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RESUMO:

Este estudo explora o aparecimento da hemoterapia desde os primérdios até
0s tempos atuais, e as inovacgdes tecnoldgicas que tem aparecido afim de tornar a
transfusdo de sangue um ato cada vez mais seguro. O aparecimento da biologia
molecular, e com ela o teste NAT, levanta uma forte polémica no meio transfusional
confrontando a eficicia do teste quanto a diminuicdo da janela imunoldgica e o alto
custo que esta metodologia ainda apresenta. Foi realizado um levantamento
bibliografico que expde as experiéncias de outros paises com a introducdo do NAT
em seu circuito do sangue apontando os ganhos e dificuldades enfrentados por cada
um deles e as alternativas para compensar a questao financeira. Além disso, foram
apresentadas opinides diversas sobre a real necessidade da implantacéo deste teste
gue por alguns € considerado uma necessidade para ambito transfusional, e que
para outros deve ser analisada com cautela a questdo custo beneficio. Os
resultados apresentados mundialmente apds a introducdo desta metodologia séo
inquestionaveis e demonstram que o0 assunto deve ser debatido ainda com mais
atencao e vigor no Brasil. As experiéncias ja realizadas no pais com o NAT também
apresentaram resultados satisfatorios, incluindo pesquisas que estabeleceram uma
comparacao entre as metodologias mais usadas na triagem do sangue como Elisa e
Quimiluminescéncia com o NAT. A conclusdo mais acertada é que nao devemos
depositar no NAT a esperanca de que este teste sozinho va resolver todos os
problemas existentes quanto a seguranca transfusional, mas desenvolver um olhar
critico sobre as possiveis falhas de cada metodologia de triagem e tracar um linear

de complementaridade entre elas para que o paciente seja 0 maior beneficiario.
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1 INTRODUCAO:

A histéria da hemoterapia mundial teve inicio ha muitas décadas, sendo divida
em dois principais periodos: um primeiro chamado de periodo empirico, cujas
primeiras referéncias sao gregas e que se estendeu até 1900, e uma segunda fase
denominada periodo cientifico, marcada por muitas pesquisas e descobertas que se
iniciou em 1900 e perdura até os dias atuais. Um dos primeiros relatos transfusionais
datado em 1667, ainda no periodo empirico, fala sobre a transfusdo de sangue de
um carneiro para um ser humano que veio a falecer imediatamente apds o ato
transfusional. A partir dai inUmeras tentativas continuaram a ser descritas,
observando transfusfes entre humanos no sistema bragco a braco, em que uma
pessoa doava seu sangue diretamente para outra, ainda assim muitos insucessos
foram relatados levando a proibicdo do ato transfusional na Europa por alguns anos.
A revolucdo na hemoterapia teve inicio em 1900 com a descoberta do grupo
sanguineo ABO pelo médico e pesquisador Karl Landsteiner. A partir dai foi fundado

em 1921 o primeiro servico especializado em Londres. (PEREIMA et al., 2010).

No Brasil, existem alguns relatos de teses defendidas ainda no periodo
empirico que demonstram experiéncias transfusionais, mas foi a partir da década de
1930 que os primeiros servigcos especializados surgiram. Durante a década de 1940,
a hemoterapia foi considerada uma especialidade médica no Brasil, e nas décadas
seguintes algumas leis foram criadas visando a padronizacdo das técnicas
brasileiras, porém ainda careciamos de uma politica de sangue consistente. Em 30
Abril de 1980, foi criado o Programa Nacional de Sangue e Hemoderivados (Pro-
Sangue), que instituiu a construcdo de hemocentros nas principais cidades do pais,
classificou a doacdo de sangue como um ato voluntario e apresentou medidas de

seguranca tanto para doadores quanto para receptores (JUNQUEIRA, 2005).

Desde o principio do século XX ja se conhecia a possibilidade da transmissao
de algumas doencas pelo sangue, contudo foi o aparecimento da AIDS em 1981que
trouxe consigo muitas mudancas nos servicos de hemoterapia quanto a seguranca
transfusional. A transmissao de agentes infecciosos pelo sangue se da basicamente
quando um doador possui este agente circulante em seu sangue, e os testes de
triagem ndo conseguem detectar a presenca deste patdgeno na unidade

transfundida, dependendo também da susceptibilidade do receptor (SANTOS, 2008).



Conforme relatado por Santos (2005), cada agente infeccioso possui tropismo
por um determinado tipo de componente sanguineo, desta forma os virus HTLV e
CMV localizam-se nos leucdcitos, os virus das Hepatites B e C localizam-se no
plasma, o Trypanossoma cruzi, causador da doenca de Chagas, pode estar
presente em todos os hemocomponentes, o Plasmodium, causador da Malaria,

encontra-se nas hemécias e o HIV nos leucécitos e plasma.

A fim de evitar transfusfes de unidades infectadas, os bancos de sangue em
geral se baseiam principalmente na triagem clinica e epidemiolégica de seus
doadores, e realizam provas que detectam marcadores da presenca destes
patdogenos no sangue doado. Sao utilizados testes sorologicos capazes de detectar
a presenca de anticorpos e/ou por¢cdes antigénicas destes agentes (WENDEL,
2007).

