas (p-value > 0,05) devido a existéncia de
diversas variaveis que influenciam a percentagem/contagem destes parametros imunoldgicos
e que nao foram possiveis de controlar. Sexo, idade, alteracGes hormonais, stress, fatores
genéticos, hora do dia (ciclo circadiano), alteragdes climéticas, algumas patologias
associadas (ndo imunes) ou até habitos alimentares sdo algumas dessas variaveis que podem
influenciar significativamente a determinacdo dos valores dos parametros linfocitarios e
leucocitérios. Além disso, a pequena dimensdo desta amostra também contribuiu para a
disparidade destes valores.

No entanto, é possivel observar uma tendéncia para que a percentagem de linfdcitos
total, linfécitos T CD3+, mondcitos e eosinofilos, nos grupos RRV e NRRV, seja inferior a
percentagem do grupo RV (grupo controlo). Contrariamente e no que diz respeito a
percentagem de leucdcitos, linfécitos T CD4+, as duplas CD4+/CD8+, células gama-delta e
neutrofilos nos grupos RRV e NRRV, estas encontra-se abaixo dos valores do grupo
controlo. A percentagem de linfocitos T CD8+, no grupo RRV encontra-se abaixo da
percentagem do grupo controlo e no grupo NRRV acima deste valor. Pelo contrario e
relativamente & percentagem de linfocitos T CD4+, no grupo RRV existe uma tendéncia
para que este se encontre acima da percentagem do grupo controlo.

Analisando cada percentagem de cada parametro celular em questdo, verificar-se que
para 0 caso dos leucdcitos totais em 1000 células/uL, é o grupo RRV que apresenta uma
tendéncia para um valor superior comparativamente com 0s restantes grupos. O mesmo
sucede para linfocitos T CD4+, duplas CD4+/CD8+, neutréfilos e mondcitos. No caso dos
restantes parametros celulares, linfocitos totais, linfocitos T CD3+, CD8+ e eosinofilos, o

grupo NRRV é o que apresenta o valor mais elevado.
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A contagem dos parametros linfocitarios e leucocitarios nos trés grupos analisados,
verificou-se um pouco diferente das percentagens acima referidas: a contagem de linfocitos
totais, e contagem de linfécitos T CD3+ no grupo NRRYV tinham o valor mais elevado e o
grupo RRV o valor mais baixo. Na contagem de linfocitos T CD4+, CD8+, células gama-
delta e neutrofilos, o grupo RRV foi aquele que demonstrou valores mais elevados. Na
contagem total de mondcitos, verificou-se que o grupo RV continha uma contagem de
mondcitos superior ao grupo NRRV e inferior ao grupo RRV. Por fim, e no que respeita a
contagem de eosinofilos, tanto o grupo RRV como o grupo NRRV demonstraram valores
inferiores ao grupo controlo.

Pati et al. [99] verificaram uma diminuicdo da proliferacdo dos linfocitos T CD4+,
com uma consequente disfuncdo celular entre individuos saudaveis em resposta a vacina
VHB, demonstrando a disparidade entre uma baixa ou nenhuma resposta imunoldgica ao
antigénio AgHBs juntamente com a resposta eficiente as células especificas T-helper
AgHBs in vitro. A ndo resposta das células T pode resultar de uma falha das APC para
processar 0 complexo proteina-antigénio em uma ou mais células T. Assim, estes 0S
resultados destes autores sugerem uma inabilidade geral dos linfdcitos T para serem ativados
que poderé ser a consequéncia de uma inapropriada ativagdo prévia pelo antigénio [109].

A pré-disposicdo genética também constitui um importante fator que influencia a
resposta a vacinacdo da hepatite B. Variacdes ao nivel do CPH (complexo principal de
histocompatibilidade), que contém genes que determinam mais da metade da nossa
heritabilidade genética, desempenham um papel fundamental na diversidade genética e que
sugerem como o sistema imunitario atua no reconhecimento e apresentacdo dos antigénios
[110]. De facto, estudos pré-vacinacdo que relacionem a pré-disposicdo genética de cada
profissional de salde com uma resposta eficaz ou ndo eficaz poderdo esclarecer melhor o
modo como os fatores de risco estudados neste trabalho exercem influéncia na resposta a

vacinacao.

