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RESUMO

Introducédo: Angola é um pais da Africa subsaariana onde circula o virus da hepatite B
(HBV), um virus de DNA hepatotrdpico, carcinogénico e endémico na populacdo, tendo esta
uma situacdo vacinal anti-HBV desconhecida. Objetivo: Caraterizar o perfil molecular de um
segmento da regido de sobreposicdo dos genes S/P do HBV presente em amostras de plasma
provenientes de utentes atendidos em duas Unidades de Saude das cidades do Lubango e de
Benguela. Material e Métodos: Selecionaram-se 512 amostras de plasma com teste rapido
(HBsAg+ e HBsAg-), previamente criopreservadas, das quais se tinha informacéo de natureza
sociodemogréfica e laboratorial disponivel em bases de dados, sendo 456 provenientes de
parturientes (Grupo 1) e 56 de doentes hospitalares (Grupo 2), de acordo com os locais de
origem mencionados. Procedeu-se a extracdo de DNA viral com um kit comercial, seguindo-
se a amplificacdo do DNA do HBV por nested-PCR para obtencdo de um amplicdo com 340
pb, aproximadamente. Ap6s sequenciacdo direta unidirecional de Sanger validaram-se 103
cromatogramas que foram editados. As respetivas sequéncias foram alinhadas no programa
informético BioEdit V.7.2.5. e a sua identidade confirmada através do programa
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi. A traducdo proteica das regiGes codificantes da
transcriptase  reversa e do HBsAg foi realizada com o  programa
https://hbv.geno2pheno.org/index.php para analise das mutacdes. Resultados: No Grupo 1
obteve-se 12,3% (56/456) de casos de infecdo pelo HBV, sendo 8,3% (38/456) identificados
previamente com HBsAg+ e 4,3% (18/418) detetados com infecdo oculta (HBsSAg-/DNA-
HBV+). A taxa global de amplificacdo de DNA do HBV foi de 11,2% (51/456), com 100%
(51/51) das parturientes infetada pelo genétipo E, com subtipo ayw4 (97,0%) e aywl (3,0%).
Cerca de 92,2% dos virus (47/51) continha mutagdes pontuais (32/33 HBsAg+ vs 15/18
HBsAg-/DNA+). No Grupo 2, obtiveram-se 52/56 sequéncias HBV, 98,1% (51/52) de
genotipo E e 1,9% (1/52) de gendtipo A, subgendtipo 2, subtipo adw?2. Entre os portadores do
gendtipo E, 100% (23/23) dos doentes com HBsAg+ tinham virus do subtipo ayw4. Entre os
casos de infecdo oculta (28/28), 57,1% eram aywl, 39,3% ayw4 e 3,6% de subtipo
indeterminado. Mutacdes pontuais ocorreram em 100% das sequéncias do Grupo 2. Mutacdes
de provavel resisténcia ao tratamento com analogos nucleosideos/nucleotideos foram
detetadas no Grupo 1 em trés portadoras HBsAg+ com variantes de resisténcia putativa a
Lamivudina (rtT128N; rtN139D e rtVV207L). Nas portadoras HBsAg-/DNA+, detetou-se um
caso com dupla resisténcia (primaria_rtA194T/Tenofovir + putativa_rt\VV207L/Lamivudina).
No Grupo 2 ocorreram quatro casos, um no gendtipo A, resistente a Lamivudina + Adefovir
(putativa_ W153R), e trés casos entre os doentes com HBsAg-/DNA+, um resistente ao
Entecavir ou Adefovir (primaria_rtl169L) e dois resistentes a Lamivudina
(putativa_rtT128N). Variantes de escape (imunitario, diagnostico e vacinal) surgiram no
Grupo 1 (sP120T; sQ129H, sD144E) e no Grupo 2 (sP120T, sT126l1; sQ129R; sG130R;
sD144A; sD144E e sG145K). Conclusdo: Esta pesquisa, realizada em zona de elevada
endemicidade, reforca que o gendtipo E predomina em Angola com dois subtipos virais (ayw4
e aywl). Variantes de resisténcia ao tratamento com antivirais e mutantes de escape também
foram identificados nesta populacdo que € virgem de tratamento, com situacdo vacinal anti-
HBYV pouco esclarecida.

Palavras-chave: virus da hepatite B; Angola; DNA-HBV; genotipo E; mutacdes de
resisténcia aos antivirais.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://hbv.geno2pheno.org/index.php

ABSTRACT

Introduction: Angola is a country in the sub-Saharan of Africa where the hepatitis B virus
(HBV), a hepatotropic, carcinogenic and endemic DNA virus circulates in the population,
with an unknown anti-HBV vaccination status. Objective: To characterize the molecular
profile of a segment of the HBV S/P gene overlapping this region present in plasma samples
from users treated in two Health Units in the cities of Lubango and Benguela. Material and
Methods: 512 plasma samples were selected (HBsAg+ and HBsAg-), previously
cryopreserved, sociodemographic and laboratory information was available in the databases,
456 coming from parturient women (Group 1) and 56 samples from patients hospitals (Group
2), according to the mentioned places of origin. Viral DNA was extracted using a commercial
kit, followed by amplification of HBV DNA by nested-PCR to obtain an amplicon measuring
approximately 340 bp. After direct unidirectional Sanger sequencing, 103 chromatograms
were validated and edited. The respective sequences were aligned using the BioEdit V.7.2.5
software  program. and your identity confirmed through the  program
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi. Protein translation of the coding regions for reverse
transcriptase and HBsAg was performed using the program
https://hbv.geno2pheno.org/index.php for mutation analysis. Results: In Group 1, 12.3%
(56/456) of cases the HBV infection were found, as present with 8.3% (38/456) previously
identified with HBsAg+ and 4.3% (18/418) detected with occult infection (HBsAg-/DNA-
HBV+). The overall rate of HBV DNA amplification was 11.2% (51/456), with 100% (51/51)
of parturients infected by genotype E, with subtype ayw4 (97.0%) and ayw1l (3, 0%). About
92.2% of viruses (47/51) contained point mutations (32/33 HBsAg+ vs 15/18 HBsAg-
/IDNA+). In Group 2, 52/56 HBV sequences was present 98.1% (51/52) of genotype E and
1.9% (1/52) of genotype A, subgenotype 2, subtype adw2. Among genotype E carriers, 100%
(23/23) of patients with HBsAg+ had viruses of the ayw4 subtype. Among cases of occult
infection (28/28), 57.1% were ayw1, 39.3% ayw4 and 3.6% of undetermined subtype. Point
mutations occurred in 100% of the sequences in Group 2. Mutations of probable resistance to
treatment with nucleoside/nucleotide analogues were detected in Group 1 in three HBsAg+
carriers with putative resistance variants to Lamivudine (rtT128N; rtN139D and rtVV207L). In
HBsAg-/DNA+  carriers, one case with double resistance was detected
(primary_rtA194T/Tenofovir + putative_rtV207L/Lamivudine). In Group 2 there were four
cases, one in genotype A, resistant to Lamivudine + Adefovir (putative W153R), and three
cases among patients with HBsAg-/DNA+, one resistant to Entecavir or Adefovir
(primary_rtI169L) and two resistant to Lamivudine (putative rtT128N). Escape variants
(immune, diagnostic and vaccine) emerged in Group 1 (sP120T; sQ129H, sD144E) and in
Group 2 (sP120T, sT126l; sQ129R; sG130R; sD144A; sD144E and sG145K). Conclusion:
This research, carried out in a high endemicity area, reinforces that genotype E predominates
in these regions of Angola, with two viral subtypes (ayw4 and aywl). Variants resistant to
treatment with antivirals and escape mutants were also identified in this untreatmented
population, with an unclear anti-HBV vaccination status.

Keywords: hepatitis B virus; Angola; HBV-DNA; genotype E; antiviral resistance mutations.
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MIN - Maternidade Irene Neto

MINSA - Ministério da Saude de Angola

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

ORF — Regiéo ou grelha de leitura aberta

PCR - Reagdo em cadeia da polimerase

pb - Par de bases

TDR - Teste de diagnostico rapido

WHYV - Virus da hepatite da marmota



INTRODUGAO

1. INTRODUCAO
1.1. HISTORIA

Desde a Antiguidade que ha relatos de doenca semelhante & que é provocada pela
infecdo do virus da hepatite B (HBV). Esta doenca foi reportada por Hipdcrates (300 a 400 a.
C.) como uma doenca em que pode ocorrer um surto prolongado de ictericia e inflamacéo do
figado. Esta observacéo foi igualmente descrita hd mais de 5000 anos na China e ha mais de
2500 anos na Babil6nia. A mesma observagdo ocorreu em campanhas militares na América
do Norte durante a Guerra Civil Americana (1861 e 1865), onde mais de 40 mil casos foram
registados. Outros relatos foram descritos apds vacinag¢do, como 0 que ocorreu na campanha
de vacinagdo contra a variola em trabalhadores de um estaleiro em Bremen (1885, Alemanha)
e na campanha de vacinacdo contra a febre-amarela que ocorreu em militares durante a Il
Guerra Mundial (1942). Porém, s6 durante o século XX é que se caraterizou 0s agentes
etioldgicos das hepatites virais (A, B, C, D, E e G) (Fonseca, 2010).

Baruch Blumberg, geneticista e Prémio Nobel da Medicina (1976), contribuiu de uma
forma muito especial para a histéria do HBV, sendo que em 1965 observou que o soro de um
aborigene australiano continha um antigénio reativo, semelhante ao antigénio que estava
presente em soros de alguns individuos leucémicos e hemofilicos, submetidos a multiplas
transfusbes de sangue, denominando-o por antigénio Australia (AuAg) devido a sua origem
geografica (Blumberg & Alter, 1965; Hadziyannis, 2011). Mais tarde, observou que uma
colaboradora do laboratdrio de pesquisa se infetara durante a manipulacéo de soro com AuAg,
por ter desenvolvido sintomatologia sugestiva de doenca hepatica, altura em que se relacionou
0 AuAg a hepatite (Alter, 2003).

Com o progresso da ciéncia em 1968, Prince e colaboradores por meio de um ensaio
de imunodifusdo relacionaram o AuAg, a um marcador qualitativo de diagndstico seroldgico
(Prince, 1968). Posteriormente, em 1970, Dane e colaboradores observaram por microscopia
eletronica as particulas presentes nos soros reativos ao AuAg, descrevendo-as como particulas
multiplas de tamanho e formato distinto, revestidas por um invélucro lipidico semelhante ao

encontrado em virus (Dane; Cameron & Briggs, 1970; Alter, 2003).

Samuel Krugman et al. (1971) descreveram a prevencdo da transmisséo vertical do

AuAg, desenvolvendo uma imunoglobulina sérica anti-HBV, que foi administranda no pos-
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parto imediato a criangas nascidas de mées AuAg positivas, evidenciando que esta
intervencdo preveniu a transmissao da infecdo a 70% das criancas (Krugman et al., 1971).

Le Bouvier (1971) e Brancoft (1972) e seus colaboradores por outro lado,
contribuiram para a descrigdo de parte da variabilidade do AuAg. Identificaram dois pares de
alelos determinantes presentes na regido exclusiva do antigénio de superficie que é comum
aos demais serotipos, designando-a por determinante “a”. Inicialmente, foi conhecido o par d
ey, seguindo-se o par w e r, através de testes de imunodifusao (Norder; Couroucé & Magnius
1992; Bremer et al., 2009). Mais tarde, Kaplan et al. (1973) foram 0s responsaveis por
descrever a atividade enzimatica da DNA polimerase presente em particulas completas

conhecidas por particulas de Dane (Kaplan et al., 1973).

O primeiro modelo de teste de diagnostico rapido (TDR) para a detecdo do antigénio
de superficie do HBV (HBsAg) surgiu em 1970. Porém, entre 1971 e 1977, continuaram a
observar-se casos de hepatite entre recetores de unidades de sangue testadas como negativas
para HBsAg, sendo estes casos reportadas na época como casos associados a infecdo oculta
(Tabor et al., 1979; Said, 2011).

Com a melhoria dos métodos de investigacdo em 1979 foi possivel sequenciar o
genoma completo do HBV (Galibert et al., 1979). Krugman e colaboradores desenvolveram a
primeira vacina anti-HBV preparada com virus inativado (Krugman, 1982) sendo que em
1986, uma nova vacina anti-HBV foi desenvolvida a partir de cultura de leveduras e técnica
de DNA-recombinante (Stevens et al., 1987).

Até 1990 continuaram a ocorrer casos de hepatite apés transfusdo de sangue infetado
pelo HBV. Isto ocorria devido ao periodo de janela imunoldgica, que é o tempo necessario (5
a 56 dias) para a producdo e a detecdo no sangue de todos os antigénios secretados pelo HBV
e respetivos anticorpos (Niederhauser et al., 2008; Said, 2011). Finalmente, s6 com testes de
amplificacdo e dete¢do de acidos nucleicos virais (DNA e RNA/HBV+) se diminui o risco de

transmissdo do HBV por esta via.

1.2. CARATERIZACAO GERAL E TAXONOMIA

A familia Hepadnaviridae inclui virus esféricos (ocasionalmente, pleomorficos), de
simetria icosaédrica, com involucro de pequena dimensdo (42-50 nm) que apresentam um

genoma de DNA, circular, de dupla cadeia nucleotidica, parcial, com tamanho aproximado
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entre 3000 e 3400 pb, compreendendo trés genes principais, C, P e S. A sua replicacéo
envolve a participacdo de enzimas celulares e de uma DNA polimerase viral, com
carateristicas de transcriptase reversa. A maioria dos virus desta familia tém particular

afinidade para o tecido hepatico (Nassal & Schaller, 1996).

Em termos taxondmicos existem cinco géneros de virus na familia Hepadnaviridae:
Parahepadnavirus e Metahepadnavirus para virus que infetam peixes; Herpetohepadnavirus
para os virus que infetam répteis e anfibios; Avihepadnavirus, que sdo virus que infetam aves
e Orthohepadnavirus aqueles que infetam alguns mamiferos (Magnus et al., 2020). Este
ultimo género inclui 12 espécies virais distintas onde se posiciona o HBV, responsavel por
infetar humanos (Nassal & Schaller, 1996; Schaefer, 2007; Wang et al., 2020). Estes géneros
divergem entre si, apresentam homologia parcial na sequéncia nucleotidica e organizagéo
gendmica (Schaefer, 2007; Said, 2011). Filogeneticamente, os virus mais proximos do HBV
sdo os virus que infetam marmotas (WHV) e esquilos terrestres (GSHV). Estes néo
representam risco para 0s humanos contrariamente, o0 HBV é que tem a capacidade de infetar

alguns simios (Seeger & Mason, 2000).

O HBV € um virus estavel no ambiente, pode ser inativado pelo calor a 98 °C por 1
minuto ou a 68 °C durante 10 h. Transmite-se a partir de plasma humano seco conservado, se
mantido em temperatura ambiente (25 °C), sendo que a probabilidade de contagio por meio do
manuseio de fomites ou a utilizacdo de equipamentos mal higienizados ou nao desinfetados é
altissima. Nestas condi¢des este virus permanece estavel por 7 a 14 dias (Favero et al., 1974;
Bond et al., 1981).

1.2.1. ESTRUTURA DA PARTICULA VIRAL

Por microscopia eletronica apds purificacdo a partir do soro, podem observar-se 3
tipos de particulas virais. A particula completa infeciosa ¢ designada “particula de Dane” e
tem 42 nm de didmetro. E uma estrutura esférica, complexa e compacta, constituida por um
involucro externo glicoproteico e uma nucleocapside (“core”) que envolve o genoma viral
(Dane et al., 1970; Bruss et al., 1996). Observam-se também particulas incompletas “nao-
infeciosas” ou “subvirais”, morfologicamente distintas (esféricas vs filamentosas), com
aproximadamente 22 a 30 nm de diametro. Estas particulas desprovidas de material genético

apresentam-se em maior quantidade no soro (Dane et al., 1970; Bruss et al., 1996).
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O invélucro é constituido por uma membrana fosfolipidica de origem celular (Figura
1), na qual se destacam trés glicoproteinas que estdo ligadas entre si, com diferentes

tamanhos, designadas no seu conjunto HBsAg (Bruss et al., 1996; Blanchet & Sureau, 2006).

Hepatitis B Virus
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Figura 1. Modelo demonstrativo com os constituintes do virus da hepatite B. A
particula de Dane (HBV) e as particulas subvirais Fonte: Tsukuda & Watashi,
2020.

A nucleocéapside tem simetria icosaédrica, mede 36 nm de diametro, apresenta-se
constituida por proteinas do “core” designadas por antigénio central (HBcAg), que em

conjunto encerra 0 genoma de DNA e cdpias da DNA polimerase (Beck & Nassal, 2007).

1.2.2. GENOMA E GRELHAS DE LEITURA ABERTA

O genoma do HBV é composto por uma molécula de DNA de cadeia dupla parcial,
circular, com cerca de 3200 pares de bases. A DNA polimerase viral encontra-se ligada
covalentemente a extremidade 5’ da cadeia negativa do genoma. Este genoma apresenta uma
diversidade genética muito elevada entre as diversas estirpes do HBV, que se materializa na
classificacdo em 10 gendtipos (A — J), varios subgenotipos, alguns ser6tipos e subtipos (Lago
et al., 2014; Arikan et al., 2019; Toyé et al., 2021).

O genoma integra quatro regides de leitura aberta (Open Reading Frames - ORFs),
correspondentes a quatro genes codificantes parcialmente sobrepostos: o gene do antigénio de
superficie (ORF S), o gene da polimerase viral (ORF P), o gene da nucleocéapside ou “core”
viral (ORF C), que codifica também o HBeAg, e o gene X (ORF X), fundamentais para a
expressao de sete proteinas virais antigénicas (Lago et al., 2014; Oluyinka et al., 2015; Arikan
etal., 2019).
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O genoma de DNA de cadeia dupla (Figura 2) apresenta uma cadeia mais curta, de
polaridade positiva, com um tamanho compreendido entre 1700 e 2800 nucleétidos, e uma
cadeia maior, de polaridade negativa, complementar ao RNA pré-genomico (RNApg), com
cerca de 3020 a 3320 nucleotidos (Burda et al., 2001).

3221 1

Figura 2. Modelo do genoma do virus da hepatite B. Ao centro, as setas
coloridas representam o0s quatro genes (S, P, C e X) do HBV com as
coordenadas de inicio e término da regido nucleotidica e o local de restricdo
EcoR1. DR1 e DR2, sdo locais de repeticOes diretas que funcionam como
iniciadores ou primers. M, 5M e 3E representam 0S componentes
reguladores, importantes para manter a cadeia parcialmente fechada. Fonte:
Magnius, et al., 2020.

A cadeia menor pode apresentar até 2/3 do cumprimento da cadeia maior. Ambas as
cadeias apresentam do lado da extremidade 5° duas sequéncias repetidas de 11 nucleotideos,
que funcionam como iniciadores ou primers, denominados Direct Repeats (DR1 e DR2), que
sdo fundamentais para o inicio da replicacdo viral (Burda et al., 2001; Magnius et al., 2020).
O emparelhamento entre as bases nitrogenadas é responsavel pela coesdo da estrutura do
genoma (Nassal & Schaller, 1996; Burda et al., 2001; Magnius et al., 2020). O genoma
contém quatro promotores que regulam a sintese proteica através de varios intermediarios de
MRNA, genodmicos e subgendmicos, transcritos pela RNA polimerase 1l celular (Magnius et
al., 2020).

1.2.2.1. GENES

O gene S codifica trés proteinas (Figura 3) presentes no invélucro glicoproteico

externo sendo, L-HBs, M-HBs e S-HBs, que estdo interligadas entre si, compostas por
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sequéncias aminoacidicas parcialmente sobreponiveis. Estas trés formas glicoproteicas
compdem o HBsAg, estdo presentes em todas as particulas virais e subvirais. As
glicoproteinas, séo integradas no involucro lipidico a partir da membrana do reticulo

endoplasmatico da célula hospedeira (Gutiérrez et al., 2004).

Proteins Particles Spheres

Figura 3. Eletroforese em gel com os dupletos proteicos do HBsAg e
micrografias eletronicas de contraste negativo com particulas do HBV. Ao
centro os viriBes, a direita as particulas subvirais. Fonte: Magnius, et al.,
2020.

O HBsAg contém 400 aminoacidos (Figura 4) para a maioria dos genoétipos e 389
amino&cidos para o genotipo D. A proteina L-HBs contém 3 dominios (Pré-S1, Pré-S2 e S), a
proteina M-HBs possui 2 dominios (Pré-S2 e S) e a proteina menor ou mais pequena, mas
mais abundante no involucro (S-HBs) contém apenas o dominio S (Heermann et al., 1984;
Inoue et al., 2021).

A proteina L-HBs apresenta no dominio Pré-S1 (N-terminal) duas conformacdes. Uma
conformacdo encontra-se projetada para o exterior (Iimen), é responsavel pelo tropismo e
adesdo aos recetores do hepatécito e a outra conformacéo, mais interna projetada para o lado
citoplasmatico é responsavel por ativar processos intracelulares relacionados a morfogénese
das particulas virais (Bruss et al., 1996; Gutiérrez et al., 2004). Esta proteina L-HBs, presente
em todas as particulas do HBV, € produzida em maior quantidade para as particulas
infeciosas, sendo que a mesma apresenta-se em menor quantidade entre as particulas subvirais
(Inoue et al., 2021).

A proteina M-HBs resulta da traducdo das regiGes Pré-S2 e S e compreende 281
aminoéacidos (Blanchet & Sureau, 2006; Tsukuda & Watashi, 2020).
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A proteina S (S-HBs) resulta da traducdo do gene S, que codifica 226 aminoacidos. E
uma proteina sintetizada em grandes quantidades nos hepatocitos, a mais abundante no
involucro viral (Blanchet & Sureau, 2006; Inoue et al., 2021). Integra a regido hidrofilica
principal do HBSAg que contém a porcdo mais imunogénica (Tsukuda & Watashi, 2020;

Inoue et al., 2021) deste antigénio, demonstrada na figura 5 e 6.
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Figura4. Modelo de representacdo do genoma do HBV, RNAs e proteinas
sintetizadas por cada ORF codificante (C, P, S e X). Ao centro, os RNAs
sintetizados pela transcricdo do cccDNA e respetivas proteinas transcritas.
Fonte: Tsukuda & Watashi, 2020.
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Figura 5. Modelos da proteina do invélucro HBsAg. (A) A proteina L-HBs
contém os dominios Pré-S1, Pré-S2 e S. Na porcdo Pré-S1 ocorre 0 processo
de miristoilagdo. A proteina M-HBs contém dominios Pré-S2 e S, e a proteina
S-HBs contém apenas o dominio S. (B) Demonstracdo da projecdo das
porcdes proteicas do HBsAg pela bicamada lipidica, onde se localizam os
quatro dominios transmembranares (I-1\V) presentes na proteina S-HBs. O
determinante “a” onde atuam os anticorpos neutralizantes. Fonte: Inoue et al.,
2021.

O segmento N-terminal (Figura 6) é considerado fundamental para garantir a infegdo/
entada do HBV no hepatdcito. O acido miristico (Figura 5) encontra-se na porcéo hidrofébica
da bicamada lipidica do involucro do HBV. Este, ativa-se em presenca da enzima N-

miristoiltransferase (NMT) durante a adsorcdo. Este processo de miristoilacdo envolve os
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segmentos PreS1 e PréS2 alterando a sua conformacdo. Quando ativado, a porgdo PréSi
interage com a proteina L-HBs exposta para facilitar a entrada nos hepatdcitos ligando-se

assim, aos recetores de co transportador de sddio-taurocolato (NTCP) (Inoue et al., 2021).

A regido hidrofilica principal delimita-se desde o coddo 100 até 160. A zona
imunodominante “a” (determinante “a ), esta entre os coddes 124 e 147, o local especifico de
atuacdo dos anticorpos neutralizantes anti-HBs (Moradi et al., 2012; Gencay et al., 2018;
Pondé, 2019).

1.2.22. GENEP

O gene P apresenta a maior extensdo nucleotidica, sobrepondo-se ainda que
parcialmente, a todos os outros genes (Figura 2). Codifica a maior proteina estrutural (832 a
845 aminoacidos), tem atividade de uma DNA polimerase multifuncional com capacidade de
utilizagdo de matrizes de DNA ou RNA que se ativa durante a replicagdo do HBV (Nassal &
Schaller, 1996; Tsukuda & Watashi, 2020).

A DNA polimerase (Figura 17) divide-se em gquatro dominios um dos quais € inativo,
ou tem funcdo desconhecida, designado por regido espacadora (“spacer”). Os restantes
dominios funcionais designam-se por dominio N-terminal ou da proteina terminal
(TP)/primase, dominio da transcriptase reversa (rt-HBV) e dominio C-terminal ou da RNase
H (Radziwill et al., 1990; Ngui et al., 1999; Stuyver et al., 2003).

O dominio N-terminal atua no inicio da sintese da cadeia de DNA de polaridade
negativa (regido de ligacdo a extremidade 5’ da cadeia de DNA), € responsavel pelo inicio da

replicacdo a partir do RNA pré-gendémico viral ( Ngui et al., 1999; Burda et al., 2001).

O dominio da transcriptase reversa (rt-HBV) é fundamental para a sintese de DNA
gendmico a partir da matriz de RNA pré-gendmico encapsidado. Este dominio é constituido
por sete subdominios denominados de A a G. E uma regiéo propensa ao desenvolvimento de
mutacdes de resisténcia aos farmacos inibidores da funcéo de transcriptase reversa (Radziwill
et al., 1990; Yano, 2015).

O dominio C-terminal apresenta funcdo de uma RNase H, intervém na degradacéo da
matriz de RNA pré-gendmico viral, a medida que a cadeia de DNA (-) € sintetizada, abrindo

espaco para a sintese posterior da cadeia parcial de DNA complementar de polaridade
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positiva. E também uma regido fundamental para a encapsidacio do complexo RNA pré-
genomico/polimerase na nuclecapside (Chen et al., 1994; Ngui et al., 1999).
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Figura 6. Modelo da regido hidrofilica principal do HBsAg. Locais onde atuam
os anticorpos neutralizantes (determinante “a”) na variante selvagem do
HBV. Pontos 1 e 2 contém as algas estabelecidas por pontes de dissulfeto
entre os residuos de aminoacidos 124 a 137 e 139 a 147. Fonte: Pondé, 2019.

1.2.23. GENEC

O gene C ¢ responsavel por codificar a proteina da nucleocapside ou “core” (o
antigénio HBcAQ) e o antigénio HBe (HBeAg) (Burda et al., 2001). As duas proteinas
compartilham parte da respetiva sequéncia nucleotidica, mas exercem atividades distintas. O
HBeAg é um antigénio ndo estrutural que é traduzido a partir do dominio Pré-C, esta
composto por 159 aminoacidos. Este antigénio pode ser detetado na circulagdo sanguinea
acoplado a outras proteinas, sendo conhecido como um marcador de atividade replicativa e
infeciosa (Ngui et al., 1999; Beck & Nassal, 2007). O HBcAg é um antigénio estrutural com
183 aminoécidos, que € responsavel por organizar a nucleocapside espontaneamente na forma
icosaédrica, encontrado no citoplasma dos hepatécitos, conhecido também como um indutor
imunoldgico para a produgdo de anticorpos anti-HBc presentes no soro de pacientes infetados
pelo HBV (Beck & Nassal, 2007).

1224, GENEX

O gene X é 0 menor dos genes, composto por 456 nucleétidios responsaveis por
codificar a proteina X (HBx) que apresenta 154 aminoacidos. Esta proteina multifuncional é
responsavel por estabilizar e induzir vérias alteragdes no metabolismo da célula hospedeira
por meio de interagdo com o DNA atuando em varios processos intracelulares. Possui dois
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dominios, o C-terminal com fungdo regulatoria negativa e o N-terminal com funcéo de
reativacdo (Salarnia et al., 2017). Por ser considerada como uma proteina reguladora,
participa em processos associados a transcricdo viral, atua em vias de sinalizacdo celular,
degradacdo de proteinas e resposta celular ao stress (Nassal & Schaller, 1996; Seeger &
Mason, 2000; Salarnia et al., 2017), além dos processos associados a inflamacdo que tém
efeitos sobre a imunomodulacdo pela ativagcdo conjunta de genes virais e genes do
hospedeiro. Finalmente, a mesma participa na carcinogénese hepatica bloqueando a reparacédo
do DNA através da proteina p53 que estd presente no citoplasma do hepatocito (Seeger &
Mason, 2000).

