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Resumo

O Virus de Hepatite B (HBV) é um dos agentes infecciosos mais comuns a nivel
mundial. E, estima-se que seja responsavel por um milhdo de mortes por ano, sendo a Africa-
Subsaariana tida como endémica pois, mais de 8% da populacdo encontra-se infectada pelo virus
(Hubschen, et al., 2008; Kew, 2010). Os genotipos de HBV e a carga viral, sdo cada vez mais
reconhecidos como factores importantes na progressao, e evolucdo clinica da doenca hepatica
(Alcalde et al., 2009; Chan et al.,, 2008). Existindo poucos estudos sobre o assunto em
Mocambique, houve a necessidade de investigar o perfil virol6gico e genotipico do HBV em

dadores de sangue do Banco de sangue do Hospital Central de Maputo (BSHCM).

O estudo foi de caracter transversal, tendo decorrido de Novembro de 2014 4 Marco de
2015, com um tamanho amostral de 500 dadores, provenientes maioritariamente da Cidade de
Maputo. Para a colheita de amostras, os dadores assinaram um termo de consentimento, de
seguida foram administrados um questionario com vista a obter os dados sécio- demograficos e
posterior testagem das amostras para o marcador HBsAg no Banco de Sangue. E todas amostras
positivas para o marcador HBsAg, foram submetidas & genotipagem e a carga viral, no

Laboratério de Virologia Molecular do Instituto Nacional de Satde (INS).

Segundo a andlise estatistica feita, pelo programa SPSS versdo 20, a prevaléncia

encontrada para o HBV foi de 7,8%, onde os individuos de 25-34, do sexo masculino e de raca
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negra apresentavam maior frequéncia. A carga viral foi detectada em 89,2%, e ndo se identificou
nenhum geno6tipo de HBV nos dadores de sangue. No entanto, o alto nivel de HBV na populacao
estudada, pode estar associada a falta ou inadequadas medidas de prevencdo do HBYV,
aumentando deste modo o risco de transmissdao deste virus numa transfusdo. Diante dos

resultados obtidos, sugere-se a realizacdo de estudos similares e com um tamanho amostral

maior.
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1. Introducao

A Hepatite é uma inflamacdo do figado, que pode ser causada por diferentes virus de

hepatite e outros factores como, drogas e bactérias (WHO, 2002)

No mundo, as hepatites virais sdao as causas mais importantes da doenca hepatica e

constituem um dos principais problemas de satide publica (Liu et al., 2002; WHO, 2002).

Os agentes etiol6gicos das diferentes hepatites virais humanas sdo, os Virus da Hepatite A
(HAV), B (HBV), C (HCV), D (HDV), E (HEV), e G (HGV). Estes virus diferem na sua
estrutura, mecanismos de replicacao e de transmissdo, mas apresentam em comum um tropismo
primario pelas células do figado e sdo virus de Acido Ribonucleico (ARN), com excepcdo do

HBV (Murray et al., 2007).

Dentre os diferentes virus causadores da hepatite, destaca-se o Virus de Hepatite B
(HBV), com maior distribuicdo 4 nivel mundial (Sofian et al., 2010). Estima-se que, cerca de 350
milhdes de individuos sdo portadores cronicos do HBV e, a regido Subsaariana apresenta uma
prevaléncia elevada de hepatite cronica, com mais de 8% da populacdo infectada pelo virus

(Kew, 2010; OMS, 2012).

O continente Africano enfrenta as maiores necessidades de transfusdo no mundo, devido
a recursos limitados como a falta de dadores regulares, mas também a maior prevaléncia de
agentes transmitidos pelo sangue, associado aos programas mais fracos de controlo na transfusao

sanguinea (Noubiap et al., 2013).

Estudos realizados por Cunha et al., (2007) e Stokx et al., (2011), mostram que,
Mocambique faz parte dos paises mundiais com maior prevaléncia de HBV em dadores de
sangue, com uma prevaléncia estimada em 4,5% e 10,6% entre mulheres e homens

respectivamente.

Geralmente, o HBV é transmitido principalmente pela via sexual com pessoas infectadas,
seguido pelo contacto sanguineo, e pelo contacto directo ou indirecto com fluidos corporais

contaminados (Murray et al., 2007).

Mula, Flora Inalda 11
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O diagnostico da infeccdo pode ser realizado com base nos sintomas, clinicos e/ou
laboratorialmente através de métodos sorologicos (ELISA) (Murray et al., 2007), que revelam-se
fundamentais ndo apenas para o diagnéstico, mas também para o seguimento da infeccdo viral
(Souza e Foster, 2004). Usa-se também, a técnica de reaccdo em cadeia de polimerase (PCR)
para, a monitorizacao quantitativa da carga viral, e para a indicacdo da linha terapéutica (Deny e

Zoulim, 2010).

O tratamento da Hepatite B é feito através de duas linhas terapéuticas, que sdao os
supressores virais (Ntucleotideos Analogos) e, os moduladores do sistema imunolégico como,
interferon o (INF-a) e interferon-alfa peguilado (PEG-IFN-a) (Lai et al., 2003). Portanto, cerca
de 60-70% de individuos que se beneficiam do tratamento antiviral contra a infeccdo por HBV,
desenvolvem resisténcia, provocando o reaparecimento da carga viral em niveis similares aos

observados antes do inicio do tratamento (Conjeevaram e Lok, 2003).

A diversidade genética do HBYV, permite a sua classificacdio em dez genotipos,
nomeadamente A, B, C, D, E, F, G, H, I e J (Kao, 2011b; Zhang et al., 2013). Esta classificacao é
baseada nas divergéncias de sequéncias acima de 8% no genoma completo, ou mesmo acima de
4% em genes especificos (Kao, 2011b; Liaw e Chu, 2009). Estes genoétipos diferem na
severidade da doenca e na resposta ao tratamento, sendo relacionados com maior ou menor risco
da evolucdo clinica da infeccdo por este virus (Erhardt et al., 2005; Zhang et al., 2013).
Entretanto, para além dos genotipos de HBV a da carga viral, também constituem um factor de
risco para o desenvolvimento da cirrose hepatica e do carcinoma hepatocelular (HCC) (Alcalde

et al., 2009; Kew, 2010).

O perfil virologico de dadores com positividade para HBV, ainda ndo foi descrito em
Mocambique e por outro lado, dados sobre os tipos de genétipos de HBV circulantes no Pais, sao
escassos, sendo que o tnico reporte foi feito por Cunha et al., (2007). Este estudo é importante
porque dara a conhecer o alto nivel de transmissibilidade de HBV e a influéncia dos genétipos no

decurso da infeccdo e na resposta ao tratamento.
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1.1 Justificacao

A prevaléncia de agentes transmitidos pelo sangue (HIV, HBV e HCV), e a dispersao
geografica do HBV tem aumentado acentuadamente com a imigragao, o contacto directo entre as
pessoas e o rastreio serologico inadequado (Cunhas et al., 2007). Por outro lado, a linha
terapéutica disponivel actualmente ndo é eficaz para o tratamento da infeccdo por HBYV,

favorecendo assim a evolugdo da infeccdo hepatica (Deny e Zoulim, 2010).

Assim sendo, o conhecimento dos genétipos em dadores de sangue, é importante para o
desenvolvimento de formas especificas de prevencao, e direccionar o tratamento de acordo com
o genotipo infectante em cada individuo. Também, no desenvolvimento de testes de diagnostico

eficazes e, estimar a progressao da infeccdo pelos diferentes genétipos.

Por outro lado, a caracterizacdo viroldgica ira indicar a probabilidade de transmissdo do
HBYV através duma transfusdo sanguinea, avaliar a infectividade do virus de modo, a reduzir o

impacto deste na saude através da implementacdao de melhores medidas de controlo.
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2. Objectivos
2.1 Objectivos Geral

Determinar a frequéncia, caracterizar os genotipos e o perfil virolégico dos dadores de

sangue do Banco de Sangue do Hospital Central de Maputo.
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2.2 Objectivos Especificos

e Descrever os factores associados a transmissdo do HBV na transfusdo em dadores de

sangue do Hospital Central de Maputo;

¢ Determinar a carga viral em dadores de sangue positivos para HBV do Hospital Central

de Maputo;

® Identificar os gendtipos de hepatite B circulantes em dadores de sangue do Hospital

Central de Maputo;

® Relacionar os genotipos de hepatite B e a carga viral em dadores de sangue do Hospital

Central de Maputo.

