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Resumo

A vacinacao contra o virus da hepatite B (VHB) comecou a ser administrada a adolescentes em 1994, e
a recém-nascidos em 2000. Contudo, populacGes vulneraveis, nomeadamente utilizadores de drogas
injetdveis (UDI) e reclusos, sdo suscetiveis a adquirirem infecdo por VHB devido aos seus
comportamentos de risco.

Este estudo teve como objetivo detetar a presenca de DNA viral em UDI com anticorpos para hepatite
C, determinar os genotipos de VHB em circulagdo numa populacéo de reclusos, e identificar mutacdes
de resisténcia ao tratamento da hepatite B.

Foram analisadas amostras de dois subgrupos de UDI, distribuidos segundo a sua origem geogréfica,
140 nascidos em Portugal (antes de 1971) e 31 nascidos fora de Portugal, e ainda de 41 reclusos com
hepatite B crénica. Metodologias utilizadas englobaram a pesquisa de AgHBs em pools de plasma,
extracdo de DNA dos plasmas positivos, amplificacdo por PCR, e sequenciagdo das regides S e Core do
genoma do VHB. As sequéncias obtidas foram genotipadas por analise filogenética e submetidas a
analise de mutac@es de resisténcia ao tratamento.

Nos UDI nascidos em Portugal (idade média de 50,3 anos), presumivelmente nao vacinados, foi detetado
DNA viral em dois (1,4%) individuos, um deles infetado com o gendtipo E. A infe¢do por VHB néo foi
detetada em UDI nascidos fora de Portugal (45,2% de naturalidade africana). A populacdo de reclusos
apresentou uma variedade de genotipos (A, 41,5%; D, 29,3%; E, 26,8% e F, 2,4%), nomeadamente em
reclusos portugueses (idade média de 37,4 anos), supostamente vacinados na adolescéncia. Nao foram
detetadas mutagdes de resisténcia ao tratamento.

Embora a prevaléncia do VHB em Portugal seja baixa, este virus continua bastante presente noutros
paises e casos de infecdo podem ser importados para Portugal. Assim sendo, vigilancia do VHB
combinada com estratégias de vacinagdo, é essencial para evitar a disseminacdo deste virus em
populagdes vulneraveis.

Palavras-chave: VHB, prevaléncia, gendtipos, mutacOes de resisténcia, grupos de risco



Abstract

Vaccination against hepatitis B virus (HBV) began to be administered to adolescents in 1994, and to
newborns in 2000. However, vulnerable populations, namely injecting drug users (IDUs) and inmates,
are at risk of infection by VHB due to their harmful behaviors.

This study aimed to detect the presence of HBV DNA in IDUs with antibodies for hepatitis C, identify
the HBV genotypes in circulation among inmates, and assess resistance mutations treatment of hepatitis
B.

Samples from two IDU subgroups, distributed according to their geographical origin, 140 born in
Portugal (before 1971) and 31 born outside Portugal, and from 41 inmates with chronic hepatitis B were
analyzed. The methodologies used included the screening of HBsAg in plasma pools, DNA extraction
from positive plasmas, PCR amplification, and sequencing of the S and Core regions of the HBV
genome. The sequences obtained were genotyped by phylogenetic analysis and checked for treatment
resistance mutations.

In IDUs born in Portugal (average age of 50.3 years), likely not vaccinated, viral DNA was detected in
two (1.4%) individuals, one of them infected with the genotype E. HBV infection was not detected in
IDUs born outside Portugal (45.2% born in Africa). The inmate population showed a variety of
genotypes (A, 41.5%; D, 29.3%; E, 26.8% and F, 2.4%), namely in Portuguese inmates (average age of
37.4 years), who were expected to be vaccinated in adolescence. No treatment resistance mutations were
detected.

Although the prevalence of HBV in Portugal is low, this virus is still very present in other countries and
cases of the infection can be imported into Portugal. Therefore, HBV surveillance combined with
vaccination strategies is essential to prevent the spread of this virus in vulnerable populations.

Keywords: HBV, prevalence, genotyping, resistance mutations, risk groups
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1 Introducdo aos aspetos gerais sobre a infecdo por Virus
da Hepatite B

1.1 Breve historia da sua descoberta

O virus da hepatite B (VHB) foi descoberto por Baruch Blumberg e os seus colegas em 1965, através
da dete¢do de um antigénio no soro de um aborigene australiano. Devido ao local de origem deste
primeiro caso identificado, o antigénio foi originalmente denominado de “antigénio Australia” %,
sendo atualmente conhecido como antigénio de superficie do virus da hepatite B (AgHBs). Cinco
anos apds a descoberta do AgHBs, em 1970, as particulas virais do VHB foram visualizadas por
Dane e os seus colegas com o auxilio de um microscépio eletronico usando técnicas de coloragédo
negativa, o que permitiu observar a morfologia e posteriormente fazer a classificagdo deste virus 2.
As atuais metas estabelecidas pela OMS a serem cumpridas até 2030 incluem: alcancar uma taxa de
cobertura da vacinacao contra o VHB de 90%, reduzir a prevaléncia do AgHBs em criangas para

0,1%, e aumentar a taxa de tratamento da hepatite B para 80% 34,

1.2 Classificacdo taxonomica e morfologia do virido

O VHB é um pequeno virus de DNA pertencente ao género Orthohepdnavirus e a familia
Hepadnaviridae ° e caracteriza-se pelo seu hepatotropismo. Dane e os seus colegas observaram trés
tipos de particulas de VHB distintas no soro de pacientes infetados: estruturas esféricas com
didmetros de 42 nm e 22 nm, e estruturas filamentosas com um diametro de 22 nm 2. As particulas
esféricas de 42 nm de didmetro, apelidadas de particulas de Dane, sdo virides infeciosos constituidos
por um invélucro externos, apresentando uma membrana lipidica com trés antigénios de superficie
de tamanho grande (L-HBs), médio (M-HBs) e pequeno (S-HBs), envolvendo a nucleocéapside de
forma icosaédrica composta pela proteina do core, pela polimerase viral (Pol) e pelo DNA viral. As
particulas esféricas e filamentosas de 22 nm de didmetros sdo mais abundantes no soro dos pacientes
e incluem particulas subvirais (SVPs) que ndo possuem nucleocapside sendo, por essa razdo,
particulas ndo infeciosas 2.

1.3 Genoma

O genoma do VHB ¢ formado por um DNA circular relaxado (rcDNA) com um comprimento
aproximado de 3,2 kb, e uma cadeia dupla parcial, tendo uma cadeia direta incompleta e uma cadeia
reversa completa. O genoma codifica quatro open reading frames (ORFs) que se encontram
parcialmente sobrepostas, denominadas de C (core), P (polimerase), S (superficie) e X (proteina
HBX), a partir das quais as proteinas virais sédo produzidas *®8, A ORF C codifica a proteina core
(AgHBcC) e 0 antigénio “e” (AgHBe), a ORF P é responsavel pela produgio da polimerase viral, os
trés antigénios de superficie, L-HBs, M-HBs e S-HBs, séo codificados pela ORF S, e finalmente, a
ORF X produz a proteina trans-ativadora transcricional X & (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Estrutura genémica do VHB, com apresentacdo das diferentes open reading frames (ORFs)
sobrepostas e as duas cadeias de DNA. Adaptado de 2

1.4 Prevaléncia e incidéncia da infecdo pelo VHB global e em Portugal

Em 2019, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estimou que cerca de 296 milhdes de pessoas
viviam com hepatite B mundialmente, existindo cerca de 1,5 milhdes de novas infe¢fes por ano. A
OMS dividiu o planeta em diferentes regides, tendo a prevaléncia do VHB sido estudada em cada
uma destas regides. Segundo dados da OMS, a prevaléncia de infecdo por VHB é maior na regido
do Pacifico-Oeste e na regido Africana com uma prevaléncia de 116 milh6es e 82 milhdes de casos,
respetivamente. Para além disso, 60 milhdes sdo afetadas por este virus na regido do Mediterraneo-
Este, 18 milhdes na regifo Sudoeste da Asia, 14 milhdes na regido Europeia, e finalmente, a regiéo
das Américas é a menos afetada com uma prevaléncia de seis milhdes de pessoas infetadas
cronicamente pelo VHB ° (Figura 1.2).



Prevaléncia da infe¢do de hepatite B cronica (positividade do AgHBs) por regides da OMS, 2019
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Figura 1.2 Mapa descritivo da prevaléncia da infegdo crénica por hepatite B nas diferentes regides designadas pela
OMS. Adaptado de 2

A revisdo de dados publicados entre 1965 e 2013, correspondentes a 161 paises do mundo, permitiu
estimar uma prevaléncia global de positividade para AgHBs em 3,6%. O mesmo estudo identificou a
regido do Pacifico Ocidental como contendo o maior nimero de individuos infetados (mais de 95
milhdes de individuos), seguida da regido Africana (mais de 75 milhdes de individuos) *.

Nas regides designadas pela OMS, a prevaléncia do VHB variou nas Américas entre 0,2% (México e
Guatemala) a 13,6% (Haiti), e 22,4% na regido africana (Suddo do Sul) . Um estudo realizado nos
Estados Unidos da América (EUA) mostrou que, em 2016, a prevaléncia da infecdo por VHB no pais
era de 0,29%, no entanto existiam disparidades raciais/étnicas consideraveis. A prevaléncia entre
individuos asiaticos foi de 3,4% e, entre individuos negros ndo hispéanicos, foi de 0,7%, por outro lado,
entre individuos néo asiaticos e ndo negros foi inferior a 0,2% 2. Na Europa, a prevaléncia da infecdo
por VHB na populacéo geral variou de 0,1% na Irlanda a 4,4% na Roménia. Uma alta prevaléncia de
VHB de 3,3% foi descrita para a Grécia, no entanto, a grande maioria dos paises europeus apresenta
uma prevaléncia de HBV préxima ou inferior a 1% 3.

Raros estudos sobre a prevaléncia do VHB foram realizados em Portugal. Em 2016, um estudo revelou
uma prevaléncia de 1,45% na populacdo geral testada para o antigénio de superficie da hepatite B
(AgHBs), 0 que classifica Portugal como um pais de baixa endemia (prevaléncia de AgHBs <2%). O
mesmo estudo reportou ainda que havia uma maior prevaléncia deste antigénio em homens e individuos
entre os 35 a 64 anos de idade. Verificou-se que esta prevaléncia variava entre diferentes regides do
pais, sendo maior na regido Norte (2,6%), seguida das regides do Centro (1,6%), Algarve (1,6%),
Alentejo (0,4%) e Lishoa e Vale do Tejo (0,1%) 4.



Dados obtidos a partir do Inquérito Seroldgico Nacional 2015-2016 realizado pelo INSA, onde se
planeou estudar uma populacéo de 3563 individuos, tendo sido apenas possivel estudar 2959 (83% da
populagdo planeada para o estudo) individuos residentes em Portugal mostraram que 1402 individuos
apresentavam anticorpos de superficie para o virus da hepatite B (anti-HBs) com concentracoes
superiores a 10 mUI/mL. Atendendo a estes dados estimou-se que 40,1% da populacéo tinha imunidade
comprovada para hepatite B (Figura 1.3).

Resultado n % Ca5%
Megativo 1557 59,9 [56,9; 62,9]
Positivo 1402 40,1 [37,1; 43,1]

Figura 1.3 Distribuicdo dos individuos de acordo com os resultados obtidos na pesquisa de anticorpos
de superficie para o virus da hepatite B (anti-HBs). Foi utilizado um intervalo de confianca (IC) no nivel
95%. Figura obtida de 4

Observou-se que a seroprevaléncia para anti-HBs era maior em individuos do sexo feminino (43,2%) e
em individuos com idade entre 0s 20 e 29 anos (78,7%) e entre 0s dois e quatro anos (65,9%). Verificou-
se também uma maior seroprevaléncia de anti-HBs na regido Norte do pais (43,3%) e uma menor
seroprevaléncia na Regido Autonoma da Madeira (28,8%).

Adicionalmente, foram pesquisados os marcadores seroldgicos anti-HBc e AgHBs para avaliar o perfil
seroldgico dos individuos. Esta avaliagdo concluiu que 41,3% dos individuos portugueses com mais de
44 anos ndo apresentava evidéncia seroldgica de imunidade para a hepatite B (anti-HBc e anti-HBs
negativos). Por outro lado, 37,1% dos individuos da populagao geral portuguesa adquiriram a imunidade
por vacinagdo (anti-HBs positivo e anti-HBc negativo) e 3,2% adquiriram imunidade natural através de
uma infegdo prévia por VHB (anti-HBc e anti-HBs positivos). Por fim, o mesmo inquérito identificou a
presenca do AgHBs e do anti-HBc IgM em 0,4% da populagdo geral analisada, sendo confirmada a
presenca de uma hepatite B crénica *°.

1.5 Classificacao e distribuicdo dos gendtipos de VHB global e em Portugal

Até a data, foram identificados dez gendétipos de VHB, denominados de A a J, que apresentam uma
distribuicédo etno-geografica, com uma maior predominancia dos genétipos A, B, C e D 1618,

Os gendtipos A e D s&o os mais frequentes na Europa, Africa e América do Norte. Por outro lado, 0s
gendtipos B e C sdo mais comuns nas regides leste e sudeste da Asia e na Oceania "1 Um estudo
realizado no Azerbaijao, localizado na fronteira entre a Europa e Asia mostrou que os genotipos
identificados na populacéo infetada por VHB eram o gen6tipo D (93,2%) seguido do genétipo A (5,8%)
19 Qutro estudo realizado no Norte da india mostrou que os genétipos mais comumente encontrados
nesta regido eram o genétipo D, seguido do gendtipo A e C . Por fim, um estudo realizado no Quénia
s6 descreveu infecdes pelo gendtipo A, mais especificamente, o subgenétipo Al 2.

Os restantes gendtipos de E a J apresentam uma distribuicdo geografica mais restrita: o gen6tipo E nas
regides da Africa Central e Ocidental e arabia Saudita; o genétipo F é encontrado na América Central e
na America do Sul, bem como no Alasca; o genétipo G é encontrado em individuos naturais do sudoeste
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da Europa e dos Estados Unidos da América; o genotipo H € originario da Ameérica Central e México
18: 0 gendtipo | foi isolado em individuos naturais de Laos, Vietname e China 32%; e o0 genétipo J so foi
encontrado, até a data, no Japéo 8 (Tabela 1.1). Existe evidéncia de que a distribuicdo geografica dos
gendtipos de VHB possa estar relacionada com o seu modo de transmisséo. Os gendtipos B e C séo 0s
mais prevalentes em areas endémicas onde as vias de transmissdo perinatais e verticais tém um papel
extremamente importante na disseminacdo da infecdo. Os restantes gendtipos, pelo contrario, sdo
frequentemente descritos em areas onde o principal modo de transmissdo é a transmisséo horizontal °.