Visando aumentar a seguranca do receptor de hemocomponentes, foi exigido
gue os testes utilizados na triagem laboratorial de doadores apresentem alta
sensibilidade e especificidade. Defini-se por sensibilidade a capacidade de um teste
detectar a doenca em individuos realmente doentes, e especificidade a capacidade
de um teste de identificar corretamente a auséncia de determinada doenca em
individuos realmente sadios (GARCIA, 2008).

Entende-se por seguranca transfusional um apanhado de medidas que gerem
um menor risco tanto para o doador, quanto para o receptor, além da garantia de
estoque capaz de atender a demanda de cada regido. O Ministério da Saude
preconiza que o sangue doado deve ser testado para: HTLV | e II, HIV 1e 2, HCV,
HBV, Tripanossoma cruzi, Treponema pallidum, Plasmodium em areas endémicas

para malaria e CMV para pacientes imunossuprimidos ( CARRAZONE, 2004).

Os ensaios chamados de primeira geracdo, que foram muito usados nas
décadas de 80 e 90, forneciam antigenos obtidos através de um lisado do patégeno,
e geravam muitos resultados falso-positivos causando desconforto emocional ao
doador e alto custo para os servicos de hemoterapia pela alta taxa de descarte de
bolsas supostamente infectadas. O método soroldgico que ainda é mais utilizado é o
Enzime Linked Immunosorbent Assay (Elisa), por apresentar alta reprodutibilidade e
facil execucdo (CARRAZONE, 2004).



Os testes Elisa de segunda geracado utilizam antigenos recombinantes, e 0s
de terceira geragcdo peptideos sintéticos em sua formulacdo. Os testes soroldgicos
tém evoluido muito, porém ainda ndo existem testes disponiveis no mercado
mundial que apresentem 100% de sensibilidade e especificidade. (CARRAZONE,
2004).

Uma evolucdo ainda maior no ambito soroldgico se deu com o aparecimento
do ensaio quimioluminescente, que segue 0 principio basico conhecido como
deteccdo da interacdo antigeno-anticorpo. A diferenca principal deste tipo de ensaio
guando comparado ao Elisa é a forma com que a reacao é revelada, neste caso se
da através de marcadores quimioluminescentes capazes de emitir luz quando
excitados. Ao final da reacdo, os substratos quimioluminescentes sdo hidrolisados
gerando um produto instavel que ao retornar a seu estado fundamental emitem
fotons de luz. A luz emitida € medida por um espectrofotbmetro que a converte em
valores, pois a emisséo de luz € proporcional a concentracdo da substancia que esta
sendo pesquisada na amostra (FERREIRA; AVILA, 2001).

Trata-se de uma metodologia mais sensivel, totalmente automatizada, rapida
e que apresenta custo relativamente baixo, uma vez que sao utilizadas pequenas
guantidades dos reagentes. A Deteccdo de fluorescéncia que ocorre a partir da
reacao quimica € duas vezes mais sensivel do que a deteccéo de cor observada no
Elisa, o que torna o método mais seguro quanto a ocorréncia de resultados falsos e
diminui a quantidade de repeticbes por resultados considerados inadequados
(FRREIRA; AVILA, 2001).

A grande maioria dos ensaios soroldgicos sdo baseados na deteccdo de
anticorpos contra um determinado patdégeno, porém existe um periodo entre a
contaminacdo do doador pelo agente infeccioso e a formacdo de anticorpos em
niveis detectaveis para diagnostico da doenca. A este periodo se da o nome de
janela imunoldgica, onde o doador ja esta infectado, porém ainda ndo se tornou soro
positivo para aquela patologia (LIMA, 2011). O impacto sobre a possibilidade de uma
possivel soroconversdo, e logo uma epidemia causada por transfusées, tornou
necessaria a continua busca de novas técnicas cada vez mais seguras de triagem
de doadores (SANTOS, 2008).



Como descrito por Wendel (2007) métodos moleculares que tem como base a
deteccdo de &cidos nucléicos de patdégenos tem sido introduzidos na patologia
clinica como um todo desde a década de 90, devido ao sucesso que este tipo de
ensaio obteve na quantificacdo de carga viral em pacientes HIV e HCV positivos. O
desenvolvimento de um método que possua um alto grau de sensibilidade e
especificidade e que ao mesmo tempo diminua a chamada janela imunolégica se

tornou uma meta para todos os envolvidos no circuito do sangue.