3. Hipoteses

O genoma do HBV é classificado em 10 genétipos, nomeadamente de A &4 J. E

encontram-se, distintamente distribuidos pela populagdo (Kew, 2010; Zhang et al., 2013).
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Nos dadores de sangue da Cidade de Maputo foi encontrado o genétipo A, como sendo o
mais frequente, com cerca de 86,3%, seguido do gendtipo E e D (Cunha et al., 2007). Portanto,

sendo os dadores de sangue provenientes de diferentes regidoes geograficas espera-se que:

Hipotese nula: Os genétipos de HBV variem nos dadores de sangue do Hospital Central

de Maputo

Hipotese Alternativa: O genotipo A seja 0o mais circulante nos dadores de sangue do

Hospital Central de Maputo

Estudos feitos por Perrillo (2009) e Deny e Zoulim (2010) sugerem que, o geno6tipo C é o

mais resistente e associado a complicacoes mais graves da doenca hepatica. Sendo assim:

Hipétese nula: Os dadores de sangue do Hospital Central de Maputo com o genétipo C,

apresentam menor carga viral e menor risco de transmissao de HBV.

Hipotese Alternativa: Os dadores de sangue do Hospital Central de Maputo com o

gendtipo C, apresentam maior carga viral e maior risco de transmissao de HBV.
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4. Revisao Bibliografica
4.1 Classificacao e organizacao genémica do HBV

O virus de Hepatite B (HBV) é um virus de Acido Desoxirribonucléico (ADN),
pertencente 4 familia Hepadnaviridae e ao género Orthohepadnaviruses. Esta familia é assim
designada devido ao peso do genoma, pelo arranjo das regides de leitura aberta (ORF’s) e pelo
mecanismo de replicacdo, pois precisa da ac¢do da enzima transcriptase reversa para incorporar-

se no genoma do hospedeiro (Knipe e Howley 2007).

Tendo apenas 3200pb no seu genoma, o HBV é o virus de ADN mais pequeno que infecta
o Homem (Kao e Chen, 2002; Guettouche e Hnatyszyn, 2005). O seu genoma é compacto e
constituido por ADN circular de fita parcialmente dupla, organizado em quatro regides de leitura
aberta (ORF’s) parcialmente sobrepostas e denominadas: PréS1/S2, Pré-Core, P e X (Hatzakis et

al., 2006; Pujol et al., 2009; Kao, 2011b).

A fita de ADN incompleta é de polaridade positiva e a completa de polaridade negativa.
Esta molécula adopta a forma circular, devido a sobreposicdo das duas cadeias complementares
na regido coesiva. Sendo que, a extremidade 5’ da fita negativa encontra-se covalentemente
ligada & porcdo N-terminal da enzima transcriptase ou polimerase e, a extremidade 5’ da fita
positiva esta ligada ao oligonucleotideo de ARN derivado da extremidade 5’ do ARN pre-
genomico (pgARN), que serve como iniciador para a sintese acrescida da cadeia do ADN (WHO,

2002; TIARC, 2010).

O gene S codifica a principal proteina do envelope viral, o antigeno de superficie
(HBsAg) e, é dividido em trés regioes pre-S1, pre-S2 e S. A tradugao destas regides dardo origem
a trés glicoproteina Maior (L), Média (M) e pequena (S), responsaveis pela ligacdo dos virus nas
células hepaticas, montagem de novas particulas virais, absor¢dao e pela inducao de respostas

imunes do hospedeiro (Guettouche e Hnatyszyn, 2005; Murray et al., 2007; IARC, 2010).
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O gene C é a principal estrutura do nucleocapsideos e codifica duas proteinas, o antigeno
core de HBV (HBcAg) relacionada com o aumento da infecciosidade virica e o antigeno “e” de

HBV (HBeAg) (Seeger e Mason, 2000; Pujol et al., 2009)

O gene P ou Pol codificador da polimerase viral, a transcriptase reversa, enzima

importante no processo de replicacio do ADN (Kao e Chen 2002), possui quatro dominios, (1)
amino-terminal que é importante no empacotamento de ARN pré-genomico (pgRNA) e no inicio
da sintese da fita de ADN de polaridade negativa, (2) regido espacadora sem funcao especifica,
(3) dominio de polimerase com actividade de transcricao reversa e o (4) carboxi-terminal dotada

de uma actividade ribonucleasica H (RNaseH) (Seeger e Mason, 2000; IARC, 2010).

E o gene X codificador da proteina X (HBx) tem, propriedades de transactivacao e pode

ser importante na carcinogénese hepatica (Chu e Lok, 2002; Kao e Chen, 2002) (figura. 1).

Figura 1. Organizacdo do genoma de HBV. As fitas coloridas representam os quatro genes do
HBV (C, P, S e X). A enzima de restricdao (EcoRi), que corta a fita do ADN, a parte tracejada

representa os comprimentos heterogéneos da fita positiva do ADN (Fonte: Kao, 2011b).
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4.1.2 Variabilidade genética do HBV

A evolugdo do HBV levou & existéncia de varios gendtipos, subtipos, mutacgoes,
recombinantes e quasi espécies na populagao (Kao, 2011b). Esta variabilidade genética resulta de
varios factores, como a falta de capacidade de leitura (3’-5’) da enzima polimerase, levando
assim ao aparecimento de altas taxas de mutacdes e de uma populagao viral quasi espécies (Pujol

et al., 2009; Kew, 2010; Deny e Zoulim, 2010).

A classificacdo do HBV em seis (A-F), e depois em oito gendtipos (A-H) diferentes
identificados pelas letras do alfabeto foi, descrita anteriormente com base nas divergéncias acima
de 8% no genoma completo ou mesmo de 4-8% em genes especificos (Hannoun et al., 2000;
Kao, 2011b; Pujol et al., 2009). Actualmente sdao conhecidos dez gendtipos (A-J), sendo os
genotipos J, encontrado recentemente num paciente Japonés e o I evidenciado no noroeste da
China, na India e no Vietham. Presume-se que, este gendtipo (I) seja resultante de uma
recombinacdo inter-genotipica entre os genotipos A, C e G (Deny e Zoulim, 2010; Zhang et al.,

2013; Aparicio et al., 2014).

Para além da classificacdo genotipica, o HBV também é classificado em 4 serotipos
(adw, ayw, adr, e o ayr), baseado em determinantes antigénicos do HBsAg. Esta glicoproteina,
possui dois pares de antigenos mutuamente exclusivos (d/y e w/r) e, um determinante comum
para todos serotipos “a”, contra o qual se dirigem a maior parte das respostas imunoldgicas.
Sendo assim, a combinacdo destas variagdes constituem éptimos marcadores epidemiologicos da
infeccao por HBV (Norder et al., 1992; Kao e Chen, 2002; Chu e Lok, 2002; Murray et al.,
2007).

Por sua vez, estes serotipos podem ser classificados em 9 subtipos denominados aywl,
ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4q-, adrq+ e adrqg- (Chu e Lok, 2002; Pujol et al., 2009). O
subtipo adw é encontrado nos genoétipos A,B,C,F e G, o ayw codifica os genotipos A,B,D, E e, o

adr e ayr correspondem o genotipo C (Kao e Chen, 2002)

Os genotipos de HBV encontram-se, distintamente distribuidos pela populacao (Kew,
2010 e Farazmandfar et al., 2012). O genétipo A é frequente na Asia, regido norte da Europa e

América, Africa subsaariana e ocidental, o genétipo B e C sdo maioritariamente encontrados nos
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paises asiaticos. Apesar do genotipo D apresentar uma distribuicdo mundial, ele é mais comum
na regido Mediterrania e na India. O genétipo E é restrito 4 regido Oeste e Ocidental de Africa, o
gendtipo F é prevalente na populacdo indigena da América do Sul, o genétipo G foi descrito na
Franca, e Estados Unidos, o genétipo H é mais encontrado na América Central. E os genoétipos I
e J sdo observados nos paises asiaticos, como China, Vietham e no Japdo respectivamente

(Hubschen, et al., 2008, Kao, 2011b; Pujol et al., 2009; Saeed et al., 2014).

Em Mocambique, um estudo realizado por Cunha et al., (2007), detectou os gendtipos A
D e E, num total de 212 dadores de sangue da cidade de Maputo. Onde, o gendtipo A foi
considerado o mais frequente com 86,3% (n=183), seguido do genétipo E (8,5%), D (0,5%). E,
cerca de 4,7% (n=10) estavam co-infectados pelos genétipos A e E

4.1.3 Epidemiologia do HBV

O HBV é um dos virus infecciosos mais comum em todo o mundo e, a sua prevaléncia
varia consideravelmente em diferentes regides geograficas (Saeed et al., 2014). Segundo a OMS
(2012), estima-se que 2 bilhOes de pessoas, o que correspondem a um terco da populacao
mundial estdo infectados pelo HBV, 350 milhdes de pessoas sdo portadores crénicos do virus e

estdo em risco de desenvolver complicacdes por cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC).