Para cada um dos gendtipos A, B, C, D e F, foram determinados 35 subgendtipos de VHB cuja
classificacdo se baseia na monofilia das estirpes e na distancia genética dentro dos gendtipos e

subgendtipos 2. A distribuicdo geografica encontra-se descrita na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 Distribuicdo geografica dos gendtipos e subgenétipos de VHB. Adaptado de 5

Gendtipos | Subgendtipos Localizagdo geografica
Al Africa Sub-sariana, india
A A2 Norte da Europa, india
A3 Africa Ocidental
A4-A7 Gambia, Nigéria
B1 Japao
B B2-BS A:sia Orienta.l,' Taiwan, China, Indonésia,
Vietname, Filipinas
B6 Alasca, Norte do Canada, Gronelandia
C1-C3 Taiwan, China, Coreia, Japdo, Sudeste da Asia
c c4 Australia
C5 Filipinas, Vietname

C6-C11 Indonésia

Africa, Europa, Paises Mediterraneos, india,

D D1-D7 Indonésia, Australia, Africa Central e
Ocidental, Ardbia Saudita

Africa Central e Ocidental, Arabia Saudita
F1-F4 América Central e do Sul

Franga, Alemanha, Estados Unidos da América

América Central

Vietname, Laos
Japao

—|—]T]|®]|m|m

Estudos em realizados em Portugal identificaram uma predominancia dos gendtipos A e D 2%, Porém,
outros estudos realizados na populacao atendida em hospitais de Lisboa descreveram uma prevaléncia
significativa da infecdo pelo genétipo E, maioritariamente em individuos de naturalidade africana, de
onde este gendtipo é originario 227, Dados da distribuicdo dos genétipos de VHB em Portugal parecem
identificar diferencas entre as diferentes regifes do pais, sendo que estudos realizados no Norte indicam
uma maior prevaléncia do genotipo D, e uma menor prevaléncia do genétipo E quando comparados com
estudos das regides Centro e Sul 22, Por fim, a distribuicdo dos genétipos de VHB em Portugal ndo
parece depender do sexo dos individuos e corresponde ao chamado “padrdo mediterraneo” 2.



1.6 Vias de transmissao

No organismo, o VHB encontra-se presente no sangue e em algumas secre¢des corporais, como 0 sémen,
as secrecdes vaginais e a saliva. A transmissao deste virus depende da troca destes fluidos corporais
entre individuos, e as vias de transmissdo mais frequentes sdo a via sexual, a via parentérica e a via
vertical. A via sexual é a forma mais comum de transmissdo na Europa Ocidental e a infecdo é
frequentemente diagnosticada em individuos ndo vacinados. Para além disso, a existéncia de multiplos
parceiros sexuais e a auséncia da utilizacdo de preservativos aumentam significativamente o risco de
transmissdo por esta via. A via de transmissdo parentérica resulta da troca de sangue contaminado, e
pode ocorre através de transfusdo de sangue ndo rastreado, da partilha de seringas ou agulhas utilizadas
em injecdo de drogas, tatuagens, acupuntura, piercings ou em contexto hospitalar quando ndo ha
desinfecdo do material usado no tratamento dos doentes. A transmissdo por esta via pode também
ocorrer pela partilha de escovas de dentes, ldminas de barbear ou de outros utensilios de usos pessoal.
A transmissdo vertical, de mée infetada para o filho, é a via de transmissdo mais comum em zonas
endémicas da infecdo VHB e ocorre principalmente durante ou imediatamente apds o parto, sendo que
95% das criancas verticalmente infetadas em idades inferiores a 5 anos desenvolvem uma infegédo
crénica. O parto por cesariana ndo impede a transmisséo deste virus da mée infetada ao filho %,

1.7 Mecanismo de infecdo

A infecdo por VHB comeca pela sua ligacdo a um recetor presente nos hepatdcitos, esta interacao €
responsavel pela internalizacdo do virus na célula por endocitose e subsequente perda do seu invélucro.
Apds a sua entrada na célula, a nucleocapside viral é direcionada para o nlcleo, através de microtibulos
presentes no citoplasma e é translocada através de poros nucleares para o interior do mesmo. Uma vez
no interior do nucleo, o rcDNA viral vai ser modificado por fatores celulares criando DNA circular
covalentemente fechado (cccDNA) que serve de molde para a transcricdo de genes virais, permitindo
assim, uma replicacdo viral continua e os RNA resultantes sdo posteriormente traduzidos em vérias
proteinas virais no citoplasma. O RNA pré-gendmico (pgRNA), em conjunto com a polimerase viral, é
encapsulado dentro de uma capside formada por dimeros de AgHBc, sendo este processo facilitado por
chaperonas do hospedeiro, nomeadamente, Hsp90, Hsp40 e Hsc70. Apos a incorporagdo do RNA, este
sofre a acdo do enzima transcriptase reversa de modo a formar o DNA viral. Neste processo inclui-se a
sintese da cadeia inversa, a degradacdo do RNA intermédio e a sintese incompleta da cadeia direta. As
nucleocéapsides contendo genoma viral tém dois destinos finais: podem ser enviadas de novo para o
nucleo da célula para repor a pool de cccDNA (reciclagem), ou podem ligar-se a proteinas de invélucros
maturas e serem excretadas da célula (saida do virus). Particulas subvirais ndo infeciosas também podem
ser excretadas, no entanto a eficacia da sua saida é variavel 172 (Figura 1.4).
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Figura 1.4 Ciclo de vida do VVHB: a entrada do virus na célula, a formagdo do DNA circular covalentemente fechado (cccDNA),
a formagcéo de um novo virido e saida da célula e a saida de particulas subvirais. Adaptado de ©

O periodo de incubacdo do VHB varia entre 45 dias a seis meses 2°°, resultando numa hepatite aguda

ou crdnica, podendo a progressdo da doenca conduzir a cirrose hepatica ou carcinoma hepatocelular
17,18,30

1.8 Hepatite aguda e hepatite crénica

A hepatite aguda conduz a uma inflamagdo do figado que pode variar entre algumas semanas a seis
meses *!. Metade dos casos de hepatite aguda sdo assintomaticos, especialmente quando a infecéo ocorre
em criangas. No caso de pacientes sintométicos, estes podem apresentar sintomas semelhantes a uma
gripe, com febre, mal-estar, dor abdominal, nduseas e vomitos *. Raros casos de infecdo aguda
desenvolvem insuficiéncia hepética, sendo a taxa de mortalidade elevada. Nesta situacdo o tratamento
pode conduzir ao transplante do figado %32,

Por outro lado, a infe¢do cronica pelo VHB, descrita pela continua dete¢do do AgHBs no plasma de
pacientes apds 6 meses de infecdo, apresenta um risco elevado de morbidade nos doentes 2%, A
evolucdo da infecdo para um estado cronico depende maioritariamente da idade do individuo quando
exposto ao virus. Os recém-nascidos tém uma probabilidade de 70 a 90% de virem a desenvolver uma



hepatite B cronica, as criancas entre um a cinco anos de idade tém uma probabilidade de 25 a 50%, e
apos seis anos de idade essa probabilidade é de 10%, sendo que em adultos o risco baixa para 5% 302,
A maior prevaléncia de hepatite por VHB crénica também pode ser influenciada por fatores virologicos,
como a carga viral, os gendtipos e as variantes do VHB 1619,

1.9 VHB e interagdo com infe¢do por VHC ou VIH

Por possuirem vias de transmissdo semelhantes ao VHB, a coinfecdo com outros virus causadores de
hepatites, nomeadamente o virus da hepatite C (VHC), e ainda a coinfecdo com o virus da
imunodeficiéncia humana (VIH) é frequente, especialmente em &reas endémicas onde estes virus
circulam na populagéo 7334,

Estudos demonstram que, em pacientes coinfetados cronicamente com VHB/VHC, as manifestagdes da
doenca sdo normalmente mais severas do que em pacientes mono-infetados 5%, Pacientes com
coinfecdo VHB/VHC tendem a ter lesdes hepaticas mais graves com um nivel de fibrose
significativamente mais elevado e uma maior probabilidade de desenvolvimento de cirrose e carcinoma
hepatocelular (CHC). Individuos coinfetados VHB/VHC demonstram uma dominéncia do VHC, com
inibicdo da replicagdo do VHB, em individuos ndo asiaticos, e contrariamente, uma dominancia do
VHB, com supressdo da replicacdo do VHC, em individuos asiticos 1****. Tendo em conta a elevada
taxa de eficacia do tratamento e eliminagdo do VHC em individuos mono-infetados, este virus é o alvo
prioritario da terapia em casos de coinfecdo **, no entanto, é necessario ter em atencéo que a eliminacéo
do VHC pode levar a reativacéo da replicagdo do VHB *,

Estima-se que aproximadamente 8% (7,4%) dos individuos infetados com VIH estéo coinfetados com
VHB 7%, Em regibes onde a infecdo por VHB é endémica, como a Africa Subsariana "%, a infecéo
por VHB ocorre na infancia. Porém, a infe¢do por VIH é normalmente adquirida por via sexual na idade
adulta. O VIH pode modificar a histdria natural do VHB, levando a um aumento da replicacdo e
reativacdo do VHB, maior probabilidade de desenvolver doenca cronica e uma aceleragédo para fibrose
e cirrose hepética. Para além do mais, em individuos com replicacdo VHB ativa, a imunodeficiéncia
induzida pelo VIH pode ser agravada . Embora a hepatite B possa ser prevenida através da vacinacéo,
a resposta a vacina é menor em criangas infetadas com VIH 3. Ainda existem muitos desafios a
ultrapassar em relacdo ao diagnostico e acesso ao tratamento para a infecdo por VHB em regides onde
o tratamento do VIH é seletivamente apoiado. Existe a necessidade de englobar o tratamento do VHB
nos programas implementados de tratamento do VIH 7.

1.10 Diagnostico da infecdo

1.10.1 Diagnéstico por métodos serol6gicos

O rastreio para detecéo da infecdo pelo VHB é feito por métodos seroldgicos 7. Estes testes podem ser
realizados no soro ou no plasma humano e séo usados de modo a confirmar a presenga ou auséncia de
antigénios e anticorpos especificos produzidos no organismo em resposta a infecdo por VHB *2. Os
antigénios AgHBs e AgHBe sdo marcadores importantes no diagnostico. A pesquisa de AgHBs



diagnostica a infecdo por VHB, podendo ser aguda ou crénica. A detecdo do AgHBSs seis meses apds
ocorrer a exposicdo ao virus caracteriza a infecdo na fase crénica 2032,

A heterogeneidade antigénica do AgHBs permitiu a identificacdo inicial de quatro serotipos (adw, adr,
ayw, ayr), onde o “a” representa o determinante comum para todos os serotipos. Para além deste
determinante comum, também existem dois subdeterminantes, mutuamente exclusivos, d/y e w/r, cuja
expressdo especifica é determinada por substituicbes de aminoacidos. Com a adicdo destes
subdeterminantes de “a”, foram identificados nove serotipos (aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2,
adwq, adr, adrg-) &.

O antigénio “e” da hepatite B (AgHBe) é atualmente utilizado para definir a fase de infegdo do paciente.
Pacientes positivos para AgHBe podem encontrar-se na fase de tolerancia imunoldgica ou no inicio da
fase de imunoativagdo, ambas as fases associadas com um aumento dos niveis de DNA viral. Ap6s a
seroconversao do AgHBe a maioria dos individuos tornam-se portadores inativos crénicos da infecéo,
com baixos niveis de DNA. Apesar disso, alguns individuos AgHBe negativos podem ter uma hepatite
ativa e altos niveis de DNA, normalmente descrita como a fase de reativacao. Por outro lado, a auséncia
do AgHBe pode significar a presenca de mutantes 3°4°,

A mutacdo mais comumente encontrada acontece no nucleétido (nt) 1896 da regido pre-core onde uma
adenina € substituida por uma guanina criando um coddo STOP prematuro que termina a sintese do
AgHBe. Para além disso, no promotor da regido core, que regula a transcricdo da regido pre-core, podem
ocorrer mutagdes que afetem a sintese do AgHBe. Mais especificamente existe uma mutagdo dupla que
envolve a substituicdo de uma timina por uma adenina no nucledtido 1762 e a substituicdo de uma
adenina por uma guanina no nucleodtido 1764 que vai reduzir a producdo do mRNA pre-core e do
AgHBe“.,

1.10.2 Diagnostico por métodos moleculares

A detecdo do VHB também ¢é realizada atraves de testes gendmicos e moleculares. Com estes testes é
possivel confirmar a presenca de DNA do virus da hepatite B, que pode representar um marcador viral
e é o principal alvo de quantificagdo para a monitoriza¢do do tratamento da infecdo. Altos niveis de
DNA viral estdo fortemente relacionados com o futuro desenvolvimento de cirrose e CHC, sendo que a
supressao do DNA de VHB até um nivel ndo detetavel nos testes é associada com a reducéo do risco de
desenvolvimento da doenca 7. Os principais métodos para quantificar o DNA incluem métodos de
hibridacdo, onde o DNA ¢ ligado a diferentes tipos de sondas e a sua detecdo feita através da sua
fluorescéncia em substratos especificos, e métodos de amplificacdo de alvos, onde se encontra incluido
0 PCR em tempo real *2.

Com os testes moleculares o gend6tipo e subgendtipo do VHB podem ser identificados, sendo esta
determinagdo importante visto que os diferentes genétipos, como por exemplo os genotipos Ce Fe o
subgendtipo A1, podem influenciar a resposta ao tratamento antiviral e a intensidade da doenca *. Para
além disso, a realizacdo de testes moleculares também permite detetar mutacGes que possam causar
resisténcia ao tratamento através de métodos como sequenciacao direta, INNOLipa e “fingerprinting”
molecular #2#* (Tabela 1.2).