50



Conclusao

VII. Conclusao

No presente estudo pretendeu-se avaliar a eficacia de resposta imunoldgica a
vacinacao contra a hepatite B numa amostra de profissionais de saude do Centro Hospitalar
do Baixo Vouga, E.P.E.- Aveiro. Os resultados obtidos na andlise de uma amostra de 20
profissionais de salde permitiram tirar as seguintes conclusdes:

i) O sexo, a idade, o indice de massa corporal, hdbitos comportamentais de risco como
habitos alcoolicos ou tabagicos, as condi¢des de trabalho ou a historia clinica influenciam os
niveis de resposta a vacinacao contra o VHB. Os individuos com idade superior a 50 anos,
que receberam a primeira administragdo da vacinagcdo VHB mais tarde (idade superior a 50
anos), com atividade profissional exercida em servicos de risco maximo e em regime de
horarios por turnos, com consumo mais frequente de bebidas alcodlicas e com historial
clinico relacionados com doencas imunossupressoras sao 0s mais suscetiveis a falha na
imunizacao.

i) As patologias de imunossupressdo, como doenca alérgica respiratéria ou asma,
influenciam o desenvolvimento de niveis de anti-HBs adequados e que conferem protecéo

contra o virus da hepatite B.

No global, os resultados obtidos neste trabalho permitiram identificar alguns fatores
demogréficos e imunologicos que influenciam a resposta a vacinacao e cuja analise devera
continuar em estudos futuros que abranjam outros centros hospitalares nacionais e avaliem,
por exemplo, a influéncia de fatores genéticos na resposta a vacinacdo VHB e de que forma
podem ajudar a prever essa resposta aquando da administracdo da vacina recombinante.
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Anexos

IX. Anexos
Anexo 1: Parametros e fatores analisados para a amostra de profissionais de sadde em estudo.
Ano da Horario Habitos de | Habitos
L Data de . Ano do | Altura | Peso . fumador | Alcodlicos . N - Nivel Anti-HBs
Individuo | Sexo - primeira Servico de . - Medicacdo Regular | Historial médico
Nascimento - reforco | (m) (Kg) (cigarros/ | (bebidas/ (mIU/mL)
vacina trabalho .
dia) semana)

1 M 16-02-1948 2007 - 1,7 77,6 | Obstetricia Turnos 0 3a6 - - <3,10

Bloqueadores beta,

Anti-agregantes

plaquetérios, Anti- Hinertensio

2 F 21-08-1956 2005 - 1,62 75,5 Arquivo Fixo 5a8 0 hipertensivos, Dp ~ 18,98
S epressao
Diuréticos,
Ansioliticos, Anti-
depressivos
3 M 23-10-1960 2008 - 1,75 | 754 Oficinas Turnos 0 0 - - 78,83
4 F | 23011972 | 2008 - 15 | 457 Cg:r;%'a Turnos 0 0 - - <3,10
Patologia
5 M | 16-05-1974 | 2009 | 2011 | 167 | 540 | Pneumologia | Turnos 0 4a5 | Ant-inflamatorios degenerativa 314,39
ndo esteroides osteoarticular,
Sindrome de Gilbert
6 F 15-04-1976 2008 2009 1,63 | 66,8 | Psiquiatria | Turnos 0 0 - - 5,09
7 M 31-05-1985 1996 2009 1,71 73,5 Medicina Turnos 0 0 - Alergias respiratorias <3,10
8 F 25-06-1952 2005 2009 1,54 | 68,0 | Radiologia Fixo 0 0 - - 13,82
9 F | 12:01-1956 | 2007 | 2010 | 1,52 [103,1| Hotelaria | Fixo 0 Ex- Anti- Hipercolesterolémia, <3,10
alcodlica colesterolémicos Diabetes tipo Il