1.2.3. TROPISMO CELULAR

O HBV infeta principalmente os hepatdcitos que sdo as células responsaveis pela
unidade estrutural e funcional do figado, que representam 70% da estrutura hepatica. Este
virus tem sido detetado em células das vias biliares, do pancreas e do sistema linfatico (Seeger
& Mason, 2000; Pinho, 2005).

1.2.3.1. CICLO INFECIOSO E REPLICACAO VIRAL

No hepatdcito (Figura7) ocorre o processo replicativo onde este virus produz em
média 10! copias/dia (Schulze et al., 2007; Mokaya et al., 2021). O virido expressa no seu
involucro, a proteina L-HBs com componentes codificados na regido PréS1. Estes
componentes servirdo para a ligacdo ao recetor especifico dos hepatocitos, denominado NTCP
- polipéptido de cotransporte do taurocolato de sédio (Schulze et al., 2007; Inoue et al., 2021),
que apds uma interacdo inespecifica inicial com moléculas de proteoglicanos de sulfato de
heparano por meio do qual ocorrera a entrada do HBV no hepatdcito, por meio do processo de

endocitose e mediado por clatrina ou caveolina-1.

Finda a adsorcdo, os virides penetram no hepatdcito no interior de vesiculas de
endocitose e apo6s fusdo de membranas, da-se a libertacdo no citoplasma da nucleocéapside
contendo o genoma viral. Este sera transportado para o nucleo da célula e convertido em uma
molécula de DNA circular covalentemente fechada (cccDNA), que servira de matriz para a
transcricao posterior de quatro mRNASs virais. Este mecanismo, ocorre devido a acdo da DNA
polimerase do hepatocito, o que permite indiretamente a persisténcia do HBV no hospedeiro
(Seeger & Mason, 2000; Tsukuda & Watashi, 2020).

10
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As estruturas terminais da cadeia de polaridade negativa e da cadeia de polaridade
positiva séo removidas do genoma viral para que o cccDNA se mantenha ligado e coeso.
Posteriormente, por acao da enzima RNA polimerase Il do hepatocito, o cccDNA é transcrito
em varios mRNAs gendmicos e pre-gendmico (RNApg). O mRNA de maior tamanho sera
usado como matriz para a sintese de novas cépias do genoma, depois de encapsidado, mas
também para a tradugdo das proteinas da nucleocépside e da DNA polimerase, processo que
comeca por ocorrer primeiro. Os restantes mMRNAs sofrem processamento adicional e assim,
serdo matrizes para a traducdo das restantes proteinas virais (Bartenschlager & Schaller, 1992;
Seeger & Mason, 2000).
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Figura7. Modelo do ciclo replicativo do HBV. Processo de entrada no
hepatdcito onde ocorre a formacao de todos 0s componentes necessarios para
a formacéo de particulas completas e subvirais. Fonte: Tsukuda & Watashi,
2020.

A sintese da cadeia dupla de DNA do genoma do HBYV, inicia-se pela sintese da cadeia
de polaridade negativa por meio da atividade de transcriptase reversa da DNA polimerase, a
partir de um RNApg encapsidado, que servira como matriz. Simultaneamente, da-se a
degradacdo da matriz de RNA por acdo do dominio de RNase H presente na polimerase viral,
gue ao terminar a polimerizacdo da primeira cadeia da inicio a sintese da cadeia de polaridade
positiva. Quando completa a sintese da cadeia dupla parcial de DNA, inicia-se a morfogénese
das novas particulas virais no reticulo endoplasmatico, em cuja membrana estdo expostas as
trés glicoproteinas do futuro involucro viral. As particulas formadas seguirdo pelo complexo
de Golgi até a periferia do hepatdcito, local onde serdo libertados os virides recém produzidos
(Bartenschlager & Schaller, 1992; Beck & Nassal, 2007; Tsukuda & Watashi, 2020).
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1.2.4. INFECAO E PATOGENESE

As variantes do HBV sdo responsaveis por desencadear no hospedeiro infetado
respostas imunologicas lentas e persistentes ou exuberantes e assim, deste modo resultardo os
principais desfechos clinicos (Figura 8) sendo conhecida a doenca hepética aguda, cronica ou
fulminante onde a inflamacdo e a necrose hepaticas, sdo 0s principais eventos responsaveis

pelos desfechos clinicos: a cirrose, 0 CHC e a morte.
1.2.5. ASPETOS CLINICOS E MARCADORES SEROLOGICOS

1.25.1. INFECAO AGUDA

A infecdo pelo HBV ¢ distinta entre individuos com doenca aguda, autolimitada ou
fulminante, depende da interacdo entre a estirpe viral e o estado imunolégico do portador,
sendo estes responsaveis pelas principais manifestagdes clinicas (WHO, 2015). Durante a
infecdo aguda, o periodo de incubacdo pode variar (45 a 160 dias), geralmente 120 dias (Tran

& Martin, 2004). A infecdo aguda pode ser descrita em trés fases:

Evolucao Natural da Hepatite B

. INFECTOLOGIA

Figura 8. Evolucdo natural da infecdo pelo HBV e suas principais complicagdes.
Fonte: https://www.drakeillafreitas.com.br/wp-
content/uploads/2017/10/hepatite-B-1.jpg

| — Fase pré-ictérica ou prodrémica - Dura aproximadamente 3 a 10 dias, onde se pode
observar astenia, fadiga, febre, anorexia, nauseas, vomitos, collria, acolia fecal, dor

abdominal, artralgia, exantema cutaneo e sintomas semelhantes a uma sindrome gripal.

Il — Fase ictérica - Ocorre em 30% dos casos. Estes doentes podem ter durante 2 ou 3
dias coluria e acolia fecal, podendo prolongar-se até 10 dias. Segue-se posteriormente um
periodo com melhoria relativa dos sintomas gastrointestinais. A hepatomegalia e a
esplenomegalia podem estar presentes em 10 a 20% dos casos. A colestase hepatica é

resultante da obstrucdo da via biliar.
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IIl — Fase de convalescenca - E variavel, pode prolonga-se por 2 a 12 semanas e
depois evoluir para forma de doenca cronica. Os sinais de evolugdo para gravidade séo a
febre prolongada, persisténcia de wvoémitos, sangramento, sonoléncia e/ou agitacdo
psicomotora devido a encefalopatia hepatica e assim o doente evoluir com torpor e coma, se
ndo tratado adequadamente. Esta infecdo pode resolver-se espontaneamente em pessoas
saudaveis (Said, 2011). A idade em que ocorre a transmissdo viral € um dos principais fatores
relacionados a morbimortalidade (Tran & Martin, 2004) e a letalidade pode ocorrer em 1%
dos infetados (WHO, 2015). Na fase aguda (Figura 9) o HBsSAg € o primeiro marcador

seroldgico a detetar-se na circulagcdo e o DNA do HBV, o marcador molecular precoce.

-~ HBYVY DNA

HBEeAg

Total anti-HBc

anti-HBs

HBsAg anti-HBc IgM

Relative concentration

L) L] L] L) L] L) L) L) "l‘ L] ll'
o 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 100

Figura9. Relacdo entre o tempo (dias) o aparecimento dos principais
marcadores (moleculares, serolégicos e sintomaticos) observados nos doentes
com infecéo aguda pelo HBV. Fonte:
https://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/rr5708al.htm.

O sistema imunitario quando sensibilizado produz inicialmente anticorpos da classe
IgM e depois anticorpos da classe 1gG contra o antigénio da nucleocapside. Posteriormente,
produz anticorpos anti-HBe e anti-HBs. Estes anticorpos sdo secretados no periodo de 3
meses sendo que individuos infetados ou que tiveram contato com o HBV e resolveram esta
infecdo permanecem com anticorpos anti-HBc e anti-HBs para toda a vida (Galbraith et al.,
1975; Penna et al., 1996).

1.2.5.2.  INFECAO CRONICA

A infecdo cronica carateriza-se pela persisténcia do HBsAg por mais de 6 meses
(Figura 10) apo6s um episodio clinico de doenca aguda que tenha sido evidente ou ndo. Ao
longo da histéria natural da doenca cronica podem ocorrer periodos sem detecdo de carga
viral do HBV (WHO, 2015).
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A fibrose é responsavel pelo desarranjo estrutural do figado, principal manifestacéo
clinica responsavel pela lesdo nodular e obstrucdo do sistema porta-hepatico, a ictericia e
outras complicacBes como varizes gastricas, hemorragia digestiva alta, alteracdes cutaneas,
ascite, encefalopatia hepatica, e peritonite bacteriana espontanea. A fibrose progressiva pode
evoluir para a cirrose hepatica no periodo de 5 anos. A cirrose, pode ocorrer em 8 a 20% dos
doentes sem tratamento. Nestes doentes com cirrose e sem tratamento, 15 a 40% podem
evoluir para descompensacdo hepatica mais grave se coinfetados com outros virus (HIV,
HCV ou HDV) (WHO, 2015).

HBYV DNA

L Acute Chronic
(6 months) (Years)

HBeAg

HBsAg
Total anti-HBc

anti-HBc IgM

Relative concentration

Li L
L] L] L Ll L] L] 1 LA | L

T 1 1
O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 Years

Figura 10. Relagdo clinica entre a detecdo dos principais marcadores
moleculares e seroldgicos distribuidos pelo tempo, inicialmente em semanas
de infecdo cronica e posteriormente ao longo dos anos. Fonte:
https://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/rr5708al.htm.

A infecdo crdnica resulta ainda da falta ou da fraca resposta imunoldgica das células T
de defesa, que atuam contra os antigénios estruturais do HBV (Penna et al., 1996). Alguns
portadores crénicos do HBV podem apresentar-se assintomaticos, podem apresentar
alteracdes no padrdo das enzimas hepéticas e até carga viral baixa ou mesmo indetetavel
(Ocana, 2011). Durante o percurso da infecdo crénica podem observar-se cinco fases descritas
na Figura 11. A OMS (WHO, 2015) fornece orientacGes para identificar as fases clinicas da
HBC:

| - Fase imuno-tolerante - Apresenta alta taxa de replicacdo viral, pode ser observada
em criancas durante a primeira infancia e em adultos jovens, pode durar por 10 a 30 anos.
Esta fase é caracteristica do perfil de individuos HBeAg positivos com carga viral detetavel

>2000 UI/mL. A ALT pode estar persistentemente normal.

Il - Fase imuno-reativa - Deteta-se 0 HBeAg associado a uma carga viral elevada com

alteracdo das enzimas hepaticas. Os niveis de ALT e carga viral podem apresentar-se
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flutuantes durante semanas ou anos. Estes doentes podem estar sintomaticos devido a lesdo

hepética que é decorrente da inflamacéo e da fibrose.

Il - Fase inativa ou de controlo imunoldgico - Surge quando ocorre a conversdo do
HBeAg, acompanha-se de baixa carga viral <2000 Ul/mL e as enzimas hepaticas (ALT)
podem apresentar-se ligeiramente alteradas. Se a conversdo do HBeAg+ para HBeAg- ocorrer
antes da les@o hepatica estar instalada pode pensar-se em bom prognoéstico quanto a evolugéo
para a cirrose ou o carcinoma hepato celular CHC. Esta fase pode estar presente em

individuos HBeAg negativos, com anticorpos anti-HBe positivos.

IV — Fase de escape imunoldgico - Esta presente em individuos HBeAg negativos, que
apresentam anticorpos anti-HBe positivos e a quantificacdo da carga viral nestes casos, €

dependente da extensdo leséo hepatica.

V — Fase de reativacdo — Durante o ciclo infecioso pode surgir a conversao espontanea
dos anticorpos anti-HBs contra 0 HBsAg. Nesta fase pode haver reversdo do HBeAg negativo
para HBeAg positivo devido a reativagdo viral, por esta reativacdo ser decorrente de fatores

mediados pelas células de defesa ou ocorrer por resisténcia medicamentosa.

| HBsAg

HBeAg(-) / anti-HBe(+)

N

10°-1022 1U/mL >2000-<10° IU/mL <2000 IU/mL >2000 1U/mL <200 1U/mL

ALT

Minimal disease HBeAg+ CHB Inactive carrier HBeAg- CHB Occult infection

Immune-tolerant Immune-reactive Immune-control Immune-reactive Immune- control

Phases of Infection

Figura 11. Relagdo entre os marcadores seroldgicos, a carga viral e as cinco
fases da doenca cronica. Fonte:
https://www.worldgastroenterology.org/UserFiles/file/guidelines/hepatitis-b-
portuguese-2015.pdf

A fase com baixa replicagcéo carateriza o perfil de doentes HBeAg negativos com
presenca de anticorpos anti-HBe (Chu et al., 1985). Este perfil de doentes com hepatite B
cronica, vem sendo detetado em todo mundo devido ao aumento da esperanga de vida (WHO,
2015).
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1.2.5.3. INFECAO OCULTA

A hepatite B oculta foi alternativamente descrita como hepatite criptica (Pinho, 2005)
ou ainda hepatite silenciosa (Makvandi, 2016) em grupo de doentes em risco com doenga
cronica. A infecdo oculta B (I0B ou HBsAg-/DNA+) descrita ha mais de 30 anos (Egboh &
Davwar, 2023) carateriza-se pela detecdo de DNA viral em tecido hepético (cccDNA), que é a
forma infeciosa, persistente integrada no nucleo dos hepatdcitos, responsavel por ativar a
replicacdo e transcricdo de genes do HBV, presente em individuos com um TDR HBsAg
negativo. Pode ainda designar-se 10B, a detecdo de acidos nucleicos de HBV no sangue de
individuos com TDR HBsAg negativo (Said, 2011; Oluyinka et al., 2015; Raimondo et al.,
2019; Pollicino, 2022), ou ainda quando ha evidéncia positiva ou negativa de producdo de
anticorpos contra ou anti-HBc (Makvandi, 2016; Egboh & Davwar, 2023) . Em
assintomaticos a virémia é geralmente baixa, <1000 cépias/mL ou 200 Ul/mL (Said, 2011,
Raimondo et al., 2019; Pollicino, 2022; Egboh & Davwar, 2023).

Devido a presenca de mutacdes que se transmitem a regido do HBsAg, as variantes S-
HBs contribuem para a alteracdo da conformacédo proteica da estrutura proteina S-HBs, que
contém os locais especificos de atuacdo dos anticorpos neutralizantes anti-HBs responsaveis
pela resposta imunoldgica (Morales-Romero et al., 2014; Raimondo et al., 2014; Oluyinka et
al., 2015). Estas alteragBes conformacionais podem reduzir também a afinidade dos
anticorpos induzidos pela vacina anti-HBV, porque estas mutacGes alteram a hidrofilicidade, a
carga elétrica, a acidez da alca hidrofilica e a estrutura da DNA polimerase (Di Stefano, et al.,
2023).

[ oBl |}

Primary occult

HBsAg lost after
acute hepatitis

HBsAglostduring e — = = = = = — e Progressive antibody
chronic hepatitis disappearence

Figura 12. Representagdo esquematica para identificar o grupo de portadores de
IOB, pela presenca ou auséncia de anticorpos (anti-HBs e anti-HBc) ao longo
do tempo. Fonte: Raimondo et al., 2019.

Dois perfis de infecdo oculta (Figura 12) podem caraterizar serologicamente o0s

individuos seropositivos e 0s individuos seronegativos para o HBsSAg (Ocana, 2011;
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Raimondo et al., 2019; Egboh & Davwar, 2023). O grupo de individuos seropositivo
apresenta um anticorpo ou o conjunto de anticorpos contra 0 HBV (anti-HBc e anti-HBs) que
sdo produzidos ap6s um quadro de hepatite aguda ou que permanecem apds conversao do
HBsAg positivo para HBsAg negativo. Quando o perfil do grupo é seropositivo para os dois
anticorpos (anti-HBs e anti-HBc) a carga viral € geralmente instavel. Apenas o grupo sem
anticorpos anti-HBc e anti-HBs (seronegativo) apresenta frequentemente maior carga viral
(Ocana, 2011; Rizzo, et al., 2023).

Em individuos imuno-comprometidos a IOB pode passar a forma crénica. Assim,
estima-se que em criancas a taxa de 10B seja muito superior a taxa de 10B observada em
adultos. A mesma variante oculta pode ser transmitida aos recetores biolégicos de medula
Ossea, transplante hepatico, rins ou outros tecidos infetados com DNA-HBV (Penna et al.,
1996; Said, 2011), sendo que em doentes com imunossupressdo a OB pode desencadear
modelos diferentes de reativacdo viral e agravar a doenga hepatica com uma fase de doenca

aguda que pode evoluir para insuficiéncia hepatica (Raimondo et al., 2014).

1.2.54. CARCINOMA HEPATOCELULAR

A relagdo entre a infecdo pelo HBV e o CHC foi estabelecida por técnicas de
amplificacdo de acidos nucleicos onde sequéncias de DNA e mRNA virais, estavam presentes
em individuos com 10B (Paterlini et al., 1990; Egboh & Davwar, 2023).

A hepatocarcinogénese ocorre devido a alteracbes no mecanismos de reparacdo do
dano celular causadas pela inflamacdo e pelos mecanismos de stress oxidativo, devido a
persisténcia do microcromossomo cccDNA nos hepatécitos (Tarocchi, 2014; Egboh &
Davwar, 2023) descrito anteriormente. A proteina HBx e a proteina L-HBs (presente no
involucro das particulas virais e subvirais), também estdo implicadas no desenvolvimento do
CHC (Inoue et al., 2021; Tarocchi, 2014). A proteina HBx é conhecida como uma
oncoproteina que funciona como um fator pré-oncogénico ativo (Liu et al., 2016; Inoue et al.,
2021).

Os mecanismos para o desenvolvimento de CHC ligados a HBx véo desde a ativacao,
a inibicdo de algumas vias de sinalizacdo celular, a fatores ligados & diminuicéo e a inibicao
da reparacédo do DNA do hospedeiro ou a mecanismos que induzem o surgimento de stress
oxidativo celular e pode levar a indugdo da apoptose celular, a ativagdo de mecanismos de
escape imunitario e outros mecanismos epigenéticos (Liu et al., 2016; Chen et al., 2017).
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1.2.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A pesquisa de marcadores bioquimicos relaciona-se com a andlise da funcdo hepatica,
0s marcadores seroldgicos relacionam-se com a pesquisa de antigénios e anticorpos e 0S

marcadores moleculares com a presenca de DNA-HBV.

A OMS (WHO, 2015) recomenda a pesquisa da transaminase hepéatica ALT (para
avaliacdo da lesdo hepética), a carga viral (para estimar os niveis de particulas virais
circulantes no sangue) e a pesquisa de alfa-fetoproteina em individuos com fibrose ou
antecedentes familiares de CHC. Porém, o CDC (Center for Disease Control and Prevention)
recomenda para os Estados Unidos da América, a triagem tripla, ou seja, 0 HBsAg, anticorpos
anti-HBs e anticorpos anti-HBc, a individuos com fatores de risco bem identificados (Conners
et al, 2023).

1.2.6.1. DIAGNOSTICO SEROLOGICO

O HBsAg e o HBeAg séo antigénios que indicam infeciosidade. Estes marcadores
antigénicos sdo fundamentais para os resultados seroldgicos (Figura 13) pois podem
relacionar-se diretamente com as fases da infecdo, a atividade replicativa (HBeAg+/-) e a

secre¢do dos respetivos anticorpos (anti-HBs e anti-HBe).

Hepatite B: Interpretacao dos resultados sorologicos

Anti-HBc | Anti-HBc | Anti- | Anti-
Ighi 1gG HBe HBs

Interpretacao HBsAg | HBeAg

Incubacao

Fase aguda + +

Fase aguda final
ou hepatite
crénica

+

T

+ [+ +4+]4
+
I

Inicio da fase
convalescente

Imunidade,
infeccao passada
recente
Imunidade,
infeccdo passada

Imunidade.
resposta vacinal

L
-
u

Figura 13. Interpretacdo dos resultados serolégicos durante a infegdo pelo HBV.
Pesquisa de antigénios (HBsAg e HBeAg) e anticorpos (anti-HBc, anti-HBe e
anti-HBs). Fonte:
https://www.biomedicinapadrao.com.br/2013/11/marcadores-serologicos-da-
hepatite-b.html

O anticorpo anti-HBe é utilizado para monitorar a progresséo da infecdo cronica e com
isto pode-se relacionar o efeito do tratamento antiviral. A presenca de anticorpos anti-HBc,
um marcador indicativo de contato com material do core viral (HBCcAg), permanece positiva

ao longo da vida. Em presenca de anticorpo anti-HBc total com a imunoglobulina “M”
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positiva (IgM+) representa doenga aguda. Esta imunoglobulina desaparece quando ocorre a
passagem para a infecdo cronica, passando a detetar-se o anticorpo anti-HBc total associado a
imunoglobulina “G” (IgG+). O resultado de detecdo no soro de um Gnico anticorpo positivo
para o antigenio de superficie, o anti-HBs indica que o paciente adquiriu protecao contra o

HBV por meio de vacinagéo anti-HBV (Conners et al, 2023).

1.2.6.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Realiza-se por meio de testes de amplificacdo de acidos nucleicos como a PCR ou a
nested-PCR, que sdo padréo ouro para detecdo da IOB (Oluyinka et al., 2015; Raimondo et
al., 2019). A PCR quantitativa ou em tempo real (qPCR) € utilizada para medir a carga viral
(Ocana, 2011; Egboh & Davwar, 2023) e a monitorizagcdo da resisténcia a farmacos
(Santantonio & Fasano, 2013). A qPCR apresenta um limite menor de detecdo de &cidos
nucleicos, quantifica a concentracdo de particulas virais contidas no soro, os resultados sao
obtidos em pouco tempo comparativamente a nested-PCR, que tem um limite de detecdo de
particulas virais < 5 Ul/mL de DNA-HBV (Ocana, 2011) ou 2,5 cdpias por reacdo de
amplificacdo (Oluyinka et al., 2015).

Estes testes moleculares necessitam de pares de primers ou iniciadores para a sintese
da cadeia de amplificacdo de acidos nucleicos das regifes de interesse do genoma do HBV (S,
P, C ou X). Na impossibilidade de pesquisar a totalidade dos genes recomendam no minimo
pesquisar dois genes. Os genes X e P sdo analisados para os casos de 10B e CHC (Ocana,
2011) e os demais genes (ex. S, P e C) sdo dependentes da funcdo e objetivos da pesquisa.
Assim, pode identificar-se mutacGes associadas a reativacao (gene S), mutacdes relacionadas
a resisténcia a farmacos anti-HBV (gene P) e mutacGes associadas a cirrose e ao CHC que séo

alteracdes observadas na regido Pré-C/C (Patel et al., 2020).

De uma forma mais ampla as alteracdes presentes em variantes virais associadas a
IOB, dependem de uma variedade de andlises. Podem estar presentes em regides regulatorias
do HBV (ENH1, ENH2, Pré-S1, Pré-S2, Pré-C, Px, DR1 e DR2), resultarem da traducéo das
proteinas expressas no “core”, proteina X, proteina do gene da polimerase e transcriptase bem
como estar presente entre as proteinas do HBsAg (Pré-S1 e Pre-S2, a proteina S) (Wang et al.,
2022).

Com o diagnostico molecular pode-se avaliar a relagcdo custo-beneficio da terapia

antiviral, antes ou durante a selecdo medicamentosa a administrar a um doente. Com isto,
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pode-se concluir qual serd a via mais adequada para cada doente, para prevenir por exemplo
da faléncia terapéutica ou o desenvolvimento de resisténcia genotipica ao tratamento
(Santantonio & Fasano, 2013; Bissinger et al., 2015).

1.2.7. TRATAMENTO

Existem vérias abordagens clinicas para tratamento de doentes assintomaticos e
sintométicos. Este, deve obedecer a maltiplos critérios de selegdo estabelecidos para paises ou
regibes com poucos ou mais recursos. Estas abordagens diferem parcialmente entre as
Diretrizes recomendadas para Estados membros da OMS (OMS, 2016) ou das Diretrizes
clinicas da Associagdo Europeia para o Estudo do figado Lampertico et al., (2017).
Atualmente, apenas 1% dos infetados com HBV recebe tratamento com antivirais. A OMS
espera que até 2030 mais de 80% dos doentes crénicos estejam identificados para receber
tratamento porque os tratamentos com 0s principais antivirais inibidores da transcriptase
reversa suprimem a replicacdo viral ao longo do tempo (Burdette et al., 2023). Os analogos de
nucleotideos (Adefovir e Tenofovir) e o interferdo alfa peguilado, sdo os farmacos mais
indicados para o tratamento da doenca crénica e em casos de terapia de resgate (Arikan et al.,
2019; Roediger; Smyth & Dieterich, 2022; Burdette et al., 2023).

O tratamento com interferdo apresenta limitagbes em populagdes com poucos
recursos, por ser dispendioso. Além de ser um farmaco injetavel, requer controlo durante o
tratamento. Estd contra-indicado a gravidas e criangas <1 ano de idade e pode promover
efeitos colaterais (WHO, 2017).

O Adefovir dipivoxil ¢ um pro-farmaco do Adefovir, um analogo da adenosina
monofosfato recomendado para doentes com HBV, HIV e herpes virus. Recomendado quando
se observe resisténcia ao tratamento com Lamivudina, porque reduz eficazmente a carga viral

e a inflamacéo hepatica (Roediger; Smyth & Dieterich, 2022).

O Tenofovir, um farmaco analogo de adenosina monofosfato, principal medicamento
recomendado pela OMS para tratamento de doentes com HBV e em coinfecdo com HIV.
Desde 2015, recomendam o inicio precoce do tratamento para diminuir a morbilidade entre os
afetados (WHO, 2017). E recomendado igualmente pela Agéncia Europeia de Medicamentos
(www.ema.europa.eu) sendo o Tenofovir disoproxil prescrito em casos de monoinfecdo a
doentes acima dos 12 anos de idade quando se observar resisténcia a Lamivudina, em

tratamentos prolongados, desde que estes tenham doenca hepatica compensada, inflamacéo e
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fibrose minimas e aumento das transaminases. O Tenofovir alafenamida estd recomendado a
doentes sem cirrose. Deve ser prescrito durante 6 a 12 meses ou até altura em que ocorrer a
conversdo dos anticorpos (anti-HBe e anti-HBs) e reavaliados em até 2 anos apos inicio do

tratamento.

Os andlogos de nucleosideos (Lamivudina, Entecavir) sdo farmacos bem tolerados,
administrados por via oral. Necessitam de cuidados de acompanhamento durante o tratamento
devido ao aparecimento de estirpes resistentes altura em que torna-se necessario a terapia de
resgate (Ghany & Doo, 2009) porque os analogos de nucleosideos/nucleotideos ndo atuam
diretamente no cccDNA (Burdette et al., 2023). Estes farmacos inibidores competitivos da
DNA polimerase podem perder a eficacia durante no tratamento prolongado o que
predispem ao surgimento de mutacdes compensatorias (Menéndez-Arias et al., 2014; Arikan
etal., 2019) .

A Lamivudina, um farmaco analogo de citidina, potente inibidor da polimerase viral,
estd indicado para tratamento de doentes com infecdo crénica por HBV/HIV. A sua
administracdo apresenta beneficios na reducdo da atividade inflamatdria, diminuicdo da carga
viral, e dos niveis da ALT. Em monoterapia ou na forma combinada com outros antivirais,
pode retardar o dano hepatico e prevenir precocemente a resisténcia ao tratamento (Tchuem et
al., 2020). As taxas de resisténcia a farmacos antivirais descrevem que em 5 anos de
tratamento com Lamivudina (em monoterapia) a taxa de resisténcia a este farmaco calcula-se
em 76%, e para o Adefovir calcula-se em 30% (Ghany & Doo, 2009).

A taxa de resisténcia ao Tenofovir ou Entecavir parece ser <1% num periodo de 2
anos (Ghany & Doo, 2009; Menéndez-Avrias et al., 2014). Devido a existéncia de estirpes de
HBV resistentes ao tratamento com os antivirais disponiveis faz-se necessario pesquisar
novos alvos terapéuticos que inibam a replicacdo viral (Lindh et al., 2018; Pierra Rouviere;
Dousson & Tavis, 2020; Tsukuda & Watashi, 2020; Burdette et al., 2023). Porém, a perda do
HBsAg e a reducdo da carga viral a niveis indetetiveis ndo representa cura clinica devido a
persisténcia do microcromossoma “cccDNA” nos hepatdcitos (Lindh et al., 2018; Tsukuda &
Watashi, 2020).