A infeccdo por HBV é a décima causa de morte em todo mundo, sendo responsavel por
520 mil e 1,2 milhdes de mortes anualmente. A regido Subsaariana, a Bacia Amazonica e a Asia
apresentam uma prevaléncia elevada de hepatite crénica, com mais de 8% da populagado
infectada pelo virus. Nestas regioes cerca de 70-95% da populacdo apresentam marcadores

sorolégicos e 55% de todo HCC é causado pelo HBV (Kew, 2010 e Saeed et al., 2014).

A co-infeccaio HBV/HCV e HIV é cada vez mais prevalente e reconhecida como um
problema de satide publica. Em determinadas regioes, até 10% das pessoas que vivem com HBV

estao co-infectados com HIV (OMS, 2012).

Em Mocambique, o estudo realizado em dadores de sangue por Cunha et al., (2007)
demostrou que, entre homens e mulheres a taxa de prevaléncia para HBV e HCV foi de 10,6%-

4,5% e 1,2%-1% respectivamente e 2% dos dadores estavam co-infectados (HIV/HBV). E o
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estudo de Stokx et al., (2011), que visava determinar a soro prevaléncia de infeccOes virais em
dadores de sangue de Tete, também encontrou uma prevaléncia de HBV de 10,6%. E, Numa
populacdao de individuos HIV positivos (1137) da cidade de Maputo, foi observada uma
prevaléncia de HBV de 16%, onde 44,8% tinham 25-34 anos, seguido de 30,1% na faixa etéria
dos 35-44 e 10,9% entre os 18-24 anos (Sema, 2011).

4.1.4 Ciclo de Replicacao viral do HBV

O HBV é um virus caracteristicamente ndo citopatico, que codifica uma transcriptase
reversa e se multiplica mediante um intermediario de ARN (Murray et al., 2007; Aparicio et al.,

2014).

A entrada do virus na célula hospedeira depende da sua ligacdo com a molécula do
envelope viral, pre-S1. Apos a ligacdo, o virus perde o seu envelope e o ADN viral é transportado
para o nucleo da célula do hospedeiro e convertido em ADN circular covalentemente fechado
(cccDNA). Pela acgdao da enzima polimerase II, o cccDNA € transcrito em ARN’s virais,
subgenomicos e ARN pre-genomicos (pgARN) que incluem 4 ARNm de 3,5, 2,4, 2,1 e 0,7kb

(Guettouche, e Hnatyszyn, 2005; Locarnini e Zoulim 2010).

Posteriormente, os ARNm sdo transportados para o citoplasma e traduzidos em proteinas
do nucleocapsideo e pre-core, proteinas de transactivacao, polimerase e do envelope (maior,
média e pequena). De seguida, as proteinas do envelope vao inserir-se integralmente na
membrana do reticulo endoplasmatico, enquanto isso, a pgARN é empacotado em conjunto com
a polimerase viral dentro da proteina core, formando nucleocapsideos imaturos. No interior do
nucleocapsideo ocorre a conversao do pgARN em ADN pela ac¢ao da enzima transcriptase
reversa, seguida da formacdo da fita de polaridade negativa e depois a sintese da fita de
incompleta de polaridade positiva através da degradacdao do pgARN pela enzima ribonuclease H
(RNase H). Assim, o nucleocapsideo adquire o envelope, formando-se novos virus que sdo
secretados da célula hospedeira através do aparelho de Golgi e uma parte do cccDNA permanece
no interior da célula infectada tornando-se uma reserva da infecgdo, e por outro lado o pre-core é
transportado para reticulo endoplasmatico e secretado em forma de HBeAg (Figura. 2) (WHO,

2002; Guettouche e Hnatyszyn 2005; Murray et al., 2007).
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Figura. 2: Ciclo de Replicacdo viral do HBV. Apés a entrada do virus na célula hospedeira, o
ADN viral torna-se completo e sofre o processo de transcricdao, traducdo com subsequente

formacao de novos virus (Fonte: https://www.qiagen.com/ca/products/genes and pathway)

4.1.5 Transmissao e patogénese do HBV

A transmissao do HBV ocorre principalmente pela via sexual através do sémen ou
secrecOes vaginais, verticalmente de mae para filho, pela transfusdo sanguinea, uso de drogas

endovenosas e pelo contacto com hemoderivados (Murray et al., 2007).

O curso clinico da infeccdo pelo HBV pode provocar a hepatite aguda, e crénica
progredindo para cirrose e HCC (Figura. 3) (Murray et al., 2007; Otta et al., 2012). A hepatite
aguda é caracterizada pela presenca de anticorpos séricos, anti-HBc IgM, elevado nivel de ADN
viral, HBsAg e HBeAg e de transaminases principalmente a Alanina aminotransferase (ALT)

(WHO, 2002).
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A infeccao aguda pode ser assintomatica autolimitada, sintomatica e fulminante (Liaw e
Chu, 2009). Na fase assintomatica os sinais sdo leves e habitualmente inespecificos
acompanhados por nauseas, vomitos e dores abdominais, apenas um terco de individuos
infectados evoluem para a fase sintomatica caracterizada pelo aparecimento de ictericia, urina
escuras devido ao aumento dos niveis da bilirrubina no sangue (acima de 20-40mg/ml) e
coloracdo amarelada das mucosas. E a fase fulminante caracteriza-se pela insuficiéncia hepatica

grave, que pode ocorrer em 1% dos casos. (WHO, 2002; Deny e Zoulim, 2010)

A evolugdo da infeccdo consiste de fases distintas, e resulta da interacgdo entre o virus,
hepatocitos e a resposta imunolégica do hospedeiro. Onde apenas 5-10% de individuos adultos e
90% das criangas com infeccao aguda evoluem para a infeccao crénica (Liaw e Chu, 2009; Pujol
et al., 2009). Durante a hepatite cronica verifica-se a persisténcia do HBsAg no plasma por mais
de 6 meses, concentragdes elevadas de HBeAg e ADN viral (> 10° copias), presenca do anti-IgG

de HBcAg (WHO, 2002; Pujol et al., 2009).

Existem quatro fases de hepatite cronica, fase imunotolerante, imunoclarescéncia, fase de

portador inactivo ou ndo replicativo do HBV e fase de reactivacdo (Otta et al., 2012) (Figura 3).

Acule Immuno-  Immuno- Inactive- Reaclivation Cccult
hepatitis  tolerance  aclive asymplomatic infection
*£ AntiHBs Ab
m
=
]
§ HBeAg Anti-HBe Ab
5§ | g Anti-HBc Ab
HBV-DNA M
ALT
Histolc:-gy Acute Minimal Moderate to  Cirrhosis Moderate to  Cirrhosis
hepatitis CH severe CH severe CH

Figura. 3: Histdria natural do HBV. Os marcadores sorolégicos (HBsAg, HBeAg Anti-
HBc) e os niveis elevados de ADN viral caracterizam a fase aguda e a persisténcia do HBsAg

caracteriza a fase cronica (CH- hepatite cronica. Fonte: Deny e Zoulim, 2010).
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4.1.6 Diagnostico da infeccao por HBV

Para se avaliar a seropositividade dum paciente, recorre-se a sintomas clinicos e/ou
laboratorialmente através da deteccdo de marcadores sorolégicos como os antigenos (HBsAg,
HBeAg) e os seus respectivos anticorpos (anti-HBs, anti-HBe e HBc) (WHO 2002; Murray et
al., 2007; Liaw e Chu, 2009,). E através de exames bioquimicos para deteccao dos niveis de
alanina aminotransferase =~ (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamil
transpeptidase e fosfatase alcalina, tempo de protrombina e albumina no soro (Deny e Zoulim,
2010). O HBsAg é o primeiro marcador serolégico encontrado no plasma portanto, a sua

permanéncia por mais de 6 meses indica uma infeccao cronica (Lai et al., 2003).

Muitas técnicas moleculares como a de Reacc¢dao em Cadeia de Polimerase (PCR), sdao
usadas para a monitorizacdo quantitativa da carga viral, verificacdio da reactivacdo viral,

indicacdo do tratamento e para a genotipagem (Lai et al., 2003; Deny e Zoulim, 2010).
4.1.7 Tratamento e a resposta dos genotipos de HBV

O sistema nacional de satide implementou a vacina (DPT-Hepatite B) contra a infecgdo
por HBV em 2001, esta vacina é intramuscular e possui trés doses que sdao administradas aos

dois, trés e quatro meses de vida (MISAU, 2001).