A tecnologia mais recente utilizada para triagem de doadores com base nos
métodos moleculares € o NAT (Nucleic Acid Amplification Test), que utiliza como
alicerce a Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) (LIMA, 2011). A reacdo de PCR
permite que uma dada sequéncia de acidos nucléicos seja amplificado milhares de
vezes de forma rapida e eficiente. O material genético preferencialmente provem de
DNA por ser uma molécula mais estavel, contudo o RNA também pode ser usado
como fonte, uma vez que existem patdégenos como HIV que sO apresentam esta
estrutura como material genético. Por ser uma molécula instavel e de facil
degradacdo o RNA primeiro deve ser transformado em uma molécula de DNA
através da reacdo de RT-PCR, para que posteriormente possa ser amplificado e
guantificado (GOLDENBERG, 2002). Esta técnica permite a deteccdo do material
genético dos agentes infecciosos no plasma de um individuo, mesmo que estes
estejam presentes em pequenas quantidades como acontece no inicio da infeccéo,
sendo considerado mais sensivel e especifico que os métodos sorologicos, e
consequentemente diminuindo de forma notavel o tempo da janela imunolégica
(LIMA, 2011).

No Brasil, a primeira tentativa de implantar obrigatoriamente o NAT nos
bancos de sangue ocorreu em 5 de Fevereiro de 2002 com a publicacdo da Portaria
262 pela ANVISA, que apresentava como prazo maximo 1 de Agosto de 2002 para o
implantacdo do teste. Posteriormente, novas Portarias foram surgindo até que em 29
de Janeiro de 2004 foi publicada a Portaria 112 estabelecendo que o NAT se
tornaria obrigatério no pais a partir de Fevereiro de 2004, e que esta implantacao
seguiria um plano gradativo a nivel nacional. Ainda hoje esta € a Portaria vigente
sobre o assunto (CALEGARIO, 2009).



Segundo publicado pela ANVISA (2004):

Art. 1° Determinar a implantacdo, em etapas, no ambito da
Hemorrede Nacional, da realizacdo dos testes de amplificacdo e de
deteccdo de A&cidos nucléicos (NAT), para HIV e para HCV, nas
amostras de sangue de doadores.

§ 1° Esta implantacdo sera gradativa, devendo a la etapa se
dar em ndmero restrito de Servigos de Hemoterapia publicos.

§ 2° A selecdo dos Servigos de Hemoterapia publicos, de que
trata o paragrafo anterior, sera definida pelo Ministério da Saude,
respeitando-se critérios epidemiolégicos e sanitarios, além de atender
aos seguintes:

| — Dispor de area fisica pronta para a instalagdo dos
equipamentos para a realizacdo dos testes;

Il — Dispor de um sistema informatizado com capacidade de
armazenamento e processamento compativeis com a demanda
estimada, com capacidade interfacial com os sistemas de identificagdo
das amostras de sangue e com 0s equipamentos que realizam os testes
e que permita a transcricao automética dos resultados dos exames nos
Servicos que realizardo os testes; e

IIl — Dispor de técnicos de niveis superior e médio, capacitados e
disponiveis para serem treinados para executar o0 NAT.

Este estudo tem como objetivo realizar uma explanacdo sobre o que € o teste
NAT, discutir as experiéncias de outros paises que ja passaram pelo processo de
implantacédo do teste e abordar de forma critica a implantacdo no Brasil apontando
0S pontos positivos e negativos quando comparado as metodologias ja vigentes no

pais.



2 DISCUSSAO:

Ao traduzirmos a expressdo Nucleic Acid Amplification Test representada
mundialmente pela sigla NAT, temos como resultado a frase Teste de Amplificagao
de Acidos Nucléicos. Este titulo nos remete a base do ensaio que esta em identificar
e quantificar a presenca de um determinado tipo de material genético. O teste NAT
tem se alicercado na utilizacdo de ferramentas moleculares como a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para determinar a presenca de um patégeno qualquer
de interesse e realizar a quantificacdo deste através da amplificacdo do genoma
detectado, a fim de diagnosticar precocemente doencas transmissiveis pelo sangue
diminuindo assim o risco de transmisséo destas através do ato transfusional (LEVI,
2007).

2.1 Biologia Molecular: o aparecimento de uma nova tecnologia

Explorando um pouco mais sobre o universo molecular, podemos constatar
gque a PCR tem por definicho a amplificacdo enzimatica de uma determinada
sequéncia génica, visando a producdo de milhares de cépias desta sequéncia in
vitro. Este método foi descrito no final da década de 1980 pelo pesquisador Kary
Mullis e revolucionou o mundo da ciéncia molecular, por se tratar de um
procedimento simples e rapido para analise de genes. Tamanha descoberta rendeu

ao pesquisador o prémio Nobel de Quimica no ano de 1993 (FARAH, 2007).

2.1.1 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR classica é baseada na replicacdo de DNA, utilizando uma fita simples
do mesmo que funciona como molde para sintese de novas cadeias
complementares através da enzima DNA polimerase, a qual tem a capacidade de
inserir nucleotideos que devem estar presentes no tubo de reacdo. Tais
nucleotideos sao inseridos de forma complementar e respeitando a seqUéncia
determinada pela fita-molde, no entanto a DNA polimerase necessita de um
sinalizador que esteja acoplado ao molde para que a partir deste ocorra a insergcao
dos nucleotideos subsequientes (FARAH, 2007).