1.2.8. EPIDEMIOLOGIA GERAL

A Organizagdo Mundial da Saude propds desde 2016, Diretrizes Globais de Saude

para a eliminacdo das hepatites virais, infecdo pelo HIV e outras infecbes sexualmente
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transmissiveis (ISTs) até 2030, definindo estratégias (2016 — 2021) para melhorar a cobertura
de sadde universal, revendo abordagens integradas para dar resposta a estas infecGes por estas
apresentarem fatores de risco e transmissdo semelhantes e por colaborarem para o risco de
maultiplas coinfecdes (WHO 2021; Fofana et al., 2023).

Dados do Relatério Global do Progresso de Avaliagdo da Situacdo Mundial do HIV
Hepatites Virais e ISTs para o periodo 2016 — 2021 (WHO, 2021), indicavam que muitas
fragilidades e debilidades foram expostas devido a pandemia da COVID-19, o que interferiu
diretamente na avaliacdo de todos os indicadores dos servi¢os de salde. Assim, com a
implementacdo das estratégias pretendem reduzir a incidéncia desta infecdo a 90% de casos
até 2030, sendo que estas estratégias globais foram atualizadas para o periodo 2022-2030
mantendo-se a visdo e as metas comuns de controlar e eliminar o HBV e as outras epidemias
até 2030.

O Relatorio Global (WHO, 2021; Abbasfard et al., 2023; Mathew et al, 2023; Fofana
et al., 2023) indicava que em 2019 (Figura 14) mais de dois mil milhGes de pessoas no mundo
permaneciam em contacto permanente com o HBV, 296 milhdes eram portadores cronicos do
virus, que a cada ano uma média de 1,5 milhdes de pessoas se infetava e que 820 mil pessoas

morreram devido as suas principais complicaces, a cirrose e 0 CHC.

Quanto a mortalidade, a meta estabelecida era de reduzir o nimero de mortes em 10%
até 2020 e em 65% até 2030, por existirem meios seguros para a contencdo desta infecdo (a
vacina, os antivirais e profilaxia preventiva), sendo que a profilaxia com a vacina anti-HBV

garante uma protecdo de 95% (Fofana et al., 2023).

A escala global em 2020, a regido africana apresenta o maior nimero de casos de
infecdo pelo HBV (990 mil novas infe¢Bes e 80 mil mortes), seguindo-se a regido do sudeste
asiatico (260 mil novas infe¢des e 180 mil mortes), a regido oeste do Pacifico (140 mil novas
infecOes e 440 mil mortes) e depois a regido oriental do Mediterraneo (100 mil casos de novas
infecdes e 33 mil mortes). As regides menos afetadas encontram-se na Europa (19 mil novas
infecBes, com 43 mil mortes, em 2020) e nas Américas (10 mil novas infecBes, com uma
mortalidade estimada em 15 mil casos) (WHO, 2021).

Este Relatorio Global (WHO, 2021) informa que até 2019 a cobertura vacinal contra o

HBV (administracdo de 3 doses de vacina anti-HBV) atingiu 85% da cobertura em relacéo
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aos 90% pretendidos. A cobertura vacinal nos recém-nascidos atingiu apenas 43%, em vez
dos 50% previstos anteriormente para 0 mesmo periodo.

Quanto ao conhecimento do diagnostico de infecdo crénica pelo HBV, apenas 30,4
milhdes de pessoas o receberam e destas apenas 6,6 milhdes recebeu tratamento adequado. A
meta até 2030 é que 80% dos infetados estejam elegiveis para tratamento e que medidas de
suporte, como atribuicao de dispositivos seguros (agulhas e seringas) para usuarios de drogas

injetaveis e doacdes de sangue sejam fornecidos em 100% dos casos (WHO, 2021).

Dos 38 milhdes de infetados com HIV em 2019, 2,7 milhdes estavam coinfetados com
HBV e cerca de 1,7 milhdes de pessoas contrairam HIV. Em coinfetados (HIV/HBV) existe
risco de desenvolver mais rapidamente as principais complicacdes (cirrose e CHC), que levam
a piores resultados clinicos devido a auséncia de tratamento (Phinius et al., Fofana et al.,
2023).

A coinfecédo, quando ocorre durante a gravidez duplica o risco de transmisséo vertical
de mae para filho. Porém, pensava-se que a taxa de infecdo pelo HIV estava a decair nos
ualtimos 10 anos (WHO, 2021; Fofana et al., 2023). Segundo a UNAIDS (2023) dos cerca de

39 milhdes de infetados com HIV, apenas 29,8 milhdes recebem tratamento adequado.
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Figura 14. Relatério Global do Progresso de Avaliagdo da Situagdo Mundial do
HIV ~ Hepatites Virais e ISTs (2016 - 2021). Fonte:
https://reliefweb.int/report/world/global-progress-report-hiv-viral-hepatitis-
and-sexually-transmitted-infections-2021

1.2.8.1. PREVALENCIA GLOBAL E TRANSMISSAO
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A prevaléncia de infegdo é varidvel entre regides geograficas e dentro de uma mesma
regido. Considera-se alta quando a taxa de detecdo do HBsAg € no minimo 8%, intermédia
entre 2 e 7% e baixa quando inferior a 2%. A prevaléncia global do HBsAg varia (2% e
<20%), sendo considerada baixa, em parte da América do Norte e da Europa Ocidental, onde
a transmissdo do HBV ocorre fundamentalmente na fase juvenil e inicio da vida adulta, por
contato sexual e cutaneo. A prevaléncia foi considerada intermédia na regido do Mediterraneo

e Europa Oriental (Nguyen et al., 2020).

A regido africana apresenta a taxa de prevaléncia mais alta (8,8%), seguindo-se as
regides do sul do Pacifico (5,26%) (Nguyen et al., 2020; Schweitzer et al., 2015), onde a
transmissdo do HBV ocorre predominantemente ao nascer, por contato perinatal com o
sangue e secrecGes maternas contaminadas. Nas etapas seguintes ao nascimento a transmissao

ocorre de forma horizontal por contato intrafamiliar (Nguyen et al., 2020; Fofana et al., 2023).

Uma das principais metas do desenvolvimento sustentavel do milénio inclui a reducéo
da incidéncia global do HBV. Pretende-se reduzir para < 1% a prevaléncia do HBsAg em
criancas menores de 5 anos por existir atualmente uma vacina eficaz que deve ser

administrada preferencialmente ao nascer ( WHO 2020; Guingané et al., 2022).

A transmissdo deste virus na populacdo ocorre por contacto direto através de fluidos
corporais infetados. Ocorre principalmente pelo sangue, secrecdo vaginal e menstrual, saliva e
sémen. Pode ser transmitido por via sexual entre parceiros intimos e durante o parto
(transmisséo vertical de mde HBsAg positiva para o filho (Fofana et al., 2023). A transmissao
vertical e horizontal é elevada no leste e sudeste da Asia, onde ha maior nimero de maes
HBeAg positivas, sendo a altura onde 100% dos neonatos correm o risco de se infetar e 90%
destes terdo a probabilidade de desenvolver doenca crénica, na auséncia de cuidados
profilaticos como a administracdo da vacina anti-HBV e da imunoglobulina humana anti-
HBV nas primeiras 24 horas de vida. Este risco de transmissdao pode decair para < 25% nos
neonatos nascidos de maes HBeAg negativas, que apresentem anticorpos anti-HBc sendo que
neste grupo de descendentes 10 a 15% pode evoluir para doenga cronica. Quando a
transmissdo do HBV de mae para filho ocorre nos primeiros 6 meses de vida, 90% destas
criangas evoluem também para doenca hepatica cronica e se a transmissdo do HBV ocorrer

entre 0s 6 meses e 0s 5 anos de vida, o risco estima-se entre 20 e 60% (WHO, 2015).
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Uma vez que a transmissdo do HBV pode ocorrer por multiplas formas como por
transfusdes de sangue e seus derivados, transplante de tecidos orgéanicos contaminados,
contato com utensilios perfurantes, agulhas e outros materiais de uso clinico ou pessoal nao
esterilizados corretamente. Porém, o risco de transmissdo do HBV é conhecido por ser muito
elevado entre profissionais de salde, usuarios de drogas injetdveis e em pessoas nao
vacinadas contra o HBV (WHO, 2015; Fofana et al., 2023).

1.2.8.2. REGIAO AFRICANA

A Africa subsaariana representa a regido do globo com a maior taxa de pessoas
reativas ao HBsAg calculada entre 0,4 a 22,2% (Phinius et al., 2023) sendo que, em paises
desenvolvidos prevaléncia do HBsAg tem vindo a reduzir devido a campanhas regulares de
vacinacdo e de prevengdo na populagdo (Kramvis et al., 2005b; Carimo et al., 2018). Em
Africa, o risco de transmisséo vertical do HBV de mée para filho é igualmente elevado sendo
gue a transmissdo horizontal é outra via de transmissdo relacionada na primeira infancia
devido ao contacto préximo com outros portadores infetados por ser uma zona endémica
(Fofana et al., 2023).

Atualmente, a prevaléncia de HBV na populagio da Africa subsaariana estima-se em
8% e a carga desta infecdo na regido da Africa ocidental estima-se em 5% em criangas dos 0
aos 16 anos. A prevaléncia calcula-se acima de 10% no Benim, 7% na Nigéria, 5% na Costa
do Marfim e 1% no Togo para este grupo. Em criancas vacinadas a taxa de infecdo estima-se
em 2%, em crian¢as ndo vacinadas calcula-se em 6% o que reflete a necessidade continua de

vacinar o maior numero de criancas (Fofana et al., 2023).

A prevaléncia global de coinfecdo HIV/HBV na Africa subsaariana entre 2011 e 2019
estimou-se em 3,2% e para a regido da Africa Ocidental estimou-se em 5,1%. Observou-se
gue a mesma taxa decaiu comparativamente ao periodo de 2004 a 2010 que se situava em
6,3% (Kafeero et al., 2020). Mais recentemente observou-se que a prevaléncia de coinfecao

com HIV calculou-se entre 3 e 9% entre criancas e jovens (Fofana et al., 2023).

Angola encontra-se na regifo da Africa subsaariana onde a prevaléncia do HBsAg
pensa-se ser superior a 12,4%. Em paises vizinhos a prevaléncia do HBsAg estima-se em
10,9% para a Republica do Congo, 5,9% para a Républica Democréatica do Congo, em 8,6%
para a Namibia, em 6,1% para a Zambia e em 14,3% para o Zimbabué (Schweitzer et al.,

2015). Alguns paises africanos tém adotado a Estratégia de testar e tratar todos 0s casos
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positivos identificados em zonas endémicas para melhor controlar e prevenir a incidéncia e a
transmissdo do HBV (Egboh & Davwar, 2023; Fofana et al., 2023).

A vacinacgdo contra 0 HBV é recomendada pela OMS desde 1992 (Fofana et al., 2023)
porém introduzida em Angola em 2006. Tem sido administrada a grupos de risco e esta
disponivel para criangas ao nascer, altura em devem receber a primeira dose. As demais doses
devem ser administradas até aos 6 meses de idade. Porém, multiplos fatores influenciam a
cobertura vacinal que tem vindo a decair desde 2011, tendo sido estimada uma cobertura
vacinal de 64% em 2015 (Breakwell et al., 2017) e de 53% em 2019 (WHO, 2021).

Na provincia do Bié a prevaléncia de infecdo em doadores de sangue estimou-se em
11%, em gestantes estimou-se em 9% entre 2005 e 2007 (Baido, 2008; Peliganga et al., 2021).
O estudo PLACE (2017) foi realizado em profissionais do sexo de cinco provincias (Luanda,
Benguela, Bié, Cabinda e Cunene). Este estudo concluiu que a carga de infecdo pelo HBV era
superior a taxa de infecdo por HIV sendo que em mulheres trabalhadoras do sexo a taxa de
infecdo variou de 2 a 14%, em homens que fazem sexo com homens variou 10 a 23% e em

individuos transgéneros calculou-se em 7%.

1.2.8.3. INFECAO OCULTA

A infecdo oculta pelo HBV (I0B) foi abordada em Taormina (Italia) em 2008 por um
Colégio de Especialistas. Foi definida como infecdo oculta a presenca de DNA-HBV em
amostras bioldgicas (sangue ou biopsia hepatica) de individuos HBSAg negativo. A mesma,
apresenta taxas de prevaléncia significativas em todo o mundo e esta relacionada diretamente
a endemicidade regional (Raimondo et al., 2014; Oluyinka et al., 2015; Egboh & Davwar,
2023). Taxas mais altas de 10B sdo observadas em zonas hiperendémicas onde o risco de
transmissao vertical e horizontal é elevado, agravado principalmente pelo contato permanente
com portadores crénicos do HBV (Oluyinka et al., 2015). Nestes locais estima-se que 70 a
90% dos residentes ja esteve em contacto com o HBV. Porém, em zonas de transmissao
intermédia ou baixa, a taxa de 10B ¢ inferior a observada em paises ocidentais onde <5% da

populacéo esta exposta ao HBV (Said, 2011).

Em Africa, a prevaléncia de 10B foi calculada em 17% (72/429) em doadores de
sangue nigerianos, sendo esta taxa variavel entre as regides (9,0 e 39%) porque a prevaléncia
de anticorpos anti-HBc na populacédo esta calculada acima dos 50% (Oluyinka et al., 2015).
Recentemente estimaram-se prevaléncias de 10B de 14,8%, onde 7,4% dos casos eram
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seronegativos e 20,0% seropositivos. Entre casos de 10B relacionados ao CHC cerca de
41,9% eram seropositivos e 33,1% seronegativos (Egboh & Davwar, 2023).

A prevaléncia de IOB pode ainda ser estimada entre 19% a 31% em produtos como
sangue ou em biopsias de tecido hepéatico de doentes com HBC. A prevaléncia quando
proveniente de tumores hepaticos priméarios pode ser calculada entre 30% a 60% dos casos
relacionados ao HBV (Patel et al., 2020), porque esta infecdo silenciosa resulta de estirpes
virais que apresentam provavelmente mutacdes de escape, que sdo responsaveis por impedir a
detecdo do HBsAg pelos TDR e o reconhecimento dos anticorpos neutralizantes (anti-HBS)
(Raimondo et al., 2014; Gencay et al., 2017).

A relacdo da I0B e as principais coinfecdes virais indicam gque em aproximadamente
15 a 30% dos individuos coinfetados com HCV, pode-se detetar DNA do HBV, bem como
em 10 a 45% dos coinfetados com HIV, em 45% dos usuarios de droga injetavel, em 27% de
pacientes em hemodialise, em 32% de doentes com cirrose criptogénica e, em 64% dos

individuos que receberam transplantes segundo Raimondo et al. (2019).

1.2.84. CARCINOMA HEPATOCELULAR

Dentre os infetados com o0 HBV, 1 a 5% dos doentes crénicos pode evoluir para CHC,
uma doenca devastadora e letal, onde apenas 2% dos individuos com este diagnostico
consegue sobreviver até 5 anos (Golla et al., 2004; WHO, 2015). O CHC representa 70 a 90%
da carga global de neoplasias primarias do figado. Os principais agentes etioldgicos para o seu
desenvolvimento em todo mundo sdo o HBV e o HCV em 50 a 100% dos casos (Henry et al.,
2002), sendo que na sua maioria (54,5%) séo atribuidos a infecdo pelo HBV (Liu et al., 2016)

onde na regido africana é o principal agente promotor do CHC (Lemoine & Thursz, 2017).

No leste asiatico e Africa subsaariana a incidéncia de CHC é maior devido a maior
prevaléncia da infecdo pelo HBV e pelo elevado risco de transmissao que ocorre logo ap6s o
nascimento ou ao longo da vida (Morales-Romero et al., 2014; Lemoine & Thursz, 2017,
Fofana et al., 2023). Na China, 95% dos casos de CHC devem-se igualmente ao HBV (Chen
etal., 2017).

Alguns fatores potenciadores de carcinogénese ocorrem em zonas hiperendémicas
para 0 HBV. Estéo relacionados com as aflatoxinas que se fazem presentes na alimentacao

humana. Estas aflatoxinas sdo micotoxinas ambientais altamente mutagénicas. A sua
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associacdo funciona favoravelmente para o desenvolvimento de CHC (Henry et al., 2002;
Lawrence et al., 2023) apresentando 21% de risco associado (Lemoine & Thursz, 2017).

1.2.9. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

1.2.9.1. SEROTIPOS E SUBTIPOS

A distribuicdo geogréfica dos subtipos virais publicada por Couroucé-Pauty e
colaboradores (1983), identifica o ser6tipo ayw circulante no Vietname, no Mediterraneo, na
Africa Ocidental e Central e na parte mais a norte da América do Sul e Antilhas. O serétipo
adw foi identificado em paises do norte e centro da Europa, Africa Central e do Sul, india,
Polinésia e Argentina. O ser6tipo adrg- circunscreve-se a Oceénia e o serétipo adrg+ ao
Sudeste Asiatico. O ser6tipo ayr foi identificado na China, Japao, Vietname, Tailandia e
Indonésia (Farshadpour; Taherkhani & Saberi, 2022) e na Oceénia (Manuylov et al., 2022).
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Figura 15.Algoritmo de deducdo dos serdtipos e subtipos. A dedugdo ocorre a
partir dos coddes (122 e 160) presentes na estrutura priméria da proteina S-
HBs da regido hidrofilica principal. Fonte: Yano, 2015.

1.2.9.2. GENOTIPOS

As variacdes génicas observam-se a partir do grau de divergéncia presente nas
sequéncias nucleotidicas do gene S. Quando calculada acima de 8% reconhecem-se 0s
gendtipos, até 4% de divergéncia identificam-se os subgendtipos e abaixo disto (1 a 3%) o0s

clados. Atualmente, 10 genotipos estdo designados de A a J (Kramvis et al., 2005a; Kramvis,
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2014; Farshadpour; Taherkhani & Saberi, 2022; Toyé et al., 2023). A diferenca entre
genoétipos pode chegar aos 14% (Sumer & Sayan, 2019). O numero de subgendtipos
reconhecidos aproxima-se a 40 (Toyé et al., 2021) sendo estes identificados entre 0s
gendtipos A-D, F e | (Kramvis, 2014). O gendtipo E e G ndo apresentam subgendtipos, sendo
que o genotipo E apresenta baixa diversidade genética, calculada entre 1,2% a 1,9% (Ingasia;
Kinge & Kramvis, 2021).

Okamoto e colaboradores (1988) identificaram os genotipos A, B, C e D (Okamoto et
al., 1988). Norder e colaboradores identificaram o genotipo E e F (Norder et al., 1994) e
Struyver e colaboradores (2000) o gendtipo G. Arauz-Ruiz e colaboradores (2002)
identificaram o genotipo H. O gendtipo I, foi identificado por Tran e colaboradores (2008) e o
gendtipo J foi inicialmente descrito no Japdo em um doente com CHC, sendo que este
genotipo apresentava-se mais divergente entre outros genotipos circulantes em humanos
(Tatematsu et al., 2009).

Conheciam-se inicialmente quatro subgendtipos para o genotipo A (Kramvis, 2014)
sendo que foram identificados oito subgenétipos, 0 Al, A2 e A6 sdo os melhor caraterizados.
Os restantes A3, A4, A5, A7 e A8 parecem ter uma classificagdo ambigua, por nédo
obedeceram a todos os critérios definidos anteriormente sendo estes identificados em Africa
(Toyé et al., 2021). O gendtipo B confere 5 subgendtipos (B1-B5), o gendtipo C apresenta
maior nimero de subgendtipos (C1-C16), é descrito como 0 mais antigo dentre os genotipos
estudados (Kramvis, 2014). O gen6tipo D conta com oito subgenétipos (D1-D8), o gen6tipo F
com catorze subgendtipos (F1-F4) o gendtipo | conta com doze (11-12) subgendtipos
(Dawood, 2022). Os gendtipos de E a J, sdo considerados genotipos negligenciados por serem
0os menos estudados, sendo que o gendétipo E apresenta baixa ou fraca diversidade
intragenotipica apesar de serem conhecidas linhagens distintas, devido a sua distribuigdo

geografica (Toyé et al., 2023).
1.2.9.2.1. DISTRIBUI(}AO MUNDIAL

Os gendtipos do HBV apresentam-se globalmente dispersos (Kramvis & Kew, 2007;
Gencay et al., 2018; Toyé et al., 2021) (Figura 16) devido a intensificagdo das migracoes.
Podem ser detetados em migrantes e em contatos mais proximos, gendtipos caracteristicos das
regides de origem ou de seus ascendentes (Lago et al., 2014; Sumer & Sayan, 2019). A sua
distribuicdo e heterogeneidade espelha a evolucdo filogenética o que os torna potenciais
marcadores populacionais (Kramvis et al., 2005a; Gencay et al., 2018).
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Em termos gerais 0 gendtipo A é prevalente na Europa, os gendétipos B e C no leste e
sudeste asiatico, o gendtipo D tem distribui¢cdo mundial e o gendtipo E é o mais prevalente na
Africa subsaariana (Sunbul, 2014; Bissinger et al., 2015; Kocher et al, 2021; Toyé et al.,
2021). O genotipo F é frequente nas Americas tal como o gendtipo G (México e EUA) e o
gendtipo H. Quanto ao gendtipo | este é encontrado no sudeste asiatico, india e China. O
genotipo J corresponde a uma estirpe viral encontrada no Japdo (Kramvis, 2014). O gen6tipo
A estende-se igualmente pela Africa subsaariana, norte da Europa e india (Nguyen et al.,
2020). Os genotipos A e D apresentam-se como 0s mais dispersos pelo mundo sendo os

gendtipos mais prevalentes na India (Rahman et al., 2016).

Em Africa, circulam os genétipos A, D e E (Kramvis & Kew, 2007). Os subgendtipos
A mais detetados em Africa sdo 0 Al, A3 e A4. O subgendtipo A2 ocorre fundamentalmente
entre a Europa e América do Norte (Kramvis et al., 2005a; Kramvis, 2014). Na Africa
subsaariana, predominam os gendtipos E e A (Velkov et al., 2020; Toyé et al., 2023). O
subgend6tipo A1l distribui-se pela Africa do Sul, Zimbabué e Malaui (Bissinger et al., 2015), o0s
subgendtipos Al, A2 e A3 circulam em Angola (Valente et al., 2010) e os subgenotipos A3 e
A4 nos Camardes, Mali e Nigéria (Olinger et al., 2006). O subgenédtipo A4 tem sido detetado
entre populares da Gdmbia e do Senegal (Toyé et al., 2021).
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Figura 16.Distribuicdo global dos gendtipos do HBV. Fonte: Kocher et al, 2021.

Os genGtipos B e C sdo encontrados em populacBes da Asia a leste e a sudeste
(Sunbul, 2014; Rahman et al., 2016). O genétipo B prevalece no Japdo, China, na Asia
Oriental, em Taiwan, Indonésia, Vietname, Camboja e Filipinas, mas também no Alasca, a
norte do Canada e na Gronelandia e entre os esquimds e populacdo Inuit (Nguyen et al.,
2020). As estirpes B foram reagrupadas em cinco subgendtipos (B1-B5), sendo que Bl
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restringe-se ao Japdo e B5 a comunidades Inuit do Canada. Acredita-se que o subgenotipo B1,
no Japdo se tenha originado de migrantes da Sibéria, Gronelandia e regides a norte da
Ameérica (Kramvis, 2014).

O gendtipo C existe hd mais de 40 mil anos (Paraskevis et al., 2013; Kramvis, 2014) é
identificado pelo continente asiatico (Asia Ocidental ao Sudoeste asiatico) compreendendo
Taiwan, Coreia do Sul, China, Vietname, Tailandia, Filipinas, Indonésia até a Australia e ilhas
do Pacifico (Nguyen et al., 2020). Os subgenotipos identificados vdo de C1 a C16, O
subgenotipo C4 predomina em aborigenes australianos e 0s restantes subgendtipos
predominam na Indonésia (Kramvis, 2014).

O genotipo D distribui-se por todo mundo com mais frequéncia na Europa, Norte de
Africa, em paises do Mediterraneo, Médio Oriente e Australia, sendo que a circulagio
conjunta com outros genotipos endémicos, estirpes recombinantes ocorrem entre 0s gendtipos
como A/D e D/E (Kramvis & Kew, 2007; Kramvis, 2014). O genotipo D é subdividido em
seis subgendtipos, D1-D6. Os subgendtipos D1, D3 e D6 foram identificados em Africa,
sendo D1 em amostras egipcias, D3 em amostras sul-africanas e D6 na Tunisia e na Nigéria.
O subgenétipo D1 também foi detetado no Médio Oriente e Asia Central e 0 D3 na
Alemanha, Franca, Italia e EUA (Kramvis & Kew, 2007). Estudos mais recentes, indicam que
D1 também esta presente na Australia e Indonésia, enquanto D2 foi registado na Albania,
Reino Unido, Libano, Russia, Japao e Malasia. O subgendétipo D3 foi identificado no Brasil,
em comunidades descendentes de italianos (Sumer & Sayan, 2019) e D5 em uma tribo na
india (Kramvis, 2014).

O gendtipo E predomina na Africa subsaariana difunde-se pela costa ocidental, local
onde se observa a maior frequéncia (Lago et al., 2014; Oluyinka et al., 2015; Toyé et al.,
2023). Este gendtipo prevalece em tribos de Pigmeus e Khoi San (Kramvis, 2014; Ingasia;
Kinge & Kramvis, 2021) e tem sido detetado na Arabia Saudita (Nguyen et al., 2020).

O gendtipo F ocorre do Alasca a Argentina e por boa parte da América latina (Sumer
& Sayan, 2019). Apresenta 4 subgenotipos (F1 a F4) e em conjunto com o genotipo H, ocorre
em populagdes indigenas da América Central e do Sul. Na Nicaragua e no México tem maior
prevaléncia (Panduro et al., 2013; Kramvis, 2014) e a distribuicdo do genotipo H estende-se
até aos EUA, tendo sido detetado também no Japdo (Rahman et al., 2016).
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O gendtipo G tem sido isolado em paises europeus e EUA. Tem sido encontrado em
recombinacdo com o gendtipo A (Rahman et al., 2016) e é prevalente no México. Porém,
acredita-se que tenha surgido nesta regido antes da colonizagdo espanhola (Panduro et al.,
2013).

O gendtipo | € um dos gendtipos mais recentemente descrito, pouco frequente no
mundo. A primeira sequéncia conhecida ocorreu por recombinacdo entre determinados
gendtipos (A/C/G) e outro gendtipo indeterminado. Recentemente, ocorreu uma divergéncia
acima de 7,5% quando comparado ao gendtipo C. As mesmas sequéncias eram de
descendentes do Vietname, provenientes de pacientes residentes no Canada, do Laos, da
China e de uma tribo indiana, onde dois subgenotipos 11 e 12 foram identificados (Kramuvis,
2014).

Finalmente, um genétipo putativo designado como gendtipo J, foi detetado em um
individuo japonés portador de CHC, sendo conhecido que o seu portador tinha vivido em

Bornéu durante um periodo longo da sua vida (Tatematsu et al., 2009).

1.3. IMPORTANCIA CLINICA DAS VARIANTES E DOS GENOTIPOS

As variantes geneticas do HBV podem ser classificadas em variantes Pré-C e Preé-S,
variantes C, variantes do promotor principal do gene C, variantes do antigenio de superficie,
variantes do gene P e variantes que desencadeiam hepatite B fulminante (Burda et al., 2001;
Croagh et al., 2015). Existe interesse clinico em identificar estas variantes devido a
necessidade de criar estratégias de seguimento, de tratamento a aplicar e progndstico
necessarios aos doentes com hepatite B crénica (Sunbul, 2014) por haver uma relacdo distinta
a observar entre a histdria natural da infecdo e o risco de desenvolver CHC, cirrose, titulacdo
dos niveis de HBsAg, carga viral e resposta a terapia antiviral (Lin & Kao, 2015; Ingasia;
Kinge & Kramvis, 2021; Toyé et al., 2023).