10 F 10-06-1986 1995 2010 1,66 74,5 Arquivo Turnos la2 0 Anti-concepcional - 157,37
11 F 05-12-1962 2010 2012 1,56 81,7 Medicina Turnos 0 0 - - >1000
12 F 21-10-1983 1996 2011 1,72 | 79,7 | Psiquiatria Turnos 0 0 Anti-concepcional - 154,08
13 F 22-11-1976 2008 2011 1,61 61,5 Pedriatria Turnos 0 la?2 - - >1000
14 M 17-06-1981 1998 - 1,74 | 72,5 | Urgéncias Turnos 0 0 - - >1000
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15 24-08-1960 2008 1,65 78,9 Oficinas Fixo 0 0 - 141,11
16 18-02-1969 2008 1,72 106 Motorista Fixo 17a21 3a4 - <3,10
17 00-12-1973 | 2007 1,65 | 625 | Pediatria Fixo 3a5 0 Antiasmatico, anti- Asma 898,82
concepcional
18 06-12-1975 2006 1,58 59,1 Urgéncias Turnos 0 0 Anti-concepcional <3,10
Hipertenséo,
19 03-04-1965 2005 1,62 64 Radiologia Fixo 0 0 Anti-hipertensivos Alergias >1000
desconhecidas
Medicina do . A . . ~
20 17-02-1957 2006 1,72 88 trabalho Fixo 0 0 Anti-hipertensivos Hipertenséo 6,23
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Anexo 2 : Percentagem dos parametros linfdcitos e leucocitarios no sangue periférico de uma amostra dos profissionais de satde em estudo.

. Individuos
Parametros (%)
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Linfécitos 33,9 | 34,87 | 2754 | 14,63 | 31,02 | 17,79 | 27,28 | 20,63 | 36,17
CD3 Dentro linfécito | 71,41 | 74,16 | 54,84 | 69,12 | 63,71 | 61,49 | 59,47 | 76,11 | 75,5
Total celularidade | 24,21 | 25,86 | 15,11 | 10,12 | 19,76 | 10,94 | 16,24 | 17,5 | 27,31
CD4 44,97 | 49,27 | 64,59 | 54,88 | 63,22 | 42,62 | 48,21 | 58,87 | 39,28
CD8 45,65 | 46,44 | 32,64 | 29,22 | 24,57 | 49,96 | 45,9 | 36,93 | 45,14
CD4+/CD8+ 124 | 153 | 0,23 | 055 | 518 | 3,97 | 141 | 0,76 | 1,99
CD4-/CD8- 1,6 094 | 125 | 231 | 1,34 0,9 2,03 | 1,24 | 0,99
Gama-delta 195 | 1,81 | 1,29 | 10,97 | 2,69 | 2,55 | 2,46 2,2 | 12,59
Neutrofilos 56,92 | 51,23 | 61,47 | 76,48 | 54,06 | 75,24 | 61,87 | 70,31 | 56,76
Mondcitos 4,7 | 11,67 | 6,6 512 | 6,63 | 529 | 458 | 595 | 6,37

Eosinofilos 448 | 2,23 | 438 | 1,27 | 1,83 | 1,67 | 2,63 3 0,7
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Anexo 3: Contagem dos parametros linfocitarios e leucocitarios no sangue periférico de uma amostra dos profissionais de satide em estudo.

. ) Individuos
Parametros (células/uL)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Linfécitos 2847,6 | 2615,25 | 1817,64 | 1594,67 | 2388,54 | 2383,86 | 1718,64 | 2537,49 | 3255,3
cD3 Dentro linfécito | 5998,44 5562 | 3619,44 | 7534,08 | 4905,67 | 8239,66 | 3746,61 | 9361,53 | 6795
Total celularidade | 2033,64 | 1939,5 | 997,26 | 1103,08 | 1521,52 | 1465,96 | 1023,12 | 2152,5 | 2457,9
CD4 3777,48 | 3695,25 | 4262,94 | 5981,92 | 4867,94 | 5711,08 | 3037,23 | 7241,01 | 3535,2
CD8 3834,6 3483 | 2154,24 | 3184,98 | 1891,89 | 6694,64 | 2891,7 | 4542,39 | 4062,6
CD4+/CD8+ 104,16 114,75 15,18 59,95 398,86 531,98 88,83 93,48 179,1
CD4-/CD8- 134,4 70,5 82,5 251,79 | 103,18 120,6 127,89 | 152,52 89,1
Gama-delta 163,8 135,75 85,14 | 1195,73 | 207,13 341,7 154,98 270,6 | 11331
Neutrofilos 4781,28 | 3842,25 | 4057,02 | 8336,32 | 4162,62 | 10082,16 | 3897,81 | 8648,13 | 5108,4
Mondcitos 394,8 875,25 435,6 558,08 | 510,51 708,86 288,54 | 731,85 | 573,3
Eosindfilos 376,32 167,25 | 289,08 | 138,43 | 140,91 223,78 165,69 369 63
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