Ainda ndo existe um tratamento para a hepatite aguda, mas no que concerne a hepatite
cronica, existem dois principais grupos de medicamentos disponiveis actualmente:
imunomoduladores do sistema imunoldgico (que incluem o INF e PEG-INF) e Nucleotideos
Analogos (NA) como, lamivudina (LMV), adenofovir (ADV), entecavir (ETV), tenofovir (TDF)
e telbivudina (LDT) (Deny e Zoulim, 2010).

O objectivo do tratamento é suprimir a replicacdo viral e deste modo, diminuir as
complicacdes e a progressao da doenga do figado em cirrose e insuficiéncia hepatica, bem como
o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular e subsequente morte. No entanto, os farmacos
disponiveis actualmente ndo sdo eficazes para o tratamento da infeccdo por HBV, devido a
resposta imune contra os hepatocitos infectados e a persisténcia do ADN circular covalentemente

fechado (cccDNA) no figado (Erhardt et al., 2005; Deny e Zoulim, 2010).
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O INF-a e PEG-IFN-a apresentam, uma taxa baixa de resposta ao tratamento e, a sua
accdo pode ser observada em aproximadamente 30-40% dos pacientes que toleram esta droga
(Erhardt et al., 2005). Seguindo esta linha, alguns estudos sugerem o genotipo C, como o mais
resistente e associado a complicacdes mais graves da doenca hepatica (Perrillo, 2009; Deny e

Zoulim, 2010).

A diferenca de progndstico na resposta ao tratamento, devido ao tipo de genétipo de HBV
infectante foi demonstrada com o uso de IFN-«, onde portadores dos genotipos A e B (45%-
49%) apresentaram melhor resposta em relacdo aos pacientes infectados pelos genétipos C e D

(26%) (Erhardt et al., 2005; Deny e Zoulim, 2010; Kao, 2011b)

Outro estudo similar feito em 1200 pacientes demostrou que, as melhores taxas de
respostas virologicas sdo observadas em pacientes com os gendtipos A (36%) e B (21%), do que

em pacientes com os genotipos C e D (9%) (Perrillo, 2009).

Entre os nucleotideos analogos (NA) disponiveis para o tratamento, a menor incidéncia
de resisténcia corresponde ao entecavir (ETV) e o tenofovir (TDF), em contraste & lamivudina. A
resisténcia em pacientes tratados com a lamivudina ocorre em aproximadamente 14% a 36%
apds um ano, e esta frequéncia aumenta progressivamente ao longo do tratamento (Zollner et al.,
2004; Deny e Zoulim, 2010). Por outro lado, o gendtipo A apresenta maior risco de desenvolver

resisténcia 4 lamivudina se comparado com o genétipo D (Zollner et al., 2004).
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5. Area de Estudo

O estudo foi realizado no Banco de Sangue do Hospital Central de Maputo (BSHCM),
que se encontra no recinto do Hospital Central de Maputo, no Bairro da Polana Cimento a Sul de
Mocambique (figura. 4). O BSHCM ¢é um Banco de referéncia 4 nivel Nacional, tém como
finalidade a colecta de sangue para o devido processamento (rastreio de agentes infecciosos),

com vista a abastecer as enfermarias do HCM assim como, de outras unidades hospitalares.

O HCM localiza-se na cidade de Maputo, no Bairro Central entre as Avenidas Eduardo
Mondlane, Salvador Allende, Tomas Nduda e Agostinho Neto. E um hospital de nivel
quaternario, o mais diferenciado do pais, com estatuto de Hospital Universitario. Funciona com
capacidade de 1487 camas oficiais e apresenta varios servicos clinicos como medicina,
ortopedia, pediatria, cirurgia, ginecologia-obstetricia, oncologia. Serve directamente a uma

populacdo de 1.684.142 habitantes da cidade de Maputo e Matola.
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Figura 4: Ilustra 0 HCM, onde se localiza o BSHCM. Este é delimitado por quatro avenidas, sendo que o

BSHCM esta em frente a Av. Agostinho Neto (Fonte: http://maps.google.co.mz/maps).

5.1 Local de Analise Laboratorial
As andlises laboratoriais foram feitas no laboratério de Virologia Molecular do Instituto
Nacional de Saude (INS), localizado no recinto do Hospital Central de Maputo (HCM).

O Laboratorio de Virologia Molecular do INS, é referéncia Nacional para o Diagnostico
Precoce Infantil de HIV-1, diagnostico molecular de HIV-2 e HTLV, Carga Viral de HIV-1 e
HBYV. Para além destas actividades, o laboratério dedica-se na pesquisa de doencas virais,

determinantes imunogenéticos das doencas virais, avaliacdo de tecnologias de diagnostico e na

formacdo dos técnicos de saude.

6. Metodologia
| 17
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6.1 Desenho de estudo

O estudo foi de caracter transversal, e todos participantes aprovados para o estudo foram

administrados questiondrios (anexo 3), para a obtencao de dados s6cio demograficos.

O recrutamento dos dadores foi de forma consecutiva, apds a sua aprovagao na etapa de
inquérito (anexo 2), realizada no Banco de Sangue. Os critérios de inclusao usados para o estudo
foram os mesmos que de elegibilidade do dador nos Bancos de Sangue (Anexo 3). Para que um

dador seja elegivel para doagdo de sangue, deve preencher as seguintes caracteristicas:

Estar bem de saude;

e Ter idade entre 18 a 65 anos;

e Ter um peso igual ou superior a 50 Kg;

e Temperatura ndo superior a 37,5°C;

® Pressdo arterial sistolica até 180mmHg e diastélica até 100mmHg;

¢ Hematdcrito minimo de 41% (sexo masculino) e 38% (sexo feminino);

® Hemoglobina minima de 12,0 g/dl (homens) e 11,0 g/dl (mulheres)

® Nao ter tomado aspirina em menos de 24 horas;

¢ Nunca ter sido excluido definitivamente para doagdao de sangue;

¢ Nado ser usuario de drogas;

¢ Nio ter feito transfusdo ha menos de um ano.
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6.1.1 Tamanho da amostra e Variaveis do Estudo

Durante o periodo de Novembro de 2014 & Marco de 2015, foram seleccionados 500
dadores de sangue de forma consecutiva, respeitando os critérios de inclusdo acima descritos e

consideradas as seguintes variaveis:

e Idade

e Género

e Cor de pele

e Profissdao

¢ Tipo de dador

e [Estado Civil

e Local de Residéncia

e Grau de escolaridade

¢ Genotipos de hepatite B
e (Carga viral

6.1.2 Colheita de Amostras

Foram colhidos pelos enfermeiros do BSHCM, 8ml de sangue total de cada participante,
usando tubos de vacuo com anticoagulante K;EDTA, devidamente etiquetados com o nome,

data, numero do dador e cédigo do estudo.

No final da colheita, as amostras eram enviadas ao Laboratério de Virologia Molecular
do INS, em condi¢des adequadas de biosseguranca (em colmem), de modo a evitar qualquer
contacto com o meio externo. No Laboratério as amostras receberam novos codigos, e foram
processadas de modo a separar o plasma para a carga viral e sangue total para a genotipagem.

Por fim, as amostras eram mantidas sob refrigeracdo a -80°C, até a data do processamento.

6.2 Analise Laboratorial da amostra

Todas amostras foram submetidas ao teste sorologico (ELISA) e, as amostras com

resultado positivo neste teste, foram submetidas a genotipagem a carga viral.
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6.2.1 Rastreio de Hepatite B

O rastreio, foi feito usando o kit comercial ADVANCED® HBsAg ELISA (Referéncia
361022, China), para a determinacdo qualitativa do HBsAg em soro ou plasma sanguineo

(Anexo 4).

6.2.2 Determinacao da Carga Viral

A carga viral foi determinada usando o teste COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
versdo 2.0 que consiste na amplificacdo do 4cido nucleico in vitro para a quantificacdo do
RNA/DNA de virus no plasma humano. Este teste é baseado em trés fases principais que
incluem: preparacdo da amostra para a obtencao do acido nucléioco viral, transcricdo reversa do
RNA-alvo para a obtengdao do DNA complementar (cDNA) por fim amplificacdo por PCR do
cDNA alvo e deteccao de sonda oligonucleotidica duplamente marcada e clivada especifica do

alvo

Para isso, primeiro colocou-se os clips de codigo de barras e os tubos-S na bandeja de
amostras. De seguida as amostras e os controis (negativo, positivo-baixo e positivo-alto) foram
descongelados, agitados por 10-20s no vortex e aliquotados 1100yl das respectivas amostras para

os tubos-S nas posicoes 4-24 e também oscontrois nas posicoes 1, 2 e 3 respectivamente.