E importante reconhecer a associacdo entre o tipo de gen6tipo e o desfecho clinico
principalmente entre os genotipos mais negligenciados (Lawrence et al., 2023; Toyé et al.,
2023). A progressao ou evolucdo para a doenga cronica parece ser maior entre os portadores
dos genotipos A e C, seguindo-se os portadores dos genotipos B e D, ndo se conhecendo
resultados robustos para os portadores do gendétipo E. Em bidpsias hepéticas, a inflamagéo e a
fibrose parecem ser mais evidentes em infetados com os genoétipos C e D, comparativamente

aos infetados com o genotipo A e B. A doenca hepatica mais grave ocorre geralmente entre
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infetados com o genotipo C por estes apresentarem pior prognéstico e gravidade da doenca
cronica. Esta gravidade parece ser semelhante entre os infetados com genotipos B e D
(Croagh et al., 2015).

Quanto a resposta ao tratamento com interferdo, € melhor entre os infetados com os
genodtipos A e F, do que entre os infetados com o genotipo B. A associagdo ao CHC é
semelhante entre infetados com gendtipos C e D e subgenotipo F2, comparativamente aos
infetados com o gendtipo B e subgendtipo Al. Quanto a conversdo do HBeAg de positivo
para negativo observa-se que ocorre mais precocemente entre os portadores dos genotipos B,
D e F, quando comparados aos infetados com o gendtipo C. A remisséo sustentada do HBeAg
apos a conversdo deste antigénio para HBeAg negativo, é significativamente maior entre 0s
infetados com genoétipos A e B. Quanto ao HBsAg a perda ou passagem para serologia
negativa ap6s o tratamento € maior em infetados com genétipo A, igual entre os infetados
com gendtipo B e D e fraca nos infetados com gendtipo C.

Para o genotipo E, conhecem-se alguns resultados dentre os poucos estudos clinicos
divulgados quando comparados aos estudos apresentados para 0s gendtipos A e C (Croagh et
al., 2015). Entre as caracteristicas clinicas que estdo associadas a pesquisas em portadores do
gendtipo E, parece ser um gendtipo negligenciado quanto ao seguimento e tratamento destes
doentes cronicos (Ingasia; Kinge & Kramvis, 2021; Toyé et al., 2023). Foi observado que
muitos dos portadores apresentam elevada carga viral, alta taxa de positividade para o
HBeAg, maior probabilidade de desenvolver doenca cronica e consequentemente maior
probabilidade de transmissao vertical entre mdes HBeAg positivas para seus descendentes.
Porém, foi descrito numa revisdo da literatura de 2014 que o gendtipo E, € um gendtipo dificil
de tratar, necessita de tempo prolongado de medicacéao antiviral relativamente a outros grupos
em estudo, os seus portadores podem apresentar niveis médios a baixos de titulagdo do
HBsAg no final do tratamento, podem ainda apresentar um elevado nimero de mutagdes de
resisténcia entre os tratados e parece ser maior a incidéncia de CHC (Toyé et al., 2023). Pode
ainda detetar-se esta unfegdo em recombinagdo com outros gendtipos regionais (A e D) sendo
que os subgenotipos Al e D3 estdo entre mais caraterizados e o subgenotipo Al parece
apresentar maior potencial carcinogénico (Ingasia; Kinge & Kramvis, 2021). Para a Africa
Austral as pesquisas referem que entre os gendtipos circulantes (A, D e E), os infetados com
subgendtipo Al representam o grupo onde existe maior incidéncia de CHC, com um risco

acrescido 4,5 vezes superior comparativamente a outros gendtipos (Kew et al., 2005).
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Os estudos relacionados aos gendtipos B e C em éareas de elevada endemicidade
referem pior o prognostico, sendo o risco de transmissdo vertical do HBV, de mée para filho,
muito elevado (Sunbul, 2014). O CHC tem sido detetado na maior parte dos infetados com

gendtipo C e F comparativamente aos infetados com o geno6tipo B ou D (WHO, 2015).

O gendtipo G tem sido detetado em homens que fazem sexo com homens. A infecdo
cronica ocorre em presenca de recombinacdo com outro gendtipo (Kramvis, 2014). Porém,

entre infetados com gendtipo H é elevado nimero de casos de 10B (Panduro et al., 2013).

1.3.1. MUTACOES

As mutacdes ocorrem de forma espontanea ou iatrogénica (Arikan et al., 2019), podem
corresponder a alteracGes pontuais na sequéncia nucleotidica ou a fixacdo de pequenas
insercBes ou delecBes. A incidéncia global de mutacGes espontdneas ou naturais é de
aproximadamente 5,3% na populacdo com hepatite B crénica (Zhang et al., 2015). Esta
incidéncia altera-se consoante a distribuicdo dos genotipos, critérios de pesquisa, 0 tamanho
do gene a pesquisar, fatores enddgenos como os exercidos pelo sistema imunolégico do
hospedeiro e fatores exdgenos como os desencadeados por terapias antivirais (Araujo; Teles
& Spitz, 2020).

As variantes naturais do HBV ocorrem em qualquer um dos periodos de infecdo (Ngui
et al., 1999). Podem surgir de forma espontanea ou por causas iatrogénicas, sendo esta Ultima
relacionada com a faléncia do tratamento com imunossupressores, interferdo ou antivirais.
Outra fonte de selecdo de mutacBes de carater iatrogénico € relacionada a pressdo vacinal
anti-HBV (Ngui et al., 1999; Araujo; Teles & Spitz, 2020; Ingasia; Kinge & Kramvis, 2021).

1.3.1.1. GENES

A regido codificante S do genoma do HBV inclui trés dominios distintos (Pré-S1, Pré-
S2 e S) relacionados as trés formas de antigénio de superficie presentes no invélucro viral (L,
M e S-HBs) os quais se diferenciam pelo seu tamanho/massa molecular e tém sequéncias

aminoacidicas parcialmente sobreponiveis (Figura 17).

O dominio Pré-S1 correlaciona-se com a porc¢do unica da proteina L-HBs e o dominio
Pré-S2 com a proteina M-HBs, locais importantes para a ligacdo ao hepatdcito por integrarem

varios epitopos de reconhecimento dos linfécitos T e B. O dominio S, comum as trés formas
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de antigénio de superficie corresponde a regido hidrofilica principal (S-HBs) responsavel pela
principal zona imunogénica do HBV (Heermann et al., 1984).

Qualquer das regides do gene S pode abrigar mutacbes que sdo identificadas quando
comparadas a uma sequéncia nucleotidica pertencente a uma estirpe selvagem do HBV.
Assim, identificam-se as variantes Pré-S1, Pré-S2 e variantes da regido S (S-HBs) aquela que
contém especificamente as variantes do determinante “a” e da regido hidrofilica principal
(Moradi et al., 2012; Yano, 2015; Gencay et al., 2018). As mutacdes observadas na regido S-
HBs alteram a conformacéo do HBsA(g, porque esta regido contém a regido determinante “a”,
que é composta por um conjunto de aminodcidos que sdao comuns todos 0s genoétipos.
Alteracbes nesta regido promovem variantes ou mutantes de escape, conhecidas como
variantes de escape de diagndstico, escape imunitario, escape vacinal e de escape ao
tratamento (Ngui et al., 1999; Pawlotsky, 2005; Yano, 2015; Araujo; Teles & Spitz, 2020; Di
Stefano et al, 2023). Assim, entre vacinados contra 0 HBV varias variantes circulam pelo
mundo. Estas variantes de escape imunitario e vacinal sdo detetadas nos codbes 116; 120;
126; 129; 130; 133; 134, 141; 142; 143; 144 e 145 da regido hidrofilica principal do HBsAg
(Gencay et al., 2018; Mathew et al., 2023; Araujo; Teles & Spitz, 2020).

“a” determinant 123147
| |

HBV DNA

ST Lamivudine/ Li80M

Adefovir/tenofovir resistance Aisiv N236T

Entecavir resistance Tis4aG S202I M250v

Figura 17.Estruturas de sobreposicdo do gene S/P do HBV. Em cima
correspondéncia entre as estruturas do HBsAg e em baixo o dominio da
polimerase e subdominios da transcriptase reversa. Fonte: Yano, 2015.

A principal mutacdo de escape vacinal é a sG145R, que esta associada também ao
escape a terapia com HBIg (Cooreman et al., 2001; Fujii et al., 1992; Araujo; Teles & Spitz,
2020; Ingasia; Kinge & Kramvis, 2021) sendo esta conhecida também como uma mutacéo
estavel na populacdo pois permanece em circulacdo (Carman et al., 1989; Gencay et al.,
2018).
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Os mutantes de escape imunitario podem surgir em consequéncia de tratamento com
antivirais inibidores da transcriptase reversa. As mesmas, caraterizando-se como alteragdes
duplas que ocorrem entre a regido S-HBs e o dominio rt-HBV (Caligiuri, 2016; Choi; Lee &
Kim 2018).

Uma pesquisa que envolveu 8 gendtipos (A-F) distribuidos por seis mil sequéncias
completas do HBV refere que foram detetados 10,7% de mutantes de escape (imunitario e
vacinal) sendo estes identificadas na sua maioria no codao 129 (sI129H, sT129H - 1,8%), no
coddo 133 (sM133T - 1,2%); no coddo 145 (sG145R - 1,2%) e codédo 129 (sQ129R - 1,0%),
respetivamente (Araujo; Teles & Spitz, 2020).

As mutacdes de escape imunitario pre-existentes quando se acompanham de outras
mutacdes no dominio rt-HBV (subdominio A e B), um dos dominios que se sobrepbe ao
HBsAg, podem reduzir a eficicia dos antivirais anti-HBV, alterar os epitopos
conformacionais do HBsAg, alterar a capacidade de replicacdo e a viruléncia do HBV (Choi;
Lee & Kim 2018; Araujo; Teles & Spitz, 2020; Ingasia; Kinge & Kramvis, 2021).

Dependendo do método empregue na detecdo de mutagdes, 5 a 20% das alteracdes
podem ndo ser detetadas sendo o metodo de sequenciacdo de Sanger, o0 método menos

abrangente mas mais acessivel em todo mundo (Yano, 2015).

13.12. GENEP

Este gene possui quatro dominios (Figura 17), sendo o dominio da transcriptase
reversa (rt-HBV) especifico para a detecdo de mutacdes de resisténcia associadas a faléncia ao
tratamento com antivirais inibidores da transcriptase reversa (Lago et al., 2014; Oluyinka et
al., 2015; Arikan et al., 2019). As mutac¢des de resisténcia tém relevancia clinica no resgate do
tratamento (Arikan et al., 2019; Bartholomeusz & Locarnini, 2006; Yano, 2015). Estas,
podem surgir em locais classicos ou ndo do dominio funcional. A sua presenca pode
eventualmente desencadear resisténcia cruzada, inibir a acdo de varios farmacos, predispor ao
surgimento de mutantes de escape (imunitario e vacinal), além de que estas variantes podem
ser transmitidas a populacdo em risco e por sua vez, responsaveis por agravar o estado de

salide dos portadores (Santantonio & Fasano, 2013; Yano, 2015).

Podem designar-se mutac6es de resisténcia primaria, aquelas diretamente associadas a

faléncia terapéutica, pois tém capacidade de diminuir a replicacdo viral. As mutacGes de
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resisténcia secundaria ou compensatoria sdo mutacbes que restauram a capacidade replicativa
do virus (Zhang et al., 2015). As mutacles putativas sdo mutacBes que ocorrem entre 0S
portadores que ndo respondem a terapia antiviral, sugerindo que as mesmas sejam
responsaveis por baixar a barreira de resisténcia aos antivirais. As mutacdes pre-tratamento
sdo mutacdes em que o efeito ainda ndo estd esclarecido ou comprovado (Panigrahi et
al.,2013; Zhang et al., 2019).

Sete posicOes/coddes estdo relacionadas a resisténcia primaria aos antivirais sendo o
coddo 180, 181, 184, 202, 204, 236 e 250 (Araujo; Teles & Spitz, 2020) ou incluindo ainda o
coddo 169 (181, 184, 202, 204, 236, 250). As mutacGes compensatdrias ou secundarias
podem incluir o coddo 80 (Zhang et al., 2015) o coddo 173 e 180 (Panigrahi et al.,2013). As
mutacgdes putativas podem ocorrer nos coddes 53, 54, 82, 84, 85, 91, 126, 128, 139, 153, 156
e 166 de acordo com Panigrahi; et al., (2013) bem como as que ocorrem nos coddes 191, 200,
207, 213, 214, 218, 221, 229, 237, 238 e 245 de acordo com Zhang et al., 2019. Mutag6es
pré-tratamento podem ser detetadas nos coddes 38, 124, 134, 139, 224 e 242 de acordo com
Panigrahi et al., (2013) e nos coddes 122 e 242 de acordo com Zhang et al. (2019).

Em doentes com hepatite B virgens de tratamento, é possivel detetar virus com
mutacdes que conferem algum grau de resisténcia ao tratamento com analogos de
nucleosideos/nucleotideos. Os locais onde se observam as principais substituicbes de residuos
aminoacidicos sdo: rtI169T, rtA181T/V, rtT184S/C/G/A, rtA194T, rtS202G/C/1, rtM204V/1,
rtN236T e rtM250V. Para as que conferem resisténcia secundaria ou compensatdria
descrevem a posicdo rtL80I, rt\V173L e rtL180M (Zhang et al., 2015).

Em doentes com tratamento prévio, mutaces tipicas de escape imunitario e de
resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa podem ser identificadas (Arikan et al.,
2019). As mutacdes relacionadas a monoterapia com Entecavir e a terapia combinada com
Lamivudina + Tenofovir, surgem de acordo com o tempo de tratamento (Bartholomeusz &
Locarnini, 2006; Yano, 2015). Valores globais de resisténcia identificados para a Lamivudina
calcularam-se em 7,3%, para o Adefovir calcularam-se em 0,5%, para Entecavir em 0,2% e
Tenofovir em 0,05% (Araujo et al., 2020).

A resisténcia medicamentosa (Figura 17) quando associada & monoterapia prolongada
com Lamivudina é observada no dominio C da rt-HBV, onde se encontra a sequéncia de

aminoacidos YMDD, na variante selvagem do HBV. Em presenca de variante de resisténcia
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esta sequéncia apresenta-se como YV/IDD (Tchuem et al., 2020). Conferem resisténcia a
Lamivudina e ao Entecavir as mutac¢Oes rtl169T, rtvV173L, rtL180M, rtT184G, rtS202G,
rtM204V/1 e rtM250V. Confere resisténcia ao tratamento com o Tenofovir, a mutacdo
rtN236T (Yano, 2015).

1.3.1.3. GENEC

O gene C codifica dois antigénios, HBcAg e HBeAg. O HBeAg é a principal proteina
ndo estrutural detetada na circulagdo sanguinea indicadora de replicacdo. Porém, existem
mutacdes relacionadas aos niveis de sintese do HBeAg vs carga viral vs CHC. Estas
mutacdes, ocorrem na regido Pré-C e C (Fang et al., 2009; Farshadpour; Taherkhani & Saberi
2022). Nomeadamente, a mutagdo G1896A, ocorre no coddo 1896 resulta da substituicdo de
um residuo de triptofano por um cod&o de terminacgéo, é uma das mutacGes mais significativas
por inibir a producdo do HBeAg (Omata et al., 1991; Ingasia; Kinge & Kramvis, 2021). Outro
par de dupla mutacdo (A1762T + G1764A) frequentemente detetada entre portadores HBeAg
negativos que apresentam carga viral mais baixa comparativamente a portadores HBeAg+
(Moriyama et al., 1996; Funk et al., 2002; Ayed et al., 2007; Fang et al., 2009). Individuos
com triplas mutacBes (T1753V + ALl762T + 1761A apresentam cargas virais menos

significativas (Fang et al., 2009).

1.3.14. GENEX

A progressdao da doenca hepética para cirrose e o CHC depende igualmente do
polimorfismo relacionado ao gene X e ao gendtipo. Alteracbes no padrdo da sequéncia de
nucleotidios detetada neste gene responsavel pela traducdo da proteina x (HBX), demonstra
que é possivel detetarem-se mutacfes pontuais isoladas ou associadas em conjuntos (duplas
mutacdes ou triplas mutacGes), em maior frequéncia nos doentes crénicos com complicacdes
instaladas (Salarnia et al., 2017; Ave; Putra & Miro 2022).

Os pares de duplas ou triplas mutagfes mais frequentes detetadas entre portadores do
gendtipo B e C ocorrem em frequéncias distintas, sendo superior em portadores do genétipo C
(72,2%) vs genotipo B (27,8%), identificadas nas posi¢fes 130 e 131 (HBx130 +HBx131)
associada a uma terceira posicdo HBx5 ou a HBx127 (HBX5+HBx130+HBx131 e
HBx127+HBx130+HBx131) de acordo com a pesquisa de Ave; Putra & Miro (2022). Porem,
em doentes com cirrose quando comparados a doentes com hepatite B cronica, as alteragdes

génicas produzem uma proteina truncada, responsavel pelos rearranjos estruturais. Estes
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rearranjos estdo caraterizados por delecGes e inser¢des na regido C-terminal da proteina x
(1762-1768; 1763-1770; 1769-1773 e T1771/A1775) responsaveis por alterar o quadro de
funcdo deste gene observada entre portadores HBeAg negativos do gendtipo D (Salarnia et
al., 2017).

1.4. OBJETIVOS
GERAL:

Caraterizar o perfil molecular de parte da regido de sobreposicdo dos genes S/P
no genoma do HBV presente em amostras de plasma de individuos com resultado de teste de

diagndstico rapido para o HBsAg, atendidos em duas unidades de satde de Angola.
ESPECIFICOS:
1. Estimar a taxa de infecdo pelo HBV com recurso a técnicas moleculares.

2. Descrever o perfil social e demogréfico dos individuos com infecdo HBsAg+ e
HBsAQ-/DNA+.

3. Recolher o perfil laboratorial da atividade replicativa (HBeAg) e coinfecdes (ISTs).
4. ldentificar os gendtipos, serétipos e os subtipos do HBV.

5. Identificar as mutacBes presentes no dominio rt-HBV do gene P associadas a

resisténcia ao tratamento.

6. Identificar as mutacdes presentes no gene S-HBs associadas ao escape imunitario e

vacinal.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. TIPO DE ESTUDO, LOCAL E POPULA(;AO EM ESTUDO

Esta dissertagéo apresenta um estudo transversal desenvolvido na Unidade de Ensino e
Investigacdo (UEI) de Microbiologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical da
Universidade Nova de Lisboa, entre 2021 e 2022.

As amostras de plasma estudadas, selecionadas por conveniéncia estavam
criopreservadas a -20°C. Eram resultantes de dois estudos de investigacdo independentes
efetuados em duas capitais de provincia de Angola, para as quais parte dos resultados

sociodemogréaficos e seroldgicos se encontravam disponiveis.

O Grupo 1 era constituido de amostras de plasma provenientes de mulheres em
trabalho de parto, que foram atendidas na Maternidade Irene Neto (MIN). As mesmas foram
colhidas entre 2016 e 2017, na cidade do Lubango, provincia da Huila, que contam com dados
parcialmente publicados por Oliveira et al. (2020a; 2020b; 2021).

O Grupo 2 de amostras de plasma era proveniente de doentes atendidos em consulta
externa, no banco de urgéncia ou durante o internamento no Hospital Geral de Benguela
(HGB), que se encontra situado na cidade de Benguela, provincia de Benguela. Estas
amostras de plasma foram colhidas entre 2016 e 2017 e pertencem a um lote de amostras com

resultados parciais publicados por Yefimenko et al. (2023).

2.1.1. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Nesta pesquisa, incluiram-se 512 amostras de plasma com resultado de TDR
conhecido para o HBsAg, divididas em dois grupos. O primeiro grupo contou com 456
amostras que foram separadas em dois lotes (subgrupos). Um lote com 38 amostras com TDR
HBsAg positivas (HBsAg+) e outro com 418 amostras com TDR HBsAg negativas (HBSAg-
). Do lote de amostras negativas, incluiram-se as que tiveram um fragmento de amplificacédo
de DNA especifico com aproximadamente 340 pb, tratando-se posteriormente como amostras
com 10B (HBsAg-/DNA-HBV+).

Do segundo grupo, selecionaram-se apenas 56 amostras de plasma que foram
repartidas em dois lotes (subgrupos), um lote com 28 amostras com TDR HBsAg+ e outro
com 28 amostras com IOB. Na descricdo dos dados moleculares excluiram-se todas as

amostras com TDR HBsAg positivas sem amplificacdo especifica de acidos nucleicos.

40



MATERIAL E METODOS

2.1.2. CARATERIZACAO SOCIAL E DEMOGRAFICA

Os dois grupos de amostras eram distintos entre si, um com origem em mulheres em
trabalho de parto vs individuos doentes atendidos em consulta médica. O género feminino
ficou subentendido no Grupo 1 (mulheres em trabalho de parto). Para o Grupo 2 (doentes em
consulta), estratificou-se em género masculino e feminino. As restantes variaveis
sociodemogréaficas, consistiram na idade, escolaridade e estado civil. A idade foi medida em
anos. A escolaridade estratificou-se em niveis de frequéncia de ensino (primério, secundario,
superior e analfabetismo). O estado civil estratificou-se entre ser casado(a), divorciado(a) ou
solteiro(a), sendo que os individuos que vivessem em unido de facto foram incluidos na
primeira categoria. Pesquisou-se ainda o local onde residiam os participantes infetados, se

area urbanizada ou em area rural.

2.1.3. CARATERIZACAO DO PERFIL LABORATORIAL

Os dados seroldgicos estavam previamente disponiveis para 0 HBsAg, HBeAg, sifilis
e HIV. Estes estavam disponiveis atraves das fontes primarias que resultaram da aplicacdo de
TDRs recomendados pelo MINSA (Ministério da Saide de Angola), aplicados anteriormente

nos rastreios em consultas médicas no local de origem (Angola) e repetidos no IHMT-NOVA.
2.1.4, CARATERIZAQAO DO PERFIL MOLECULAR

2.1.4.1. EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

As amostras de plasma encontravam-se armazenadas em tubos de 1,5 mL selados e
identificados. Foram separadas em amostras com TDR HBsAg+ e TDR HBsAg-, sendo que

se manteve o numero de identificacdo original.

Apdbs o descongelamento das amostras de plasma em temperatura ambiente por 30
min., seguiu-se a agitacdo em voértex (REAX 2000 Vortex Mixer, Heidolph, Alemanha) por
10 a 15 segundos e posterior centrifugacio a 12000 rpm, por 2 min. (Pico™ 21
Microcentrifuge, Thermo Scientific™, EUA), de forma a obter-se uma amostra plasmatica

menos viscosa e sedimentada.

O DNA total foi extraido com o kit comercial Quick-DNA™ Miniprep Plus (ZYMO
RESEARCH, EUA), seguindo-se as orientacdes do fabricante para a extracdo de acidos
nucleicos a partir de fluidos orgéanicos, para obtencéo de 50 pL de produto final de extragdo

ultrapuro (> 50 kb), livre de RNA. Antes de iniciar o processo de extracdo de DNA viral,
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preparou-se uma solugdo de proteinase K com uma concentragéo final de 20 mg/mL. Esta
preparacgéo foi conservada a -20°C.

A uma aliquota de 200 pL de amostra de plasma, adicionou-se 200 pL de BioFluid &
Cell Buffer e 20 L da solugdo de proteinase K a 20 mg/mL. Levou-se a agitar em vortex por
10 a 15 segundos e de seguida, incubou-se a 55°C em termobloco digital (AccuBlock™,
Labnet, EUA), durante 10 min. Apés a incubacdo, a preparacdo com 420 pL de produto
digerido acrescentou-se um volume (420 pL) de Genomic Binding Buffer, o tampdo de
ligacdo gendmica e voltou a agitar-se em vortex por 10 a 15 segundos. Seguidamente,
aplicou-se a mistura numa coluna Zymo-Spin™ [IC-XLR apoiada em tubo coletor e
centrifugou-se a 12000 rpm, por 1 min. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e a

coluna transferida para novo tubo coletor.

Adicionou-se 400 pL de DNA Pre-Wash Buffer e centrifugou-se a 12000 rpm durante
1 min. Descartou-se o sobrenadante do tubo coletor e recolocou-se na coluna a qual se
adicionou 700 pL de tampdo de lavagem g-DNA (g-DNA Wash Buffer). Centrifugou-se
novamente utilizando as condigdes anteriores. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se
200 pL de g-DNA Wash Buffer. Voltou a centrifugar-se de igual modo, descartando-se o
sobrenadante e o tubo coletor. Transferiu-se a coluna para um novo tubo de 1,5 mL,

previamente identificado com o nimero original da amostra.

Na ultima etapa, adicionou-se 50 pL de DNA Elution Buffer a coluna e incubou-se a
temperatura ambiente durante 10 min. Centrifugou-se novamente a 12000 rpm durante 1 min.,
de modo a obter um volume final de aproximadamente 50 pL de DNA. Este DNA viral foi

armazenado a -20°C até a realizacdo da nested-PCR.

2.14.2. NESTED-PCR

Nesta etapa utilizou-se 0 método descrito por Oluyinka et al. (2015) para amplificacéo
de acidos nucleicos do HBV. Foram necessarias duas etapas sucessivas de PCR, recorrendo-

se aos iniciadores da sequéncia alvo (primers).

Para amplificar o gene S/P-HBV foram utilizados dois pares de primers que
delimitaram uma pequena parte do gene S responsavel pela traducéo das proteinas S-HBs do
HBsAg e parte do dominio da transcriptase reversa (rt-HBV) que se encontra sobreposta.
Estes primers encontram-se descritos na Tabela 1. Os primers externos HBPr134 (sense) e
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HBPr135 (antisense) contém 20 oligonucle6tidos cada um. O segundo par de primers internos
HBPr75 (sense) tem 24 oligonucledtidos e HBPro4 (antisense) 20 nucleotidos, que

amplificaram em conjunto um fragmento com 340 pb.

Os primers liofilizados foram reconstituidos em &gua ultrapura Milli Q (Reagents
Grade Ultrapure Systems, Millipore, EUA) para constituir uma solugdo stock, a uma
concentracdo de 100 uM, que foi conservada a -20°C entre cada etapa de preparacdo. Para
cada primer, preparou-se uma solucdo de trabalho a 10 uM, a partir da solucgéo stock (diluicdo
de 1:10 em &gua ultrapura) que foi armazenada em aliquotas de 100 pL e refrigerada a -20°C

entre cada processo.

Nested-PCR Primer Sequéncia nucleotidica (5"- 3") Sentido

1o PCR Externo HBPri34  TGC TGC TAT GCC TCATCT TC Sense
(outer)  HBPr135  CAG AGA CAA AAG AAA ATT GG Anti-sense

2 PCR Interno~_HBPI75 CAA GGT TATGTT GCC CGT TTGTCC  Sense
(inner)  HBPro4 GGT ATA AAG GGA CTC ACG ATG Anti-sense

Tabela 1. Descri¢do dos primers utilizados em cada etapa da nested-PCR.

A nested-PCR é uma das técnicas de biologia molecular que aumenta a sensibilidade e
a especificidade de uma reacao de amplificacdo de acidos nucleicos executada em duas etapas
sucessivas de PCR. Esta, teve recurso a um kit comercial, NZYTaq Il 2x Green Master Mix
(NZYTech, Portugal) que contém uma DNA polimerase de nova geracao proveniente de uma
Taq otimizada a 2x. A NZYTaq Il 2x Green Master Mix apresenta-se como uma solucdo de
cor verde com tampao de reacdo e aditivos em concentragdes Otimas. Contém 0,2 U/uL de
DNA polimerase, 10 nmol de desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPs) e MgClz a uma
concentracdo final de 2,5 mM, um importante catalisador de reacdo enzimatica. A Master Mix
foi refrigerada a -20°C entre as preparacdes. Para cada etapa de PCR, incluiram-se dois
controlos negativos (CN) sendo recomendado excluir-se o controlo positivo (CP) para

diminuir o risco de contaminagdes cruzadas.