Tabela 1.2 Comparacéo dos métodos de genotipagem para a detecido de mutagdes. Adaptado de &

. Limite de detecdo de Detetibilidade de
Técnica . . ~ Custos Vantagens | Desvantagens
variantes minoritarias mutagoes
Sequenciagao 20% Mutac¢Ges conhecidas e |Aceitdveis |Standart, Processo
direta novas mutagdes método mais |demorado,
confiavel, menos
deteta eficiente na
mutagoes detecdo de
desconhecidas |populagbes
virais mixas
Ensaio INNOLipa |5% Mutagdes conhecidas Caro Altamente Relativamente
especifico, caro, temum
deteta baixo limite de
mutacdes detecdo
minoritarias,
acessivel
como kit
comercial
Métodos de RFLP (5%) Mutagdes conhecidas Barato Baixos custos |Processo
fingerprinting de analise, demorado,
molecular DGGE (desconhecida) simplicidade |requer um
no design de |design
SSCP (3%) novos ensaios, | especifico
ndo requer para cada
MSSCP (2%) equipamentos |mutante de
avancados interesse

Legenda: RFLP — restriction fragment lenght polymorphism; DGGE — denaturaturating gradient gel electrophoresis;
SSCP - single -strand conformation polymorphism; MSSCP — multitemperature single -strand conformation

polymorphism.

1.11 Populac@es vulneraveis potencialmente expostas a infecdes virais

Os utilizadores de drogas injetaveis (UDI) e os reclusos sdo considerados grupos populacionais
vulneraveis que apresentam comportamentos de risco que aumentam a probabilidade de aquisi¢do de
doencas infeciosas. Devido a diversos fatores, em especial a dificuldade em acederem a estruturas de
salde convencionais, nao existem dados relativos a prevaléncia do VHB, bem como a identificacdo dos
genotipos em circulacdo, nestes grupos populacionais.

1.11.1 Populacao de utilizadores de drogas injetaveis

A populacdo de utilizadores ou ex-utilizadores de drogas injetaveis é considerada ser um dos grupos
populacionais mais afetados por infe¢des virais de transmissdo sanguinea, nomeadamente por VHC,
VIH, e também, VHB. Os comportamentos de inalacdo e partilha de seringas/agulhas contaminadas e
de outros equipamentos de injecdo, muito frequentes nos anos 90 do século passado, conduziram a
disseminag&o destas infecGes, particularmente das infegdes VIH e VHC.
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No caso do VHB, a prevaléncia do AgHBs rondava 0s 19,6% na década de 1990 do século passado, mas
em 2014, essa prevaléncia baixou para 4,75% 26, Diversas causas tém contribuido para o declinio da
prevaléncia destas infecdes viras, nomeadamente o tratamento em unidades de salde nao convencionais,
acesso ao diagnostico precoce, a educacdo para a Saude, bem como a implementacdo de programas de
metadona.

Apos o diagnostico da infecdo viral, muitos individuos adotaram comportamentos para a reducdo de
riscos, ou iniciaram tratamento, melhorando a sua saude e reduzindo o nivel de risco de transmissdo dos
virus 4.

Um dos tratamentos mais acessiveis a estes individuos ¢ a terapia com recurso a agonistas de opidides,
nomeadamente metadona, de modo a combater o vicio destas drogas >, Estes programas de tratamento
oferecem uma oportunidade Unica para interagir com um grande nimero de pessoas muitas vezes dificeis
de contactar e em risco de infecdo “°. Porém, embora haja uma tentativa de diagnéstico precoce das
infecOes virais, a prevaléncia do virus da hepatite B entre os individuos que atendem estes programas
ndo estad bem documentada.

1.11.2 Populacdo de reclusos

A populacdo de reclusos apresenta uma maior taxa de transmissdo de doengas transmitidas sexualmente
e por sangue relativamente a populacdo em geral. Vérios fatores podem ser responsaveis por este
fendmeno, entre eles, 0 baixo estatuto socioeconomico, dificuldade no acesso a servigos de saude e
comportamentos de risco para aquisicdo destas infegdes virais, especialmente observados em homens,
que incluem existéncia de multiplos parceiros sexuais e consumo de drogas injetaveis ’.

De facto, um estudo de 2004 concluiu que cerca de 72,9% dos reclusos em meio prisional foram detidos
por motivos relacionados direta ou indiretamente com posse ou trafico de drogas ilicitas “8. Para além
do mais, em ambiente prisional, existem fatores de risco adicionais que contribuem para a disseminacao
destas infegdes, como a convivéncia de reclusos em espacos com condicOes de lotagdo esgotadas e
sistemas de ventilagdo fracos, assédio sexual, stress psicoldgico e realizacdo de tatuagens e piercings
sem condicdes de higiene e seguranca *’.

A maior parte dos estudos realizados na populacdo de reclusos indicam existir uma maior taxa de
prevaléncia de AgHBs nesta populagdo, quando comparada com a populacéo geral (1,96 — 17,0%). Um
estudo realizado em estabelecimentos prisionais da regido Norte de Portugal revelou uma prevaléncia
de 1,9% para hepatite B. E também necessario salientar que, de acordo com um questionario realizado
em 2005, s6 44% dos reclusos do sexo masculino e 13% dos reclusos do sexo feminino cronicamente
infetados estavam cientes do seu estado de saiide 2. O desconhecimento do seu estado de satde, em
conjunto com 0s comportamentos de risco, constitui um grave risco para a satde publica em geral.
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1.12 Tratamento da infecdo crénica

Atualmente, a terapia utilizada para a gestdo da hepatite B cronica inclui o interferdo alfa peguilado
(Peg-a-INF) e farmacos analogos de nucleosideos (NA) administrados oralmente 1’“°. O objetivo do
tratamento ¢ obter uma “cura funcional” da doenga, definida pela perda do AgHBs, preferencialmente
com o desenvolvimento de anticorpos contra este antigénio (anti-HBs) no soro, a normalizacdo das
enzimas hepéticas, e melhoria da histologia do figado *°.

Globalmente, os NA sdo considerados a melhor escolha. Estes farmacos séo inibidores da transcriptase
reversa de segunda geracdo, assemelhando-se aos nucleosideos de ocorréncia natural e causam a
terminacdo da cadeia de DNA nascente quando s&o integrados. Este grupo de farmacos incluem:
entecavir (analogo de guanosina), lamivudina (analogos da citidina), adefovir, tenofovir (andlogos da
adenosina) e telbivudina (analogo da timidina) 1"*0, Estes farmacos suprimem os niveis de DNA do
VHB, previnem ou revertem a progressao da doenga para cirrose, e reduzem o risco de desenvolvimento
de carcinoma hepatocelular. Por outro lado, o Peg-a-INF é administrado por um curto periodo de tempo
e atua em diferentes fases do ciclo de vida do VHB “.

No entanto, o tratamento da hepatite B tem algumas limitaces. No caso do Peg-a-INF, o seu uso como
a terapia primaria € limitado pela sua baixa eficacia e tolerancia ao interferdo e s6 pode ser utilizado
durante cerca de 48 semanas. No fim deste periodo de tempo de tratamento apenas um terco dos
pacientes pode alcancar uma cura funcional *’. Por outro lado, embora os NA suprimam os niveis de
DNA e previnam a progresséo da doenca, eles ndo atuam diretamente no DNA viral e a sua preservacao
no organismo oferece uma fonte continua de transcritos de RNA viral que impede a eliminagdo de
AgHBs e a cura na maioria dos pacientes. Este facto faz com que o tratamento se prolongue

indefinidamente "*° podendo conduzir a toxicidade cumulativa que pode causar problemas hepéaticos
17,50

Devido as limitagGes do tratamento da hepatite B, novos farmacos tém sido desenvolvidos, embora ainda
nenhum tenha sido aprovado para o tratamento dos pacientes. Entre os novos farmacos desenvolvidos
encontram-se: NA potenciadores que tém como objetivo aumentar a eficacia dos farmacos ja
administrados, e inibidores da ligacdo do VHB aos recetores nas células hepaticos. Outro tipo de terapias
englobam técnicas de edigdo genética de modo a inibir a formagdo do DNA viral, intervengdes que
ativam a resposta imune inata, como agonistas de recetores do tipo Toll, e intervengdes que regulam o
sistema imune adaptativo, como vacinas terapéuticas estdo também a ser investigadas para tratamento
da hepatite B crénica ',

1.13 Mutacdes de resisténcias a farmacos

Outro problema relacionado com a terapia com recurso a analogos de nucleosideos é o desenvolvimento
de resisténcias. Atualmente as resisténcias a NA podem ser divididas em quatro categorias, as quais
podem ser agrupadas em dois grupos: mutagdes classicas e mutacdes ndo classicas 5.

O grupo das mutagOes classicas é constituido pela primeira categoria de mutacdes, denominada de
mutacbes de resisténcia primaria em que a alteracdo de aminoacidos resulta na reducdo da
suscetibilidade ao agente antiviral, e pela segunda categoria de mutagdes, denominada de mutacfes de
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resisténcia secundaria, que engloba substituicdes de aminoécidos que restauram defeitos funcionais na
atividade de transcriptase reversa do VHB causados pela resisténcia primaria 552, O grupo das mutagdes
ndo classicas é formado pela terceira categoria de mutagdes, denominada de mutagdes de resisténcia
putativas que se podem relacionar com um tratamento prolongado com NA, e a quarta categoria,
mutacdes que podem ser detetadas antes do inicio do tratamento. Porém, ao contrario das mutacdes
classicas ndo existem muitos dados sobre a resisténcia fenotipica nem € conhecido o significado clinico
deste Ultimo grupo de mutagdes ndo classicas °.

De acordo com a literatura foram identificados oitos coddes associados a mutacdes de resisténcia
priméria (rtl169T, rtA181T/V, rtT184S/C/IG/A, rtAl194T, rtS202G/C/l, rtM204V/1, rtN236T e
rtM250V) e trés coddes associados a mutacdes de resisténcia secundaria (rtL80I, rtV173L e rt180M),
localizados na regido da transcriptase reversa (RT) do genoma VHB 2, estando as mutagdes associadas
a um determinado farmaco.

O entecavir é um dos farmacos mais utilizados no tratamento da hepatite B devido a sua elevada barreira
genética, ou seja, € necessario um grande numero de mutagdes para que ocorra uma diminuicdo
significativa da suscetibilidade ao farmaco. No caso especifico de resisténcia ao entecavir, sera
necessario que inicialmente ocorra a mutacdo priméaria rtM204V/I, seguida de uma ou mais das
mutacdes primarias seguintes: rtI169T, rtT184A/G/I/S, rtS202G/1 ou rtM250V. A combinagdo destas
mutacdes diminui 100x a suscetibilidade ao farmaco. Para além disso, a este farmaco também foram
relacionadas a mutagéo secundaria rtL180M/C 5354,

Outro farmaco com uma alta barreira genética é o tenofovir, sendo que ainda nenhuma mutacao
genotipica especifica foi associada a esta droga 5. Em 2020 Thai e colaboradores sugeriram que a
capacidade das estirpes VHB persistirem na presenca de tenofovir € uma caracteristica complexa
geneticamente associada com mutacOes em varios locais do genoma do VHB . Esta afirmacédo pode
ser corroborada por dados publicados num artigo em 2019 onde Park e colaboradores mostraram que a
presenca da mutacdo quadrupla CYEI (rtS106C [C], rtH126Y [Y], rtD134E [E] e rtL2691 [I]) conferiu
uma completa resisténcia do VHB ao farmaco tenofovir, e que a mutacgdo tripla CYE resulta numa
diminuicéo da suscetibilidade do virus ao farmaco .

Os farmacos adefovir e telbivudina tém uma barreira genética intermédia. Ao adefovir foram associadas
as mutaces de resisténcia primarias rtA181T/V e rtN236T, que diminuem a suscetibilidade ao farmaco
entre 5x a 10x, e & telbivudina foram associadas as mutagdes primarias rtA181T/V e rtM2041/V, e
mutacdo de resisténcia secundaria rtL80I/V 5354,

Por fim, a lamivudina tem uma baixa barreira genética, sendo que 70% dos pacientes tratados adquirem
resisténcia ao fim de cinco anos, apresentando as mutacdes de resisténcia secundarias rtL801/V, rtV173L
e rtL180M/C, e as mutacdes de resisténcia primarias rtA181T/V e rtM204V/1/S associadas, e esta Ultima
diminui a suscetibilidade ao farmaco em 1000x 5354,

1.14 Impacto da vacinacdo no mundo e em Portugal

Devido a baixa taxa de eficacia do tratamento, a luta contra o VHB baseia-se maioritariamente na sua
prevencdo, a qual é feita principalmente através da vacinacao, que apresenta uma eficicia descrita de 95
a 99% %8, Esta vacina foi criada na década de 80 do século passado e é administrada no inicio da
infancia °2, sendo este 0 método de imunizacdo mais eficaz. Por essa razdo, em 1997 a Organizacéo
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Mundial de Salde recomendou que a vacina contra o VHB fosse incluida nos programas nacionais de
vacinacdo dos paises para serem administradas a criancas 8.

Atualmente, 190 estados-membros instituiram a vacinagdo global contra a hepatite B. Esta imunizacdo
é efetuada com a administracdo de trés doses da vacina a criangas, sendo que, em 2020, a taxa de
cobertura global da vacina para hepatite B era de 83%. Destes 190 estados-membros, s6 113
introduziram a administracdo da primeira dose da vacina a recém-nascidos durante as primeiras 24 horas
de vida, em 2020, a taxa de cobertura global nestes 113 paises era de 42%, com uma taxa de cobertura
de 84% nos paises da regido do Pacifico Oeste, e s6 de 6% na regido de Africa .

Em Portugal, a vacina contra a hepatite B esta integrada no Programa Nacional de Vacinagdo desde
1994 e, sequindo as indicagdes da OMS, desde 2000 que comegou a ser administrada a todos o0s recém-
nascidos com o esquema de administracdo de trés doses: a primeira dada nas primeiras 24h de vida, a
segunda aos dois meses e a terceira aos seis meses de vida. Em 2018, a taxa de cobertura vacinal contra
0 VHB aos 12 meses era de 98% °’.
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2 Enquadramento e objetivos do estudo

A infecdo pelo VHB ¢é uma das principais causas de cirrose e carcinoma hepatocelular e afeta milhares
de pessoas mundialmente, sendo por isso considerada um grave problema de salde publica,
particularmente sentido nos paises em desenvolvimento onde ainda ndo foi implementada a vacinacéo
contra a hepatite B na populacdo em geral. Atendendo as vias de transmissdo do VHB, existem grupos
populacionais que potencialmente possuem uma maior probabilidade de serem expostos ao virus e
adquirirem a infecdo por VHB, nomeadamente os utilizadores de drogas injetaveis. Os comportamentos
de risco como relagdes sexuais desprotegidas e a partilha de material contaminado, como seringas ou
agulhas utilizadas no consumo de drogas, tatuagens e piercings podem ser as vias de transmissao do
VHB. E também reconhecido que uma parte significativa dos reclusos distribuidos em estabelecimentos
prisionais no pais sao individuos detidos por consumo ou posse de drogas ilicitas ndo sendo excluidos
comportamentos de risco associados a potencial aquisicdo da infe¢do por VHB, ou de outras infecdes
virais infeciosas.