Depois seguiu-se com a amplificacdo, onde as cassetes (CS1) dos reagentes foram
colocadas no COBAS Ampliprep da seguinte maneira: HBV v2.0 CS1 numa bandeja de
reagentes na posicao A, CS2, CS3 e CS4 noutra bandeja de reagentes nas posi¢coes B, C, D do
COBAS Ampliprep. Colocou-se a bandeja de amostras nas posicoes F, G ou H, os SPUs nas
respectivas bandejas e introduziu-se nas posicoes J, K ou L, a bandeja de tubos-K na posicao M,
N, O ou P no COBAS Ampliprep. E por fim a maquina Ampliprep e o TagMan foi iniciada para

a analise.

a. Interpretacao dos resultados

Sequéncia alvo ndo detectada (TND) - sequéncia viral ndo detectada.

<20.000cp/ml - Resultado abaixo do limite de detecgdo, acido nucleico detectado.
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>20.000cp/ml - <10.000.000 cp/ml — Resultados dentro dos limites de deteccao.
> 10.000.000 cp/ml - Resultado acima do limite de deteccao.

* 1UI/mL= 5 Copias/ mL

6.2.3 Genotipagem de HBV através do PCR com primers especificos
6.2.3.1 Extraccdo de ADN

O ADN gendémico das amostras positivas para Hepatite B foi extraido do sangue total,
usando o kit comercial “QIAamp blood ADN extraction kit” (Referéncia 51306, QIAGEN,

Germany) de acordo com o manual do fabricante. E ap6s a extraccdo as amostras de ADN foram

conservadas a -2°C até a data de genotipagem.

Para o processo de extraccao, primeiro efectuou-se a lise das particulas virais através da
adicdo de 20 microlitros (ul) de proteinase K, 200ul de sangue total e 200l de tampao de lise
num tubo, e com a ajuda do vértex os trés componentes foram misturados por 15s, deixados a

incubar & 56°C durante 10mim e depois centrifugada 4 8.000 rpm por 1mim.

De seguida, adicionou-se 200pl de etanol absoluto ao tubo, este foi agitado em vortex por
15mim e centrifugado a 8.000 rpm durante 1mim. Esta solucdo foi depois transferida para uma

coluna de elui¢do e novamente centrifugada & 8.000 rpm por 1mim.

Colocou-se a coluna num tubo colector, adicionou-se 500pl da solucao AW1 e
centrifugou-se & 8.000 rpm por 1mim, de seguida transferiu-se novamente a solucdo para outro
tubo colector, de modo a fazer a segunda lavagem, adicionando-se 500pl da solugdio AW?2 e
entdo centrifugada 4 14.000 rpm por 3mim, e 14.000 rpm por 1mim (O AW1 e AW2 permitem

obter resultados com elevada sensibilidade e especificidade).

Depois de colocar a coluna num tubo de 1,5ml devidamente identificado, adicionou-se
100pul de agua destilada ou tampao de eluicdo (AE), e foi incubada por 2mim 4 temperatura

ambiente e centrifugou-se a 8.000 rpm por 2mim.
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Por fim a coluna foi descartada e as amostras guardadas a -80°C até a data da

genotipagem.

6.2.3.2 Mix para o PCR

A genotipagem de Hepatite B foi feita com base na técnica de PCR multiplex com

primers especificos, descrito por Farazmandfar et al., (2012). O mesmo preconiza que para cada

BSHCM

amostra, o PCR sera realizado com 2 conjuntos de primers especificos (Tabela 1).

O conjunto um (1) tem como finalidade detectar genotipos B, C, F e G e o conjunto dois

(2) detectar os genotipos A, D, E e H (tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia dos Primers especificos para a genotipagem de HBV

E1-R
H1-R
D1-R
Al-R

5’CTAGGGGCAAATATTTCGTAGAGA3’
5’ GTCCCATGCCCCTTCTCGC 3’

5" AGGTGTCCTTGTTGGGATTGTAA3’
5’ GGCAGGAGGAGGAATTGTTGA 3’

Primer Sequéncia Bandas a detectar
Conjunto 1

Common2-F 5’CGTGTGCACTTCGCTTCACC 3’ B,C,FeG

F2-R 5’TCGATCCAGGTCATTGACCATC 3’

G2-R 5’AGGCCATATGGCAAAGTTGTTC 3’

B2-R 5’ACAGAATAGCTTGCCTTAGTGCC 3’

C2-R 5’GCATTTGGTGGTCTGTAAGCGAT 3’

Conjunto 2

Commonl-F 5’AGTATTCCTTGGACTCATAAGGTGG3 | A,D,E,eH

De seguida a mistura foi feita com base nas concentracdes e reagentes descritos na tabela

2, onde cada tubo continha 50pL da mistura da reacgao.

Tabela 2: Master Mix para o conjunto 1 e 2 na genotipagem de Hepatite B

Reagentes

Vol (1x)

C. Final (22 Amostras)

Tampdo 10x Taq amplification S5pL

110pL
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dNTPs 10Mm 1pL 22pL
MgCl, 25Mm 3pL 66pL
Set 1 (10pM) Mix 5pL 110pL
Taq AND polymerase 5U/pL 0,8pL 17,6pL
Agua destilada 25,21L 554,4pL
DNA 10pL -

Total 50 pLL 880uL

X- niimero de amostras a processar

A mistura foi, depois levada para amplificacdo no termociclador, obedecendo o programa

de ciclagem da tabela 3:

Tabela 3: Condicdo do PCR para a amplificacdo do ADN

Etapa Objectivo Temperatura Tempo N°de Ciclos
1 Desnaturacao inicial 95 °C S5min 1

2 Desnaturacao 95 °C 1min

3 Pareamento ou anneling 60 °C 1min 40

4 Extensdo 72 °C 1min

5 Extensao final 72 °C Smin 1

6.2.3.3 Electroforese em gel de agarose
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Os produtos de PCR amplificados foram sujeitos a electroforese em gel de agarose (2%),
e as bandas visualizadas num transluminador de luz ultravioleta, sendo o tamanho dos produtos

estimados de acordo com a cadeia de ADN de 100pb.

Para o gel de agarose, primeiro foi dissolvido o agarose em 100mL do tampdo TBE (Tris
Borate EDTA), aquecido no microondas e deixado a arrefecer até a uma temperatura suportavel

pelas maos. Depois foi montado um suporte para o gel com o pente e verificado o equilibrio.

De seguida adicionou-se 10pL do corante para cada 100ml de gel e este derramado sobre

o suporte até uma altura de 5mm, depois deixado a endurecer e o pente retirado.

Foi adicionado no para filme, 2pL. do Dye e acrescentado a elas 10pL. de ladder somente
nas primeiras duas gotas e depois misturado a 10pL do produto de PCR fazendo pipetagem

reversa, e entdo adicionado esta solu¢ao aos pogos.

A cuba de 80V foi ligada e deixou-se correr as bandas (tem uma cor amarela) até 10cm.

O ADN sendo de carga negativa, ird migrar do polo negativo para o positivo.

O computador e o transluminador a ele conectado foi ligado, e com ajuda da espatula este

gel foi transferido da cuba electroforética para o aparelho e de seguida fechado o compartimento.

Por fim, foi iniciado o programa Quantity One, accionado o comando Expose e a luz

Ultra violeta (UV) de modo que se vejam as bandas de ADN.

As figuras abaixo mostram as bandas de interesse que foram esperadas para cada

genotipo de Hepatite B.

p o PeF  bpeG  tpeB typeC v, OpeE  bpeH GpeD  GyeA
Set 1 Set Z
T35 b .
S06bp - 632 bp ...
S13 DJy -
354 bp--- 417 b=
212 bp -

124 bp--
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Figura 5: Imagem de gel de agarose com as bandas para cada genotipo. M representa o

peso molecular, e os tipos de genotipos estdao representados a direita da letra M (Fonte:
Farazmandfar et al., 2012)

6.3 Analise de dados

Os resultados foram organizados numa base de dados Excel tendo em conta as variaveis
do estudo, e de seguida analisados pelo programa estatistico SPSS, versdo 20.0. Posteriormente,
calculou-se a frequéncia e as percentagens das variaveis do estudo com base no teste chi-

quadrado. Para todas andalises considerou-se um nivel de significancia menor que 0.05 (p <0.05).