Na preparacdo da mistura da primeira de reacdo de PCR, incluiu-se por cada reagéo:
5,5 uL de agua ultrapura estéril, 12,5 uLL de Green Master Mix, 1 uL do primer HBPri34 e 1
uL do primer HBPr135. Posteriormente, distribuiu-se 20 uL. desta preparagdo por cada tubo

de PCR de 0,2 mL e adicionou-se 5 pL de suspensdo de DNA extraido de cada amostra em
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andlise, para um volume final de 25 pL. Nos CN, foram incluidos 5 pL de 4gua ultrapura
estéril em substituicdo do DNA da amostra.

As reacOes de PCR ocorreram em termociclador Biometra T-Personal Thermo Cycler
(Biometra, Alemanha), selecionando-se um programa de amplificagdo com uma etapa de
desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min., seguido de outros 35 ciclos de desnaturagcéo a 94°C
por 30 segundos, um emparelhamento a 52°C por 30 segundos e uma extensdo a 72°C por 45

segundos, e uma etapa de extensao final a 72°C durante 5 min.

A preparacdo da segunda mistura de PCR incluiu para cada reacdo: 9,5 uL de agua
ultrapura estéril, 12,5 uL de Green Master Mix, 1 pL do primer HBPr75 ¢ 1 puL do primer
HBPr94. Cada tubo de reacdo continha 24 pl. de mistura de PCR ao qual foi acrescido 1 pL
do produto de amplificacdo obtido na primeira PCR. Acrescentou-se 1 pul de agua ultrapura
estéril na mistura de cada CN. Esta etapa de PCR foi semelhante a programacdo de

amplificacdo anterior, alterando-se o nimero de ciclos de amplificacédo de 35 para 40 ciclos.

2.14.3. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Para executar a eletroforese em gel de agarose prepararam-se previamente as solucfes

tampéo (Tabela 2).

Solugéo - Tampéo TBE 10x/1L

Tris base (CALBIOCHEM ®) 108 g
Acido Boérico (SIGMA®) 559
EDTAO0S5M 40 mL

Esterilizou-se a 121°C durante 15 min.
Autoclavagem
Preparacdo - Tampé&o TBE 1x (1:10)

Solugéo de tampéo TBE 10x 100 mL
Agua bidestilada 900 mL
Preparacao - Gel de Agarose (100 mL)

SeaKem® LE Agarose (1,8% p/v) 1,809
Tampéo TBE 1x 100 mL
Grenn safe premium (NZYtech) 2 pL

Tabela 2. Etapa de preparacéo de solucOes para a eletroforese
Os produtos da nested-PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(Seakem® LE Agarose) a 1,8% (p/v), contendo 1 pL do corante de &cidos nucleicos
GreenSafe Premium (NZYTech, Portugal), em tampdo TBE 1x. Depositou-se nos pocos do
gel de agarose, 3 pL de marcador molecular NZYDNA Ladder V (NZYTech, Portugal),
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sequido de 5 pL de CN, 5 pL de volume de cada produto amplificado. Os CN serviram para
avaliar o risco de uma eventual contaminacdo dos produtos amplificados. O marcador
molecular Ladder V fragmentou-se pelo gel a cada 100 pb. A eletroforese decorreu em
aparelho horizontal SUB-CELL GT CELL (Bio-Rad, EUA) por 1 h e 10 min., a 100 V.

2.1.4.4. SEQUENCIACAO NUCLEOTIDICA

Os produtos de amplificacdo validados, i.e., com tamanho aproximado de 340 pb,
foram analisados em empresa externa (STAB VIDA, Lda. Caparica, Portugal). A
sequenciacao nucleotidica foi realizada pelo método de sequenciacdo de Sanger, utilizando-se
0 primer interno HBPr75 como iniciador. Os resultados da sequenciacdo direta foram

fornecidos em formato de cromatograma.

2.2. ANALISE BIOINFORMATICA

Os resultados da sequenciacdo nucleotidica direta foram analisados nas plataformas
Chromas (versdo 2.6.6) e BioEdit Sequence Alignment Editor (v.7.2.5) para a edicdo e
alinhamento multiplo das sequéncias. As sequéncias editadas foram comparadas
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) com outras sequéncias pertencentes ao HBV

depositadas nas bases de dados internacionais (GeneBank) para comprovar a sua identidade.

As sequéncias nucleotidicas positivas foram submetidas a ferramenta bioinformética
Geno2pheno [hbv] 2.0 (https://hbv.geno2pheno.org/index.php) onde apds identificacdo,
confirmou-se os de geno6tipos e os polimorfismos genéticos. Para identificar a variabilidade do
HBsAg relacionada ao serétipo e ao subtipo do HBV seguiu-se o método dedutivo de
Echevarria; Avellon, A., & Magnius (2005) e posteriormente confirmou-se pelo método
dedutivo de Yano (2015). Os residuos aminoacidicos foram traduzidos com recurso ao codigo

genético em https://www.todamateria.com.br/codigo-genetico/.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram processados em programa informatico Excel (365 MICROSOFT) e
SPSS (IBM SPSS STATISTICS — Versao 26). Aplicaram-se testes estatisticos no calculo da
média, desvio padréo, e propor¢des entre 0s grupos. Para as amostras independentes, aplicou-
se o teste do qui-quadrado e o teste exato de Fisher. Os resultados apresentam-se em tabelas
de dupla contingéncia onde se analisou a frequéncia e alguma probabilidade de associacdes
entre variaveis. Todo o valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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2.4. CRITERIOS ETICOS

O estudo transversal no qual se insere este trabalho obteve parecer favoravel para a sua
realizacio da Comissdo Cientifica e de Etica do Hospital Geral de Benguela (N/ref. 26/014).
As amostras do Lubango eram incluidas num estudo observacional, transversal e analitico que
obteve aprovacdo do Comité de Etica de Angola (n.° 35/2017). Todos os participantes ou 0s
seus representantes assinaram um consentimento informado e esclarecido. Os dados de
identificacdo de cada doador de amostra permanecem em confidencialidade, protegidos e em

anonimato.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. POPULACAO EM ESTUDO
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Figura 18 — Mapa de localizacéo das duas Unidades de Saude de Angola. Fonte: site
www.google.pt/maps/

Angola é um pais da Africa subsaariana localizado a Oeste da Africa Austral, conta
com 1 246 700 milhdes de km?. E delimitado a Norte pela Reptblica do Congo (provincia de
Cabinda) e Republica Democratica do Congo (RDC), a Este pela Zambia, a Sul esta
delimitado pela Namibia e a Oeste pelo Oceano Atlantico. Em 2017 contava com cerca de

28,4 milhdes de habitantes distribuidos por 18 provincias.

Angola possui 35 Unidades de Saude de referéncia para tratamento e seguimento de
infetados por este virus (3 em Benguela e 2 na Huila), segundo o portal de noticias Angop.ao
de 28 de julho de 2023 referindo que de 2014 a 2023 houve mais de 6 mil casos hospitalares.
As amostras derivaram de duas Unidades de Saude do pais (Figura 18). Uma localizada na
cidade do Lubango (LGO) - provincia da Huila, a segunda regido mais populosa do pais
(cerca de 3,1 milhdes de habitantes). A segunda encontra-se localizada em Benguela (BLA),
na capital da provincia que na época era a terceira regido mais populosa, com cerca de 2,7

milhdes de habitantes, segundo dados do Instituto Nacional de Estatistica de Angola.
3.2. ANALISE DOS PRODUTOS DE AMPLIFICACAO POR NESTED-PCR
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Nesta etapa obtiveram-se 105/512 (20,5%) produtos proximos a 340 pb (Figura 19)

nos dois grupos em estudo. Das 456 amostras de plasma do Grupo 1 (Anexo 1; Tabela 3),

8,3% (38/456) destas correspondiam a casos de infecdo com TDR HBsAg+ onde em 86,8%
(33/38) destas houve amplificacdo de DNA do HBV. Cerca 13,2% (5/38) dos produtos virais

foram excluidos das demais analises por ndo se obter amplificacdo de acidos nucleicos

(HBsAg+/DNA-), mantendo-se negativos apos repeticao.
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Figura 19 Visualizacio dos resultados da nested—PCR. A esquerda, imagem de gel de agarose
captada em aparelho foto documentador UV. A direita, marcador molecular - Ladder V,
separado as bandas a cada 100 pb. Legenda - M (marcador molecular), CN (controlo
negativo), amostras LGO positivas = 340 pb (123 e 338) amostras negativas (410, 448 e

60).
Nested-PCR HBsAg + HBsAg- Total
n. % n. % n. %
Grupo 1 C/ amplificagdo 33 86,8 20 4.8 53 11,6
(LGO)  s/amplificagio s 132 398 952 403 884
Total 38 100 418 100 456 100
Grupo 2 c/amplificagio 94 85,7 28 1000 52 92.9
(BLA) S/ amplificagdo 4 143 0 0,0 4 7.1
Total 28 100 28 100 56 100

Tabela 3. Distribui¢do do perfil de amplificagdo das amostras de plasma dos dois grupos pela
técnica de nested-PCR

A pesquisa de 10B em produtos com TDR HBsAg- com DNA-HBV+ realizou-se em

418 amostras de plasma, foi estimada em 4,3% (18/418) no Grupo 1, ap6s a edigdo dos

cromatogramas e analise de identidade das sequéncias virais, sendo que duas sequéncias
nucleotidicas (2/20 - TDR HBsAg-) foram excluidas. Uma (LGO277) por representar
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contaminagdo com DNA humano e outra (LGO242) por conter um cromatograma sem
qualidade. Assim, a taxa de detecdo de &cidos nucleicos entre amostras com TDR HBsAg+
calculou-se em 11,2% (51/456). A taxa global de infecdo pelo HBV no grupo das mulheres
em trabalho de parto calculou-se em 12,3% (56/456) sendo que 38 HBsAg+ e 18 relacionados
a casos de IOB.

A distribuicdo do perfil de amplificacdo do Grupo 2 que contou com 56 amostras de
plasma previamente identificadas de um grupo de doentes atendidos no Hospital Geral de
Benguela. Assim, em 28/56 amostras com TDR HBsAg+ houve 85,7% (24/28) detecdo de
DNA do HBYV, e a totalidade (100% - 28/28) das amostras com I0B, todas eram pertencentes
ao HBV. Obteve-se 14,3% (4/28) de amostras com TDR HBsAg+ sem amplificacdo de DNA

resultando assim 52 amplicons do HBV entre o grupo de doentes.

Em amostras de plasma humano testadas com TDR HBsAg+ nem sempre se obtém
100% de amplificacdo de DNA do HBV, por multiplos fatores. Alguns fatores estdo
associados ao perfil clinico que é dependente do estado imunolégico, da fase de infecdo, das
comorbilidades e coinfecdes. Outros fatores podem estar relacionados ao virus como a
quantificacdo da carga viral sem nos esquecermos de fatores relacionados a execucao da

técnica de amplificacéo.

A taxa de detecdo de DNA viral encontrada nos dois grupos (86,8% LGO vs. 85,7%
BLA) foi semelhante. A pesquisa de Valente et al. (2010) realizada a partir de plasma colhido
numa Unidade Sanitaria de Luanda (proveniente de utentes, visitantes e funcionarios) refere
que obtiveram 100% de amplificacdo de &cidos nucleicos virais em amostras com TDR
HBsAg+ e HBeAg+.

No nosso estudo 13,2% (5/38) das amostras HBsAg+ do Grupo 1 permaneceu sem
amplificacdo de DNA apds uma segunda extracdo de &cidos nucleicos. Estas amostras eram
todas HBeAg negativas indicando indiretamente que a atividade replicativa provavelmente
estaria abaixo do limite minimo de detecdo de DNA, que por nested-PCR tem sido calculada
< 5UI/mL segundo descreve Ocana et al. 2011 ou 2,5 cdpias por reacdo segundo Oluyinka et

al., 2015, respetivamente.

No Grupo 2, 14,3% (4/28) das amostras com TDR HBsAg+ manteve-se sem
amplificagcdo sendo que todas as amostras eram HBsAg+ e HBeAg+, o que difere do Grupo 1.

Os marcadores serologicos (HBsAg e HBeAg) podem ser detetados na corrente sanguinea em
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menos de 30 dias apds o inicio da infe¢do pelo HBV. Estes marcadores virais surgem durante
a fase aguda da infecdo ou reaparecem durante a fase de reativacéo viral podendo permanecer

detetaveis por um periodo longo da infecdo (Trepo et al., 2014).

A auséncia de amplificagio de DNA-HBV em amostras com TDR HBsAg+, foi
descrita por Candotti e colaboradores (2007) durante uma pesquisa sobre transmissdo
materno-fetal do HBV no Gana, Africa Ocidental. Estes pesquisadores submeteram as
amostras HBsSAg+/DNA- a uma segunda extracdo de DNA, alterando o volume de soro
proposto inicialmente de 200 uL para 500 puL o que aumentou em parte o0 volume de amostras
com resultados de amplificagéo positivos.

Observamos que a maioria das amostras HBsAg+ sdo HBeAg-, porque parte das
amostras do Grupo 1 ndo teve critérios de selecdo de pesquisa deste marcador no estudo
anterior. Assim, identificou-se dados para apenas 28/38 amostras com TDR HBsAg+ onde
26/28 (92,9%) eram HBeAg- e apenas 2/26 (7,7%) eram HBeAg+. No Grupo 2, a maioria
(54,2% - 13/24) dos infetados eram HBeAg negativos e apenas 11/24 dos infetados eram
HBeAg+.

A morfogénese das particulas do HBV indica que a quantidade de particulas subvirais
presentes no soro é geralmente, muito superior a quantidade de particulas completas (100000
vezes ou 10 /mL) circulantes na corrente sanguinea (Hu & Liu, 2017). Os mesmos estudos
referem que as particulas subvirais secretadas na corrente sanguinea durante a fase aguda da
infecdo ou durante a fase mais replicativa, as particulas subvirais expressam-se apenas com

proteinas de superficie (HBsAg) ou com proteinas associadas ao HBeAg.

A coinfe¢do ou superinfecdo com o HDV, um “virus satélite” do HBV, que é
dependente da membrana e das glicoproteinas do invélucro do mesmo para infetar os
hepatdcitos e replicar-se. Este virus satélite do HBV pode suprimir a atividade replicativa do
HBV e do HCV em casos de tripla infecdo (Jardi et al., 2001). Porém, desconhece-se o perfil

clinico destes portadores para a infe¢do pelo HDV o que limitou a nossa abordagem.

3.3. CARATERIZAQAO SOCIODEMOGRAFICA E LABORATORIAL
3.3.1. Grupo 1

As sequéncias virais (n=51) eram oriundas de parturientes infetadas com HBV que

tinham entre 13 e 43 anos de idade (média 25,4 anos; mediana 24,4 anos; DP=7,18). Cerca de
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62,7% (32/51) destes virus eram provenientes de mulheres casadas e 37,3% (19/51) de
mulheres solteiras. A maior parte (94,1% - 48/51) representada na Figura 20, foi obtida de
parturientes que possuiam algum grau de instrucdo onde a maioria (76,5% - 39/51) frequentou
o nivel secundario e apenas 5,9% (3/51) destas eram iletradas. A maioria (82,4% - 42/51) das
portadoras residia em zona urbana (cidade do Lubango) e apenas 17,6% (9/51) residia na zona
rural.

Os resultados colhidos dos testes laboratoriais caraterizaram-se por testes
imunocromatogréaficos de fluxo lateral, que associam anticorpos monoclonais ou policlonais.
Estes, tém a funcdo de detecdo do HBsAg circulante no soro, plasma ou sangue total. Foi
utilizado o0 mesmo TDR para detecdo do HBsAg nos dois grupos de amostras (Laboquick
HBsAg Test, Koroglu Medical Devices, Turquia). No Grupo 1, apenas os casos com TDR
HBsAg + com descendentes nados-vivo foram selecionados para a detecdo de HBeAg, sendo
o teste utilizado o HBeAg&ADb (DIA.PRO, ltalia).

Igualmente, a recolha de resultados do HIV, a partir das fontes primarias selecionaram
um algoritmo com trés TDRs para o diagndstico materno da infecdo pelo HIV-1. O teste de
primeira linha selecionado foi um teste de quarta geragéo (Determine HIV-1/2 Ag/Ab Combo,
Alere LTD., Reino Unido) e os outros dois testes selecionados foram de terceira geragédo
(Hexagon HIV, Human, Alemanha e Info Anti-HIV 1/2 Version 2, Bio-Rad, Francga).

Os anticorpos contra Treponema pallidum foram identificados primariamente com um
teste rapido especifico, o teste treponémico Laboquick Anti-Syphilis Test (Koroglu Medical
Divices, Turquia), sendo que as amostras reativas foram confirmadas com outro teste ndo
treponémico, o teste rapido da reagina plasmatica RPR (Syphilis RPR Test, Human,
Alemanha) ou o teste de floculagdo RPR (testes Macro -Vue RPR Card, EUA).

Apbs identificacdo do perfil seroldgico agrupou-se pelo perfil de infecdo pelo HBV
em amostras com perfil replicativo HBeAg+ (positivas) e HBeAg- (negativas), coinfecdes
(HBV/HIV-1 ou HIV-2 e HBV/Sifilis), e referéncias de tratamento com antiviral inibidor da
transcriptase reversa. O perfil replicativo destas infetadas encontrava-se disponivel apenas
para 84,8% (28/33) dos casos em estudo. Assim, apenas 7,1% (2/28) dos casos continha
atividade replicativa (HBeAg+) e 92,9% (26/28) eram de portadoras de um perfil HBeAg-.
Em cinco casos este resultado encontrava-se indisponivel por critérios de excluséo do estudo
anterior, ou seja, estas parturientes tiveram descendentes nados-mortos, por isso ndo foram

selecionadas para esta avaliacdo seroldgica. A maioria dos casos (92,2% - 47/51) apresentava-

51



RESULTADOS E DISCUSSAO

se em monoinfecdo pelo HBV e apenas em quatro casos (7,8%) havia coinfecdo com HIV.
Destes casos com HIV, trés tinham dupla infecdo (HBV/HIV) e um tinha uma tripla infecéo
(HBV/HIV/Sifilis). Dois dos casos em coinfecdo eram HBsAg+/ HIV e um era portador de
IOB/HIV.

Nivel de escolaridade Grupo 1
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Figura 20 - Distribuicao do nivel de escolaridade das mulheres em trabalho de parto infetadas com
variantes do HBV, atendidas na MIN, Lubango. Fonte: Base dados informéaticos SPSS
Observamos que nenhum dos incluidos neste grupo havia feito tratamento para a

hepatite B. Apenas o caso de I0OB (TDR HBsAg-/HIV+) apresentava registo de seguimento
médico em Unidade de Saude. Este caso, estava medicado com Aluvia (combinacdo antiviral

que integra dois inibidores da protéase do HIV sendo Ritonavir e Lopinavir).

O perfil de vacinacao contra o0 HBV das parturientes e seus recém-nascidos nao estava
completo, apresentava apenas dados dos recém-nascidos com critério vacinal. Desconhece-se
se todas as parturientes estavam previamente vacinadas para a hepatite B. Porém, observou-se
que a disponibilidade de vacinacdo contra 0 HBV aos recém-nascidos ocorreu para apenas
78,9% (360/456) dos descendentes das infetadas. Constatou-se que 16,2% (74/456) dos
recém-nascidos neste grupo de infetadas ndo recebeu vacina ao nascer, onde 22 casos
corresponderam a 14 nados-mortos e 8 dos recém-nascidos estavam sem critérios para vacinar

ao nascer (< 2000 g) de acordo com os dados publicados por Oliveira et al. (2020a).

Os dados sociodemogréficos e laboratoriais indicam que a frequéncia de infegdo pelo
HBV era 8,3% (38/456 TDR HBsAg+) inicialmente, porém detetou-se 10B em 4,3% (18/418
— TDR HBsAg-/DNA+) do grupo. Este resultado aumenta a frequéncia de infecdo pelo HBV
no grupo 1 para 12,3% (56/456), respetivamente. Este resultado aproxima-se do encontrado
por Candotti et al. (2007), que foi obtido entre 1368 mulheres (gestantes e parturientes) do
Gana, infetadas com HBYV, e tinham idades compreendidas entre os 15 e 48 anos. Detetaram
12,6% de amostras TDR HBsAg+ (173/1368) e 1,5% de amostras com I0OB. As frequéncias
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de infecdo aqui reportadas estdo ainda mais proximas dos resultados encontrados por
Peliganga et al. (2021) na provincia do Bié (Angola), de 2005 a 2020, onde 57979 amostras
de soro provenientes de doadores de sangue, com idades compreendidas entre 18 e 50 anos,
de individuos atendidos no Hospital Geral do Bié, detetaram 8,5% de portadores com TDR
HBsAg+, 2,1% de casos com HIV, sendo que a pesquisa de IOB ocorreu num lote de
amostras de soro preservadas desde 2007, onde obtiveram 5,9% de positividade (10/170)
sendo que o pais aguarda a divulgacdo dos resultados seroldgicos do HBV (2023/2024)

Indicadores Multiplos de Sadde do Instituto Nacional de Estatistica.

Os resultados reportados no nosso trabalho para a frequéncia de 0B, aproximam-se
aos encontrados por Konopleva et al. (2021), que obteve 5,1% de detecdo de DNA-HBV entre
59 amostras de soro TDR HBsAg-, de individuos com diagnosticados com doenca

hematoldgica maligna.

Os dados sociodemogréaficos dos individuos incluidos no Grupo 1, indicam que as
sequéncias genomicas virais foram identificadas em parturientes que tinham entre os 13 e 43
anos (média de idade 25,4 anos), e estas parturientes na sua maioria residia em area urbana,
tinha algum grau de instrucdo, eram casadas ou viviam maritalmente o que se assemelha a
populacdo de um estudo realizado num Hospital terciario de Muanza, na Tanzania, onde
Geffert et al. (2020) avaliaram um grupo com 743 mulheres (parturientes e gestantes), que
tinham entre 18 e 40 anos, média de 26 anos, no qual detetaram uma taxa de infe¢éo de 3,0%
(22/743 — TDR HBsAg+), que é uma taxa inferior a detetada no Grupo 1 (8,3% - TDR
HBsAg+). A Tanzania, é também considerado um pais endémico para o HBV, apresenta uma
prevaléncia intermédia de infecdo de 7,7%. Porém, no grupo de mulheres tanzanianas apenas
9,1% (2/22 - HBeAg+) destas apresentava atividade replicativa positiva. Este resultado,
assemelha-se ao encontrado no Grupo 1 (7,1% - 2/28 TDR HBsAg+/HBeAg+). A literatura
descreve que a conversao do estado de portador HBeAg+ para portador HBeAg- pode ocorrer
geralmente antes dos 15 ou 16 anos de idade para a maioria das mulheres africanas infetadas
pelo HBV, durante a infancia (Candotti et al., 2006b). Entre os nossos casos com perfil
HBeAg-, observamos que estes eram provenientes de parturientes com idades entre os 16 e 23

anos, pelo que desconhecemos o0 contexto em que ocorreu a transmissdo desta infecdo neste

grupo.

Entre as mulheres infetadas pelo HBV e seguidas em Muanza (Tanzania), um dos

descendentes de mde portadora HBeAg+ resultou que apés trés anos de seguimento, o
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descendente apresentava uma sequéncia viral idéntica a da respetiva mée. Este caso de
infecdo cronica ocorreu por transmissao vertical do HBV, ficou comprovado que apesar de
que os recem-nascidos terem sido vacinados ao nascer nesta localidade, houve transmisséo do
HBV. Ainda sobre a vacinagdo contra o HBV, o estudo de Geffert et al. (2020) citado acima,
refere que 2,0% (14/701) das mulheres recebeu pelo menos uma dose de vacina antes do
inicio da sua pesquisa. Porém, ndo se comprovou qual seria o perfil vacinal do grupo de
mulheres em trabalho de parto atendidas na MIN da cidade do Lubango sendo que, Oliveira et
al. (2020b) descreve que das 8,6% com TDR HBsAg positivas de seu estudo, 6,6% (33/500)
destas ndo possuia cartdo de gravida, apenas 9,1% (42/462) iniciou as consultas no primeiro
trimestre de gestacéo e 62,7% (293/467) destas realizou apenas 4 consultas durante a gestagéo
(valor minimo de consultas de obstetricia recomendado pela OMS e pelo MINSA). Quanto
ao rastreio de ISTs, a mesma autora refere que 66,5% (309/465), havia sido rastreada para o
HIV, 60,2% (281/467) rastreada para a sifilis e apenas 44,6% (208/466) rastreada para o0 HBV
durante as consultas de seguimento pré-natal. Entre as coinfetadas com HIV, uma estava em

tratamento antirretroviral e todas as infetadas com o HBV estavam sem tratamento.

Em Luanda, a prevaléncia de infecdo pelo HBV e pelo HIV e os casos de coinfecdo
em mulheres gravidas mostra-se preocupante pelo impacto na transmissdao do HBV. A
pesquisa de Vueba et al. (2021) envolveu a distribuicdo geoespacial, determinantes
sociodemogréficos, clinicos e obstétricos de 878 gravidas atendidas na Maternidade Lucrécia
Paim (2016 e 2017), que tinham idades compreendidas entre os 15 e 0s 47 anos (média 29,0).
Este estudo realizado na capital do pais, demonstrava que 25,7% (226/878) das gestantes
apresentava 0 HBsAg+ e a infecdo pelo HBV variou entre 15,6% e 25,8% entre 0s municipios
de Luanda. Para o HIV, a infecdo variou entre 10,0% e 14,9% entre 0os municipios, sendo que
6,3% dos casos estavam em coinfecdo (HBV/HIV) e 34,5% das gestantes apresentava um
perfil HBeAg+, espelhando o risco de transmissdo vertical e a manutencdo deste virus na
populacéo.

3.3.2. Grupo 2

Os resultados (Anexo 2) indicam que o HBV infetou individuos com menos de um ano
até aos 70 anos. A media para a idade calculou-se em 34,2 anos (DP=2,46). O coeficiente de
variancia situou-se acima dos 50% (CV= DP/Média x 100 = 51,9%) calculando-se assim a
mediana em 33,5 anos (I.C 95% de 29,30 + 39,20, amplitude interquartil de 22). Cerca de

17,3% (9/52) do grupo com esta infecéo, era proveniente de individuos com menos de 16 anos
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de idade. Quanto ao género dos portadores de HBV, 67,3% (35/52) era do sexo feminino e
32,7% (17/52) do sexo masculino. O estado civil indica que a maioria (51,9% - 27/52) dos
portadores era casado ou vivia em unido de facto e quanto ao perfil académico (Figura 22), a
maioria (61,5% - 32/52) frequentou o nivel primario e 13,5% (7/52) o nivel secundario.
Dentre os infetados, 5,8% (3/52) frequentou o nivel superior e igual percentagem foi
observada para os iletrados. Estes resultados estavam indisponiveis para 0s <6 anos de idade
(7,7% - 4/52) e para trés (3) casos sem registo (5,8% - 3/52).

Nivel de escolaridade Grupo 2

61,5%

32
13,5%
3 5,8% I 7 3 58% 4 7,7% 3 5,8%
— - — | —
Analfabeta Primario Secundario Superior N&o aplicavel N&o avaliado
EN =%

Figura 21 - Distribuicéo do nivel de escolaridade dos doentes infetados com variantes do HBV,
atendidos no HGB, Benguela Fonte: Base dados informéaticos SPSS

Cerca de 65,4% (34/52) dos doentes deste grupo residia na zona urbana e 34,6%
(18/52) era proveniente da zona rural. Cerca de 46,2% (24/52) dos doentes era portador de
TDR HBsAg+ e 53,8% (28/52) eram portadores identificados com I0B. Constatamos que 0
perfil replicativo (HBeAg) estava disponivel para o total de amostras TDR HBsAg+, sendo
45,8% (11/24) HBeAg+ e 54,2% (13/24) HBeAg-, respetivamente.

Os resultados laboratoriais das amostras de Benguela para o HIV compreenderam a
pesquisa 0s anticorpos anti-HIV com dois testes imunocromatograficos rapidos. O primeiro
teste 0 HIV1/2 (Healgen Scientific, EUA), um teste de terceira geracdo ndo especifico para o
tipo viral que permite identificar anticorpos anti-HIV-1 e -2 no soro, plasma ou sangue total.
O segundo teste aplicado no local foi o anti-HIV 1/2 Test (Turklab, Turquia), que nao
distingue os anticorpos anti-HIV-1 e -2, que é mais abrangente e inclui o HIV-1 do grupo O.
O terceiro teste (terceira geragéo), usado no IHMT-NOVA, serviu para discriminar e validar o
subtipo (HIV-1 e/ou HIV-2) (Hexagon HIV-1/2, Human Diagnostics, Alemanha).