Este sinalizador € chamado de “ponto de inicio” ou primer como ficou
mundialmente conhecido, e se trata de um oligonucleotideo sintético de sequéncia
conhecida que se anela a fita-molde no ponto desejado, delimitando o fragmento de
DNA que sera amplificado de acordo com o interesse. Ambas as fitas de DNA
podem ser usadas como molde, basta que primers especificos a cada fita sejam
incluidos na reacédo (FARAH, 2007).

Durante a rotina, o que se faz é adicionar ao tubo de reacdo uma pequena
guantidade de DNA extraido de tecidos ou fluidos biologicos, quantidades
determinadas dos quatro nucleotideos que compde a cadeia do DNA (Adenina,
Citosina, Guanina e Timina), a enzima DNA polimerase, os primers especificos e
uma solucao tampéo que confere condi¢cdes ideais de pH para que a reacao ocorra.
O processo de amplificagdo ocorre em varios ciclos repetitivos, e cada ciclo é
composto por trés passos basicos: a desnaturacédo da cadeia de DNA, o anelamento
dos primers nas fitas-molde e a sintese de novos fragmentos a partir da acdo da
DNA polimerase. Para que ocorra a desnaturacéo das fitas de DNA o tubo de reacéo
€ submetido a uma alta temperatura, que causa o rompimento das pontes de
hidrogénio entre as duas cadeias do DNA, separando-as. Apos a desnaturacao a
temperatura é resfriada um pouco para o0 que os primers possam se ligar as fitas ja
separadas que agora levam o nome de fitas-molde, promovendo o anelamento.
Entdo, por fim, a reacdo chega a temperatura considerada 6tima para que a enzima
DNA polimerase possa atuar inserindo os nucleotideos, realizando assim a sintese
dos fragmentos desejados. Os ciclos sdo repetidos por 25 ou 30 vezes e podem

gerar milhdes de copias do fragmento desejado (FARAH, 2007).

Inicialmente a DNA polimerase utilizada na PCR nao era termoestavel, o que
obrigava a adicdo de mais enzima a cada ciclo. A primeira enzima termoestavel foi
isolada da bactéria Thermus aquaticus e devido a sua procedéncia recebeu o nome
de Tag polimerase, sendo esta enzima capaz de se manter estidvel mesmo apos
exposicdes repetidas a alta temperatura. Com o passar dos anos a PCR evoluiu
bastante e enzimas ainda mais eficientes vem sendo isoladas recentemente. Outro
ponto critico na PCR é a escolha dos primers, que devem ter tamanho suficiente
para se anelarem a fita-molde de maneira estavel, além de nado formar estruturas
secundarias estaveis (FARAH, 2007).



Um ponto importante na questdo do anelamento é a temperatura, que deve
ser ideal para cada primer, uma vez que se for muito baixa o primer pode se ligar em
outra porgéo da fita-molde, mesmo que esta nao seja totalmente complementar, e se
for muito alta o anelamento n&o acontece. A temperatura ideal vai depender das
bases que o compde e o comprimento do primer. Hoje a ciéncia molecular conta
com auxilio de computadores que ajudam na escolha do primer ideal para cada
situacgéo, e sua temperatura de anelamento (FARAH,2007).

Ao final da amplificacdo € necessario a visualiza¢do do produto do teste, e
para tanto o DNA sintetizado é observado através de uma eletroforese realizada em
gel de poliacrilamida ou gel de agarose, que revelara o tamanho da sequéncia
amplificada. A técnica de PCR é considerada simples e eficiente, uma vez que
realizada em condic¢des favoraveis padronizadas (FARAH, 2007).

2.1.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase Reversa (RT-PCR):

Desde a descricdo da técnica de PCR classica no fim dos anos 80 ocorreram
muitas modificacbes com a finalidade de aprimorar a técnica, o que levou ao
surgimento de formas variantes de PCR. Uma destas variagdes que tem sido muito
utilizada nos dias atuais € a RT-PCR, ou PCR reversa, que utiliza uma molécula de
RNA como fita-molde ao invés de uma molécula de DNA. Este método se encaixa
perfeitamente quando existe a busca por detectar e quantificar a presenca de um
determinado agente patolégico que ndo possui material genético a base de DNA,
apresentando apenas RNA em seu genoma como é o caso do virus HIV
(FARAH,2007).

Como ja citado anteriormente a molécula de RNA € muito instavel, se degrada
com facilidade e ndo pode ser amplificada diretamente do vetor. Em consequéncia
disso € necessaria a obtencdo de moléculas de DNA que sejam sintetizadas a partir
de uma fita-molde do RNA mensageiro disponivel, o resultado desta sintese € o
chamado DNA complementar ou cDNA. A sintese de cDNA é mediada pela acédo de
uma enzima chamada transcriptase reversa, que € encontrada em virus com
genoma composto por RNA, e tem uma capacidade notoria de converter o RNA viral
em coépias de DNA gue sdo integradas ao genoma da célula parasitada. Este
ambiente é reproduzido in vitro na técnica de RT-PCR com a transcriptase reversa

para que a partir de um RNA seja possivel sintetizar cDNA (FARAH,2007).