6.4 Consideracées Eticas

Este estudo é componente de um trabalho intitulado “Diversidade Genética e residual de
transmissdo de HIV;HBV,HCV por Transfusdo Sanguinea em Mog¢ambique”, que teve aprovacao

por parte do Comité Nacional de Bioética para a Satide do Ministério da Satide (Anexo 5).

O recrutamento foi de caracter voluntario, e todos os participantes foram informados
sobre o estudo e 0s que aceitaram participar, assinaram uma Folha de Consentimento Informado
(anexol). Todas as amostras dos participantes do estudo, foram aliquotadas utilizando apenas o
codigo de estudo como identificacdo. Os questionarios contendo os dados dos participantes e o
codigo do estudo, foram manuseados apenas pelo investigador envolvido e arquivado em lugar

seguro.

7. Resultados
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No periodo compreendido entre Novembro de 2014 & Marco de 2015, foram recrutados
de forma voluntéria 500 dadores de sangue. Dos quais, 19,8% (n=99) desistiram de participar do
estudo e 8,8% (n=44) foram excluidos (6,2% por apresentarem sangue insuficiente e 2,6% por
perda de ligacdo entre o cddigo do estudo e do banco de sangue). Assim, foram incluidos 357

dadores de sangue conforme o esquema 1.

500 Dadores do BSHCM

| 19,8% (n=99) Desistiram

H 6,2% (n=31) Amostra insuficiente

2,6% (n=13) Discordancia de codigos

357 Dadores
Teste ELISA (HBsAg)
%
329 Dadores negativos 28 Dadores positivos
(HBsAg) (HBsAg")

 gm—

28 Amostras para carga 28 Amostras para a
viral extracgﬁoldo ADN

—— v

A" A"

25 Amostras com ADN 3 Amostras com 22 Amostras para a
viral detectavel ADN viral genotipagem
indetectavel

Esquema 1. Fluxograma dos testes feitos nos dadores de sangue. Dos 500 dadores iniciais, 357
foram submetidos & testes sorologicos dos quais, 329 foram negativos e 28 dadores submetidos a

analise de carga viral e extraccdo de ADN.
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7.1 Caracteristico socio- demograficas da populacao de estudo

Dos 357 dadores de sangue que participaram do estudo, a média da idade foi de 31 anos.
A maioria dos dadores pertenciam ao sexo masculino (76,5%), e 74,8% eram dadores

repositores. Quanto a raga, 94,1% eram de pele negra e 0,8% de pele branca (Tabela 4).

Em relacdo ao estado civil, observou-se que 51% dos entrevistados eram casados ou
relataram unido marital e 0,8% eram vitvos. A maioria dos dadores afirmaram residir na Cidade

de Maputo (36,1%) e 4,8% em outras provincias de Mogambique (Tabela 4).

No nivel de escolaridade predominou o secundario/técnico com 64,4% dadores e 0,6%
ndo apresentavam nenhum nivel de escolaridade. As profissdes dos individuos foram agrupadas
em seis categorias onde, 32,8% pertenciam a fungao publica e os desempregados apresentaram a

menor frequéncia com 1,4% (Tabela 4).

7.2 Frequéncia de HBV em dadores do BSHCM

A prevaléncia do HBV encontrada neste estudo foi de 7,8%. A maior parte dos dadores
positivos eram repositores (74,2%), do sexo masculino (82,1%) com uma faixa etaria de 25-34
(Tabela 5).

Dos individuos positivos, a maior percentagem observou-se nos casados (53,6%), no
nivel secundario/técnico com 57,1% e nos dadores de pele negra (96,4%). A maioria dos dadores
positivos viviam na Cidade de Maputo (50%) destes e 32,1% eram trabalhadores de conta

propria (Tabela 5).

De todos factores socio- demograficos estudados no presente estudo (idade, sexo, tipo de
dador, cor de pele, grau de escolaridade, estado civil, local de residéncia e profissdo), nenhum

mostrou associacao significativa a infeccdo pelo HBV (Tabela 5).

Das 28 amostras positivas no teste sorolégico, 89,3% (n=25) amostras tiveram a carga

viral detectada e 10,7% (n=3) amostras a carga viral estava indetectavel, como ilustra a tabela 5.
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Tabela 4. Andlise das caracteristicas sécio- demograficas de dadores do BSHCM

Caracteristicas Total %
Faixa etdria

18-24 98 27,5
25-34 149 41,7
35-44 69 19,3
> 45 41 11,5
Género

Masculino 273 76,5
Feminino 84 23,5
Tipo de Dador

Repositor 267 74,8
Voluntario 90 25,2
Cor da pele

Negra 336 94,1
Mista 18 5
Branca 3 0,8
Grau de escolaridade 2 0,6
Analfabeto 68 19
Primario 230 64,4
Secundario/Técnico 57 16
Superior

Estado civil

Solteiro/a 167 46,8
Casado/a 182 51
Divorciado/a 5 1,4
Viuvo/a 3 0,8
Local de Residéncia

Maputo-Cidade 211 59,1
Maputo-Provincia 129 36,1
Outras Provincias de 17 4.8
Mocambique

Profissdo

Estudantes 80 22,4
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Conta- Propria
Desempregados
Domésticas
Funcao-Publica
Sector-Privado

86
5
27
117
42

24,1
1,4
7,6
32,8
11,7

Tabela 5. Prevaléncia do HBsAg em dadores de sangue do BSHCM

Caracteristicas

Faixa etaria

18-24 89 (27,1) 9 (32,1) 98 (27,5)

25-34 137 (41,6) 12 (42,9) 149 (41,7) 0,577
35-44 63 (19,1) 6 (21,4) 69 (19,3)

>45 40 (12,2) 1(3,6) 41 (11,5)

Género

Masculino 250 (76) 23 (82,1) 273 (76,5) 0,461
Feminino 79 (24) 5(17,9) 84 (23,5)

Tipo de Dador

Repositor 244 (74,2) 23 (82,1) 267 (74,8) 0,351
Voluntario 85 (25,8) 5(17,9) 90 (25,2)

Cor da pele

Negra 309 (93,9) 27 (96,4) 336 (94,1)

Mista 17 (5,2) 1(3,6) 18 (5,0) 0,818
Branca 3(0,9) -- 3(0,8)

Grau de escolaridade 2 (0,6) - 2 (0,6)

Analfabeto 60 (18,2) 8 (28,6) 68 (19,0) 0,589
Primario 214 (65) 16 (57,1) 230 (64,4)
Secundario/Técnico 53 (16,1) 4 (14,3) 57 (16,0)

Superior

Estado civil

Solteiro/a 154 (46,8) 13 (46,4) 167 (46,1)

Casado/a 167 (50,8) 15 (53,6) 182 (51,0) 0,868
Divorciado/a 5(1,5) -- 5(1,4)

Viuvo/a 3(0,9) -- 3(0,8)

Local de Residéncia

Maputo- Cidade 197 (59,9) 14 (50) 211 (59,1)
Maputo-Provincia 118 (35,9) 11 (39,3) 129 (36,1) 0,250
Outras Provincias de 14 (4,3) 3(0,9) 17 (4,8)

Mocambique

Profissdo
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Estudantes 72 (21,9) 8 (28,6) 80 (22,4)
Conta- Propria 77 (23,4) 9(32,1) 86 (24,1)
Desempregado 5(1,5) - 5(1,4) 0,702
Domésticas 25 (7,6) 2(7,1) 27 (7,6)
Funcao-Publica 111 (33,7) 6 (21,4) 117 (32,8)
Sector-Privado 39 (11,9) 3(10,7) 42 (11,8)

Caracteristicas Total %

Valores de carga viral (UI/mL)

Indetectavel (TND) 3 10,7%

<2000 17 60,7%

>2000 3 10,7%

>20,000 5 17,9%

Continuacao (Tabela 5)

7.3 Genétipos de Hepatite B

Das 28 amostras positivas para o antigeno HBsAg, conseguiu-se extrair e amplificar o
ADN viral de 22 através da técnica de PCR, as quais foram submetidas a genotipagem, onde nado

foi possivel identificar os genotipos. Foi feito o gel de agarose porém, as bandas desejadas ndo

foram observadas.
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8. Discussao

A maioria dos participantes foi do sexo masculino (76,5%), com uma média de 31 anos
de idade. Esta frequéncia de género foi verificada também no estudo realizado por Cunhas et al.,
(2007) no mesmo banco de sangue (BSHCM), onde constatou que 78,1% dos dadores eram do
sexo masculino. Também foi verificado no estudo realizado em Tete por Stokx et al., (2011),
onde 88% era do sexo masculino e a idade média era de 29 anos. Assim sendo, o resultado
encontrado reflecte o perfil de um banco de sangue, onde a maior parte dos dadores sdo
individuos jovens do sexo masculino. Este facto, é sustentado por Noubiap et al., (2013) e
Moukoko et al., (2014) ao referirem que, os homens sdo considerados os mais adequados para a
doacdo de sangue pois, as mulheres perdem o sangue devido a ciclo menstrual, a gravidez e a

amamentacao.