Relativamente a presenca de coinfegdes 20/52 (38,5%) eram HBV/HIV sendo que,
18/20 TDR HBsAg+ infetado com HIV-1 e dois (2/20) eram TDR HBsAg-/DNA+ infetado
com HIV-2. No Grupo 2, 61,5% (32/52) do grupo estava monoinfecdo HBV, todos eram
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virgens de tratamento para a hepatite B e quanto a situacdo vacinal contra a Hepatite B,
observamos que 82,7% (43/52) dos doentes incluidos no estudo ndo estava vacinado e 17,3%
(9/52) destes ndo tinha certeza de estar imunizados contra HBV.

Assim, dos selecionados para este estudo (56/546) derivados de dados colhidos e
publicados parcialmente por Yefimenko et al. (2023), conhecem-se alguns fatores de risco
associados a ISTs entre estes doentes. Na amostra inicial obtiveram 30,0% (164/546) de casos
de IOB e 67,7% (111/164) destes estavam coinfetados com HIV. Cerca de 14,7% (80/546) do
grupo de doentes tinha TDR HBsAg+ e 41,2% (225/546) estavam infetados com HIV. Dentre
0s 52/56 incluidos, eram provenientes de individuos com idade até 70 anos, sendo que 17,3%
(9/52) tinham menos de 16 anos. A maioria (67,3% - 35/52) dos infetados era proveniente de
individuos do sexo feminino e 32,7% (17/52) eram do sexo masculino.

Os resultados primarios (546 doentes atendidos no HGB com 14,7% TDR HBsAg+ vs.
30,0% IOB), aproximam-se aos encontrados em soros de doentes internados num hospital em
Kampala, em 2006, no Uganda, por Apica et al., (2016). Demonstraram que 15,9% dos
doentes internados na época era portador ativo (TDR HBsAg+) e 29,9% era portador de 10B.
Estes resultados da associagdo de pesquisas em ambiente de internamento hospitalar,
demostra que a frequéncia de IOB pode ser muito superior a frequéncia de portadores de
infecdo ativa, ou seja com TDR HBsAg positivo, além de que a maioria dos portadores ser do
sexo feminino. Esta observacdo assemelha-se ao encontrado entre os doentes do Grupo 2
(67,3%). Na pesquisa de Apica et al. (2016), os coinfetados com HIV, a maior parte foi
detetada em doentes com I0B (57% IOB/HIV vs. 39% HBsAg+/HIV). Porém, nosso estudo
avaliou uma pequena parte das amostras representando 46,4% (13/28 -IOB/HIV) e 29,2%
(7/24 -HBsAg+/HIV), respetivamente.

A maioria (82,7%) das amostras do Grupo 2 provinha de individuos ndo imunizados
contra 0 HBV, sendo observado que 17,3% destes ndo tinham certeza de estar protegidos
contra HBV. Pesquisas recentes realizadas em territorio nacional por Peliganga et al. (2020) e
Vueba et al. (2021) relacionadas a prevaléncia da infecdo pelo HBV, referem que esta infecédo
negligenciada constitui um problema permanente na Saude publica e nas estratégias de

eliminacdo global do HBV.

3.4. CARATERIZACAO DO PERFIL MOLECULAR

As mutag0es identificadas pelo algoritmo Geno2pheno (Anexo 5; 6; 7 e 8), existentes

na regido de sobreposicdo (de 340 pb) dos genes S e P, localizam-se no dominio catalitico da
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rt-HBV entre o coddo 123 e 0 coddo 215. As mutacgdes contidas na pequena por¢do S-HBs
ocorreram entre as posi¢Oes 118 e 206 da regido hidrofilica principal do HBsAg. Mutacdes de
interesse clinico, de resisténcia aos analogos de nucleosideos/nucleotideos e mutacdes de
escape (imunoldgico, escape vacinal, escape ao tratamento e escape de diagnostico) foram

identificadas entre os coddes 124 a 147.
34.1. GENOTIPOS, SEROTIPOS E SUBTIPOS

As 103 sequéncias virais (Anexo 3 e 4) pertenciam na sua maioria (99,0% -102/103)
ao genotipo E, serétipo ayw e o restante (1,0% - 1/103) ao gendtipo A, serétipo adw,

respetivamente.

3.4.1.1. Grupo 1

A totalidade das sequéncias virais deste grupo (100% - 51/51) eram do gendtipo E
(Figura 22). O subtipo ayw1 foi identificado em 2/51 sequéncias. Este subtipo esteve presente
em 5,6% (1/18) das sequéncias virais obtidas de amostras com TDR HBsAg-/DNA+ e em
3,0% (1/33) das amostras com TDR HBsAg+, respetivamente.

O subtipo ayw4 foi encontrado na maioria (96,1% - 49/51) dos resultados estando
presente em 97,0% (32/33) das sequéncias virais que infetavam as portadoras com TDR
HBsAg+ e 94,4% (17/18) das portadoras com TDR HBsAg-/DNA+.

A respetiva alteracdo detetada entre os dois subtipos resultou da presenca no codédo

127 (sL127) de um residuo aminoacidico de leucina.

3.4.1.2. Grupo 2

Em 98,1% (51/52) das sequéncias virais deste grupo identificou-se o gendétipo E e em
1,9% (1/52) destas identificou-se o gen6tipo A (Figura 23). No gendtipo A, identificou-se o
subgendtipo A2, e o subtipo adw2 por conter um residuo de prolina no coddo 127,
fenilalanina no codao 134, treonina no coddo 140, alanina no coddo 159 e prolina no coddo

178, respetivamente.

O gendtipo E infetou 45,1% (23/51) doentes com TDR HBsAg+ e 54,9% (28/51) dos
doentes com I0B. O subtipo aywl foi identificado em 57,1% (16/28) das sequéncias com
TDR HBsAg-/DNA+. O subtipo ayw4 foi identificado em 100,0% (23/23) com TDR HBsAg+
e em 32,1% (9/28) dos casos de 10B. Porém, em 3 sequéncias ndo foi possivel determinar o
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subtipo pelo método proposto nesta pesquisa devido a alteracbes nos coddes 127 (BLA8S —
sL127T), 140 (BLA86 —sS140L) e 149 (BLAS32 — sG149A).

Subtipos do genétipo E - Grupo 1
aywln=2

(3,9%)
= aywl
\ ’ = ayw4

ayw4 n=49
(96,1%)

Figura 22 - Subtipos virais identificados entre as sequéncias com geno6tipo E do HBV circulante em

mulheres em trabalho de parto, atendidas na MIN, Lubango Fonte: Base dados informéticos

Gendtipos do HBV - Grupo 2
HBV/A
n=1(2,0%)

.E

HBV/E
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Figura 23 - Gendtipos identificados entre as sequéncias do HBV circulante nos doentes
atendidos no HGB, Benguela. Fonte: Base dados informaticos.

De uma maneira geral podemos referir que da totalidade das sequéncias do Grupo 2,
com genotipo E, encontrou-se o subtipo aywl em 31,4% das sequéncias, o subtipo ayw4 em

62,7% das sequéncias e 5,9% (3/21) destas sequéncias polimdrficas ficou por determinar.

Assim, comprova-se que 0 genotipo E é hiperendémico entre populagdes africanas
residentes na Africa Ocidental (Wongjarupong et al., 2007), na Africa Central (Kurbanov et
al., 2010), na Africa Austral (Norder & Magnius, 1993; Makiala-Mandanda et al., 2017) e
este gendtipo difunde-se até a Namibia (Kramvis et al., 2005; Kramvis, 2018).

Em 99,0% (101/102) das sequéncias analisadas nas duas localidades de Angola
(Lubango vs Benguela) comprovamos esta evidéncia, além da frequéncia do gendtipo A
(1,0%, 1/102) pouco significante. De igual modo, no Gana, um pais da Africa Ocidental,

Candotti e colaboradores (2007) pesquisaram a transmisséo vertical do HBV entre mulheres
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gestantes e parturientes ndao vacinadas e sem tratamento para HBV onde detetaram o gendtipo
E em 99,0% das amostras o que vai de encontro aos nossos resultados.

Subtipos do genétipo E - Grupo 2

INDEF.
5,9%
aywl
31,4%
aywl

ayw4
> INDEF.
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62,7%

Figura 24 - Subtipos identificados entre as sequéncias com gendétipo E do HBV circulante nos
doentes atendidos no HGB, Benguela. Fonte: Base dados informaticos

Observou-se que no grupo de mulheres em trabalho de parto 100% (51/51) destas
estava infetada com o gendtipo E, sendo 96% dos casos relacionados ao subtipo ayw4 e 3,9%
ao subtipo aywl. Quanto ao grupo de Benguela (Figura 24) infetado pelo gendtipo E (98,1%)
diferiu na frequéncia dos subtipos, sendo que o subtipo ayw4 manteve-se em frequéncia
elevada (62,7% - 32/51). Comparativamente ao subtipo aywl (31,4% - 16/51) foi mais
expressivo que no grupo 1. Neste Grupo 2, o subgenétipo A2 subtipo adw2, foi pouco
expressivo. Na literatura descreve que o subtipo ayw4 é predominante entre os infetados pelo

gendtipo E na Africa Ocidental (Kramvis et al., 2005).

Durante o tratamento dos resultados observamos que pelo método de classificacdo do
serétipo e subtipo do HBV proposto por Echevarria et al. (2005) incluia a analise de cinco (5)
coddes (122, 127, 134, 140 e 159), o que difere da proposta de Kramvis e colaboradores que
apresentam resultados com base em trés coddes principais (arginina-122, lisina-160 e leucina-
127) sendo o método idéntico ao ilustrado no texto (Figura 15) por Yano et al. (2015)
especifico para o subtipo quatro. Alternativamente, observamos que Sitnik et al. (2007) fez a
sua analise baseando-se em quatro coddes (0s anteriores e outro que inclui a serina no codédo
140) para classificar o subtipo presente no caso clinico que apresentou de viajante angolano
infetado com genotipo E subtipo ayw4 (Sitnik et al., 2007).

Para estes resultados seria interessante realizar-se posteriormente a sequenciacdo
completa do gene S dos 102 casos infetados com o gendtipo E, comparar-se a outras
sequéncias virais do sudoeste africano conforme descrito por Lago et al (2014), que parecem

ser pertencentes a um conjunto de virus detetados em Angola, Namibia e Republica
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Democratica do Congo, que se apresentam divergentes dos demais estudados em paises
africanos. Isto, deve-se provavelmente a vasta distancia geografica existente entre as regides

por onde o gendtipo E se difunde.

Assim, com base na distancia regional existente entre as localidades do nosso estudo,
observamos diferengas na frequéncia dos subtipos (ayw4 e aywl) visto que ndo se conhecem
outros resultados para Angola. Constatou-se igualmente que nenhuma das 103 sequéncias
identificadas apresentava elevada identidade com sequéncias virais de estudos anteriores
(Valente et al., 2010; Lago et al 2014), o que poderia contribuir para melhor divulgacdo das
carateristicas da regido S/P do genétipo E presente em Angola, tendo em conta as observacdes

feitas nos estudos de Ingasia et al., 2020.

O gendtipo A detetado entre o grupo de doentes de Benguela foi detetado
anteriormente na capital do pais, por Valente et al. (2010). Este ocorreu entre utentes de uma
Unidade Sanitaria (10,0% - 4/40 gendtipo A) em conjunto com o genotipo E (87,5% - 35/40)
e D (2,5% - 1/40) sendo que o subgenétipo A2 detetou-se apenas em uma das suas

sequéncias.

Mais tarde, Lago et al. (2014) com o mesmo grupo de amostras deste local
identificaram 15,2% (77/508) de portadores com TDR HBsAg+. Selecionaram uma pequena
parte para analise molecular onde obtiveram 29/30 sequéncias com genétipo E a maioria era
do subtipo ayw4 (96,7%) e apenas uma (3,3% - 1/30) era compativel com um dos subtipos
aywl/ayw?2 devido a presenca de prolina no coddo 127 (sL127P). Estes resultados diferem dos
encontrados entre as parturientes do Lubango relativamente a taxa de infecdo pelo HBV

(15,2% vs. 8,3%) que era mais elevada na capital do pais.

O gendtipo A foi identificado em 100% das sequéncias do Uganda (subgendtipos Al,
A2 e A3), em 33% das sequéncias dos Camardes e em 13% das sequéncias da Costa do
Marfim, sendo que 68% das sequéncias do genétipo A continham o subtipo adw2. O
subgenGtipo A2 tem apresentado baixa frequéncia na zona da Africa Ocidental (Forbi et al.
2013). Este subgendtipo e o gendtipo E, foram detetados por Forbi et al. (2013) entre varios
paises da Africa subsaariana, onde 9,6% (143/1492) das amostras continham DNA do HBV.
Destas, 67,1% (96/143) eram do genotipo E e 32,9% (47/143) do genotipo A. Em termos
gerais, 100% das amostras provenientes do Gana, 87% das amostras da Costa do Marfim e

67% das amostras dos Camardes pertenciam ao genétipo E, e o subtipo ayw4 foi detetado em
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92,7% (89/96) destas sequéncias. O subgendtipo A2 predomina na Europa e na América do
Norte, é geralmente detetado entre migrantes e/ou descendentes de populagbes que, tiveram
contacto com individuos oriundos destas regiGes (Schaefer, 2007; Kurbanov et al., 2010;
Rodriguez Lay et al., 2015) porém, Benguela é uma cidade cosmopolita e Angola deixou de

ser colonia de um pais europeu ha quase 50 anos.

Os dados descritos aproximam-se aos resultados obtidos neste trabalho para o Grupo 1
(100% genotipo E; 96,1% subtipo ayw4 e 3,9% subtipo aywl) e para o Grupo 2 (98,1%
genotipo E e 1,9% gendtipo A2) sendo que foram encontrados para o gendtipo E diferentes
taxas para 0s subtipos presentes entre os doentes com I0B (57,1% subtipo ayw4, 31,4%
subtipo aywl e 3,6% sem determinacdo). Isto, demonstra que existe diversidade genética entre
as estirpes do HBV circulantes entre as duas localidades estudadas (Lubango e Benguela),
podendo esta evidéncia aumentar em funcdo da populagdo em estudo, da quantidade de
amostras e do local de onde provém.

No entanto, a Republica Democratica do Congo (RDC) se encontra a norte de Angola,
e alguns dos nossos resultados diferem igualmente dos encontrados por Makiala-Mandanda et
al. (2017) em amostras de soro que eram provenientes de 11 provincias deste pais. A sua
pesquisa envolvia a detecdo de virus relacionados as hepatites virais e virus da febre-amarela,
que sdo virus responsaveis por promover dano hepatico. Estes virus, foram detetados em
43,8% (218/498) das amostras sendo 0 HBV o0 mais prevalente (48,2% - 105/218). Os autores
selecionaram apenas 45,7% (48/105) de amostras com TDR HBsAg+ para tipagem molecular,
sendo 64,6% (31/48) destas eram relacionadas ao genotipo E, 27,1% (13/48) ao genotipo A
(nenhuma do subgendtipo A2) e 8,3% (4/48) ao gendtipo D, respetivamente.

Norder & Magnius (1993) descreveram a relacdo genética existente entre as estirpes
do HBV e a variagdo natural da estrutura do HBSAg e sua origem geografica. Estes
pesquisadores referem a ocorréncia de alterages/substituicdes na cadeia de aminoacidos entre
os codBes 127 e 140 da regido codificante da proteina S-HBs, a semelhanca do que ocorreu
entre as sequéncias BLA88 (sL127T) e BLAS86 (sS140L) (vide Anexo 4). Estas substitui¢es
e a mutacdo sG159A, na sequéncia BLA532 impossibilitaram na primeira abordagem a
discriminagdo dos subtipos virais (ayw) pelo método dedutivo proposto na nossa metodologia
de pesquisa. Assim, conclui-se e concorda-se com Norder & Magnius (1993) e Rodriguez Lay
et al. (2015) ser necessario avaliar outros coddes. Observando o meétodo descrito aqui por

Yano et al. (2015) as sequéncias BLA86 e BLA532 sdo compativeis com o subtipo ayw4 por
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apresentarem arginina (R) na posi¢do 122, lisina (K - Lys) na posi¢do 160 e leucina (L) na
posicdo 127. Porém, o método dedutivo ndo foi valido para a BLA88 por apresentar arginina
(R) em 122, serina (S) na posicdo 160 e treonina (T) na posi¢do 127 motivo pelo qual, ficou
uma sequéncia por definir. Esta sequéncia sem subtipo viral apresenta multiplas mutacdes
cerca de cinco no dominio da transcriptase reversa e doze mutagcfes na proteina de superficie
concluindo-se que em presenca de multiplas mutagdes, estes métodos de dedugdo podem néo

ser especificos para todas as variantes.

Subtipo HBV-E

Origem  Tipo de infecdo n (%) aywl ayw4 Indefinido
Lo HBsAg+ 33/51 (64,7%)  1/33 (3,0%) 32/33 (97,0%)
0B 18/51 (35,3%)  1/18 (5,6%) 17/18 (94,4%)
BLA HBsAg+ 23/51 (45,1%) - 23/23(100%)
0B 28/51 (54,9%) 16/28 (57,1%)  11/28 (39,3%) 1/28 (3,6%)

Tabela 4. Distribuicdo do perfil de subtipos das sequéncias com gendtipo E (n=102),
estratificadas de acordo com o tipo de infecdo (HBsAg+ vs. HBsAg-/DNA+) e origem
geogréfica.

A presenca de serina no coddo 140 parece ser carateristica em sequéncias com
gendtipos E e F (Norder & Magnius, 1993) comprovamos que em 99,0% (102/103) das
sequéncias continha serina no coddo 140, exceto a sequéncia BLAB86, que continha leucina na
posicdo 140. Esta observacdo foi referida por Kramvis et al. (2005) ocorreu também entre
genomas completos de HBV de sequéncias provenientes de Angola, da Namibia e de

Madagascar.

Conclui-se na Tabela 4 os resultados para ambos os grupos (Lubango vs Benguela)
onde em 97,0% (32/33) das parturientes portadoras TDR HBsAg+ eram do subtipo ayw4 e
3,0% (1/33) destas continham o subtipo aywl. Para o Grupo 2, 100% (23/23) das sequéncias
com TDR HBsAg+ eram do subtipo ayw4 e entre as sequéncias derivadas de TDR HBsAg-
IDNA+ cerca de 57,1% (16/28) era do subtipo aywl e através da reavaliacdo dos subtipos
indefinidos inicialmente (BLA86 e BLA532 - 32,1% - 9/28) passou para 39,1% (11/28) de
sequéncias com subtipo ayw4 sendo que 3,6% (1/28 — BLA88) ficou por definir.

3.4.2. MUTACOES

Um conjunto de estirpes geneticamente complexas e altamente heterogéneas

(incluindo, quasispecies), foi identificado entre os dois grupos e seus subgrupos. Para o
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genotipo E descreve-se a distribuicdo do nimero de mutacfes por sequéncia e por subgrupo
na Tabela (5). Seguidamente, identifica-se o tipo de mutagdes e frequéncia em cada subgrupo
na Tabela (6).

3.4.2.1. Grupo 1

Aqui, excluiram-se 4/51 (7,8%) sequéncias consideradas do tipo selvagem, sendo uma
(1) do subgrupo com TDR HBsAg+ e trés (3) do subgrupo com IOB. Assim, cerca de 92,2%
(47/51) das sequéncias virais continha mutacOes. Estas mutagOes foram identificadas em
68,1% (32/47) das sequéncias provenientes de parturientes com TDR HBsAg+ e 31,9%
(15/47) com 0B, respetivamente.

3.4.2.1.1. PARTURIENTES COM INFECAO ATIVA

A maioria (97,0% - 32/33) das sequéncias provenientes de parturientes com TDR
HBsAg+ continham mutacbes (Anexo 5). Estes resultados sdo apresentados e discutidos pelo
dominio da transcriptase reversa (1) e pelo antigénio de superficie (11). Neste subgrupo 43,8%
(14/32 TDR HBsAg+) dos casos era portadora de genomas com mutagdes nos dois dominios
(rt-HBV + S-HBs).

| - DOMINIO DA TRANSCRIPTASE REVERSA

Na Tabela 5, identifica-se que ocorreu uma (1) Unica mutacdo em 62,5% (20/32) das
sequéncias e, dupla mutacdo identificou-se em 37,5% (12/32) das sequéncias. Na Tabela 6,
observa-se que no coddo 123 registou-se a substituicdo de um residuo de asparagina por
histidina em 100% (32/32) das sequéncias. No coddo 126, observou-se a substituicdo de uma
tirosina por um residuo de histidina em 6,3% (2/32) das sequéncias. Todas as outras
substituicdes apresentam-se em caso Unico (3,1% - 1/32). De real¢ar, a manifestacdo de
presenca de uma quasispecies viral associada ao coddo 176 (S176N/S) onde ocorreu a

substituicdo de serina por um residuo de asparagina.

Os polimorfismos genéticos encontrados nos coddes 126 e 134 (rtY126H e rtD134G)
tém sido associados a resisténcia a farmacos. A sua detecdo devera impulsionar mais
pesquisas (Park et al., 2019; Mokaya et al., 2020) porque se desconhece o impacto destas
alteracOes entre portadores do gendtipo E (Olusola et al., 2021; Toyé et al., 2023) que venham

a receber tratamento antiviral.
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Xu et al., em 2015 na China encontraram 25,6% (43/168) de sequéncias virais com
alteracOes pré-existentes no dominio da transcriptase reversa, em pacientes com hepatite B
cronica (HBC) que eram virgens de tratamento e apresentavam-se sem mutacOes de
resisténcia primaria ou secundaria conhecida para os principais inibidores virais de tratamento
da HBC (Lamivudina, Adefovir, Entecavir e Tenofovir). Estes resultados ndo véao de encontro
aos por nos reportados, sendo que, 81,4% (35/43) das sequéncias chinesas continham pelo
menos uma mutacdo e 16,3% (7/43) das sequéncias continham duas mutagdes pré-existentes
neste dominio. No nosso grupo 100,0% das sequéncias oriundas de portadoras com TDR
HBsAg+ possuia mutagdes pré-existentes no dominio da transcriptase reversa. Neste dominio
62,5% (20/32) das sequéncias continha uma mutacdo e 37,5% (12/32) das sequéncias
possuiam duas mutacdes pré-existentes. Apesar da comparacdo de nossos resultados ocorrer
com resultados de genotipos diferentes (B e C vs. E) podemos dizer que ndo foram
identificadas mutacGes primarias ou secundarias o que também vai de acordo com o

encontrado por Xu et al. (2015) e Araujo et al. (2020) em populagéo virgem de tratamento.

Dentre as mutacGes que ocorreram em caso unico (3,1% - 1/32) assinalamos uma
mutacdo que ocorreu na posicdo 164 (M164L) do dominio rt-HBV, onde ocorreu a
substituicdo de um residuo de leucina por metionina. Esta mutacdo presente na regido
espacadora do gene da polimerase assinalada com metionina na posicdo 164, é uma
caracteristica deste genoOtipo, de acordo com o estudo de Ingasia et al., 2020. Assim,

observamos que 99,0% (101/102) das sequéncias cumpriu este critério.

Observa-se que as mutacdes que ocorreram nos coddes 128, 139, 207, 212 (rtT128N;
rtN139D; rtV207L; rtK212R) foram identificadas em outros estudos relacionadas a resisténcia
a Lamivudina. Sendo a mutacdo rtT128N e rtN139D identificadas entre conjuntos de
mutacBes emergentes no dominio da transcriptase reversa, foi classificada como mutagdo
putativa (Panigrahi et al.,2013; Zhang et al., 2019). A mesma, foi relacionada ao tratamento
com Lamivudina (Rose et. Al., 2018). A mutacdo rtVV207L ¢ referida por Mantovani et al.,
2013, como uma mutagdo pontual resistente a0 mesmo farmaco, detetada ocasionalmente
entre pacientes virgens de tratamento. A mutagdo rtkK212R foi descrita por Xu et al (2015) em
pacientes chineses virgens de tratamento e Akanbi et al. (2019), refere que a mesma ocorreu
entre doentes coinfetados com HIV em tratamento com antivirais no sudeste da Nigéria, onde

referem ser elevada a frequéncia de mutacGes genicas entre portadores coinfetados.
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Esta observacdo, poderd conferir 12,5% (4/32) de variantes virais que apresentam
resisténcia putativa a este antiviral, neste subgrupo de parturientes. Estas mutagfes podem
surgir em pacientes que receberam Lamivudina em monoterapia ou em combinacdo com
outro antiviral. Observou-se que as mesmas sequéncias aminoacidicas possuiam mutacdes nos
dois genes estudados. A presenca da mutagdo rtK212R estd associada a alteracdo da
conformacdo estrutural da proteina de superficie por torna-la mais alongada ou truncada (Xu
et al., 2015) sendo que observamos que a sequéncia (LGO323) acompanha-se de tripla
mutacdo na S-HBs, respetivamente. Observamos igualmente a presenca da mutagédo rtT128N,
uma mutagdo putativa descrita em conjunto com a mutagdo que ocorre no coddo 120 do
HBsAg, a sP120T (Torresi et al., 2002). As mesmas mutagdes ocorreram no nosso estudo,
entre os portadores de variantes com TDR HBsAg+ (LGO123) e 10B (BLAG68),

respetivamente.

A elevada diversidade genética encontrada pode estar relacionada a elevada taxa de
replicacdo do HBV, aliada a propensdo da DNA polimerase viral de gerar erros durante a
retrotranscricdo, potenciada pela sobreposicdo parcial dos quadros de leitura aberta, que pode
proporcionar a sele¢do continua de variantes e quasispecies competentes, ou ndo, para se
transmitirem na populagéo exposta ao HBV. O mecanismo replicativo sera entdo parcialmente
responsavel pela viruléncia variavel das diferentes estirpes virais ou pela promoc¢do da
resisténcia ao tratamento medicamentoso com analogos de nucleosideos/nucleotideos
(Torresi, 2002; Bartholomeusz & Locarnini, 2006; Xu et al., 2015).

Il - ANTIGENIO DE SUPERFICIE

Aqui, identificaram-se 34,4% (11/32) virus com uma Unica mutacdo, 3,1% com dupla
mutacdo e 6,3% (2/32) com mdultiplas mutacBes. Todas as substituicbes de residuos
aminoacidicos encontram-se discriminados na Tabela 6, apresentando-se em caso Unico 3,1%

(1/32) cada mutacdo, respetivamente.

Cerca de 19 mutacBGes ocorreram em 14/32 sequéncias que apresentavam mutagdes
nos dois genes. Dentre estas, havia a presenca duas quasispecies, uma associada ao coddo 168
(A168A/T) onde ocorreu a substituicdo de alanina por treonina e, outra no coddo 193
(S193L/S) onde ocorreu a substituicdo de serina por leucina. No coddo 126 ocorreu a
substituicdo de treonina/alanina e no coddo 127 a substitui¢éo de leucina/prolina.
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As variantes de escape vacinal contra o HBV, descritas na literatura tém sido detetadas
entre os codbes sT116s; sP120, sT126, sQ129, sM133, sF134, sK141, sP142, sD144 ou
sG145 (Raheel et al., 2020; Mathew et al, 2023). Na regido imunodominante “a” ocorreram
trés variantes de escape vacinal (codbes 120, 126 e 144) representando 9,4% (3/32)

respetivamente.

Adesina et al. (2021) detetaram em sequéncias aminoacidicas do genotipo E, variantes
(sP120L/S, sQ129H/R, sM133l, sD144E e sG145l) de escape imunitario e vacinal que
diferem em parte dos resultados encontrados neste subgrupo sP120T; sT126A e sD144E. Por
sua vez, nossos resultados diferem igualmente dos encontrados entre 6 sequéncias com
gendtipo E, de doadores de sangue com TDR HBsAg+, da Tanzania, referidos por Forbi et al.
(2017).

A mutacdo sP120T, ocorreu igualmente entre sequéncias com I0OB (BLA16 e 68 —
7,1% - 2/28). A mesma foi identificada em um portador do HBV, com gendtipo recombinante
AJE, entre soros colhidos entre 2013 e 2014, no Hospital Nacional de Niamey, no Niger,
segundo Brah et al. (2016).