A RT-PCR € uma técnica que tem se mostrado muito completa, pois combina
a transcricdo reversa de um genoma composto por RNA em cDNA que pode ser
amplificado pela DNA polimerase viabilizando a detec¢cdo e quantificagdo da
presenca de patdgenos como forma de diagnéstico. O uso de RNA como matéria
prima para amplificagdo de material genético tornou possivel o desenvolvimento do
teste NAT introduzido nos bancos de sangue ao redor do mundo a partir do final da
década de 1990 (FAHAR,2007).

2.1.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (PCR- REAL TIME):

De todas as variagcfes da técnica de PCR classica que apareceram ao longo
dos anos, o método considerado mais inovador e importante até os dias atuais é a
técnica de PCR em tempo real. A possibilidade de monitorar a reacdo durante o
processamento dos ciclos revolucionou a quantificacdo de fragmentos de DNA e
RNA. O sistema € baseado na deteccdo e quantificacdo de um corante fluorescente
gue emite um sinal que aumenta de acordo com a quantidade de fragmentos
amplificados na reacdo de PCR (FARAH,2007)

Este método é totalmente automatizado e despensa o uso da eletroforese em
gel para visualizacdo dos resultados apos o fim da reacdo. O equipamento utilizado
neste tipo de técnica, além de realizar os ciclos de temperatura para que ocorra a
reacao, também apresenta a capacidade de identificar e quantificar a fluorescéncia
emitida pelas amostras (FARAH, 2007).

Este registro depende de raios laser que sdo enviados para todas as
amostras em intervalos de tempo regulares através de fibras Opticas, e a
fluorescéncia emitida pelo corante da amostra retorna pelas mesmas fibras e geram
registros em um computador acoplado ao aparelho. Existem basicamente duas
maneiras para que esta fluorescéncia apareca na reacdo, a primeira € com o uso de
um corante especifico que emite fluorescéncia apenas quando esté ligado a uma fita
dupla de DNA, portanto ndo ha fluorescéncia no inicio da reagdo quando a fita-
molde (seja de DNA ou de RNA) se encontra desnaturada como fita simples
(FARAH,2007).



A segunda forma € com o uso de sondas marcadas com corante fluorescente
gue sao especificas para o produto desejado da PCR, esta é desenhada para se
anelar em uma regido do fragmento produzido e emite fluorescéncia quando
excitada pela luz. Ambos os métodos de visualizacdo sdo sensiveis e precisos,
revelando a reacdo de acordo a reprodutibilidade dos ciclos. A vantagem mais
evidente da PCR em tempo real esta em se tratar de um método rapido,
automatizado e que facilita muito a quantificacdo do produto génico esperado pela
PCR, entretanto todas as vantagens do uso desta técnica para diagndéstico esbarram
em um fator de grande dificuldade para sua implantacdo que é o alto custo do
processo quando comparado a uma reacao de PCR convencional. A tendéncia é
gue um dia haja substituicdo completa de uma pela outra, quando o custo for
comparavel (FARAH, 2007).

2.2 A implantac&o do Teste de Amplificacdo de Acidos Nucléicos (NAT):

A causa inicial da introducédo do NAT nos bancos de sangue como triagem de
doadores foi a grande janela imunoldgica que o virus da Hepatite C pode apresentar
de até 90 dias dependo do teste sorologico utilizado. A incansavel busca pela
diminuicdo deste tempo levou a aplicacdo do teste NAT para deteccdo do RNA viral
do HCV como teste pioneiro. Apdés a padronizacdo e o sucesso obtido com o NAT
em relacdo ao HCV, o proximo alvo que despontava no ambito transfusional era o
HIV (LEVI, 2007).

Muitos estudos foram realizados sobre a viabilidade do NAT para HIV,
incluindo alguns que demonstraram o baixo custo-beneficio do teste, contudo mais
do que um novo objetivo cientifico para implantacdo do teste o receio e a tolerancia
zero da opinido publica sobre uma possivel epidemia transfusional do HIV levaram a
implantacdo do NAT a nivel mundial também para deteccdo deste virus. A maioria
dos paises que j& implantaram o NAT na rotina do sangue adotou métodos “in
house” de RT-PCR com gel de eletroforese numa fase inicial, migrando para o PCR
em tempo real quando esta técnica se disponibilizou no mercado mundial. (LEVI,

2007).



2.2.1 Experiéncias sobre a implantagcdo do NAT no mundo:

Nos paises europeus o NAT comecou a ser implantado entre 1999 e 2001
para deteccdo do virus HCV, provavelmente por se tratar do primeiro teste
obrigatorio para triagem do plasma utilizado pela industria. Alguns anos mais tarde o
NAT para HIV foi progressivamente implantado nestes paises seguindo um
programa cauteloso (LAPERCHE, 2005). A Alemanha foi o pais pioneiro na adocéo
do NAT para triagem de doadores de sangue, e ainda hoje grande parte do sangue
produzido neste pais é testado por métodos “in house” que obedecem a severas
regras de controle de qualidade (LEVI, 2007).