Em Portugal, a vacinagdo da Hepatite B foi introduzida no Plano Nacional de Vacinagdo em 1994. Desde
2000 que ¢é administrada a todas as criangas, sendo a primeira dose dada logo aos recém-nascidos nas
primeiras 24h de vida. Embora tenha havido um esfor¢o para combater a disseminacdo deste virus,
através da vacinagdo, ainda existem individuos ndo vacinados, muitos integrados em grupos com
comportamentos de risco cuja prevaléncia da infecdo e determinacdo de gendtipos do VHB em
circulagdo nao é conhecida. Para além do mais, o aparecimento de mutantes virais com capacidade de
se evadir da acdo protetora da vacina pode ser um problema bastante real que dificulta a eliminagédo
deste virus da populagdo. Assim sendo, o diagndstico e a caracterizacdo molecular do VHB com a
possivel vigilancia epidemioldgica de variantes virais na populacao infetada continuam a ser de extrema
importancia para permitir tratamento precoce e monitorizagdo desta infecdo, e ainda contribuir para
alcangar a meta tracada pela OMS de eliminacdo das hepatites virais até 2030.

O presente estudo teve como principal objetivo conhecer a prevaléncia do VHB numa populacéo de 171
UDI frequentadores do programa de metadona desenvolvido em unidades de salde moveis da cidade de
Lisboa, com anticorpos para VHC, e identificar os gendtipos em circulagdo numa populacdo de 41
reclusos retidos em instituicdes prisionais de diferentes regides do pais com diagndstico de hepatite B.

Foram ainda estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1. Caracterizar os grupos populacionais estudados com base em variaveis demograficas
epidemioldgicas, clinicas, educacionais e socioeconémicas conhecidas e de acordo com 0s
critérios de selecdo dos individuos.

2. Determinar a prevaléncia da infecdo por VHB na populacdo de UDI em estudo através do uso
de técnicas de rastreio e moleculares

3. Classificar os genétipos de VHB para os casos diagnosticados na populacao de reclusos, através
da anélise de sequéncias das regifes S e Core do VHB com recurso & construcdo de arvores
filogenéticas

4. Analisar posicdes aminoacidicas especificas nas sequéncias da RT obtidas para identificar
alteracdes que possam conduzir a resisténcias ao tratamento da hepatite B
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3 Materiais e métodos

3.1 Selecao e caracterizacdo de grupos populacionais em estudo

3.1.1 UDI nascidos em Portugal e fora de Portugal

No presente estudo foi selecionada uma amostra de conveniéncia constituida por plasmas de individuos
frequentadores do programa de substituicdo de metadona desenvolvido em Unidades de Saude Movel
na cidade de Lisboa. A maioria era utilizadora ou ex-utilizadora de drogas injetaveis ou inaladas (UDI),
tendo sido exposta a infegédo por VHC no passado %. Esta amostra de conveniéncia foi distribuida por
dois subgrupos: um subgrupo de 140 UDI de naturalidade portuguesa com idade superior a 45 anos
(nascidos antes de 1971) altura em que a vacina para VHB ainda ndo estava disponivel, e um subgrupo
de 31 UDI de individuos de qualquer idade, nascidos fora de Portugal (europeus, asiaticos, americanos
e africanos). As amostras foram recebidas no laboratdrio entre julho de 2015 e maio de 2016. O
consentimento informado dos individuos foi obtido através dos psicdlogos e assistentes socias da equipa
da Associacdo de Recuperacdo de Toxicodependentes - Ares do Pinhal que apoiam diariamente os
frequentadores do programa de metadona.

A informagdo disponivel para a caracterizagdo das amostras de UDI em estudo incluiu sexo, idade,
naturalidade, utilizag&o de drogas ilicitas (injetaveis ou ndo), consumo de alcool, diagndstico de hepatite
C cronica ou resolvida, e ainda, valores dos marcadores bioquimicos do figado.

3.1.2 Reclusos

O segundo grupo populacional em estudo incluiu uma selecdo de 47 amostras obtidas de 41 de
individuos detidos em instituicdes prisionais da regido de Lisboa e do Norte do pais, com infecdo de
hepatite B ativa (seis amostras colhidas aos mesmos individuos em diferentes periodos de tempo). As
amostras foram recolhidas em laboratério entre janeiro de 2017 e setembro de 2021. A realizacéo do
estudo de Hepatite B obteve a aprovacio da Comissdo de Etica do Instituto Nacional de Satde Doutor
Ricardo Jorge.

A caracterizacdo da populacdo de reclusos incluiu sexo, idade, naturalidade, estabelecimento prisional,
e valores de carga viral (Anexo 1).

3.2 Organigrama da metodologia desenvolvida no estudo

As amostras correspondentes a UDI de naturalidade portuguesa foram inicialmente rastreadas pela
pesquisa de antigénio AgHBs utilizando pools de plasma. As amostras dos restantes UDI selecionados
gue nasceram fora de Portugal foram diretamente submetidas a metodologia molecular, tal como as
amostras correspondentes a reclusos que apresentavam infecdo ativa para VHB. Esta estratégia foi
delineada atendendo ao nimero de amostras a testar, disponibilidade de reagentes no laboratério e limite
de tempo para executar o programa de trabalhos.
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A metodologia molecular aplicada diretamente a plasmas individualizados correspondentes a cada um
dos individuos comecou pela extragdo do DNA, seguida da amplificacdo da regido S do VHB (12 linha
de primers) ou da regido Core do VHB (22 linha de primers). Posteriormente, foi feita a visualizacdo
dos resultados por eletroforese em gel de agarose, purificacdo e sequenciacdo dos produtos de PCR
obtidos e respetiva analise bioinformatica das sequéncias com construcdo da arvore filogenética para

genotipagem do VHB (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Organigrama descritivo da metodologia utilizada para determinar a prevaléncia e identificar os
gendtipos do VHB nos grupos populacionais estudados

17



3.3 Elaboracéao de pools de plasma e rastreio do AgHBs

De modo a apurar o efeito da diluicdo de amostras aquando testadas em pools foram consultados estudos
na literatura em que foi realizado este procedimento para a pesquisa de AgHBs. Rabenau e colaboradores
em 1996, analisaram a presenca de AgHBs em sete pools, cada uma constituida por cerca de 14 000
amostras. Os resultados obtidos mostraram existir uma diminuicdo da sensibilidade do teste explicada
pela formacéo de complexos antigénio-anticorpo nas pools 1. Por outro lado, Mele e colaboradores em
2000, realizaram testes de validacdo para o uso de pools de plasma, sendo estas criadas com elevado
numero de amostras (entre 5 000 e 10 000 plasmas). Neste estudo, mais uma vez foi verificada a
diminuicdo da sensibilidade do teste, no entanto, observou-se que amostras com baixa reatividade para
AgHBs eram ainda identificadas através de pools de 5 000 plasmas ©2.

Tendo em conta os resultados dos estudos acima descritos, optou-se pela elaboracdo de pools para
rastreio de AgHBs nas amostras de UDI de naturalidade portuguesa (n = 140) incluidas no presente
estudo. As pools criadas continham dez plasmas de dez individuos diferentes (25 pl de cada amostra
perfazendo um volume final total de 250 ul) sendo o total das 14 pools sujeitas a uma pesquisa de
AgHBs utilizando o kit “ARCHITECT HBsAg Qualitative Il Reagent Kit” (Abbott Laboratories,
Chicago, EUA) com recurso ao analisador automatico de imunoensaios Architect Plus (Abbott
Laboratories, Chicago, EUA).

Os plasmas que constituiram as pools testadas com resultados de AgHBs negativos foram considerados
negativos para infe¢cdo VHB. Pools com resultados positivos foram desdobradas nos respetivos plasmas
que as constituiram, sendo cada um deles submetido a metodologia molecular iniciada pela extragdo do
DNA para identificacdo dos casos positivos de VHB.

3.4 Extracdo do DNA VHB

Os plasmas correspondentes aos UDI nascidos fora de Portugal e aos reclusos foram submetidos
individualmente e diretamente ao procedimento de extracdo de DNA VHB. A extracdo do DNA foi
realizada com o kit “QIAamp® DNA Mini Kit” (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as
recomendacdes gerais do fabricante. Foram feitas pequenas alteracfes relativamente ao volume de
plasma inicial a extrair, sendo ajustado o volume de tampdo de lise e de proteinase K a usar, mantendo
as proporcdes descritas no procedimento do fornecedor. Deste modo, apenas para as amostras com carga
VHB baixa (< 1000 Ul) foi extraido DNA VHB partindo de um volume de plasma de 400 pl. Para todas
as restantes amostras com valores de carga viral para VHB superiores a 1000 Ul a extracdo de DNA foi
feita a partir de 200 pl de plasma.

Os plasmas foram lisados com tampé&o de lise e proteinase K, homogeneizados num vortex durante 15
segundos e incubados num banho seco a 56 °C durante 10 minutos, seguindo-se a precipitacdo do DNA
com etanol.

Cada uma destas amostras preparadas foi transferida para uma coluna do kit, com o respetivo tubo de
recolha, e centrifugada a 8 000 rpm (5415D Digital Centrifuge, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)
durante um minuto a temperatura ambiente (T.A), sendo posteriormente o tubo de recolha descartado e
a coluna com o DNA ja fixado colocada num novo tubo.

De seguida, procedeu-se a duas lavagens consecutivas da amostra com o tampéo de lavagem AW1 e
AW?2, sendo feita uma centrifugacdo (8 000 rpm durante um minuto, e 13 200 rpm durante 3,5 minutos
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pos a adicdo de cada um dos tampdes, respetivamente). O tubo de recolha foi substituido apds cada uma
das lavagens.

Por fim, foi adicionado a coluna 25 pl tampdo de eluicdo AE, tendo este sido incubado, na coluna,
durante um minuto a T.A. De modo a eluir o DNA retido na coluna esta foi centrifugada a 8 000 rpm
durante um minuto. Este passo foi repetido, mantendo as mesmas condigdes, sendo transferido o volume
final de 50 pl de eluido obtidos para um tubo de rosca de fundo cénico devidamente identificado e
conservado a menos 20 °C até a sua utilizacéo.

3.5 Amplificacdo de fragmentos genémicos do VHB

Todas as amostras extraidas foram submetidas a amplificacdo da regido S (nt 155-835) do VHB por
nested PCR. As amostras em que nao foi possivel amplificar com sucesso a regido S foram submetidas
amplificacdo da regido Core (nt 1814-2452) do VHB por nested PCR. Todos primers utilizados foram
obtidos a partir de um stock com uma concentrac¢do de 100 pM, diluidos em aliquotas de 10 uM para as
solugdes de trabalho utilizadas nas reagdes de amplificacao.

Nos protocolos de amplificagdo foram também adicionados controlos positivos e negativos, de modo a
validar os protocolos experimentais realizados e controlar a eventual ocorréncia de contaminages.

3.5.1 Caracterizacdo dos primers selecionados para o estudo

Na amplificacdo de fragmentos alvo do genoma de VHB por nested PCR foram utilizados primers
descritos em Osiowy et al., 2011 %, Para a regido S utilizaram-se dois primers externos, HBVpolyDF
(direto) e HBVpolyDR (reverso) na primeira ronda de amplificagéo e dois primers internos HBVsFOLlin
(direto) e HBVR743as (reverso), na segunda ronda de amplificacéo.

Para a regido Core, foram utilizados dois primers externos, HBVC2f (direto) e HBVC2r (reverso) na
primeira ronda de amplificagdo e dois primers internos HBVSurvCF (direto) e HBVSurvCR (reverso),
na segunda ronda de amplificacéao.

As caracteristicas dos primers e a sua localizacdo no genoma determinada a partir da sequéncia de
referéncia NC_003977.2 encontra-se descrita na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 Caracterizacdo dos primers para amplificacdo das regides alvo do genoma VHB

= g Designacdo dos SR () Posi¢do no Tamanho do
primers genoma (nt) | fragmento (pb)
PolRT HBVpolyDF CCTGCTGGTGGCTCCAGTTCAG 58-79 1140
HBVpolyDR GCCAAGTGTTTGCTGACGCAAC 1177-1198
12 linha de
primers
s HBVsFOlin ACCCTGYRCCGAACATGGA 143-161 758
HBVR743as CAACTCCCAATTACATARCCCA 880-901
HBVC2f ATGGMRACCACCGTGAACGC 1610-1629 869
HBVC2r YCCCACCTTATGWGTCCAAGG 2459-2479
2% linha de
. Core
primers
HBVSurvCF GGCTTTRGGGCATGG 1892-1906 507
HBVSurvCR GACGCGGYGATTGAG 2405-2419

3.5.2 Condic6es da mistura de reacéo

a) Para as amostras da populagdo de UDI portugueses

Para amplificacdo das regides Pol/RT e S do VHB utilizou-se a enzima AmpliTag® Gold DNA
polymerase (Applied Biosystems, Waltham, EUA) em ambas as rondas de amplificagéo.

Na primeira ronda de amplificacdo, para além da enzima, a mistura de reacdo consistiu na adigdo dos
primers externos HBVpolyDf e HBVpolyDr com concentragfes de 10 UM, agua ultrapura, e os restantes
componentes necessarios para a reacdo (Tabela 3.2). Seguidamente foram adicionados 10 pl de DNA,
perfazendo um volume final de 50 pl.

Para a segunda ronda de amplificacdo foi usada uma mistura de reacdo semelhante a mistura acima
descrita, e usados os primers internos HBVsF01lin e HBVR743as. Foram adicionados 2 pl do produto
amplificado na primeira ronda de amplifica¢éo perfazendo um volume total de reacdo final de 25 pl.