Entre 2017 e 2019, Koyaweda et al. (2020) do Instituto Pasteur de Bangui, na
Republica Centro-Africana, pesquisaram numa populacdo semelhante a nossa, em amostras
de individuos que tinham entre 17 e 64 anos e que estavam sem tratamento antiviral e sem
vacinacdo contra 0 HBV. Detetaram 51 sequéncias de doentes com TDR HBsAg+, sendo
96% destas sequéncias do gendtipo E (ayw4). Porém, seus resultados diferem dos encontradas
em nosso estudo tanto para as mutacdes detetadas no HBsAQ e regido imunodominante. Os
mesmos autores descrevem que ndo foram detetadas mutacdes de resisténcia primaria ou
secundaria neste grupo, assemelhando-se aos nossos resultados ndo nos esquecendo que trés

(3) mutacGes eram putativas.

A mutacdo sT126A e a sD144E ocorreram em 3,1% (1/32) das sequéncias deste
subgrupo, respetivamente. A mutacdo sD144E ocorreu entre sequéncias com TDR HBsAg+
(BLA404) e com IOB (LGO184, BLA267). Estas variantes foram detetadas em cerca de
10,1% (7/69) de sequéncias com genotipo E, sendo que, a mutacdo sT126A foi detetada no
Botsuana e a mutacdo sD144E foi detetada no Gana (Mokaya et al., 2018).

Karatas et al. (2018), na Turquia detetaram estas mutagdes (SP120T e sD144E) em

sequéncias com genotipo D, referindo que as mesmas mutacdes de escape imunitario e de

66



RESULTADOS E DISCUSSAO

diagndstico foram obtidas de doentes com infecdo cronica, de doentes em fase de reconversao
e de doentes transplantados.

Diversos autores (Bartholomeusz & Locarnini, 2006; Zoulim et al., 2007; Rose et al.,
2019) concordam que a exposicao prolongada ao tratamento com antivirais é responsavel por
reduzir a eficicia da barreira de alguns antivirais, motivo pelo qual sdo selecionadas estirpes
resistentes ao longo do tempo de tratamento com inibidores da transcriptase reversa. Estas
mutacdes podem ser detetadas entre doentes com HBC, e podem ser responsaveis por agravar
0 estado de salde do portador e promover o insucesso terapéutico (Zoulim, 2011; Akanbi et
al., 2019) dai o dever de recomendar e controlar os doentes propostos ao tratamento porque as
mesmas variantes poderdo estar aptas para a replicacdo e assim, transmitir-se a populacdo,
causar doenca em individuos imunizados ou que venham a receber a vacina anti-HBV
(Sheldon et al., 2006).

3.4.2.1.2. PARTURIENTES COM INFECAO OCULTA

Aqui, as variantes virais encontravam-se em 15 parturientes que tinham uma idade
média de 25,4 anos, onde a portadora mais nova contava com 17 anos e a mais velha com 43
anos (D.P 7,48). Em todas (100% -15/15) circulavam estirpes com mutac6es no rt-HBV e
60,0% destas sequéncias (9/15 — S-HBs) continham alteragdes nos dois genes,

respetivamente.
| - DOMINIO DA TRANSCRIPTASE REVERSA

Na Tabela 5, observa-se que ocorreu uma Unica mutacdo em 60% (9/15) das
sequéncias aminoacidicas e 20% (3/15) das sequéncias continham dupla mutacdo e maultiplas

mutacdes, cada, respetivamente.

Na tabela 6, observa-se que no codao 123 registou-se igualmente a substituicdo de um residuo
de asparagina por histidina em 80,0% (12/32) dos casos. No coddo 126, observou-se
igualmente a substituicdo de uma tirosina por um residuo de histidina em 1,3% (2/15) das
sequéncias. Todas as outras substituicdes neste subgrupo apresentam-se em caso unico (6,7%
- 1/15). De realcar, a manifestacdo de presenca de uma quasispecies viral associada ao codao
126 (Y126H/Y) e codédo 188 (C188C/G).
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n° Sequéncias

Quantidade de mutac6es/Sequéncia (%)

Sequéncias Tipo de infecdo Genes c/mutacoes (%)
Unica Dupla Mudltiplas
rt-HBV 32/32 (100%) 20/32 (62,5%) 12/32 (37,5%)
HBsAg+
32/47
L GO S-HBs 14/32 (43,8%) 11/32 (34,4%) 1/32 (3,1%) 2/32 (6,3%)
(n=47)
0B rt-HBV 15/15 (100%) 9/15 (60,0%) 3/15 (20,0%) 3/15 (20,0%)
15/47
S-HBs 9/15 (60,0%) 7115 (46,7%) 1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%)
rt-HBV 22/23 (95,7%) 7123 (30,4%) 14/23 (60,9%) 1/23 (4,5%)
HBsAg+
23/51
BLA S-HBs 4/23 (17,4%) 1/23 (4,3%) 1/23 (60,9%) 2123 (8,7%)
(n=51)
0B rt-HBV 19/28 (67,9%) 16/28 (57,1%) 2128 (7,1%) 1/28 (3,6%)
28/51
S-HBs 28/28 (100%) 16/28 (57,1%) 7128 (25,0%) 5/28 (17,9%)

Tabela 5. Frequéncias das variantes do HBV detetadas entre os subgrupos de infe¢cdo com gendtipo E
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Sequéncias n (%06) Regiao Mutacdes circulantes entre os grupos com infecédo ativa (HBsAg+/DNA+)
N123H Y126H T128N D134G N139D K149Q F151L 1162V M164L
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
LGO 32/32 (100%) gy | 32/82(100%) 2/32(62%)  1/32(31%)  1/32(31%) 1/32(31%) 1/32(31%) 1/32(3,1%) 1/32 (31%) 1/32 (31%)
S176N/S V207L K212R
1/32 (31%) 1/32 (3,1%)  1/32 (3,1%)
N123H Y126H Q125* F148Y
0, -
BLA 23/24 (95,7%) EHBY o3 (86,7% 16/23 (69,6%) 1/23 (4,3%)  1/23 (4,3%)
T118M P120T T126A L127P D144E Al68A/T L175S Al184V T1891
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
LGO 14/32 (438%) S HBS 1/32 (31%) 1/32 (3,1%)  1/32 (3,1%)  1/32 (31%) 1/32(3,1%) 1/32 (3,1%) 1/32 (3,1%) 1/32 (3,1%) 1/32 (3,1%)
S193L S193L/S 1195T M198lI P203R P203Q S204N S204G
1/32 (31%) 1/32(3,1%) 1/32 (31%) 1/32 (3,1%) 1/32 (3,1%) 1/32 (3,1%) 1/32 (3,1%) 1/32 (3,1%)
T123A L127P T1311 S140T S140L/S S140L D144E G145K Al68A/NV
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
BLA 4/23 (17.4%) S-HBs 1/23 (43%) 2/23 (89%)  1/23 (43%)  1/23 (4,3%) 1/23 (4,3%) 1/23 (4,3%) 1/23 (4,3%) 1/23 (4,3%) 1/23 (4,3%)
L175S W182* T1891/T
1/23 (43%) 1/23 (43%)  1/23 (4,3%)
Sequéncias n (%0) Regido Mutacgdes circulantes entre os grupos com OB (HBsAg-/DNA+)
N123H Y126H Y126H/Y L140H F148Y T187L C188C/G V190M A194T
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
LGO 15/15 (100%) rpBy 1215 (80%) 2/15(133%) /15 (67%)  1/15(6,7%) 1/15(6,7%) 1/15(6,7%) 1/15(6,7%) 1/15(6,7%) 1/15 (6,7%)
C188R V207M V2141
1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%)  1/15 (6,7%)
N123H Y126H/Y T128N S135Y R138K F148Y S159P/S 1162T 1169L
BLA 20/28 (71,4% -
( %) MHBY 508 (53,6% 1/28 (3,6%) 2/28 (7,1%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%)
L127P Q129H S132T S140T D144E Al68V Al84A/NV T1891 T1891/T
0, (0) 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
LGO 9/15 (60.0%) S-HBs 1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%)  1/15(6,7%)  1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%) 2/15 (13,3%) 1/15 (6,7%)
M198lI S204N
1/15 (6,7%) 2/15 (13,3%)
P120T T1261 L127P L127T Q1l29R G130R S132Y S140L S140T
2/28 (7,1%) 1/28 (3,6%) 15/28 (53,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%)
P142H/P D144A D144E S154pP G159A K160N/S S167L Al68V L173P
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, ()
BLA 28/28 (100%) S.HBs 2/28 (7,1%) 1/28 (3,6%)  1/28 (3.6%)  1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 2/28 (7,1%) 2/28 (7,1%) 2/28 (7,1%) 2/28 (7,1%)
S174N L175S L176P V177A P178L P178Q T1891 11951/T M198T
5/28 (17,9%) 1/28 (3,6%)  1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 4/28 (14,3%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%)
P203L/P S204N S204N/S

1/28 (3,6%)

4/28 (14,3%)

3/28 (10,7%)

Tabela 6. Frequéncia de mutagdes detetadas por subgrupo e por tipo de infecdo para as sequéncias do gendtipo E.
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Mutacdes pré-existentes e com interesse clinico foram detetadas representando 6,7%
(1/15) cada, respetivamente. A mutacdo que ocorreu no coddo 194 e 207 (rtA194T+
rtV207M - onde ocorreu a troca de alanina por treonina no coddo 194 e a troca de valina/
metionina no coddo 207 - LGO143), e a mutacdo rtI187L (onde ocorreu a substituicdo de
isoleucina/leucina - LGO287), indicam a presenca de uma mutacdo de resisténcia primaria
(rtA194T) associada a uma mutacdo putativa no coddo 207 (rtV207M) de acordo com Zhang
et al (2015).

Os resultados deste grupo de parturientes com 10B com idade média de 25,4 anos,
onde a idade minima era 17 anos e a maxima 41 anos, assemelham-se aos resultados
encontrados no grupo com TDR HBsAg+ onde a média foi de 25,2 anos, a idade minima era
de 13 anos e maxima 41 anos. Comprovamos igualmente que 100% das sequéncias virais

apresentavam mutac@es pré-existentes no dominio da transcriptase reversa.

O polimorfismo rtN123H esteve presente, mas em menor frequéncia entre as
sequéncias obtidas de parturientes com 1OB, comparativamente ao observado entre as
sequéncias obtidas das parturientes com TDR HBsAg+ (73,3% vs. 100%). Igualmente
observamos maior frequéncia do polimorfismo rtY126H (20% IOB vs. 6,2 % 9,3% TDR
HBsAg+) entre os dois perfis clinicos. As restantes mutacGes rtL140H; rtF148Y; rtl187L;
rtC188C/G; rtV190M; rtA194T; rtC198R e rtV214l, revelaram-se distintas das detetadas
entre as parturientes com TDR HBsAg+ (rtT128N; rtD134G; rtN139D; rtK149Q; rtF151L;
rtM162V; rtS176N/S; e K212R), excetuando-se rtN123H; rtY126H e rtV207L referidas

anteriormente.

Observa-se que este subgrupo obteve em maior percentagem (60% vs. 43,8%) de
mutacdes nos dois genes comparativamente aos resultados das sequéncias obtidas das
parturientes com TDR HBsAg+. Com esta observacdo, concordamos com Gencay et al.
(2018) que ha necessidade de se desenvolver testes de diagndstico seroldégico mais
especificos, que tenham em conta as variantes de diferentes regides geogréaficas porque, pode
ndo existir afinidade de ligagéo entre os anticorpos anti-HBs sensibilizados e os antigenios de
ligacdo presentes nos testes de rastreio amplamente para diagndstico clinico em contexto,
onde ha falta de recursos para outros diagnésticos mais especificos. Assim, poder-se-ia evitar

resultados falso negativo para o HBV, conforme se comprova entre os subgrupos com 10B.
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As mutagdes que ocorreram nos coddes 194 e 187 (rtA194T e rtl187L), foram
identificadas nos estudos de Xu et al., em 2015, na China, circulavam em individuos com
perfil HBeAg-. A mutacdo de resisténcia primaria rtA194T, foi detetada igualmente entre
individuos virgens de tratamento (Zhang et al., 2015). Esta mutacdo pode conferir resisténcia
parcial ao tratamento com Tenofovir, um farmaco de primeira linha para tratamento de
doentes com HIV e HBV (Sheldon et al., 2006; Amini-Bavil-Olyaee et al., 2009). Esta
mutacdo pode ser detetada em portadores com TDR HBsAg+ ou com IOB. A sua presenca,
pode restaurar a atividade replicativa em portadores HBeAg-. Em individuos virgens de
tratamento com esta mutagdo pré-existente (Herbers et al., 2013) recomendam iniciar o
tratamento com Entecavir. Esta parturiente com 10B, tinha 17 anos e a variante apresentava
mutac¢des nos dois genes, sendo uma tripla mutacdo (V190M+A194T+V207M).

Segundo Mokaya et al. (2020) referem que a probabilidade de conferir resisténcia ao
Tenofovir (TDF/TAF) é maior quando a mutagdo estiver associada a outra mutacdo em local
conservado. Esta sequéncia apresenta comprometidos o coddo 194 e coddo 207, sitios ativos
da enzima transcriptase reversa. Esta mutacdo primaria (rtA194T), foi descrita como sendo
uma mutacéo rara identificada anteriormente em portadores coinfetados com HIV-1 (Sheldon
et al., 2005) que desenvolveram resisténcia ao Tenofovir entre a 632 e 722 semanas de
tratamento. A mesma mutacdo, foi detetada em um portador com o genétipo E, num grupo de
23 amostras com TDR HBsAg+ provenientes de pacientes, virgens de tratamento, nao
imunizados contra 0 HBV, que foram atendidos no Hospital Nacional de Niamey, Niger, entre
2013 e 2014 (Brah et al., 2016). Foi igualmente detetada em Mocambique em portadores com
subgendtipo Al (Mokaya et al., 2020), respetivamente.

A resisténcia ao Tenofovir, passa a constituir atualmente uma preocupacdo para 0s
paises endémicos para HBV e HIV porque existem poucos estudos clinicos associados a
resisténcia a este farmaco principalmente entre portadores africanos. O Tenofovir é
amplamente recomendado como farmaco de primeira linha, por ser mais seguro, barato e
eficaz na reducéo da carga viral e ter elevada barreira de resisténcia contra o HBV (Mokaya et
al., 2020).

A mutacdo rtV207M é uma mutacdo putativa que tem sido associada ao
desenvolvimento de resisténcia ao tratamento com Lamivudina que foi isolada em alta

frequéncia, no Norte do Viethame, um pais endémico para o HBV. Foi isolada em 46,5%
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(66/94) de amostras provenientes de criangcas com HBC, virgens de tratamento e
provavelmente descendentes de maes portadoras de estirpes resistentes a Lamivudina e
Adefovir segundo refere Phung et al. (2020) pelo que, desconhecemos a realidade dos

incluidos em nossa pesquisa.

Il — ANTIGENIO DE SUPERFICIE

Aqui, observamos (Tabela 5) que 46,7% (7/15) das sequéncias virais identificou-se
uma (1) unica mutacdo, e duas e multiplas mutagdes identificaram-se 6,7% (1 em cada 15)
sequéncias, respetivamente. Em 60,0% (9/15) das sequéncias havia mutac6es nos dois genes.

Na tabela 6, observa-se que treze mutacdes foram identificadas sendo que ocorreram
no coddo 189, com a substituicdo de um residuo de treonina por isoleucina e no codao 204
observou-se a substituicdo de serina por asparagina em 13,3% (2/15) dos casos. As demais
substituicdes aminoacidicas apresentam-se em caso unico (6,7% - 1/15) sendo observado a

presenca de uma quasispecies viral associada ao codédo 189 (T1891/T).

Apenas trés (3) mutacdes (sL127P; sQ129H e sD144E) foram identificadas neste
subgrupo como variantes de escape imunitario e escape vacinal e de falha de diagnostico
seroldgico. Assim, sL127P é uma variante de escape imunitario identificada entre portadores
coinfetados com HIV, que eram resistentes ao tratamento com Lamivudina, entre 2017 e 2018
em Abidjan referidas por Olivier et al., (2020) onde detetaram dois mutantes de escape
vacinal sQ129H, sD144E. A mutacdo sQ129H, foi detetada anteriormente em Luanda, em
dois portadores com TDR HBsAg+ identificados no trabalho de Lago et al. (2014). Esta
mutacédo de escape vacinal sQ129H (6,7% - 1/15 — LGO287) caraterizou-se pela substituicéo
de glutamina por arginina no mesmo coddo. A mesma, foi identificada igualmente na
Tanzania em um portador com subgen6tipo Al (Forbi et al., 2017), na Africa do Sul entre um
doador de sangue com TDR HBsAg positivo portador do gendtipo A (Gencay et al., 2018). A
mesma mutacédo foi ainda detetada em alta frequéncia (18,2% - 8/44) entre portadores com
gendtipo E, aparentemente saudaveis, virgens de tratamento e sem resisténcia aos inibidores
da transcriptase reversa nos Estados de Ekiti e Ondo, Sudeste da Nigéria (Adesina et al.,
2021).

A outra mutagdo associada ao escape imunitario e vacinal a SD144E, ocorreu em um
(1/32 - 3,1%) caso entre as sequéncias derivadas de TDR HBsAg positivas do subgrupo das

parturientes e, igualmente em um caso (1/15 — 6,7%) proveniente de parturientes com 10B. A
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mesma foi igualmente detetada na Africa do Sul, em um portador com TDR HBsAg positivo
com genétipo A (Gencay et al., 2018) e parte dos resultados para a mesma mutacdo

encontram-se descritos anteriormente.

3.4.2.2. GRUPO 2

3.4.2.2.1. DOENTES COM INFECAO ATIVA

Aqui, 0s nossos resultados indicam que este subgrupo de doentes com TDR HBsAg+
tinha uma idade média de 35,3 anos (mediana de 33,5 anos de idade). A idade minima, entre
os portadores foi de 10 anos e maxima 70 anos (D.P 17,35). Observamos que a sequéncia com
0 genotipo A(A2) continha multiplas mutacdes e sua analise sera descrita em separado das
sequéncias com gendtipo E (Tabela 5 e 6) que serdo descritas abaixo, pelo dominio da
transcriptase reversa (I) e pelo antigénio de superficie (I1).

Genotipo A

A sequéncia BLAT72 (subgenotipo A2, adw2) continha mutacBes pré-existentes nos
dois genes sendo, quatro (4) no dominio da transcriptase  reversa
(rtM2145L+rtW153R+rtS159T +rtS213T) indicando que ocorreu a troca de metionina/lisina no
coddo 145, a troca de triptofano/arginina no coddo 153, a troca de serina/treonina no codao
159 e 213, respetivamente. Na superficie viral (S-HBs) foi detetada a mutacdo rtS204R (onde

ocorreu a troca de serina/arginina no coddo 204).

Com base nestes resultados para o genotipo A, podemos referir que as mutacGes
presentes no dominio rt-HBV ndo ocorreram entre as sequéncias do gendtipo E, exceto a
mutacdo rtS159T detetada como uma quasispecies (rtS159P/S) onde ocorreu a troca de

serina/prolina/serina.

A mutacdo rtW153R foi detetada em portadores com subgenotipos Al, na
investigacdo de Koyaweda et al. (2020) em individuos com TDR HBsAg+, virgens de
tratamento e sem historico de vacinacdo, atendidos em Bangui, Republica Centro-Africana
onde em 96,1% (49/51) destes infetados portavam sequéncias virais do genotipo E e 9,8%
(2/51) do subgendtipo Al. Esta mutacdo rtW153R localizada no coddo 153, ocorre em local
relacionado a resisténcia a farmacos entre o subdominio rt105 — 169. Foi identificada
anteriormente entre um grupo de doentes submetidos a terapia combinada de Lamivudina +

Adefovir de acordo Mirandola et al., (2012) numa pesquisa italiana.
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Konopleva et al. (2021), referem ter detetado mutantes da proteina S-HBs entre 59
soros de utentes com doenca hematolégica maligna onde a mutacdo a sS204R, que ocorreu
entre 0s genotipos A, D e em um recombinante D/E igualmente. A mesma mutacdo foi
identificada no banco de sangue na Beira, Mocambique, em soros infetados com genotipo A,
entre os dois tipos de infecdo (TDR HBsAg+ e IOB) de acordo com Mathew et al., (2023).

Genotipo E

Entre os resultados obtidos de 51 doentes portadores do genotipo E (Anexo 7 e Tabela
5 e 6) observa-se que 95,7% (22/23) dos relacionadas a TDR HBsAg+ continham mutacdes
no dominio da rt-HBV, e 17,4% (4/23) apresentam mutacdes no S-HBs. Neste Grupo 2,

13,0% (3/23) dos doentes era portador de variantes virais com alteracfes nos dois genes.
| - DOMINIO DA TRANSCRIPTASE REVERSA

Na Tabela 5, observar-se que neste lote de sequéncia com gendétipo E, com uma Unica
mutacdo identificaram-se 7/23 sequéncias, com dupla mutacdo identificaram-se 14/23

sequéncias e com multiplas mutacdes identificou-se 1/23 sequéncia, respetivamente.

No coddo 123 registou-se igualmente a substituicdo de um residuo de asparagina por
histidina em 87,0% (20/23) dos casos. No coddo 126, observou-se também a substituicdo de
uma tirosina por um residuo de histidina em 70,0% (16/23) das sequéncias. Todas as outras
substituicdes (Tabela 6) apresentam-se em caso Unico (4,3% - 1/23). De realcar, a

manifestacdo de presenca de rtQ125*, um codéo de terminagédo da traducéo (stop).

Comparando as sequéncias oriundas de doentes com TDR HBsAg+ de Benguela e as
sequéncias oriundas de parturientes com TDR HBsAg+ circulantes no Lubango (95,8% vs.
100%), observam-se que a mutacdo no dominio funcional é distinta. A mutacdo rtY126H
ocorreu em 72,7% (16/22 — BLA) vs. 6,3% (2/32 LGO) das sequéncias. O coddo 126 é um
dos coddes do subdominio ativo da transcriptase reversa (Mokaya et al, 2020) relacionado ao
estudo de resisténcia a farmacos inibidores da transcriptase reversa, identificado em parte das
mutacdes putativas (Panigrahi et al.,2013) o que sugere ser necessario realizar pesquisas de
sensibilidade ao tratamento na nossa populacao.

Na China, Fan et al. (2015) apresentam algumas evidéncias detetadas em pacientes
com HBC, com gendtipo B e C, analisaram mutagdes resistentes a analogos de nucleotideos
em genomas HBV. Referem que, em 51,7 % (155/300) das sequéncias existiam mutacoes
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Unicas ou multiplas, e que as sequéncias com genotipo C apresentavam maior frequéncia de
mutacdes no dominio da transcriptase reversa comparativamente as sequéncias com genotipo
B. Observaram igualmente que, o nivel de carga viral do HBV era mais elevado nas
sequéncias sem mutacOes, comparativamente a carga viral detetada entre sequéncias com
multiplas mutacdes. Esta observacdo nao foi comprovada em nossa investigacao pelo que, iria
contribuir para caraterizar positivamente este grupo de portadores com genotipo E.

De um modo geral, entre as sequéncias com gendtipo E, derivadas de TDR HBsAg+
pertencentes a doentes virgens de tratamento ndo foram detetadas mutacGes de resisténcia
classica e este resultado vai de acordo ao encontrado por Archampong et al. (2017) no Gana,
em 36/63 sequéncias virais de TDR HBsAg+ provenientes de doentes coinfetados com HIV,

propostos para terapia antirretroviral.

Il - ANTIGENIO DE SUPERFICIE

Na tabela 5, observa-se que ocorreu uma Unica mutacdo em uma (1/23) sequéncia,
duas mutac6es em outra (1/23) sequéncia igualmente e, maltiplas mutacdes identificaram-se
em 2/23 sequéncias, respetivamente. Observa-se que, apenas 17,4% (4/23) dos doentes

continha alteracdes.

Na tabela 6, observa-se que no coddo 189 registou-se a substituicdo de um residuo de
treonina por isoleucina e no coddo 204 observou-se a substituicdo de serina por asparagina em
13,3% (2/15) dos casos. As demais substituicdes apresentam-se em caso unico (6,7% - 1/15)
sendo observado que dentre elas havia a presenca da mutagdo de stop sW182* e uma
quasispecies viral associada ao codao 189 (T1891/T).

Estes resultados (17,4% - 4/23) ndo vado de encontro aos observados entre o subgrupo
de mulheres em trabalho de parto (43,8% - 14/32) continha alteragcdes nos dois genes. Aqui
foram identificadas duas variantes de escape imunitario (sG145K) e uma de escape imunitéario
e escape vacinal (sD144E e sG145K). A sG145K foi detetada anteriormente, em um
experimento onde pretendiam avaliar a combinagdo de mutantes de escape imunoldgico e
resisténcia a antivirais (Zhang et al., 2013) e, mais recentemente identificada como variante

de escape imunitario e escape vacinal (Olivier, et al., 2020).
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As duas mutagdes sD144E; sG145K foram detetadas entre as pesquisas de Ma &
Wang (2012) na China, entre as pesquisas de Choga et al. (2019) na Beira, Mogambique e de

Konopleva et al. (2021) na Russia.

A mutacdo de ponto de paragem W182* foi identificada por Jiang; Chang; Yan &
Wang (2021) entre um grupo de sequéncias virais detetadas em doentes com TDR HBsAg
positivos que tinham anticorpos anti-HBs, descrito como caso paradoxal observado com mais
frequéncia. Isto, pode depender de diversos fatores como os ligados ao hospedeiro e ao
proprio HBV. Esta mutacdo de stop ocorre no dominio transmembranar, parece afetar a
secrecdo e a estrutura do HBsAQg e a ligagé@o dos anticorpos neutralizantes. A mesma mutacao
é responsavel por produzir uma proteina truncada ou alongada na porcdo L-HBs, que podera
estar relacionada a casos que apresentam alteragdes metabdlicas promotoras de cirrose e
CHC, desfecho clinico observado entre portadores do genétipo A, com TDR HBsAg+

descrito por Eschlimann, et al., (2017).
3.4.2.2.2. DOENTES COM INFECAO OCULTA

Os doentes portadores de 10B tinham uma idade média de 33,3 anos (mediana de 33,5
anos). A idade minima estava compreendida entre portadores com < 1 ano e até 67 anos de
idade (D.P 18,37). Abaixo, descrevem-se 0s resultados para 28 sequéncias identificadas com
IOB, identificadas no Anexo 8, com resultados descritos nas Tabela (5 e 6). Estes resultados
estdo identificados em separado pelo dominio da transcriptase reversa (1) e pelo antigénio de

superficie (I1).
| - DOMINIO DA TRANSCRIPTASE REVERSA

Na tabela 5 identifica-se que ocorreu uma Unica mutacdo em 16/28 sequéncias virais, a
dupla mutagdo ocorreu em 2/28 sequéncias e com multiplas mutacdes apenas 1/28 sequéncia.
Neste grupo 67,9% (19/28) dos doentes era portador de variantes virais que apresentavam

alteracdes nos dois genes.

As principais mutacfes foram detetadas em quatro posi¢cdes (Anexo 8). A alteracdo
observada no codao 126 mantém-se igualmente entre as sequéncias deste subgrupo, com uma
quasispecies rtY126H/Y. Apenas no coddo 128, ocorreu a mutacdo rtT128N que ja foi
descrita anteriormente como uma mutagdo putativa que ocorreu em 10,5% (2/19) das

sequéncias.
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Na mutacdo rtS135Y observa-se a substituicdo de serina/tirosina, na mutagéo rtR138K
observa-se a troca de arginina/lisina; na mutacdo rtF148Y observa-se a substituicdo de
fenilalanina por tirosina, na mutacdo rtS159P/S observa-se a troca de serina por prolina, na
mutacdo rtI162T a substituicdo de isoleucina por treonina e a mutacdo rtI169L a substituicao
de isoleucina por leucina com 5,3% (1/19) cada cod&o respetivamente. A mutac&o rtI169L é
uma mutacdo de resisténcia primaria (Categoria 1) que tem sido associada a resisténcia ao
Entecavir (rt1169L).