O principal objetivo da introducdo do NAT nos bancos de sangue europeus foi
a reducao do risco residual de transmisséo viral ligada a janela imunolégica. Para
tanto, a maioria dos paises adotou um modelo matematico especifico que estima o
risco residual de transmissdo levando em conta o periodo de janela imunolégica
para cada agente, e a taxa de incidéncia de soroconversdo em doadores de
repeticdo. Embora amplamente aceito pela comunidade européia este modelo
apresenta algumas limitacdes como néo levar em conta a populacdo de doadores de
primeira vez e a possibilidade de erros técnicos na realizacdo dos testes, o que o
torna um pouco distante da realidade (LAPERCHE, 2005).

Todos os paises que utilizam o célculo do risco residual para infeccbes
através da transfusdo de sangue vém demonstrando uma diminuicdo consideravel
deste risco mesmo antes da implantacdo do NAT como teste de triagem. Grande
parte desta diminuicdo esta intimamente ligada a melhor selecdo dos doadores de
sangue e principalmente a politicas de prevencdo contra estas doencas na
populacdo como um todo com objetivo de evitar novas infeccbes. Antes do NAT o
risco residual para transmissdao de HCV variava entre 0,64 na Franca a 3,94 na
Espanha por milhdo de doac¢des registradas, e para a transmissdo do HIV era de
0,59 na Franca a 2,48 na Espanha por milhdo de doacfes. Apds a implantacdo do
NAT o risco residual para HCV tem variado entre 0,1 na Franca e 2,48 na Espanha
por milhdo de doacdes, para HIV se apresenta entre 0,18 na Alemanha e 1,1 na
Italia por milh&o de doacdes (LAPERCHE, 2005).



Nos Estados Unidos o NAT foi introduzido durante praticamente o mesmo
periodo que na Europa de 1999 a 2002. Nos primeiros trés anos da implantacdo do
teste dentre 40 milhdes de doacdes testadas foram encontrados 12 doadores que se
apresentavam ndo reativos para testes sorologicos de HIV-1 e 170 doadores nao
reativos para teste de HCV que foram confirmados positivos para RNA viral das
respectivas doencas. Desta forma o rendimento do teste foi estabelecido por uma
razao de 1 doacdo NAT positiva em 3,1 milhdes de doacdes para HIV-1, e 1 doacao
positiva em 230,000 doacdes para HCV (STRAMER, 2004).

Segundo publicado por Stramer (2004) estima-se que o risco residual para
infec¢cbes associadas a transfusdes nos Estados Unidos foi reduzido a 1 em 2
milhdes de unidades provenientes de doadores de repeticdo apos a introducdo do
NAT. Estes resultados se mostraram muito consistentes se comparados com as
taxas anteriores ao NAT que eram de 1 em 276 mil doac¢Oes para HCV e 1 em 1,5
milhdes doacdes para HIV-1 com o uso de testes soroldgicos sozinhos. Varios
estudos vém sugerindo que testes sorolégicos sozinhos podem perder uma
guantidade substancial de pessoas infectadas que ainda ndo apresentaram a
soroconversdo. Hoje a implantacdo do NAT aparece como certa na busca pela
maxima seguranca transfusional, no entanto os procedimentos ainda séao
heterogéneos e devem ser adaptados ao perfil de risco residual existente em cada

populacéo.

2.2.2 Introducéo do NAT no Brasil:

No Brasil o NAT comecou a ser desenvolvido em 1998, periodo que coincide
com o desenvolvimento do teste na maioria dos paises, portanto o teste brasileiro foi
enquadrado numa metodologia semelhante. As varidveis sobre a implantacdo do
NAT em cada pais sdo muitas como, por exemplo, se o teste é feito individualmente
ou em pool de doadores, se a opcao for pelo pool qual o nimero de doadores que
devem fazer parte deste pool, a prevaléncia de doadores reagentes para as doencgas
de interesse, e 0s recursos estruturais e financeiros que cada pais apresenta
(WENDEL, 2007).



A grande maioria dos paises que ja utilizam da metodologia NAT iniciou o
processo de implantagdo com uso de pools de doadores numa fase de triagem para
posterior confirmacdo individual e alguns ainda realizam seus testes de desta
maneira. Os Estados unidos vém utilizando pools contendo de 16 a 24 doadores, ja
paises da Europa e Japdo utilizam pools de 48 a 96 doadores, por enquanto no
Brasil em uma padronizagéo de técnica realizada “in house” sao utilizados pools de
6 a 12 doadores (WENDEL, 2007).

Segundo publicado por Levi (2007) em um estudo que relata a introducao do
NAT no Brasil através de uma metodologia “in house”, a técnica de escolha inicial foi
a RT-PCR com eletroforese em gel para deteccdo de HVC RNA. ApoOs trés anos de
sucesso com a técnica para HCV, decidiu-se adicionar o teste para HIV RNA no
sistema ja existente tendo em vista a padronizacdo de uma RT-PCR multiplex que
teria capacidade de detectar material genético de ambos os virus simultaneamente.
Desta forma seria possivel que com apenas um ensaio os doadores fossem testados
tanto para HCV quanto para HIV, sem alteracdo na sensibilidade do teste e com

aumento minimo no custo.