As misturas de reacdo e os programas de amplificacdo estdo descritos respetivamente nas Tabelas 3.2 e

3.3.
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Tabela 3.2 Mistura de reagdo utilizada na amplificagdo de fragmentos das regides Pol/RT (12 ronda) e S (2% ronda) do VHB em

amostras da populacéo de UDI nascidos em Portugal

Primeira ronda - Primers externos Segunda ronda - Primers internos
Volume de Stock de Volume de
Stock de reagentes ~ ~
reacdo (uL) reagentes reacdo (uL)
10x PCR Buffer 5 10x PCR Buffer 2,5
25 mM MgCI2 5 25 mM MgCl, 2,5
10 mM dNTPs 1 10 mM dNTPs 0,5
10 uM Primer 5 10 uM Primer 1
(HBVpolyDf) (HBVsFO1lin)
10 UM Primer 9 10 uM Primer 1
(HBVpolyDr) (HBVR743as)
5U/ul Tag Gold 0,25 5U/uL Taq Gold 0,125
H20 24,75 H.O 15,375
Amostra de DNA extraido de plasma: Amostra de produto de 1% ronda
10 pL PCR: 2 uL
Volume final de reagdo: 50 puL Volume final de reacdo: 25 pL

Tabela 3.3 Programa de amplificagdo das regides Pol/RT (12 ronda) e S (2% ronda) do VHB em amostras da populacéo de UDI

nascidos em Portugal

12 ronda de amplificacéo

Desnaturacdo inicial 95 °C, 5 min x1
Etapas de 94 °C, 30 seg; 50 °C, 30 seq; 72°C, 45 seg X5
amplificacdo 94 °C, 30 seg; 55°C, 30 seg;72 °C, 45 seg x35
Extensdo 72 °C; 7 min x1
22 ronda de amplificacéo
Desnaturacdo inicial 95 °C, 10 min x1
95 °C, 30 seg; 45 °C, 45 seg; 72°C, 45 seg

SEES D 95°C, 30 seq: 45 °C + 0,3 °C/ciclo, 45 seg; 72°C, 45 22
amplificacdo seg x20
Extensao final 72 °C; 7 min x1

b) Para as amostras da populacdo de UDI nascidos fora de Portugal

Na primeira ronda de amplificagéo foi utilizado o sistema “illustra™ puReTaq Ready-To-Go™ PCR
Beads” (GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra). Este sistema ¢ composto por microtubos
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contendo microesferas de reagentes liofilizados aos quais se adicionam os primers referentes a reacao
de amplificacdo pretendida e agua ultrapura, de modo a reconstituir para um volume final de 25 pl. Apds
a efetuada a reconstituicdo obtém-se uma solucdo com a concentracdo final 200 uM dNTP, Tris-HCl a
10 pM, KCI a 50 mM, MgCl,a 1,5 mM, e 2,5 U de PuRe Tag DNA polimerase. Aos microtubos
contendo as microesferas foram adicionados os primers externos HBVpolyDf e HBVpolyDr com
concentracdes de 10 uM e perfez-se o volume com 15 pl agua ultrapura, sendo posteriormente
adicionados 10 pl de DNA.

Para a segunda ronda de amplificacdo recorreu-se novamente a enzima AmpliTag® Gold DNA
polymerase. A mistura de reacdo consistiu, para além da enzima, dos primers internos HBVsF01lin e
HBVR743as com as concentracfes de 10 puM, de &gua ultrapura, bem como dos restantes componentes
necessarios a reacao (Tabela 3.4), sendo posteriormente adicionados 2 pl do produto proveniente da
primeira ronda de amplificagdo. Esta mistura de reagdo foi feita para um volume de reagdo final de 25

pl.

As misturas de reagdo e os programas de amplificacdo estdo descritos respetivamente nas Tabelas 3.4 e
3.5.

Tabela 3.4 Mistura de reacéo utilizada na amplificacdo das regies Pol/RT (12 ronda) e S (2% ronda) do VHB em amostras da
populacéo de UDI nascidos fora de Portugal

Primeira ronda - Primers externos Segunda ronda - Primers internos
Volume de Stock de Volume de
Stock de reagentes ~ ~
reacao (uL) reagentes reacao (uL)
10 uM Primer
(HBVpolyDf) 1 10x PCR Buffer 2,5
10 uM Primer
(HBVpolyDr) 1 25 mM MgCl; 2,5
H-O 13 10 mM dNTPs 0,5
10 uM Primer 1
(HBVsFO1lin)
10 UM Primer 1
(HBVR743as)
5U/uL Taqg Gold 0,125
H-0 15,375
Amostra de DNA extraido de Amostra de produto de 12 ronda
plasma: 10 pL PCR: 2 uL
Volume final de reacéo: 25 uL Volume final de reacéo: 25 uL
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Tabela 3.5 Programa de amplificacéo das regides Pol/RT (12 ronda) e S (22 ronda) do VHB em amostras da populagéo de UDI
nascidos fora de Portugal

12 ronda de amplificacdo

Desnaturacdo inicial 95°C, 5min x1
Etapas de 95 °C, 30 seg; 50 °C, 30 seg; 72°C, 45 seg x5
amplificacdo 95 °C, 30 seg; 55 °C, 30 seg; 72 °C, 45 seg x35
Extensédo final 72 °C; 7 min x1

2% ronda de amplificacdo

Desnaturagdo inicial 95°C, 5 min x1
Amplificagéo 94 °C, 30 seg; 55 °C, 30 seg; 72°C, 40 seg x35
Extensao final 72 °C; 7 min x1

c) Para as amostras da populagéo de reclusos

O protocolo de amplificagdo usado para o estudo de amostras de reclusos foi semelhante ao utilizado
para amostras de UDI estrangeiros (Ver a tabela 3.4 e 3.5). No entanto, uma segunda abordagem foi
implementada para as amostras de reclusos que ndo amplificaram para a regido S do VHB, sendo por
isso usados primers de segunda linha com alvo na amplificagéo da regido Core do VHB.

Para amplificacdo da regido Core do VHB utilizou-se a enzima AmpliTag® Gold DNA polymerase, ja
anteriormente usada, em ambas as rondas de amplificagéo.

Na primeira ronda de amplificacdo da regido Core, a mistura de reacdo consistiu, para além da enzima,
dos primers externos HBVC2f e HBVC2r com concentra¢fes de 10 M, agua ultrapura, e os restantes
componentes necessarios para a reacao (Tabela 3.6). Seguidamente foram adicionados 10 pl de DNA,
perfazendo um volume de reagéo final de 25 pl.

Para a segunda ronda de amplificagdo da regido Core, a mistura de reacdo foi semelhante a acima
descrita, exceto os primers adicionados que, neste caso, foram os primers internos HBVSurvCF e
HBVSurvCR. A mistura de reacio foram adicionados 2 pl do produto amplificado na primeira ronda de
PCR perfazendo um volume de reacdo final de 25 pl.

As misturas de reagéo e os programas de amplificacio para a regido Core estdo descritos respetivamente
nas Tabelas 3.6 e 3.7.
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Tabela 3.6 Mistura de reacéo utilizada na amplificagdo de fragmentos Core do VHB em amostras da populagdo de reclusos

Primeira ronda - Primers externos Segunda ronda - Primers internos
Volume de Stock de Volume de

Stock de reagentes ~ ~
reacdo (uL) reagentes reacdo (uL)

10x PCR Buffer 2,5 10x PCR Buffer 2,5

25 mM MgCl; 2,5 25 mM MgCl; 2,5

10 mM dNTPs 0,5 10 mM dNTPs 0,5

10 uM Primer 1 10 uM Primer 1

(HBVC2f) (HBVSurvCF)

10 uM Primer 1 10 UM Primer 1

(HBVC2r) (HBVSurvCR)

5U/uL Taq Gold 0,125 5U/uL Taq Gold 0,125

H.0 7,375 H.O 15,375

Amostra de DNA extraido de plasma: Amostra de produto de 12 ronda

10 uL PCR: 2 uL
Volume final de reagdo: 25 pL Volume final de reagéo: 25 pL

Tabela 3.7 Programa de amplificagdo de fragmentos Core do VHB em amostras da populagdo de reclusos

12 ronda de amplificacéo
Desnaturagdo inicial 95°C, 10 min x1
Etapgs de~ 94 °C, 30 seg; 55 °C, 30 seg; 72°C, 40 seg x40
amplificacdo
Extensdo final 72 °C; 7 min x1
22 ronda de amplificacdo
Desnaturagdo inicial 95 °C, 5 min x1
Etapas de 94 °C, 30 seg; 45 °C, 30 seg; 72°C, 40 seg x35
amplificacdo
Extensao final 72 °C; 7 min x1

3.6 Visualizacdo dos produtos submetidos a amplificacdo

Todos os produtos da segunda ronda de amplificacio obtidos foram observados por eletroforese em gel
de agarose a 1,8% em tampdo TAE 1x contrastado com o corante Sybr® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, Waltham, EUA) de forma a ser possivel a visualizagéo dos fragmentos sob luz ultravioleta.
A cada poco do gel foi adicionada uma mistura contendo 5 pl da amostra amplificada e 2 pl do corante
azul de bromofenol. Para estimar a massa molecular dos fragmentos obtidos foi adicionado um marcador
de referéncia que consistiu numa amostra de controlo de qualidade que apresentava banda
correspondente a um fragmento de massa molecular igual ao esperado. A eletroforese foi efetuada para
uma voltagem média de 120V e durante um tempo médio de corrida de uma hora.
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Apbs a corrida eletroforética, os produtos foram visualizados com recurso ao transiluminador
ultravioleta “Gel Doc XR System” (Bio-Rad, Califérnia, EUA) e a posi¢do das bandas no gel foi
comparada com a posicao da banda do marcador observada. As amostras amplificadas que apresentavam
banda numa posicdo semelhante & do marcador de referéncia foram selecionadas para serem purificadas
e sequenciadas.

3.7 Purificacio e sequenciacdo dos produtos amplificados

Os fragmentos de interesse foram purificados de modo a eliminar o excesso de reagentes que ndo tenham
sido gastos durante a amplificacdo e impedir que estes interferissem com a reagdo de sequenciacdo. A
purificacdo foi feita utilizando 2 ul do enzima “ExoSap-IT Clean-UP Kit” (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Inglaterra) adicionados a 5 ul do produto amplificado. De seguida, os tubos contendo
esta mistura foram colocados num termociclador e sujeitos a uma incubagdo a 37 °C durante 15 minutos,
seguida da inativagdo do enzima a 80 °C durante 15 minutos.

A sequenciagdo dos produtos purificados foi feita com recurso ao kit “BigDye™ Direct Cycle
Sequencing Kit” (Applied Biosystems, Waltham, EUA), seguindo as recomendacdes gerais do
fabricante.

A mistura foi constituida pelo reagente “BigDye”, pelo primer a 1 pM (direto ou reverso, usado na
segunda reagdo de amplificagdo), e do tampéo de sequenciacdo (Applied Biosystems, Waltham, EUA),
sendo o volume final da mistura de reagdo de 10 pL ajustado com &gua ultrapura.

A mistura de reacdo e o programa de sequenciacdo estdo descritos respetivamente, nas Tabela 3.8 e 3.9

Tabela 3.8 Mistura de reagdo para sequenciacdo dos fragmentos de interesse amplificados para VHB

Volume de

Stock de reagentes reacao (ul)

12 linha de primers 1 pM Primer / tubo de reacéo
(HBVsFOlin ou HBVR743as) 1
1 uM Primer / tubo de reacéo

. .
2 linha de primers 15\ /1,ryCE ou HBVSUIVCR)

Big Dye 1
H,0 AJustadq ao
volume final
Sequencing buffer 5x 2

Amostra de purificado: volume variavel

Volume final de reagdo: 10 pL
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Tabela 3.9 Programa de sequenciacéo dos fragmentos amplificados do genoma VHB

Desnaturacdo inicial 96 °C, 4 min x1
0 . 0, . 0

Etapas de amplificacdo 96°C, 10 seg; S?niﬁ, 5seg; 60°C, 4 x25

Extensao final 60 °C; 8 min x1

Apbs a corrida do programa de sequenciagdo, as amostras foram entregues a Unidade de Tecnologia e
Inovacdo (UTI) do INSA, para serem corridas no equipamento de sequenciacdo automatica. As
sequéncias foram posteriormente enviadas para o laboratdrio para a sua analise.

Todas as sequéncias obtidas para as regides S e Core do VHB neste estudo foram submetidas no
GenBank com o nimero de acesso ON506925 e do nimero de acesso ON506695 a ON506741.

3.8 Analise bioinformatica das sequéncias

3.8.1 Alinhamento e construcdo de sequéncias de consenso

As sequéncias obtidas foram visualizadas e corrigidas com o auxilio do software Chromas, versdo 2.6.6.
De seguida, foram alinhadas com o programa BioEdit, versdo 7.2.5, de modo a construir as sequéncias
consenso para cada amostra e para cada regido genémica do VHB em andlise. Para cada posicao de
nucleotideo, foi considerado o nucleotideo correspondente ao pico de maior intensidade. No caso de
serem observados dois picos sobrepostos, o codigo de nucleotideos IUPAC foi usado para descrever a
degenerescéncia das regides consenso (Anexo 2). As sequéncias de consenso obtidas foram inicialmente
classificadas por Blast utilizando a base de dados NCBI ® e a base de dados do VHB, HBVdb .

3.8.2 Alinhamento e construcao das arvores filogenéticas

Para a classificacdo molecular mais detalhada das sequéncias obtidas para cada amostra e regido
gendmica do VHB foi efetuado um alinhamento de sequéncias de consenso com sequéncias de
referéncia depositadas nas bases de dados correspondendo a diferentes genétipos do VHB em circulagdo
na Europa, Africa e América do Sul usando o programa BioEdit, verso 7.2.5.

A construcdo das arvores filogenéticas para cada regido genémica do VHB em estudo foi feita
recorrendo ao software MEGA 11 selecionando o método Neighbor-Joining e 0 modelo de Kimura a
dois parametros. De modo a avaliar a robustez dos ramos da arvore, utilizou-se o método de
bootstrapping com base em 1000 réplicas sendo considerados estatisticamente significativos os valores
de bootstrap quando iguais ou superiores a 70%.
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3.8.3 Identificacdo de mutacdes de resisténcia a tratamento

A anédlise das mutacBes de resisténcia foi realizada através da do alinhamento das sequéncias de
aminoacidos da regido RT para as amostras em estudo com o auxilio do software informatico BioEdit,
versdo 7.2.5. As alteracdes de aminoécidos descritas como estando associadas com a resisténcia ao
tratamento da hepatite B foram analisadas nas posicdes 80, 169, 173, 180, 181, 184, 194, 202, 204, 236
e 250 da transcriptase reversa.
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4 Resultados

4.1 Caracterizacao da populagdo de UDI estudada (nascidos em Portugal e
fora do pais)

4.1.1 Andlise demografica, socioecondmica e educacional

Na populacéo total de UDI estudada observou-se uma maior prevaléncia de individuos do sexo
masculino nos dois subgrupos formados. Dos 140 UDI nascidos em Portugal, 113 (80,7%) individuos
eram do sexo masculino e 27 (19,3%) eram do sexo feminino. Na subpopulacéo de 31 UDI nascidos
fora de Portugal, 21 (67,7%) eram homens e 10 (32,3%) eram mulheres.