A mutacdo rtN123H foi detetada em 78,9% (15/19). Nos portadores com 10B observa-
se que 100% (15/15) das sequéncias do Lubango vs. 67,9% (19/28) das sequéncias de

Benguela, apresentam alteracfes neste dominio.

N&o se observaram semelhancas entre as sequéncias LGO e BLA com IOB, apenas se
registaram alteracfes nos mesmos coddes 123 e 126. As mutacOes presentes neste subgrupo
eram distintas entre si. Apenas uma mutacdo primaria (rtl169L) foi encontrada. Esta
sequéncia foi obtida de um portador com 31 anos de idade, HBeAg negativo que apresentava
multiplas alteragfes. Esta mutacdo ocorreu em 3,5% (1/28) das sequéncias, e foi relacionada
com a provavel resisténcia ao tratamento com Entecavir e Adefovir, sendo que, em Africa, a
mesma foi identificada em Mocambique, na Africa do Sul, Gambia e Etidpia, de acordo a

pesquisa de Mokaya et al. (2018).

Wandeler et al. (2016), detetaram a mutacdo rtI169L entre portadores mogambicanos.
A mesma foi identificada em duas amostras colhidas entre 2007 e 2008, em individuos
adultos, coinfetados com HIV, em tratamento antirretroviral, subgenétipo Al. Na india,
Ismail et al. (2014), ao avaliarem a eficacia do tratamento com Adefovir, verificaram que esta
mutacdo surgiu em 6,7% (2/30) das sequéncias de doentes com HBC a quem foi proposto

tratamento. A resisténcia a este farmaco, surgiu em média 12 meses apés o inicio da terapia.

Finalmente, observa-se que a taxa de resisténcia aos analogos de
nucleosideos/nucleotideos detetada entre 0s grupos repartida pelo tipo de infecdo foi calculada
em 9,4% (3/32 — TDR HBsAg+) vs 6,7% (1/15 - 10B) para o grupo das parturientes e 4,2%
(1/24 — TDR HBsAg+) vs 10,7% (3/28 - 10B) entre os doentes internados. Para as
parturientes portadoras de infecdo ativa vs infe¢do oculta com genotipo E (47/51), ndo foi
encontrada diferenca estatistica significativa (p=0,2). Entretanto, comparativamente entre o

77



RESULTADOS E DISCUSSAO

subgrupo de doentes (51/51) portadores com TDR HBsAg+ vs 10B esta taxa foi significativa
(p=0.0).

Il — ANTIGENIO DE SUPERFICIE

Na Tabela 5, observa-se que ocorreu uma unica mutacdo em 16/28 sequéncias, duas
mutacdes identificaram-se 7/28 sequéncias e multiplas mutagdes identificaram-se em 5/28

sequéncias, respetivamente.

Na Tabela 6, observa-se que no coddo 127 registou-se também a substituicdo de um
residuo de lisina por prolina em 53,6% (15/28) dos casos. As demais substituicdes
apresentam-se no coddo 174, onde ocorreu a substituicdo de serina por asparagina em 17,9%
(5/28) dos casos, seguindo-se o coddo 178, com a substituicdo de prolina por lisina e, no
codao 204 ocorreu a substituicdo de serina por asparagina, representando 14,3% (4/28), cada,
respetivamente. As demais substituicdes ocorreram no coddo 120, onde ocorreu a substitui¢éo
de prolina por treonina, no codao 168 onde ocorreu a substituicdo de um residuo de alanina
por valina, no coddo 173 onde ocorreu a substituicdo de lisina por prolina em 7,2% (2/28) dos

casos respetivamente. As demais mutacdes ocorreram em 3,6% (1/28) cada, respetivamente

Observou-se que dentre estas sequéncias havia a presenca de trés coddes (10,7% -
3/28) que apresentaram quasispecies virais, sendo a mutacdo sP142H/P (onde ocorreu a
substituicdo de prolina/histidina/prolina) a mutacdo sK160N/S (onde ocorreu a substituicdo de
lisina/asparagina/serina) a mutacdo s 11951/T (onde ocorreu a substituicdo de uma isoleucina
por uma treonina) e sS204N/S (onde ocorreu a substituicdo de serina por asparagina),

respetivamente.

A totalidade das sequéncias provenientes de doentes com I0B continha alteracGes, em
maior proporcdo que a encontrada entre as sequéncias das parturientes com 10B (100% vs
60%).Foram identificadas seis muta¢cdes com importancia clinica sendo mutagdes associadas
ao de escape imunitario sP120T; sT1261; sQ129R; sG130R; sD144A; sD144E. Mutacdes de
escape vacinal, as mutagdes sP120T; sQ129R e sD144E e parte destas ja descrita nos pontos
anteriores. Estes resultados, indicam que nestes doentes atendidos no HGB, havia maior
numero de mutantes de escape imunoldgico comparativamente ao detetado no subgrupo das
parturientes com IOB. Parte destas mutacdes de escape imunitario e vacinal, encontram-se
descritas por Gencay et al., (2018) em portadores sul africanos e, entre a pesquisa de Choga et

al. (2019) em portadores mogambicanos e, entre a pesquisa de Konopleva et al. (2021) em
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portadores russos e entre a pesquisa de Anejo-Okopi et al., (2022) entre portadores nigerianos

assintomaticos.

As mutacdes sQ129R e sG130R foram detetadas no Botsuana, entre soros de doadores
de sangue com 10B, com gendtipo A e a mutacdo sD144A foi detetada em individuos com
genotipo D (Choga et al., 2019). Estes autores, referem ser elevada a prevaléncia de mutantes
de escape imune circulante, entre doadores de sangue e individuos coinfetados com HIV que

foi calculada e 14%.

Konopleva et al. (2021) descrevem que entre as sequéncias de HBV obtidas de 56
soros de doentes russos com doenca hematologica maligna havia vérias variantes para um
mesmo codao e eram diferentes entre os gendtipos. O mesmo foi observado entre 0s nossos
resultados, em sequéncias com gendtipo E, pelo que se desconhece a sua implicacédo clinica.
Estas alteracfes ocorreram nos coddes 140, 144, 178,193, 203 e 204.

A mutagdo sP120T é identificada como uma variante de escape vacinal do HBV e as
variantes do coddo sD144E tém sido identificadas como variantes de escape vacinal e de
diagnostico. As mutagdes que ocorrem nos coddes 144 e 145 do S-HBs sdo identificadas
como dominantes entre as estirpes do HBV, e circulantes entre portadores com doenca
cronica.

Na Nigéria, Anejo-Okopi et al. (2022) referem que entre 101 amostras derivadas de
TDR HBsAg+ com o gendtipo E identificaram dois tipos de mutacdes responsaveis por
alterar a conformacéo proteica do HBsAg, a mutacdo L127R e a sG145A. Estas alteracGes
contribuem para o fraco desempenho de alguns dos testes convencionais de diagnostico
serolégico, originando resultados falsos negativos. No nosso estudo, detetaram-se variantes
do coddo sL127L (sL127P e sL127T), sendo que a sP127T é uma variante de escape
imunitario. A sua presenca ocorreu tanto em casos ligados a infecdo ativa como a infecédo
oculta, pelo que seria interessante estudar estas alteracGes nas proteinas do HBSAgQ e
relacionar com o desempenho de TDR alternativos para o HBsAg, para portadores do
genotipo E.

A mutacdo sS140T esta associada a fraca ou baixa capacidade de detecdo em testes de
diagndstico seroldgico, descrita anteriormente. Por outro lado, confirmou-se que a mutacdo
sP120T, uma mutacdo de escape vacinal relacionou-se com a mutacdo que ocorreu no
dominio funcional da rtT128N, conforme observado no estudo de Amini-Bavil-Olyaee et al.

(2010). Anteriormente, Pollicino et al. (2009) confirmaram que mutaces presentes entre o
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dominio rt-HBV e S-HBs, ocorreram em doentes virgens de tratamento com antivirais
portadores de genotipo A e D. Mais tarde, Torresi et al., (2022) descrevem que a mutagdo
rtT128I/N, observada neste dominio funcional do gene da polimerase viral do HBV, teve a
capacidade de restaurar a carga viral do HBV a niveis semelhantes aos encontrados em
portadores de virus do tipo selvagem. Descrevem que esta muta¢do secundaria ou
compensatéria € observada em portadores com perfil de resisténcia priméaria ao tratamento
com Lamivudina. Por outro lado, esta mutacdo mantém-se estavel e transmite-se pela

populacéo.

As mutagdes sT1261 e a Q129R sdo mutaces associadas ao escape imunitario. A
mutacdo sT1261 parece relacionar-se com a resisténcia ao tratamento com HBIg e a mutacédo
sG130R esta implicada na resisténcia ao tratamento com Lamivudina e a resisténcia ao
tratamento com HBIg, respetivamente. A mutacdo sS140T também esta associada a
resisténcia ao tratamento com HBIg, e a sD144E estd associada ao escape vacinal e a
resisténcia ao tratamento com HBIg, igualmente (Choga et al., 2019; Tarafdar et al., 2022).

Assim, podemos observar que outras mutacdes ocorreram entre 0s dominios
funcionais da regido hidrofilica principal do HBsAg. As mesmas mutac¢fes contém algumas
referéncias descritas como associadas a deficiente maturacdo das particulas virais, a
infeciosidade e a fraca compatibilidade com testes de diagndstico imunoldgico. Porém, a
presenca de mutacdes na regido do loop luminal do HBsAg, a saber a SS167L e para a regido
C-terminal da membrana basal do HBsAg, encontraram-se referéncias descritivas para a
sS174N, sS175S e sV177A (Svicher et al., 2012) sendo que as muta¢des que ocorreram nas
posicBes sS167L sS174N sS175S V177A foram detetadas entre as sequéncias de portadores
com |OB.

Quanto a concordancia de mutacdes de escape imunoldgico detetadas entre as
diferentes localidades e pelos tipos de infecdo, constata-se igualmente que é diminuta. Esta
evidencia também foi feita ap0s a identificacdo e caraterizacdo de mutantes de escape imune

do HBV circulantes no Quénia por King et al. (2022).

80



CONSIDERACOES FINAIS

4. CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de biologia molecular “nested-PCR” associada a detegdo de dois genes
parciais do HBV demonstrou ser precisa quando associada as ferramentas bioinformaticas.
Esta técnica laboratorial orientada para suporte clinico e para a investigacdo demonstrou que a
detecdo de acidos nucleicos do HBV é dependente do numero de particulas virais existente na

amostra pelo que, torna-se importante quantificar futuramente a carga viral.

Através da caraterizacdo parcial dos mesmos genes identificou-se 0s genotipos, 0s
subtipos e as resisténcias naturais presentes no dominio funcional da transcriptase reversa e da
pequena porcdo da proteina S do HBsAg. Assim, variantes virais distintas circulam nas
localidades do Lubango e de Benguela em populares com TDR HBsAg+ e TDR HBsAg-
/IDNA+ sendo que, a dispersao destas variantes do HBV podera contribuir para a propagagao
entre 0s suscetiveis e, por sua vez pode comprometer os esforcos dos Servicos de Saude

relacionados as metas da OMS para a eliminacdo do HBV até 2030.

Os casos detetados com IOB indicam que um TDR HBsAg com resultado negativo
ndo exclui esta infe¢do endémica sendo que, o teste rapido utilizado INFO Turk HBsAg test, é
preparado com anticorpos monoclonais anti-HBs especificos. Ndo detetou parte das nossas

variantes sendo uma hipoétese futura desenvolver outros testes adequados as nossas variantes.

Mutantes de resisténcia ao tratamento com inibidores da transcriptase reversa foram
detetados entre os portadores com genotipo E, de resisténcia primaria e resisténcia putativa,
além de que uma quantidade significativa de muta¢des caraterizou o coddo 126 do dominio da
transcriptase reversa. Visto que ha registo literario de que portadores infetados com genotipo
E provavelmente necessitem de maior tempo de tratamento, comparativamente ao observado
em portadores de gendtipos diferentes, propomos estudos de suscetibilidade e resisténcia
fenotipica (in vitro) em monoterapia ou em terapias combinadas com Tenofovir, 0 mesmo
para as variantes de escape. Assim, identificaram-se elementos que poderdo integrar testes
“alternativos” aos TDRs-HBSAg convencionais visto que o0s testes moleculares s&o

dispendiosos para 0s nossos paises além de carecerem de técnicos de diagnéstico molecular
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ANEXOS

1 - Distribuicao de dados sociodemogréaficos e laboratoriais do Grupo 1

Variaveis N. %
Total n (%) 456 100,0
HBsAg+ 38 8,3
HBsAg- 418 91,7
Nested - PCR + Sequenciagdo 51 11,2
DNA+/HBsAg+ 33 86,8
DNA+/HBsAgQ- 18 4,3
Dados sociodemograficos 51 100,0
Género
Feminino 51 100,0
Idade 51 100,0
Idade (média=25,4; mediana= 24,4 DP=7,18)
Idade (min.13 - mé&x.43 anos)
Estado civil 51 100,0
Casada/Uniao facto 32 62,7
Solteira 19 37,3
Nivel de escolaridade 51 100,0
Analfabeta 3 59
Primario 7 13,7
Secundario 39 76,5
Superior 2 3,9
Area de residéncia 51 100,0
Urbana 42 82,4
Rural 9 17,6
Perfil serolégico 28 100,0
HBsAg+ /HBeAg+ 2 7,1
HBsAg+ /HBeAg- 26 92,9
Perfil de infe¢do (ISTs) 51 100,0
HBV/ Sifilis 1 2,0
HBV/ HIV 3 5,9
HBV 47 92,2
HBsAg+/DNA+ 33 100,0
HBV*HIV 2 6,1
HBV 31 93,9
HBsAg-/DNA+ 18 100,0
IOB*HIV 1 5,6
I0B 17 94,4
Vacinacdo anti-HBV 456 100,0
Recém-nascido (Sim) 360 78,9
Recém-nascido (Nao) 74 16,2
N&o aplicével 8 1,8
Nados-mortos 14 3,1
Gestantes (dado desconhecido) 456 100

Fonte: Ficheiro SPSS
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2 - Distribuicdo de dados sociodemogréaficos e laboratoriais do Grupo 2

Variaveis N. %
Total n (%) 56 100,0
HBsAg+ 28 50
HBsAg-/DNA+ 28 50
Nested-PCR + Sequenciacdo 52 92,9
DNA+/ HBsAg+ 24 85,7
DNA+/ HBsAg-/ HBsAg- 28 100,0
Dados sociodemograficos 52 100,0
Género
Masculino 17 32,7
Feminino 35 67,3
Idade 52 100,0
Idade (média= 34,2; mediana=33,5; DP=2,46)
Idade (min.1 - max.70 anos)
Estado civil 52 100,0
Casada(0)/Unido facto 27 51,9
Divorciada(o) 7 135
Solteira(0) 5 9,6
Vidva 4 7,7
Menor de idade (<16a) 9 17,3
Nivel de escolaridade 52 100,0
Analfabeto 3 58
Primario 32 61,5
Secundario 7 13,5
Superior 3 58
N&o aplicavel 4 7.7
N&o Avaliado (N.A) 3 5,8
Area de residéncia 52 100,0
Urbana 34 65,4
Rural 18 34,6
Perfil seroldgico 24 100,0
HBsAg+ /HBeAg+ 11 45,8
HBsAg+ /HBeAg - 13 54,2
Perfil de infecéo (ISTs) 52 100,0
HIV* 20 38,5
*HIV1 18 34,6
*HIV2 2 3,8
HBV 32 61,5
HBsAg+/DNA+ 24 100,0
HBV/HIV 7 29,2
HBV 17 70,9
HBsAg-/DNA+ 28 100,0
IOB/HIV 13 46,4
10B 15 53,6
Vacinacéo anti-HBV 52 100,0
Nao vacinados 43 82,7
Nao sabe 9 17,3

Fonte: Ficheiro SPSS
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3 - Deducdo do subtipo viral presente no gendtipo E do Grupo 1

Sequéncias Coddes Subtipo Serologia

LGO (N=51) 122 127 134 140 159 160
56 R L F S G K ayw4 HBsAg+
80 R L F S G K ayw4 HBsAg+
123 R L F S G K ayw4 HBsAg+
144 R L F S G K ayw4 HBsAg+
154 R L F S G K ayw4 HBsAg+
159 R L F S G K ayw4 HBsAg+
177 R L F S G K ayw4 HBsAg+
182 R L F S G K ayw4 HBsAg+
189 R L F S G K ayw4 HBsAg+
195 R L F S G K ayw4 HBsAg+
202 R P F S G K aywl HBsAg+
203 R L F S G K ayw4 HBsAg+
240 R L F S G K ayw4 HBsAg+
261 R L F S G K ayw4 HBsAg+
272 R L F S G K ayw4 HBsAg+
298 R L F S G K ayw4 HBsAg+
304 R L F S G K ayw4 HBsAg+
323 R L F S G K ayw4 HBsAg+
332 R L F S G K ayw4 HBsAg+
338 R L F S G K ayw4 HBsAg+
371 R L F S G K ayw4 HBsAg+
373 R L F S G K ayw4 HBsAg+
395 R L F S G K ayw4 HBsAg+
425 R L F S G K ayw4 HBsAg+
439 R L F S G K ayw4 HBsAg+
448 R L F S G K ayw4 HBsAg+
455 R L F S G K ayw4 HBsAg+
457 R L F S G K ayw4 HBsAg+
477 R L F S G K ayw4 HBsAg+
485 R L F S G K ayw4 HBsAg+
487 R L F S G K ayw4 HBsAg+
375 R L F S G K ayw4 HBsAg+
410 R L F S G K ayw4 HBsAg+
45 R L F S G K ayw4 HBsAg-
53 R L F S G K ayw4 HBsAg-
61 R L F S G K ayw4 HBsAg-
62 R L F S G K ayw4 HBsAg-
71 R L F S G K ayw4 HBsAg-
73 R L F S G K ayw4 HBsAg-
101 R L F S G K ayw4 HBsAg-
105 R L F S G K ayw4 HBsAg-
143 R L F S G K ayw4 HBsAg-
184 R P F S G K aywl HBsAg-
287 R L F S G K ayw4 HBsAg-
336 R L F S G K ayw4 HBsAg-
342 R L F S G K ayw4 HBsAg-
346 R L F S G K ayw4 HBsAg-
388 R L F S G K ayw4 HBsAg-
407 R L F S G K ayw4 HBsAg-
460 R L F S G K ayw4 HBsAg-
473 R L F S G K ayw4 HBsAg-

Aminoécidos: R (arginina); L (leucina); P (prolina); F (fenilalanina); S (serina); G (glicina); K (lisina)
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4 - Deducéo do subtipo viral presente no genétipo E do Grupo 2

Sequéncia Codoes Subtipo Serologia
BLA (N=51) 122 127 134 140 159 160 P g

50 R L F S G K ayw4 HBsAg+
65 R L F S G K ayw4 HBsAg+
76 R L F S G K ayw4 HBsAg+
99 R L F S G K ayw4 HBsAg+
117 R L F S G K ayw4 HBsAg+
141 R L F S G K ayw4 HBsAg+
142 R L F S G K ayw4 HBsAg+
171 R L F S G K ayw4 HBsAg+
174 R L F S G K ayw4 HBsAg+
186 R L F S G K ayw4 HBsAg+
198 R L F S G K ayw4 HBsAg+
200 R L F S G K ayw4 HBsAg+
77 R L F S G K ayw4 HBsAg+
108 R L F S G K ayw4 HBsAg+
237 R L F S G K ayw4 HBsAg+
277 R L F S G K ayw4 HBsAg+
289 R L F S G K ayw4 HBsAg+
301 R L F S G K ayw4 HBsAg+
328 R L F S G K ayw4 HBsAg+
336 R L F S G K ayw4 HBsAg+
378 R L F S G K ayw4 HBsAg+
404 R L F S G K ayw4 HBsAg+
492 R L F S G K ayw4 HBsAg+

15 R P F S G K aywl HBsAg-

16 R P F S G K aywl HBsAg-
22 R L F S G K ayw4 HBsAg-
63 R L F S G K ayw4 HBsAg-
68 R P F S G K aywl HBsAg-
74 R L F S G K ayw4 HBsAg-
79 R L F S G K ayw4 HBsAg-
86 R L F L G K ayw4 HBsAg-
88 R T F S G KI160N/S * HBsAg-
255 R L F S G K ayw4 HBsAg-
267 R P F S G K aywl HBsAg-
392 R P F S G K aywl HBsAg-
463 R P F S G K aywl HBsAg-
464 R P F S G K aywl HBsAg-
472 R P F S G K aywl HBsAg-
473 R P F S G K aywl HBsAg-
479 R P F S G K aywl HBsAg-
480 R P F S G K aywl HBsAg-
501 R P F S G K aywl HBsAg-
516 R P F S G K aywl HBsAg-
520 R P F S G K aywl HBsAg-
521 R P F S G K aywl HBsAg-
522 R L F S G K ayw4 HBsAg-
523 R P F S G K aywl HBsAg-
524 R L F S G K ayw4 HBsAg-
532 R L F S A K ayw4 HBsAg-
536 R L F S G K ayw4 HBsAg-
539 R L F S G K ayw4 HBsAg-

Amino4cidos: R (arginina); L (leucina); P (prolina); F (fenilalanina); S (serina); G (glicina); A(alanina) K (lisina)
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5 - Perfil molecular identificado no subgrupo de mulheres em trabalho de parto HBsAg+, estado replicativo e coinfe¢des (HIV))

Variantes identificadas em sequéncias HBsAg+

HBeAg HIV

LGO rt-HBV (coddes 123 a 215) S-HBs (coddes 115 a 206)

56 N123H D144E (Escape) Negativo  Negativo
80 N123H Negativo  Positivo
123 N123H; T128N (categoria 3) P120T (Escape) Negativo  Negativo
144 N123H Negativo  Negativo
154 N123H S204N N.M Negativo
159 N123H Negativo  Negativo
177 N123H Negativo  Negativo
182 N123H P203R Negativo  Negativo
189 N123H S193L Negativo  Negativo
195 N123H; K149Q Negativo  Negativo
202 N123H; D134G (categoria 3) T126A, L127P N.M Positivo
203 N123H Negativo  Negativo
240 N123H Negativo  Negativo
261 N123H Negativo ~ Negativo
272 N123H; N139D S204N N.M Negativo
298 N123H; F151L Negativo  Negativo
304 N123H Negativo  Negativo
323 N123H; K212R S193L/S; P203Q; S204G N.M Negativo
332 N123H; M164L Negativo  Negativo
338 N123H; V207L (categoria 3) M198I N.M Negativo
371 N123H Negativo  Negativo
373 N123H Negativo  Negativo
395 N123H Negativo  Negativo
425 N123H; Y126 H A184V; T189I; 1195T Negativo  Negativo
439 N123H S204N Negativo  Negativo
455 N123H; Y126H Negativo  Negativo
457 N123H; 1162V L175S Negativo  Negativo
477 N123H Negativo  Negativo
485 N123H T118M Negativo  Negativo
487 N123H Negativo  Negativo
375 N123H Positivo  Negativo
410 N123H; S176N/S A168A/T Positivo  Negativo

TOTAL 32
Em negrito (coinfecdo HBV/HIV); N.M. (parturientes com nados mortos). Em Italico tipo de mutacdo de provavel resisténcia aos ITR (rt-HBV) e variantes de escape (S-HBs)
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6 - Perfil molecular identificado no subgrupo de mulheres em trabalho de parto com HBsAg-/DNA+ e coinfecdes (HIV)

Variantes identificadas em sequéncias HBsAg-/DNA-HBV+

LGO rt-HBV (codGes 123 a 215) S-HBs (coddes 115 a 206) HIV
45 N123H Negativo.
53 N123H T1891: S204N Negativo
61 N123H Negativo
62 C188C/G ALB4AN Negativo
71 N123H Negativo
143 V190 M; A194T; V207M (categoria 1 e 3) M198I Negativo
184 F148 Y L127P; S140T; D144E, A168V (Escape) Negativo
287 N123H; Y126H; 1187L Q129H (Escape) Negativo
336 N123H; V2141 Negativo
342 N123H; Y126H, L140H S132T Negativo
346 N123H; Y126H/Y T1891/T Negativo
388 N123H Negativo
407 N123H Negativo
460 N123H S204N Negativo
473 N123H; C198R T189] Negativo

TOTAL 15

Em negrito e em italico tipo de mutacéo de provavel resisténcia aos ITR (rt-HBV) e variantes de escape (S-HBs)
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7 - Perfil molecular identificado no subgrupo de doentes HBsAg+, estado replicativo (HBeAg) e coinfecdes (HIV)

Variantes identificadas em sequéncias HBsAg+

BLA rt-HBV (coddes 123 a 215) S-HBs (coddes 115 a 206) HBeAg HIV
50 N123H Negativo Negativo
65 N123H S140L/S; T1891/T Negativo Negativo
*72 M145L; W153R; S159T; S213T (categoria 3) S204R Negativo Negativo
76 N123H; Y126H Negativo Negativo
99 N123H; Y126H S140L Negativo Negativo
117 N123H; Q125*E/K/Q; Y126H Negativo Negativo
141 N123H; Y126H Negativo  pgsitivo
142 N123H; Y126H Negativo Negativo
171 N123H; Y126H Negativo Negativo
174 N123H; Y126H Negativo Negativo
186 N123H; Y126H Negativo Negativo
198 N123H Negativo Negativo
200 N123H; Y126H Negativo Negativo
77 N123H; Y126Y/H Positivo Negativo
108 Y126H Positivo Negativo
237 Y126H Positivo Positivo
277 N123H; Y126H Positivo Positivo
289 N123H; Y126H Positivo Positivo
301 N123H; Y126H/Y Positivo Negativo
328 N123H; Y126H Positivo Negativo
336 N123H Positivo Negativo
378 T123A; L127P; T1311; G145K; L175S; W182*W (Escape) Positivo Positivo

404 N123H; F148Y L127P; S140T; D144E; A168A/V (Escape) Positivo Positivo

492 N123H Positivo Positivo

TOTAL 24

Em itdlico (*72 - gendtipo A); Em negrito (coinfecdo HBV/HIV); Em Italico tipo de mutacdo de provavel resisténcia aos ITR (rt-HBV) e variantes de escape (S-HBs)
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8 - Perfil molecular identificado no subgrupo de doentes HBsAg-/DNA+, estado replicativo (HBeAg) e coinfecdes (HIV)

Variantes identificadas em sequéncias HBsAg-/DNA+

BLA rt-HBV (coddes 123 a 215) S-HBs (coddes 115 a 206) HBeAg HIV
15 N123H L127P Negativo Negativo
16 N123H; T128N (categoria 3) P120T; L127P; P142H/P; 11951/T; P203L/P (Escape) Negativo Negativo
22 N123H S204N Negativo Negativo
63 N123H S204N/S Negativo Negativo
68 T128N (categoria 3) P120T; L127P; P142HP; P203L/P (Escape) Negativo Negativo
74 S204N Negativo Negativo
79 N123H S204N Negativo Negativo
86 N123H S132Y; S140L; A168V; L173P; M198T Negativo Negativo

S135Y; R138K; 1162T; 1169L T1261; L127T; Q129R; G130R; S154P; K160N/S; S167L; S174T; L175S; L176P; V177A;  Negativo Negativo
88 (Categoria 1) P178Q (Escape)

255 S159P/S T1891; S204N Negativo Negativo
267 F148Y L127P; S140T; D144E; A168V, S204N/S (Escape) Negativo ~ Negativo
392 L127P Negativo Negativo
463 N123H L127P Negativo  Positivo
464 L127P Negativo Negativo
472 N123H L127P Negativo Negativo
473 L127P Negativo  Positivo
479 N123H; Y126HY L127P Negativo Negativo
480 N123H L127P Negativo Negativo
501 L127P; S204N/S Negativo Negativo
516 L127P Negativo Negativo
520 L127P Negativo Negativo
521 L127P Negativo Negativo
522 S174N; P178L Negativo Negativo
523 N123H L127P Negativo Positivo
524 N123H S174N; P178L Negativo Positivo
532 N123H D144A; G159A (Escape) Negativo  Positivo
536 N123H S174N; P178L Negativo Positivo
539 N123H S174N; P178L Negativo Positivo

TOTAL 28

As letras em negrito (coinfecdo HBV/HIV); Em Itélico tipo de mutagdo de provavel resisténcia aos ITR (rt-HBV) e variantes de escape (S-HBs)
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