Por outro lado, Cunhas et al., (2007) também verificaram que, a maioria dos dadores foi
da Cidade de Maputo, com um nivel secundario/técnico e pele negra. Portanto, esta tendéncia
pode-se justificar pela distancia que os individuos percorrem até ao Banco de Sangue, sendo que
é mais facil e perto para os individuos da Cidade de Maputo se dirigirem ao Banco de sangue do
HCM do que individuos da Provincia de Maputo e por outro lado, o nivel de escolaridade dos
dadores pode ter influenciado na consciencializagcdo da importancia de uma doacado. E a maioria

era de nacionalidade Mocambicana razao pela qual a pele negra foi a mais predominante.
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No presente estudo observou-se que a prevaléncia da infeccao por HBV foi de 7,8%. Esta
prevaléncia foi menor do que a ja descrita no nosso pais em 2007 e 2011 por Cunha et al., (2007)
e Stokx et al., (2011), onde a taxa situou-se em torno de 10,6%. Esta diferenca pode estar
associada a diversos factores como, o tamanho maior da amostra usada por Cunha et al., (2007) e
Stokx et al., (2011), onde recrutaram 2887 e 758 dadores respectivamente, contra 500 dadores
neste estudo; a investigacdo de dadores excluidos da doacdo de sangue por diversos motivos, o
que ndo se verificou no presente estudo, factor que pode ter reduzido a probabilidade de obter-se
uma prevaléncia semelhante ou, maior da observada nos estudos dos autores acima
mencionados; o espaco temporal que separa os trés estudos, é provavel que as medidas de
prevencao e controlo demonstrados pela distribuicio de panfletos e brochuras feitas pelo

BSHCM podem ter melhorado, diminuindo assim a prevaléncia do HBV nos dadores.

Apesar da prevaléncia encontrada no presente estudo, ter sido menor que a observada em
2007 e 2011 em Mogambique e em alguns paises Africanos, como Senegal (12,7%) e Nigéria
(18,6%) (Buseri et al., 2009; Tapko et al., 2009), ela foi maior que a reportada em dadores
indianos em 2012, que se estimou em 3,5% (Lavanya at al., 2012). Entretanto, a localizacdo
geogréfica pode estar associada a esta prevaléncia, sendo que a India localiza-se em uma regido
de prevaléncia intermédia (2-7%), enquanto Senegal, Nigéria e Mocambique situam-se na regido

de prevaléncia elevada (> 8%).

Os dadores foram distribuidos em quatro faixas etarias, sendo que os de 25-34 anos
apresentaram maior prevaléncia 4 infeccao por HBV, tendo-se verificado uma diminuicao da
frequéncia de individuos positivos com o aumento da idade. O mesmo facto, foi observado por
Cunha et al., (2007) e Stokx et al., (2011), onde a maior prevaléncia esteve em dadores de 20-29
anos e 27-29 respectivamente, o que pode se considerar dentro do intervalo verificado no
presente estudo. Esta tendéncia reflecte uma transmissao recente, devido ao comportamento de
alto risco durante a juventude como, multiplos parceiros sexuais, consumo de drogas
endovenosas e o alcool (Okwesili et al., 2014). Este facto é divergente ao demonstrado por
Kramvis et al., (2007) ao afirmar que, a prevaléncia de HBV aumenta com a idade, sendo que

atinge os niveis maximos na faixa etaria dos 40-67 anos.
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Por outro lado, verificou-se uma prevaléncia elevada nos dadores repositores em relacao
aos voluntdrios. Este resultado vai de acordo com o estudo realizado por Cunha et al., (2007) e
Stokx et al., (2011). Isto, pode ser explicado pelo facto de dadores voluntarios doarem
regularmente e, ser considerado o seu sangue seguro por ndo possuirem um comportamento de
alto risco enquanto, dadores repositores doam por motivos urgentes e familiares portanto, sao
mais propensos a estar infectados por algum patégeno (Noubiap et al., 2013; Buseri et al., 2009;

Lavanya et al., 2012).

Os dadores de pele negra e de nivel secundario/técnico apresentaram uma prevaléncia
elevada de HBV, como também foi observado no estudo realizado por Custer et al., (2015). Mas,
sdo dados discordantes com os resultados achados pelo Cunha et al., (2007) onde, a maior
prevaléncia foi ao nivel primério e analfabeto. Assim, nota-se que o nivel de escolaridade dos
dadores ndo influenciou significativamente para a consciencializagdo de cuidados preventivos

contra a infeccao pelo virus.

O facto do presente estudo ter obtido uma prevaléncia de HBV elevada em dadores da
Cidade de Maputo e casados, como é o caso do estudo realizado pelo Cunha et al., (2007) no
mesmo banco de sangue, este facto, pode ser justificado pelo contacto com individuos oriundos
de paises vizinhos de prevaléncia elevada, em especial a Africa do sul, onde a prevaléncia é

cerca de 22,9% (Lukhwareni et al., 2009).

De todos factores de risco analisados no presente estudo, nenhum esteve
significativamente associado & infeccao pelo HBV, facto este verificado no estudo realizado em
2012 na India por Lavanya et al., (2012) e em 2014 no Camardes por e Moukoko et al., (2014)
em dadores de sangue. Contrariamente ao observado no estudo de Cunha et al.,, (2007) e
colaboradores, estes demostraram associacao entre o nivel de escolaridade, e o local de
residéncia 4 infeccdo por HBV nos dadores de sangue. Facto que pode ser explicado, pela

descentralizacdo da cidade associado ao aumento do nivel académico.

Em relagdo a carga viral, ela foi detectada em 89,3% das amostras HBsAg positivas. Este
resultado esteve proximo do estudo desenvolvido em 2009 no Brasil por Alcalde et al., (2009),

onde observaram uma frequéncia de carga viral em torno de 68%. Estes resultados contrariam o
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encontrado no estudo também realizado em 2009 no Brasil por Nita et al., (2009), onde a
frequéncia da carga viral foi baixa, estando em torno de 19,5%. Por outro lado, 10,7% das
amostras apresentavam o ADN viral indetectavel, provavelmente devido ao teste usado que,

possui um limite de deteccao de 20 copias/mL -10 milhdes de copias/mL.

Cerca de 12,6% dadores brasileiros em 2009 tiveram a carga viral acima de 2000UI/mL
(Nita et al., 2009), resultado ndo distante também foi encontrado nos dadores do presente estudo
(10,7%) no entanto, dadores que apresentam estes niveis estdo associados ao maior risco de
desenvolver cirrose e HCC. Por outro lado, a maioria dos dadores tiveram a carga viral abaixo de
2000UI/mL (60,7%) assim, sdao considerados portadores inactivos de HBV, onde o HBsAg esta
presente e 0 HBeAg esta ausente no seu organismo, estes dadores nao sao recomendados ao

tratamento mas sim, ao acompanhamento médico (Balanzo e Enriquez, 2007).

No presente estudo ndo foi possivel identificar nenhum genétipo de Hepatite B. Varios
factores podem ter influenciado este resultado como, o tipo de material biol6gico usado para o
procedimento (o sangue total), sendo que muitos estudos tém usado o plasma para a genotipagem
como é o caso dos estudos feitos pelo Cunha et al., (2007) e Farazmandfar et al., (2012). Outro

factor é a carga viral, que foi baixa na maioria das amostras e falhas humanas.

Por outro lado, o PCR usado e as concentracOes dos reagentes, também podem ter
influenciado para a obtencdo destes resultados pois, a maior parte dos estudos tem usado outras
técnicas como o PCR-RT, Colorimetro, Polimorfismo de fragmento de restricdio (RFLP) e o
Ensaio de linha em sonda (LipA), como é o caso do estudo realizado em Mocambique pelo

Cunbha et al., (2007), e por Valente et al., (2010) em Angola.