Dentro da subpopulacdo de UDI portugueses nascidos antes do ano de 1971, as idades variaram entre
45 e 64 anos, com idade média de 50,3 anos. A distribui¢cdo dos individuos por cada classe etéria
encontra-se descrita na Figura 4.1.

100%
90%
80%
70%
60%

30% 44.3%

40%
30%
20%
10%

1.4%
0%

[40-49] [50-50] [60-69]

Figura 4.1 Distribuicdo de individuos UDI de naturalidade portuguesa por classes etarias

Por outro lado, na subpopulagéo de UDI nascidos fora de Portugal, a selecéo dos individuos para anélise
ndo foi dependente da idade, sendo que estas variaram entre 31 e 55 anos, com uma média de 42,1 anos
de idade. A distribuicdo dos individuos por cada classe etaria encontra-se descrita na Figura 4.2.
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Figura 4.2 Distribuicéo de individuos UDI de naturalidade estrangeira por classes etarias

Dos 31 UDI nascidos fora de Portugal, observou-se que a maioria dos individuos eram naturais do
continente africano, sendo oito (25,8%) de Angola, quatro (12,9%) de Mocambique e dois (6,5%) de
Cabo-Verde. Dos restantes individuos, verificou-se a proveniéncia de UDI do continente europeu, sendo
quatro (12,9%) de Espanha, trés (9,7%) de Franca, um (3,2%) da Roménia e quatro (12,9%) da Ucrania;
do continente asiatico, foram incluidos dois (6,5%) individuos da Russia e um (3,2%) da Arménia; e
ainda do continente americano, dois (6,5%) individuos do Brasil (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 Distribuicdo dos UDI nascidos fora de Portugal pelos diferentes continentes de origem

Europa | Africa | América | Asia Total
NUmero de individuos 12 14 2 3 31
Proporcdo de
individuos na
populagéo (%) 38,7 45,2 6,5 9,7 100

Em ambos os subgrupos populacionais estudados, verificou-se que a maioria dos individuos ndo tinha
concluido o ensino basico (ndo concluiram o 9° ano de escolaridade) e foi observada uma baixa
percentagem de UDI que concluiu o ensino superior (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Distribui¢do dos UDI nascidos em Portugal e fora de Portugal de acordo com o seu nivel educacional

Nao terminou | Ensino Ensino Ensino Nao
ensino basico | basico |[secundario | Superior | respondeu Total
Numero de individuos nascidos
em Portugal (n, %) 79 (56,4) 42 (30,0) | 12(8,6) | 6(4,3) 1(0,7) | 140 (100,0)
Numero de individuos nascidos
fora de Portugal (n, %) 14 (452) | 7(226) | 6(194) | 3(9,7) | 1(32) | 31(100,0)
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Observou-se que em ambos os subgrupos populacionais estudados a grande maioria dos individuos eram
desempregados (mais de 70% dos casos). No entanto, entre os UDI nascidos em Portugal havia uma
maior proporcao de individuos com emprego estavel, seguida de individuos com emprego temporario.
Por outro lado, entre os UDI nascidos fora de Portugal observou-se que a percentagem mais significativa
de individuos possuia apenas trabalho temporario (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 Distribui¢do dos UDI nascidos em Portugal e fora de Portugal de acordo com a sua situagéo laboral

Reformado/
Estavel | Temporario | Pensionista | Desempregado Total

Numero de individuos nascidos

em Portugal (n, %) 20 (14,3) | 13(9,3) 6 (4,3) 101 (72,1) | 140 (100,0)
NUmero de individuos nascidos
fora de Portugal (n, %) 13,2 6 (19,4) 0 24 (77,4) 31 (100,0)

Quando analisada a situacdo habitacional dos UDI, observou-se que nimero de individuos com
alojamento (casa ou quarto/pensdo) era significativamente superior ao nimero de individuos sem
alojamento em ambas as subpopulagdes. No entanto, cerca de 20% dos estrangeiros eram individuos
sem-abrigo (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 Distribui¢do dos UDI nascidos em Portugal e fora de Portugal de acordo com a sua situagéo habitacional

Com Sem
alojamento | alojamento Total
Numero de individuos nascidos
em Portugal (n, %) 134 (95,7) 6 (4,3) 140 (100,0)
NUmero de individuos nascidos
fora de Portugal (n, %) 25 (80,6) 6 (19,4) 31 (100,0)

4.1.2 Hébitos no consumo de drogas

Quando analisados os habitos de consumo de drogas observou-se que mais de 70% dos casos, em ambos
0s subgrupos, admitiu ter consumido drogas injetaveis em algum momento da sua vida.

Entre os UDI nascidos em Portugal, sete (5,0%) individuos admitiram ter consumido somente drogas
injetaveis, 32 (22,9%) admitiram consumir drogas injetaveis e fumadas, e 72 (51,4%) admitiram
consumir drogas injetaveis, fumadas e inaladas. Nao houve casos de individuos que tivessem consumido
uma mistura de drogas injetaveis e inaladas sem o consumo de drogas fumadas. Por outro lado, neste
subgrupo existiam individuos que referiram ndo consumir drogas injetaveis sendo que dez (7,1%)
individuos admitiram consumir s6 drogas fumadas e 19 (13,6%) admitiram consumir drogas fumadas e
inaladas. Nenhum dos individuos desta populagéo referiu consumir sé drogas inaladas.
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No subgrupo dos UDI nascidos fora de Portugal, ndo foram identificados individuos que consumissem
sO drogas injetaveis ou uma mistura de drogas injetaveis e inaladas sem o consumo de drogas fumadas.
No entanto, em algum momento da vida, oito (25,8%) individuos admitiram consumir drogas injetaveis
e fumadas e 18 (58,1%) individuos consumiram os trés tipos de drogas em simultaneo. Para além disso,
quatro (12,9%) individuos admitiram consumir drogas fumadas e um (3,2%) admitiu ter
simultaneamente consumido drogas fumadas e inaladas (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 Distribuigdo dos UDI nascidos em Portugal e fora de Portugal de acordo com os seus habitos de consumo de drogas

Consumo de Sem consumo de
drogas injetaveis | drogas injetaveis Total
Numero de individuos nascidos
em Portugal (n, %) 111 (79,3) 29 (20,7) 140 (100,0)
Numero de individuos nascidos
fora de Portugal (n, %) 26 (83,9) 5(16,1) 31 (100,0)

O numero de individuos que ja partilharam o material de injecdo e os que nunca partilharam é bastante
semelhante entre os UDI portugueses. Por outro lado, entre os UDI nascidos fora de Portugal, a maior
parte dos individuos que consumiu drogas injetaveis ndo apresentaram ter habitos de partilha de
materiais no consumo de drogas. O estatuto de “néo aplicavel” esta relacionado com os individuos que
ndo consumiram drogas injetaveis (Tabela 4.6)

Tabela 4.6 Distribui¢do dos UDI nascidos em Portugal e fora de Portugal de acordo com os seus habitos de partilha de materiais
usados no consumo de drogas

Com partilha de | Sem partilha de
material material Né&o aplicavel Total
Numero de individuos nascidos
em Portugal (n, %) 56 (40,0) 55 (39,3) 29 (20,7) 140 (100,0)
Numero de individuos nascidos
fora de Portugal (n, %) 10 (32,3) 16 (51,6) 5(16,1) 31 (100,0)

4.1.3 Consumo de alcool

Analisando a informacdo disponivel foi possivel observar que existiu uma proporcdo elevada de
individuos com hébitos de consumo excessivo de alcool (mais de 4 bebidas por dia), com tendéncia
superior nos estrangeiros, quando comparada com a propor¢do observada de individuos com consumo
moderado ou baixo de alcool (4 ou menos bebidas por dia) (Tabela 4.7)
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Tabela 4.7 Distribuigdo dos UDI nascidos em Portugal e fora de Portugal de acordo com os seus habitos de consumo de alcool

Consumo | Consumo moderado Nao
excessivo ou baixo respondeu/NA Total
Numero de individuos nascidos
em Portugal (n, %) 40 (28,6) 22 (15,7) 78 (55,7) 140 (100,0)
Numero de individuos nascidos
fora de Portugal (n, %) 13 (41,9) 4(12,9) 14 (45,2) 31 (100,0)

4.1.4 Andlise do estado clinico da infecdo VHC (cronica ou resolvida) e fibrose do
figado

Observou-se que entre 0os UDI nascidos em Portugal 70 (50%) individuos tinham uma infecdo VHC
resolvida e 70 (50%) individuos apresentavam uma hepatite C crénica. Por outro lado, verificou-se que
no subgrupo de UDI nascidos fora de Portugal, 71% (n = 22) apresentavam uma hepatite C crénica, e
apenas nove (29%) individuos apresentavam a infe¢do VHC resolvida.

O nivel de fibrose do figado dos individuos foi avaliado com base no calculo do valor do APRI (AST to
Platelet Ratio Index). Dos 140 individuos nascidos em Portugal, grande parte ndo apresentava lesdes no
figado (FO-F1), no entanto, foram identificados 16 (11,4%) individuos com lesdes graves no figado (F3-
F4). No subgrupo de UDI nascidos fora de Portugal observou-se que havia uma maior propor¢do de
individuos ja com lesbes moderadas ou graves no figado, correspondendo a mais de metade dos
individuos (n = 17; 54,8%) (Tabela 4.8).

Tabela 4.8 Distribui¢do dos UDI nascidos em Portugal e fora de Portugal de acordo com o grau de fibrose do seu figado

FO-F1 F2 F3-F4 Total

Numero de individuos nascidos
em Portugal (n, %) 93 (66,4) | 31 (22,1) | 16 (11,4) | 140 (100,0)
Numero de individuos nascidos
fora de Portugal (n, %) 14 (45,2) [ 12 (38,7) | 5(16,1) | 31(100,0)

4.1.5 Andlise do estado clinico da infecdo VIH e coinfecdo com VHC

Verificou-se que no subgrupo de UDI portugueses, 24 (17,1%) individuos apresentavam infecdo por
VIH, estando dez (7,1%) deles coinfetados com VHC. No subgrupo de UDI estrangeiros, nove (29,0%)
individuos estavam infetados por VIH, sendo que sete (22,6%) apresentavam coinfe¢do com VHC.
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4.1.6 Rastreio do AgHBs no subgrupo de UDI nascidos em Portugal

A pesquisa do AgHBs realizada nas 14 pools de plasma de individuos UDI portugueses testadas, resultou
na obtenc¢do de duas pools positivas para a presenca deste antigénio, sendo a reatividade de cada uma
das pools de 5386.9 S/CO (elevada reatividade) e de 1,57 S/CO (baixa reatividade)

4.1.7 Amplificacdo da regido S do genoma VHB

As 20 amostras de plasma UDI que constituiram as pools positivas, juntamente com os plasmas dos UDI
nascidos fora de Portugal foram isoladamente submetidas a amplificagdo da regido S do genoma de
VHB e 0s produtos obtidos observados em gel de agarose (Figura 4.3).

Figura 4.3 Produtos de PCR da regido S visualizados em gel de agarose na populacdo de UDI. No poco 1 foi adicionado o
marcador “low DNA mass ladder (invitrogen)”. Nos pogos 2 e 3 foram colocadas amostras para analise, no poco 4 foi
colocado o controlo positivo.

Na populacéo de UDI portugueses foi confirmada a presenca de DNA VHB em duas (1,4%) amostras
(TX247 e TX248). Nao tendo sido detetados a presenca de DNA VHB na populacdo de UDI
estrangeiros.

4.1.8 Classificacdo filogenética das sequéncias obtidas da regido S

Das duas amostras positivas para DNA VHB (TX247 e TX248) detetadas, apenas foi possivel obter
sequéncias de leitura clara para uma delas (TX247) e, por essa razdo, o genétipo ndo foi determinado
para TX248. A sequéncia de consenso da regido S do genoma VHB obtida da amostra TX247, alinhada
com 16 sequéncias de referéncia de diferentes gendétipos de VHB (Anexo 3), agrupou de forma clara e
robusta com sequéncias de referéncia do gendtipo E (bootstrap 100%) o que permitiu uma classificacao
do genétipo VHB em causa (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Arvore filogenética da regido S do genoma VHB na populagio UDI. A arvore demonstra a relacéo
filogenética entre a amostra estudada e as sequéncias de referéncia de diferentes genétipos de VHB. O circulo
colorido sinaliza a sequéncia obtida a partir da amostra em estudo e a sua relagdo com as sequéncias de referéncia
de diferentes genoétipos do VHB. A classificagdo dos agrupamentos dos genotipos esta destacada verticalmente a
direita da figura.

4.2 Caracterizacao da populacéo de reclusos estudada

4.2.1 Distribuicdo dos reclusos por estabelecimento prisional e analise demografica da
populacéo

Na populacédo de 41 reclusos com hepatite B estudados, observou-se que a grande maioria era do sexo
masculino (n = 39; 95,1%), havendo somente dois (4,9%) individuos do sexo feminino. A idade dos
individuos variou entre 24 e 57 anos, sendo a idade média de 37,5 anos. A proporg¢éo de individuos em
cada classe etéria esté descrita na Figura 4.5.
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Figura 4.5 Distribuicdo de individuos da populacdo de reclusos por classes etarias

Dentro da populagéo de reclusos observou-se que 32 individuos estavam detidos em estabelecimentos
prisionais na regido metropolitana de Lisboa. Os restantes nove individuos encontravam-se detidos em
estabelecimentos prisionais da regido metropolitana do Porto (Figura 4.6).

@ Area metropolitana do Porto Area metropolitana de Lisboa

Figura 4.6 Distribuigdo de individuos da populacéo de reclusos por regido do pais onde se encontram
detidos

Vinte (48,8%) dos reclusos estudados nasceram em Portugal e quatro em outros paises europeus, dois
(4,9%) na Roménia e dois (4,9%) na Geoérgia. Foram também identificados reclusos naturais do
continente africano, dois (4,9%) de Angola, trés (7,3%) de S&o Tomé e Principe, cinco (12,2%) de Cabo
Verde, cinco (12,2%) da Guiné-Bissau e um (2,4%) de Mocambique, e ainda do continente americano,
um (2,4%) individuo natural do Brasil (Tabela 4.9).
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Tabela 4.9 Distribuicdo dos individuos da populacéo de reclusos pelos diferentes continentes

populacéo (%)

Europa Africa | América | Total
NUmerD ae 24 16 1 41
individuos
PICLOTE 585 39,0 24 | 1000

4.2.2 Andlise dos valores de carga viral VHB

Todas as amostras de reclusos estudadas apresentavam valores de DNA de carga viral VHB detetaveis
gue variaram entre 119 e 62 500 000 Ul/mL: 15 amostras apresentavam valores inferiores a 1000
Ul/mL; 15 amostras tinham valores entre 1000 e 5000 Ul/mL; duas apresentavam valores entre 5001 e
10 000 UI/mL e nove amostras tinham valores superiores a 10 000 UI/mL. A distribui¢do dos individuos
de acordo com a variagdo dos intervalos de quantificacdo da carga viral do VHB encontra-se apresentada

na Figura 4.7.
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Figura 4.7 Distribuicdo dos individuos da populacgdo de reclusos de acordo com a sua carga viral
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4.2.3 Amplificacdo da regido S e Core do genoma VHB

As 47 amostras de plasma derivadas da populacgdo de reclusos foram a amplificadas para a regido S do
genoma de VHB (Figura 4.8A). As 3 amostras que ndo amplificaram na regido S foram amplificadas
para a regido Core do genoma de VHB (Figura 4.8B).