Os testes com a metodologia multiplex se iniciaram em Julho de 2001, e ap0s
dois anos o método foi considerado pronto para ser validado durante aplicacdo na
rotina. Os testes se estenderam até 2005 e os resultados encontrados foram muito
animadores. Em geral as taxas de repeticdes por resultados inadequados ou falsa
reatividade foram semelhantes ao sistema NAT comercial aprovado mundialmente
no mesmo periodo. O método “in house” brasileiro apresentou taxas de 0,16% de
falsas positividades contra 0,17% apresentada pelo kit comercial de PCR em tempo
real multiplex da Roche utilizado pelo Japéo. Ja na Europa esta taxa encontra-se um
pouco menor, cerca de 0,14% no mesmo teste comercial, demonstrando que
execucdo de testes comerciais também é variavel dentre os paises (LEVI,2007). E
importante ressaltar que os testes “in house” desenvolvidos no Brasil sempre foram
testados em paralelo com metodologias sorolégicas e um amplo controle de
gualidade, o que conferiu mais confianca na fidelidade dos resultados que o método
demonstrava (WENDEL, 2007)



A opinido positiva que se fortalece sobre o uso de uma metodologia “in house”
além de em seguir os parametros de aceitacdo mundial por na¢cdes como Japéao e
Alemanha, também passa pelo campo econdmico por se tratar de uma metodologia
muito mais barata e mais compativel com a realidade de recursos disponiveis
(WENDEL, 2007).

Segundo dados divulgados por Lima (2011) a respeito de um estudo
comparativo realizado no Hemocentro de Brasilia entre as metodologias de
Quimiluminescéncia e NAT para deteccao do HCV foi encontrada uma concordancia
justa, porém néo perfeita utilizando o coeficiente de Kappa.

Ainda segundo o intervalo que este coeficiente forneceu para comparacéo
realizada, a concordancia presente pode ser considerada igual aquela esperada pelo
acaso. Ao colocarmos estes dados em porcentagens podemos observar que a
concordancia entre os métodos foi de 99,87%, contudo a porcentagem referente a
concordancia entre os resultados positivos foi de apenas 13,63%. Este percentual
considerado baixo para os valores positivos tem relacdo mais provavel com
resultados falso-positivos encontrados no método de quimiluminescéncia, uma vez
gue os testes sorologicos utilizados nos bancos de sangue visam sempre maior
sensibilidade acima da especificidade. Outra possivel causa para esta discrepancia
seria a presenca de individuos portadores do virus que apresentam altos titulos de
anticorpos circulantes e uma baixa carga viral, o0 que configura uma situacdo mais
limitada (LIMA, 2011).

Neste mesmo estudo foram realizadas comparacdes entre trés metodologias
para deteccdo do HIV, sendo elas ELISA, Quimiluminescéncia e NAT. Os resultados
encontrados nas comparacfes realizadas duas a duas foram semelhantes aos
encontrados anteriormente para o HCV. Tanto entre ELISA e NAT, quanto entre
Quimiluminescéncia e NAT o coeficiente encontrado foi de uma concordancia justa,
porem com discrepancias nos valores considerados realmente positivos. A
comparacao que apresentou maior coeficiente de concordancia foi entre ELISA e
Quimiluminescéncia, porém ainda nao suficientemente alta para dispensar a

aplicacdo de um dos testes para deteccdo da doenca (LIMA, 2011).



Em uma comparacdo ainda mais ampla confrontando as trés metodologias
encontramos que de 14.952 amostras testadas foram detectados 34 resultados
positivos no geral, onde 29 destes foram discrepantes. Sete resultados positivos nos
métodos de quimiluminescéncia e ELISA se apresentarem negativos no NAT, 1
resultado com ELISA inconclusivo e NAT positivo apresentou quimiluminescéncia
negativa, 5 amostras se apresentaram positivas apenas pelo método de
guimiluminescéncia e 16 apenas pelo ELISA. Estas diferencas fazem referéncia
principalmente a resultados falso-positivos apresentados pelos testes sorolégicos
devido a alta sensibilidade como ja citado acima (LIMA, 2011).

A amostra que causou maior discussdo neste estudo foi aquela que se
apresentou positiva para NAT, inconclusiva para ELISA e negativa para
guimiluminescéncia. A carga viral desta amostra detectada pelo NAT foi altissima
contrastando com niveis muito baixos de anticorpos detectados apenas no teste de
ELISA, o que poderia ser interpretado como um resultado falso positivo, uma vez
gue a quimiluminescéncia foi negativa. A analise deste caso volta a questdo da
importancia da realizacdo do NAT para deteccdo de casos considerados em janela
imunologica, porém demonstra que a realizacdo de pelo menos um teste sorolégico
junto com o NAT também é indispensavel para conclusdo do caso. Outro ponto
importante revelado neste caso €& a necessidade da utilizacdo de ensaios
sorologicos que tenham a capacidade de deteccdo tanto de antigenos quanto de

anticorpos que classificam a amostra como inconclusiva pelo menos (LIMA, 2011).