Segundo, Bonin et al., (2004) e Hess et al., (2012), as falhas no processo de genotipagem
sdo originadas em cada passo do processo (extraccao de DNA, analise molecular), e por outros
factores como, as causas humanas e técnicas (artefactos de amplificacdo, material usado,

qualidade e quantidade do ADN).
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9. Conclusao

e Os factores socio- demogréficos estudados, nenhum demostrou associagao significativa a

infeccdo pelo HBV;

e A prevaléncia do HBV encontrada foi de 7,8%, o que revela um nivel elevado para a

infeccao de HBV em dadores do BSHCM;

e A carga viral foi observada em 89,3% amostras, e 10,7% das amostras foram

indetectaveis;

® Nao se identificou nenhum genoétipo de hepatite B.
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10. Recomendacoes

® Recomenda-se a realizacao de carga viral antes do processo de genotipagem;

e Para os investigadores sugere-se, a realizacdao de estudos similares e com um tamanho
amostral maior, acrescentando factores de risco associados ao HBV tais como: tatuagem,
multiplos parceiros e consumo de alcool ou de drogas para melhorar a avaliacdo da

prevaléncia.

11. Limitacoes
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¢ Perda de dadores durante o estudo, um facto que influenciou nos resultados do estudo;

¢ A falta de percepcdo por parte dos dadores, provavelmente devido ao nivel de

escolaridade dos mesmos;

¢ O factor tempo de estudo.

12. Comentario

Este é o primeiro estudo que aborda questdes virolégica nos dadores de sangue do
BSHCM e investiga mas uma vez 0s genotipos existentes no Pais. Os resultados demonstrados
revelam-se interessantes sob ponto de vista de prevencdo e transmissdao do HBV por transfusoes

sanguineas.
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Anexo

Anexol: Folha de Consentimento Informado
MINISTERIO DA SAUDE

INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE

Frequéncia, Caracterizacao Genotipica e Virologica de Virus de Hepatite B em Dadores de

sangue do Banco de Sangue do Hospital Central de Maputo

Eu confirmo que li e entendi a informacdo do participante, que explica os objectivos e a natureza

do estudo e possiveis riscos, e estes foram detalhadamente explicados.
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1. Antes de assinar a folha de Consentimento informado, eu tive a oportunidade de pensar
sobre a minha participacdo e de fazer as perguntas relacionadas com possiveis danos
fisicos ou mentais que poderei vir a sofrer como resultado da participagdao e recebi

respostas satisfatorias.
2. Eu entendo que a minha participacdo é voluntaria e que eu sou livre para desistir a

qualquer momento, por qualquer razdao sem que a minha relacdio com o hospital seja

afectada.
3. Eu entendo que as informagdes sobre a minha histéria, colhidas durante o estudo,

poderdo ser consultadas por pesquisadores associados, autoridades de vigilancia sanitaria

e epidemiologica.
4. Eu dou minha permissdao para que os dados desta pesquisa sejam publicados sem que

minha identificacdo seja divulgada.
5. Eu entendo que caso tenha qualquer duvida relacionada com a minha participagdo nesta

pesquisa, deverei entrar em contacto com a Flora Mula pelo telefone 823717354
6. Eu declaro que recebi uma cépia da folha do consentimento informado e da folha de

informacao do participante, e eu concordo em participar neste estudo.

Nome do Dador Data
__/__/2015
Nome da pessoa que colhe o consentimento Data
_/__/2015
Nome do Investigador Principal Data
__/__/2015

Anexo 2: Questionario usado no pré-inquérito nos Bancos de Sangue
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Questionério Respasta Se sim, especificar se necessirio
Sim | Niao
Perguntas de exclusio definitiva®

Tem idade superior a 65 anos?

Tem alguma doenga sem cura (crénica)?

Alguma vez foi suspeito de ter HIV?

Alguma vez teve Hepatite/ Ictericia?

Alguma vez teve doenca venérea?

Pertence a um grupo de risco de infecgéo por HIV (ex.:
Injecta-se drogas, tem rela¢des sexuais ocasionais sem
protecgiio, fez vacinas tradicionais com lamina usadas
por mais de uma pessoa, transfusdes repetidas, etc.)?

Perguntas de exclusio temporaria**

Sabe que uma pessoa com HIV/SIDA nido pode doar
sangue?

Tem doencas do Sistema Cardiovascular (ex.: Dor
precordial)?

Tem doencas do Sistema Respiratdrio (ex.:Asma)?

Tem doengas do sistema Gastrintestinal (ex.:l.'chera

péptica)?
Tem doengas do Sistema
Musculoesquelétrico/ Articular?

Tem doencas do Sistema Genitourindrio?

Tem doengas do Sistema Endécrino (ex.:Diabetes)?

Tem doengas do sistema Imunitario (Ex.:Alergias)?

Tem doengas do Sangue (ex.:Hemofilia)?

Tem febre?

Estd grdvida (para mulheres)?

Estd a tomar algum medicamento?

Foi vacinado nas altimas 4 semanas?

Foi operado nos altimos 6 meses?

Alguma vez foi-lhe recusado doar sangue?

EXAME FISICO Sim Nio

Verifica se tem sinais de doenca infecciosa.

Tem tensdo arterial superior 150/100mmHg ou inferior a 90/70mmHg?

Tem pulso superior a 120 bpm ou inferior a 60bpm?

Tem Peso inferior a 50Kg?

Tem Hemoglobina inferior a 12,5 gr/dl?

(*) INFORMAR AO DADOR QUE NUNCA MAIS PODERA DOAR SANGUE EM LUGAR
ALGUM.

(**) RESOLVIDO O “CASO” VOLTA A DOAR, MAS PODERA SER EXCLUIDO
DEFINITIVAMENTE, SE O CLINICO ASSIM DECIDIR.

Anexo 3: Ficha de Dados Demograficos
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MINISTERIO DA SAUDE
Instituto Nacional de Saude

Frequéncia, Caracterizacao Genotipica e Virologica de Virus de Hepatite B em Dadores de

sangue do Banco de Sangue do Hospital Central de Maputo

Dados sécio demograficos

Numerodo Dador: | | | | | |

Numero de Frasco

Idade: |___|___| anos

Tipo de Dador:

1.Repositor O

2. Voluntério U

Sexo:
1. Masculino: [

2. Feminino: []

Grau de Escolaridade:

1. Analfabeto: []

2. Primario: [

3. Secundério / Técnico:[]

4. Superior: ]

Estado civil: Cor da pele:
1. Solteiro/a: [ 1. Negra: []
2. Casado/a: [ 2. Mista: [
3. Divorciado/a: [] 3. Branca: [
4. Viuvo/a: [

Local de nascimento: Profissao:

Local de Residéncia (provincia):

de 2015

Maputo, de
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(Assinatura do paciente)

(Assinatura do entrevistador)
Anexo 4.

Teste ELISA

E um teste que permite a deteccdo de antigeno-anticorpos especificos no plasma sanguineo. E

muito sensivel e com especificidade de 99% para amostras de plasma (Hongbao et al., 2006)

Procedimentos

® Adicionar 25pl de diluente da amostra a cada pogo da placa

® Adicionar 75pul da amostra a cada pogo e 75pl do controle negativo aos pocos Al e Bl e

75l controle positivo ao poco C1.
¢ Incubar a placa durante 60 minutos a 37°C
¢ Adicionar 50pl de conjugado a cada pogo
¢ Incubar a placa durante 30 minutos a 37°C
e Lavar a placa 5 vezes a placa com a solugdo de lavagem
¢ Adicionar 100pl da solucdo de substrato (Cor A e B) a cada pogo

¢ Incubar novamente a placa durante 30 minutos a 37 °C enquanto se desenvolve a cor
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¢ Adicionar 50pl da solucdo de paragem
* Fazer a leitura da placa a 450nm.
Resultados
1. Calculo do controle negativo
Valor de Cut-off ¢ média da obsorvancia paradois controles negativos +0,05

2
2. Interpretacao dos resultados
Positiva, se a amostra apresentar uma absorvancia superior ou igual ao valor do Cut-off.

Negativa, se a amostra apresentar uma absorvancia inferior ao valor do Cut-off.

Anexo 5. Aprovacdo do Comité Nacional de Bioética para Satide do Ministério da Satude
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REFUBLICA DE MOCAMBIDLUE

MINISTERTO DA SAUDE

COMITE NACIOMAL DE BIDETICA PARA A SAUDE
IREOOO0IEST

Exma Senhara
Dr. Nédio Mabanda
INS

Raef: 263/CNES/13 Dwta 25 de Agosto de 2004

Assgnbo; Perecer do Comibé Macional de Biodtica para raids [CNES) sobie o EStudd OV
Gandbcy & resciual e fravsmessio o= W Y WOV por Tranefisds Sangednad e Mogambee ™
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