4.2.4 Classificacdo filogenética das sequéncias da regido S e da regido Core

As 44 sequéncias de consenso da regido S obtidas foram alinhadas com 34 sequéncias de referéncia de
diferentes gendtipos do VHB (Anexo 3).

Pela topologia da arvore construida para a regido S foi possivel classificar 19 amostras com gendétipo A
(bootstrap de 70%), 13 amostras com gendtipo D (bootstrap de 95%), 11 amostras com genoétipo E
(bootstrap de 99%) e uma amostra com genotipo F (bootstrap 100%). Porém, a informagéo molecular
analisada ndo permitiu classificar todas as amostras ao nivel dos respetivos subgendétipos, apresentando
alguns subagrupamentos valores de bootstrap nado significativos (< 70%).

Dentro do gen6tipo A nenhuma amostra agrupou no subgenotipo Al, seis amostras agruparam no
subgeno6tipo A2 (bootstrap de 71%) e uma amostra agrupou no subgen6tipo A3 (bootstrap de 89%).
Relativamente ao gen6tipo D, uma amostra agrupou com sequéncias de referéncia do subgenotipo D1
(bootstrap de 93%), uma amostra agrupou no subgendtipo D3 (bootstrap de 85%) e quatro amostras
agruparam com referéncias do subgen6tipo D4 (bootstrap de 78%). Finalmente, dentro do gendtipo F,
foi possivel observar uma amostra que agrupou com sequéncias de referéncia do subgendétipo F4 com
um valor de bootstrap robusto (91%) (Figuras 4.9).
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Figura 4.8 A) Produtos de PCR da regido S visualizados em gel de agarose na populacdo de reclusos. No pogo 1 foi adicionado o marcador
“low DNA mass ladder (invitrogen)”. Nos pogos 2 a 9 foram colocadas amostras para andlise, no pogo 10 foi colocado o controlo positivo e
no poco 11 foi adicionado o controlo negativo; B) Produtos de PCR da regifio Core visualizados em gel de agarose na populagéo de reclusos.
No pogo 1 foi adicionado o marcador “low DNA mass ladder (invitrogen)”. Nos pogos 2 a 4 foram colocadas amostras para analise e no poco
5 foi colocado o controlo negativo da reagéo de amplificagéo.
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Figura 4.9 Arvore filogenética da regido S do genoma VHB na populagéo de reclusos mostrando a relagéo filogenética
entre as sequéncias em estudo e as sequéncias de referéncia de diferentes gendtipos de VHB. Os circulos coloridos
sinalizam as sequéncias derivadas das amostras analisadas e a sua relacdo com as sequéncias de referéncia para o0s
gendtipos. A classificacdo dos agrupamentos dos gendtipos e subgen6tipos esta destacada verticalmente a direita.



As 3 sequéncias de consenso da regido Core do VHB foram alinhadas com 21 sequéncias de referéncia
de diferentes gendtipos do VHB (Anexo 3).

Pela topologia da arvore da regido Core foi possivel classificar duas com genétipo E (bootstrap de 99%).
Foi ainda revelado que uma sequéncia agrupou com sequéncias de referéncia do genétipo A (bootstrap
de 98%) e num subagrupamento de sequéncias de referéncia do subgenétipo A1 com um bootstrap
robusto (95%) (Figura 4.10).
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Figura 4.10 Arvore filogenética da regio Core do genoma VHB na populacdo de reclusos mostrando a relacéo
filogenética entre as sequéncias em estudo e as sequéncias de referéncia de diferentes genétipos de VHB. Os circulos
coloridos sinalizam as sequéncias derivadas das amostras analisadas e a sua relagcdo com as sequéncias de referéncia
para os genotipos. A classificacdo dos agrupamentos dos genotipos e subgendtipos estd destacada verticalmente a
direita.
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4.2.5 Frequéncia dos genotipos VHB distribuidos de acordo com a reqgido e
naturalidade dos reclusos

Na analise da frequéncia dos gendtipos de VHB identificados (n = 41) verificou-se que a maioria dos
individuos apresentava infegdo pelo genétipo A (n = 17) seguindo-se a infe¢do pelo genétipo D (n =
12), gendtipo E (n = 11), e por fim, infecdo pelo genétipo F (n = 1). A proporcéo de individuos infetados
com 0s varios genotipos identificados encontra-se descrita na Figura 4.11.

1 (2,4%)

A =D =E =F

Figura 4.11 Proporgdo dos gendtipos na populacédo de VHB obtida na populagdo de reclusos estudada

[n (%)]

Observou-se que o gendtipo mais comum detetado nos 32 reclusos na area da grande Lisboa foi o
genotipo A (n = 16), seguido do gendtipo E (n = 11) e, por fim, do genétipo D (n = 5) (Figura 4.12A).
Néo foi observado casos de reclusos oriundos da area de Lisboa infetados com o genétipo F na
populacédo estudada. Por outro lado, na regido do grande Porto (n = 9), o gendtipo de VHB mais comum
foi o gendtipo D (n = 7), seguido do gendtipo A (n = 1) e do genétipo F (n = 1). Ndo houve casos de
reclusos com origem na regido do Porto infetados com o gen6tipo E na populagdo estudada (Figura
4.12B).

1 1
B (11,1%) (11,1%)
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(15,6%)
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Figura 4.12 A) Proporcéo dos genétipos de VHB obtida na populagéo de reclusos oriundos da area da grande Lisboa [n (%)];

B) Proporgédo dos gendtipos de VHB obtida na populagdo de reclusos oriundos da area do grande Porto [n (%)]



Observou-se também que entre 0s 24 individuos oriundos do continente europeu, 11 estavam infetados
com o gendtipo A, sendo a maioria dos individuos nativos de Portugal (n = 9; 37,5%), um (4,2%) da
Roménia e um (4,2%) da Georgia. Constatou-se também que dez individuos apresentavam uma infecédo
pelo gendtipo D, sendo oito (33,3%) individuos naturais de Portugal, um (4,2%) natural da Roménia e
um (4,2%) da Georgia. Para além disso, dois (8,3%) individuos portugueses estavam infetados com o
gendtipo E e um (4,2%) individuo portugués apresentava infecdo pelo genétipo F (Figura 4.13A).

Pelo contrario, entre os individuos oriundos do continente africano (n = 16) observou-se uma maior
frequéncia de infecdes pelo gendtipo E (n = 9), sendo cinco (31,3%) individuos naturais da Guiné-
Bissau, dois (12,5%) de Sdo Tomé e Principe, um (6,3%) de Angola e um (6,3%) de Cabo Verde.
Verificou-se também a presenca de infecdo pelo gendtipo A em seis individuos, quatro (25%) naturais
de Cabo Verde, um (6,3%) de Angola e um (6,3%) de Sdo Tomé e Principe. Por fim um (6,3%) individuo
de Mogambique estava infetado pelo genétipo D do VHB (Figura 4.13B).

O Unico individuo oriundo do continente americano, mais especificamente do Brasil, apresentava uma
infecdo pelo gendtipo D.

1(6%)
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Figura 4.13 A) Proporcao dos genétipos de VHB obtida na populagéo de reclusos oriundos do continente europeu [n (%)];
B) Proporgdo dos gendtipos de VHB obtida na populacéo de reclusos oriundos do continente africano [n (%)]
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4.2.6 ldentificacdo de mutacdes de resisténcia

Os aminoéacidos presentes nas posicBes 80, 169, 173, 180, 181, 184, 194, 202, 204, 236 e 250 da
transcriptase reversa foram comparados com os aminoécidos da sequéncia de referéncia (Tabela 4.10).
Néo foi encontrada nenhuma mutacao de resisténcia nas amostras analisadas (sombreadas a verde na
tabela), no entanto, a amostra IM 2 (3) apresentou uma alteragdo, rtM250H (sombreada a amarelo na
tabela). Porém, esta alteracdo aminoacidica especifica ndo esté descrita como associada a resisténcia ao
tratamento da hepatite B.

Tabela 4.10 Aminoécidos presentes nas posigdes associadas a mutacdes de resisténcia da regido da transcriptase reversa

MutacBes de resisténcia primaria Mutacdes de resisténcia secundaria
rt1169T | rtA181T/V rtT184S/CIG/A rtA194T rtS202G/C/1 tM204V/I rtN236T | rtM250V rtL80I rtvV173L rtL180M
IM 1 11691 1t181A t184T 1t194A 1t202S 1t204M 1t236N 1t250M 1t80L 1173V rt180L
IM 2 1t1691 1t181A 1t184T t194A 1202S rt204M 236N rt80L rt173Vv rt180L
IM2(2) [ rt1691 1t181A 1t184T 1t194A 1t202S 1t204M 1t236N 1t250M rt80L 1t173v rt180L
IM2(3)[ rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N rt250H rt80L rt173v rt180L
IM 3 1t1691 rt181A 1t184T t194A 12025 rt204M 236N 1t250M rt80L rt173V rt180L
IM 4 1t1691 It181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N 1t250M 8oL rt173v rt180L
IM4(2) | rt169I 1t181A 1t184T t194A 12025 rt204M 1t236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM 5 11691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L 1173V rt180L
IM 6 1t1691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N rt80L rt173v rt180L
IM 7 11691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N 1t250M rt80L rt173Vv rt180L
IM7(2) [ rt169I rt181A 1t184T rt194A 1t202S rt204M 236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM 8 1t1691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L rt173V rt180L
IM 9 1t1691 t181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N 8oL rt173v rt180L
IM10 [ rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM 11 11691 t181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N rt80L 1173V rt180L
IM 12 11691 1t181A t184T 1t194A 1t202S 1t204M 1t236N 1t250M 1t80L 1173V rt180L
IM 13 | rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L rt173Vv rt180L
IM 13(2) [ rt1691 1t181A 1t184T 1t194A 1t202S 1t204M 1t236N 1t250M rt80L 1t173v rt180L
IM 14 [ rt1691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M rt236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM 15 [ rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L 173V rt180L
IM17 [ rt169 1t181A 1t184T t194A 1t202S 1t204M 1t236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM19 [ rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM 21 11691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M t80L 1173V rt180L
IM 22 11691 1t181A t184T 1t194A 1t202S 1t204M 1t236N 1t250M 1t80L 173V rt180L
IM23 | rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L rt173Vv rt180L
IM 24 11691 t181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L 1173V rt180L
IM25 [ rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N rt80L rt173v rt180L
IM26 | rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L 173V rt180L
IM27 | rt169 1t181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM28 [ rt169I 1t181A 1t184T t194A 1202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM 29 11691 t181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M t80L 1173V rt180L
IM30 [ rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM31 [ rt169I 1t181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N 1t250M rt80L rt173Vv rt180L
IM 32 11691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM33 [ rt169I rt181A 1t184T rt194A 1t202S rt204M 236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM 34 | rt169I rt181A 1t184T t194A 12025 rt204M 236N 1t250M rt80L rt173V rt180L
IM 36 1t1691 t181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M 8oL rt173v rt180L
IM37 [ rt169I 1t181A 1t184T t194A 12025 rt204M 1t236N 1t250M rt80L rt173Vv rt180L
IM 38 11691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M t80L 1173V rt180L
IM39 [ rt169I rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
1M40 1t1691 1t181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 1t236N rt80L rt173Vv rt180L
IM 41 11691 t181A 1t184T 1t194A 1t202S rt204M 1t236N 1t250M rt80L 1173V rt180L
IM43 [ rt1691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M rt236N 1t250M rt80L rt173v rt180L
IM 44 | rt1691 rt181A 1t184T t194A 1t202S rt204M 236N 1t250M rt80L rt173V rt180L
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5 Discussao

Utilizadores de drogas injetaveis

No presente estudo, detetou-se a presenca de DNA VHB em duas (1,2%) amostras da populagéo total
dos UDI. Desde 2004, tem sido observada uma diminuicao da prevaléncia de AgHBs na populacéo geral
26, Em 2020, um relatério anual sobre a situacdo do pais em relagdo a drogas e toxicodependéncias
verificou que entre 6 e 10% dos UDI tratados em regime ambulatério nesse ano testaram positivo para
a presenca de AgHBs . A prevaléncia da infecdo por VHB observada neste estudo é relativamente
baixa quando comparada com estudos anteriores. No entanto a baixa prevaléncia observada no nosso
estudo pode ser justificada pelo baixo nimero de individuos analisados.

Uma das amostras (TX247) estava incluida na pool positiva que apresentava maior reatividade (5386.9
S/CO), a outra (TX248) estava incluida na pool positiva com menor reatividade (1,57 S/CO). No
entanto, somente a amostra TX247 foi sequenciada e genotipada para VHB com sucesso. Estes dados
podem sugerir que estas amostras apresentam concentragdes de DNA VHB diferentes. Este facto,
juntamente com eventuais problemas de sensibilidade da técnica, podera ser responsavel pela
dificuldade em obter uma sequéncia clara da regido S na amostra TX248 que apresenta fraca
concentragdo de DNA viral. Adicionalmente, a amostra TX248 foi obtida de um individuo com infecéo
de hepatite C ativa, sem infe¢do por VIH, e a amostra TX247 foi obtida de um UDI com infe¢do de
hepatite C resolvida, mas com infe¢do por VIH. Em casos de coinfe¢do VHB/VHC em individuos ndo
asiaticos, 0 VHC apresenta-se dominante, inibindo a replicacdo do VHB "*%  Ppor outro lado, a
resolucéo da infecdo VHC podera resultar na reativacdo da replicacdo do VHB . Por sua vez, em casos
de coinfecdo VHB/VIH, o VIH pode interagir com o VHB promovendo a sua reativacdo e replicacdo
viral 7. Assim, é possivel que, no presente estudo, a baixa concentracdo de DNA na amostra TX248 se
deva a supressdo da replicacdo do HBV exercida pelo VHC. Contrariamente, a resolucdo da infecdo
VHC na amostra TX247 permitiu a reativacao da replicacdo do VHB o0 que, em conjunto com a presenca
do VIH, resultou na obtengdo de uma concentragdo de DNA viral mais elevada.