Estudos realizados com testes que combinam a deteccdo de antigenos e
anticorpos simultaneamente para o HCV demonstraram uma notavel melhoria na
deteccdo precoce da doenca, onde 70,5% das amostras com NAT positivo para
HCV e anticorpos negativos foram detectadas pelo teste. Estes dados demonstram
gue a utilizacdo do teste combinado resultaria na diminuicdo do risco residual de
transmissdo da doenca. Ainda segundo este estudo, se o risco residual de
transmissao para HCV for de duas infeccbes ao ano sem a utilizacdo do NAT, o uso
de ensaio sorolégico combinado poderia evitar pelo menos uma destas infec¢des. A
utilizacdo de testes combinados € considerada uma boa alternativa para paises
onde o NAT ainda foi implantado ou néo € viavel, pois se trata de uma metodologia
muito mais barata e de facil aceitacdo mesmo que ndo seja tdo sensivel como o
NAT (LAPERCHE, 2005).



3 CONSIDERACOES FINAIS:

Este estudo teve como proposta principal levantar e compilar dados
bibliograficos que representassem a histéria mundial e principalmente brasileira do
Teste de Amplificacdo de Acidos Nucléicos (NAT), realizando uma andlise critica
sobre o custo-beneficio de sua implementacdo no Brasil. Como foi descrito o NAT
teve uma boa aceitacdo no mercado internacional por se tratar de um teste inovador
gue possui uma propriedade muito almejada no ambito transfusional, a diminuicéo
expressiva do tempo de janela imunoldgica. A implantagcdo do NAT sem duvida
nenhuma sera responsavel por grandes ganhos no que estad relacionado a

seguranca transfusional, porém néo resolvera todos os problemas ja existentes.

Estamos diante de uma inovacao tecnoldgica que nos permitira conquistar
um grande avanco quanto a seguranca do receptor de hemocomponentes, e a
diminuicdo de descartes inadequados de bolsas que estariam sadias, mas foram
bloqueadas por testes menos especificos. A diminuicdo do risco transfusional foi
comprovada em muitos paises Europeus como Alemanha, Franca e Italia apds a
introducdo do NAT na rotina transfusional, o que torna nossa expectativa ainda

maior sobre os beneficios que poderemos alcancar.

Contudo, nos deparamos com um ponto negativo inegavel que pode dificultar
e até mesmo retardar a implantacdo deste teste em nosso pais, trata-se do alto
custo que envolve o desenvolvimento do teste, além da necessidade de laboratorios
com estrutura adequada e profissionais devidamente qualificados para este tipo de
jornada. Como descrito no texto algumas alternativas sdo sugeridas por paises
Europeus para que aqueles que ainda nao apresentam condi¢cdes adequadas para
adquirir o NAT como realidade no circuito transfusional, como por exemplo os uso de
testes soroldgicos combinados com a identificacdo simultanea tanto de antigenos
guanto de anticorpos. Tais testes também tornam o risco transfusional um pouco
menor, e pelo fato de se apresentarem com custos muito abaixo da tecnologia
proposta pelo NAT sao considerados por alguns uma solucdo mais viavel para

paises que apresentam menores recursos financeiros.



O estudo publicado por Wendel (2007) traz relatos do desenvolvimento de
uma rotina “in-house” do teste NAT que se mostrou muito bem sucedida. A utilizacao
caseira deste tipo de teste ainda esta longe do ideal, mas como foi demonstrado se
houver um rigido controle de qualidade e padronizacdo das técnicas as chances de
sucesso sao consideravelmente boas e driblam a dificuldade financeira comentada
acima. O fato € que ndo podemos aceitar que o lado financeiro nos desanime tanto,
uma vez que a utilizagcdo de metodologias alternativas e o uso de pools para triagem
inicial dos testes o tornam mais barato e sem grandes perdas na especificidade ou
sensibilidade.

E claro que ndo podemos achar que apenas o a utilizacdo do NAT vai
resolver todos os problemas que envolvem o risco transfusional, pois mesmo se
tratando de um teste bem mais especifico e que reduz consideravelmente a janela
imunoldgica ainda assim ndo havera transfusédo 100% segura. Como demonstrando
no estudo realizado no Hemocentro de Brasilia por Lima (2011), em algumas
situacbes a sorologia se torna uma arma importante para elucidacdo de casos

atipicos.

Apoés tudo que foi exposto e discutido por este trabalho, a decisdo mais
acertada, segundo um ponto de vista proprio, seria conduzir a introducdo da
plataforma NAT de forma gradual e em conjunto utilizar as técnicas soroldgicas
disponiveis para complementar o diagndéstico. A conclusdo alcancada esta baseada
nos diferentes principios de cada teste que por fim se complementam e colaboram
para um circuito transfusional cada vez mais seguro contando com a alta

sensibilidade da sorologia e a alta especificidade obtida com o uso do NAT.
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