A anélise filogenética da sequéncia obtida a partir da amostra TX247 agrupou-a com sequéncias de
referéncia do genétipo E do VHB. Este gen6tipo € originario do continente africano ®’, no entanto, a sua
presenca entre individuos de naturalidade portuguesa pode estar relacionada com a imigracdo de
individuos de naturalidade africana infetados, ou com a importacdo desta infe¢do para o pais atraves
individuos de naturalidade portuguesa infetados em paises do continente africano °.

A vacina contra o VHB foi integrada no Plano Nacional de Vacinacdo em 1994, com o programa focado
na vacinagdo de adolescentes com idades entre 11 e 13 anos. Em 2000, o plano foi atualizado para
vacinar recém nascidos nas primeiras 24 horas de vida ®'. A amostra TX247 foi obtida de uma mulher
nascida em 1970, e a amostra TX248 foi obtida de um homem nascido em 1969. Ambos admitiram ter
iniciado o consumo de drogas com partilha de material para consumo de drogas antes de 1994,
aumentando a sua suscetibilidade para a aquisicdo da infecdo por VHB. Assim sendo, ambos 0s
individuos j& ndo eram adolescentes aquando da integragdo da vacina contra 0 VHB no Plano Nacional
de Vacinacao. Para além disso, em 2016, a proporcédo da populacéo portuguesa sem evidéncia serologica
de imunidade para o VHB era constituida maioritariamente por individuos com mais de 44 anos®®, faixa
etaria em que ambos os individuos se encontram. Assim sendo, € pouco provavel que os dois individuos
tenham sido vacinados contra o VHB.
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Reclusos

Foram identificados reclusos nascidos em Portugal e em outros paises europeus, africanos e americanos.
A populacdo de reclusos analisada estava infetada maioritariamente com os genotipos A e D, seguidos
pelos genotipos E e F. Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores, onde foi observada uma
prevaléncia de infe¢Ges pelos genotipos A e D em dadores de sangue e pacientes em hospitais do centro
e norte do Portugal. Os mesmos estudos identificaram também uma frequéncia mais baixa de infe¢Ges
pelos gendtipos E e F 2%,

Embora tenha sido estudado um reduzido nimero de individuos detidos na regido do Porto, o genotipo
D foi 0 mais prevalente em reclusos nesta regido, e a infecdo pelo genétipo A foi a mais frequente em
reclusos na regido de Lisboa. Os resultados observados estdo de acordo com dados anteriores que
identificam uma predominancia do genétipo D no norte de Portugal 2%, Adicionalmente, todas as
infecdes pelo gendtipo E foram identificadas em reclusos detidos na regido de Lisboa. Estes resultados
estdo de acordo com dados sobre a distribui¢do dos gendtipos de VHB no pais que identificaram uma
prevaléncia elevada do gendtipo E na regido de Lisboa, e baixa na regido norte de Portugal 22527, No
entanto, é de salientar que este facto pode estar relacionado com a diferente concentragao de imigrantes
de naturalidade africana nestas duas regides do pais.

A excecdo de Portugal, os reclusos nascidos em paises europeus, estavam infetados exclusivamente
pelos gendtipos A e D. Estes resultados estdo de acordo com dados referentes a Europa, onde € descrita
uma elevada frequéncia destes dois gendtipos no continente 58,

InfecOes pelo gendtipo E foram observadas maioritariamente em reclusos nascidos em paises do
continente africano. Este gendtipo foi detetado em individuos oriundos da regido oeste de Africa (Cabo
Verde e Guiné-Bissau) e da regido central de Africa (Angola, S0 Tomé e Principe), estando estes
resultados de acordo com estudos realizados anteriormente no continente africano. No entanto, também
foram identificadas infe¢fes pelos gendtipos A e D em reclusos africanos. Embora o gendtipo A seja
mais comum no sul e este do continente, todos os casos detetados na populacdo estudada eram
individuos oriundos das regides ocidental e central de Africa. O Unico recluso nascido em Mogambique
(regifo este de Africa) estava infetado pelo genétipo D, comumente encontrado no norte de Africa " ™.

De acordo com dados na literatura, a maior parte dos paises da América Latina apresenta uma
prevaléncia de infecBes pelo gendtipo F. Porém existem exce¢des como 0 México, onde infe¢Bes pelo
genotipo H prevalecem, e o Brasil, onde é observada uma prevaléncia do genotipo A, seguido pelo
gendtipo D e pelo genétipo F ™ 72, O Gnico individuo natural do Brasil incluido no estudo estava infetado
pelo gendtipo D.

No presente estudo, infecBes pelos gendtipos E e F foram observadas nos reclusos nascidos em Portugal,
porém, como ja referido, o genoétipo E € originario do contente africano. O genétipo F, por sua vez, é
nativo da América do Sul e da América Central, bem como do Alasca. Deste modo, os resultados
sugerem que ocorreu a possivel entrada destes gen6tipos no pais, provavelmente através de imigrantes
vindos de fora do continente europeu .

O elevado numero de individuos portugueses com idades inferiores a 37 anos infetados com VHB foi
surpreendente. Todos os individuos nasceram antes de 2000, altura em que a vacina contra 0 VHB era
administrada aos 11-13 anos *. Embora ndo haja informacdo sobre o estado da vacinagdo destes
reclusos, a maioria dos individuos deve ter sido vacinada na adolescéncia. Dados na literatura sugerem
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gue o atraso na administracdo da primeira dose da vacina contra 0 VHB pode resultar na diminuicao da
sua eficacia, o que poderia explicar o elevado numero de individuos portugueses, relativamente jovens,
infetados com VHB 73,

Em Africa, apenas onze paises administram a vacina contra o VHB nas primeiras 24 horas de vida, entre
esses paises encontram-se Angola, Cabo Verde, e Sdo Tomé e Principe. No resto do continente esta
vacina é administrada em conjunto com outras quatro vacinas em trés doses as seis, 10 e 14 semanas de
vida ™. Porém, a taxa de cobertura de vacinacgdo neste continente é relativamente baixa, rondando os
72%, comparativamente a dos paises europeus . Por essa razdo, é provavel que muitos individuos
africanos englobados neste estudo ndo sejam vacinados contra a hepatite B.

Devido a estrutura do genoma do VHB, a ORF que codifica aregido S e a ORF que codifica a polimerase
viral, e consequentemente a transcriptase reversa, estao sobrepostas. Por essa razao, foi possivel analisar
as sequéncias consenso da regido S na ORF de leitura para a RT para a pesquisa de mutacdes de
resisténcia a tratamentos na regido da transcriptase reversa. Todos os individuos desta populacdo
apresentaram niveis de DNA VHB detetaveis. Estes dados indicam que nenhum dos individuos tera
alcangado uma “cura funcional” para a hepatite B #°. No entanto, a auséncia da detecdo de mutagdes de
resisténcia na regido RT nas amostras analisadas estabelece um progndstico favoravel para estes
individuos caso decidam receber tratamento para a hepatite B.
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6 Conclusao

Na populacdo de UDI, caracterizada por uma idade meédia de 50,3 anos, elevada frequéncia de infecéo
VHC e coinfe¢do VHC/VHI, e pela dificuldade em aderir a Estruturas de Saude Convencionais, foi
obtida uma baixa prevaléncia de infecdes por VHB.

Estes resultados ndo eram os potencialmente esperados e podem ter sido enviesados pelo relativo baixo
numero de amostras incluidas no estudo, ou pelo tipo de populacdo selecionada que esta altamente
afetada por VHC, por se tratar apenas de UDI da regido de Lisboa, ou ainda, por estes individuos terem
sido excecionalmente vacinados contra a hepatite B. Seria importante conhecer a informacao relativa a
vacinacdo para VHB em futuras estudos de vigilancia epidemioldgica a desenvolver, alargando a
dimensdo da populacéo e area de recrutamento.

Por outro lado, foi também observado, em reclusos, que havia uma prevaléncia significativa de infecdes
VHB entre individuos portugueses com idades inferiores a 40 anos. Estes resultados denotam a necessita
de melhorar estratégias de vacinagdo para estes grupos populacionais mais vulneraveis, de modo a
diminuir a frequéncia de infe¢Ges nesta populagéo.

Os genodtipos A, D, E e F foram detetados na populacdo em estudo. Estes resultados auxiliam no
conhecimento da introducdo destes gen6tipos na populagéo, oferecendo dados importantes para o estudo
epidemioldgico do VHB no pais.

A pesquisa de mutacBes de resisténcia ao tratamento na regido da transcriptase reversa do genoma de
VHB néo identificou a presenca de mutacGes de resisténcia na populacéo estudada.

Em conclusdo, embora a prevaléncia da hepatite B em Portugal tenha vindo a diminuir desde a
implementacdo da vacinacgdo contra o VHB, esta continua presente em populagfes com comportamentos
de risco, como UDI e reclusos, podendo constituir uma fonte de infe¢do e disseminagdo do VHB.

Deste modo, é importante continuar a vigilancia da infecdo pelo VHB e desenvolver estratégias
eficientes para a vacinagdo contra 0 VHB das populagdes vulneraveis de modo a conter sua possivel
disseminagdo, principalmente entre os grupos com comportamentos de alto risco cuja adesdo as
estruturas convencionais de prestacao de saude € muito baixa.
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8 ANnexos

Anexo 1 — Tabela descritiva dos dados epidemioldgicos da populacéo de reclusos analisada

Tabela 8.1 Dados epidemioldgicos da populacéo de reclusos estudada

Referéncia ldade Sexo Origem geogréfica Localizacdo Carga Classificacdo
da amostra da prisdo viral filogenética
(Ul/mL) do VHB
IM1 39 M Angola Lisboa 80 000 A
IM2 39 M S. Tomé e Principe Lisboa 73100 E
IM3 36 M Portugal Lisboa 386 000 A
IM4 35 M Cabo Verde Lisboa 4 450 A
IM5 30 M Portugal Lisboa 8 400 A
IM6 53 M Portugal Norte 1110 D
IM7 38 M Roménia Lisboa 714 A
IM8 37 M Georgia Norte 149 D
IM9 27 M Portugal Norte 1820 D
IM10 57 M Mozambique Norte 547 D
IM11 24 M S. Tomé e Principe Lisboa 21 000 E
IM12 37 M Portugal Norte 1350 D
IM13 53 M Portugal Lisboa 1420 D
IM14 36 M S. Tomé e Principe Lisboa 35400 A
IM15 34 M Guiné-Bissau Lisboa 4 420 E
IM16 34 M Portugal Lisboa 11 500 A
IM17 47 M Cabo Verde Lisboa 62 500 000 A
IM18 28 F Portugal Lisboa 619 A
IM19 44 M Angola Lisboa 384 E
IM20 34 M Portugal Lisboa 214 A
IM21 25 M Guiné-Bissau Lisboa 854 E
IM22 36 M Portugal Norte 736 D
IM23 37 M Guiné-Bissau Lisboa 119 E
IM24 29 M Cabo Verde Lisboa 146 E
IM25 35 F Portugal Lisboa 27 500 A
IM26 39 M Brasil Lisboa 242 D
IM27 32 M Portugal Lisboa 5230 A
IM28 45 M Portugal Norte 1440 F
IM29 48 M Roménia Lisboa 1670 D
IM30 35 M Portugal Norte 1480 D
IM31 38 M Portugal Lisboa 1450 A
IM32 25 M Cabo Verde Lisboa 2770 A
IM33 25 M Portugal Lisboa 16 900 D
IM34 40 M Portugal Lisboa 1180 A
IM35 45 M Portugal Lisboa 405 D
IM36 41 M Guiné-Bissau Lisboa 159 E
IM37 37 M Portugal Lisboa 410 E
IM38 31 M Cabo Verde Lisboa 3860 A
IM39 37 M Georgia Norte 2620 A
IM40 52 M Guiné-Bissau Lisboa 1170 E
IM41 51 M Portugal Lisboa 3020 E
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Anexo 2 - Tabela de codigos IUPAC

Tabela 8.2 Cddigos IUPAC. Obtida de 7

IUPAC nucleotide code Base

A Adenine

C Cytosine

G Guanine

T (or U) Thymine (or Uracil)
R AorG

Y CorT

S GorC

w AorT

K GorT

M AorC

B CorGorT
D AorGorT
H AorCorT
\Y/ AorCorG
N any base
.or - gap
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Anexo 3 — Lista de referéncias usadas na construcao das arvores filogenéticas. Retiradas da
base de dados GenBank

Arvore S (UDI)

Genotipo Al: AY233279; AY233276. Gendtipo A2: AY152726; AB116076. Gendtipo A3:
AM184125; 184126. Genotipo D1: AF280817; AB104709. Gendtipo D3: DQ315776; AJ344117.
Genotipo D4: HE974382; HE974380. Genotipo E: HE974384; HE974380. Gendtipo F: HE974368.
Gendtipo G: AF160501.

Arvore S (reclusos)

Genotipo Al: MF772351; MG877725; MF772353. Gendtipo A2: KP718102; AB116076. Gendtipo
A3: MNb544634; MK127853. GenoOtipo A5: FJ692613; FJ692612. Genotipo A6: GQ331048;
GQ331047. Gendtipo C: D16665. Genotipo D1: KC774462; JF754628. Gendtipo D3: DQ315776;
MN310713. Gendtipo D4: MH724251; KX302109. Genotipo D5: KP322603; MK516280. Genotipo
D6: LC488706; KF679996. Genotipo D7: KM606750; FJ904394. Gendtipo E: MT427153;
KF849713; HE974380. Genotipo F1: DQ823094; DQ823093. Genotipo F2: EF398042; EF398041.
Genotipo F4: KJ843220; HE981181. Gendtipo G: AF160501.

Arvore Core

Genotipo Al: KJ854705; AF043560. Gendtipo A2: AY152726; AB116076; HE974383; HE974376.
Genotipo A3: AM184125; EU054331; AM184126. Genotipo Ad: KM606737; MW567975. Gendtipo
D1: AF280817; AB104709. Genttipo D3: DQ315776; AJ344117. Gendtipo D4: HE974382;
HE974378. Genotipo E: HE974384; HE974380. Genotipo F: AB166850. Genotipo G: AF160501.
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