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Resumo
Introducéo
Na Africa subsariana, a prevaléncia da infecgéo por virus da hepatite B (VHB) varia entre 9-20% e da
coinfeccdo VHB/virus da imunodeficiéncia humana (VIH), entre 10-20%. VHB tem a patogénese centrada
na resposta imunitéaria e VIH tem impacto na infeccdo por VHB por induzir maior risco de cronicidade e por
acelerar a progressdo da doenca hepatica. Por outro lado, a imunodepressdo causada por VIH pode
condicionar que a infeccdo por VHB seja, apenas, detectada pela positividade da carga virica, com AgHBs
negativo, o que se denomina de hepatite B oculta. A prevaléncia da infeccdo oculta por VHB é
desconhecida em infectados por VIH, em Mocambigue.
Metodologia
Em infectados por VIH, com AgHBs negativo, foi feito o estudo no soro do anti-HBs e anti-HBc,
usando técnicas imunoenzimaticas. Nas amostras com anti-HBc isolado foi feita a avaliacdo da infecgdo
oculta por VHB, definida por niveis de ADN de VHB > 20 UI / mL, usando o teste Cobas Ampliprep /
Cobas TagMan HBV 96, versdo 2.0 (Roche Diagnostics, Alemanha). O protocolo do estudo foi aprovado
pelo Comité Nacional de Bioética para Saude.
Resultados
Dos 518 infectados por VIH, 471 (90,9%) eram AgHBs negativo e, destes, 213 (45,2%) tinham
anti-HBc total, isoladamente, positivo. A hepatite B oculta foi identificada em 17 (8,2%) destes
individuos.
Conclusdes
Em Mocambique o risco de hepatite B oculta € de 8,2% em coinfectados por VIH o que pode ter
implicacdes na pratica clinica, em particular no que diz respeito a terapéutica da infec¢do por VIH, dando

preferéncia por regimes que incluam dois fa&rmacos activos contra VHB.
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Abstract

Introduction

The prevalence of occult hepatitis B in Mozambique is unknown. Nevertheless, coinfection with
HBV/HIV is endemic in Sub-Saharan Africa. It is responsible for rising morbidity related to chronic liver
disease as well as thousands of deaths. National Health Policies don’t cater for routine testing for the
presence of HBV in HIV-positive patients, making the assessment for cases of co-infection challenging.
The aim of this study is to evaluate the prevalence of occult hepatitis B as well as the isolated core
antibody in HIV-positive patients, the factors associated in cases of co-infection, and the clinical and
laboratorial correlations between occult hepatitis B and HIV in Mozambique.

Methodology

In this study, patient demographics and clinical data were collected from five hundred and eighteen
HIV-positive patients, between June and October 2012, at two Health Centers in Maputo. Serological tests
using ELISA were conducted to determine the presence of HBVAg, anti-HBs and anti-HBc, as well as the
Cobas Ampliprep/Cobas TagMan HBV 96, version 2.0 (Roche Diagnostics, Germany) for DNA
sequencing. The study has ethical approval from the National Bioethics Committee for Health of
Mozambique.

Results

Four hundred and seventy-one serum samples (90,9%) were HBSAg negative and, of those, 213
(45,2%) were isolated anti-HBc positive. From these occult Hepatitis B was identified in 17 samples
(8,2%).

Conclusions

We found a high prevalence of isolated anti-HBc and occult hepatitis B infection with low levels of
DNA viral load (64,7% between 20-100Ul/mL). These results shows that we need to use, preferably,

therapeutic regimes that include two drugs with double action against HIV and HBV.
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1. Introducéo

A infecgdo por virus da hepatite B (VHB) revela-se como a 10? causa de morte em todo Mundo,
estimando-se que a mortalidade anual seja de 0,5 a 1,2 milhdes, constituindo um dos mais graves e
importantes problemas de salde publica [1-3]. Aproximadamente, um terco da populagdo mundial (cerca de
dois bilhdes), teve contacto com VHB e 240 milhdes de individuos sdo portadores crénicos do antigénio de
superficie de virus da hepatite B (AgHBS), apesar de estar disponivel uma vacina eficaz, desde 1982 [1, 4-
6]. A prevaléncia da infecgio por VHB ¢ elevada no Sudoeste Asiatico, na China e em Africa. Na Africa

subsariana, a prevaléncia da infec¢do por VHB varia entre 9% e 20% [7] (figura 1).

B >8%—high
B 2%~7%—intermediate
O <2%—low
Figura 1. Distribuigcdo geogréfica global da infecgdo cronica por virus da hepatite B (adaptado da ref? 8)
Em 2009, cerca de 33,3 milhdes de individuos estavam infectados por virus da imunodeficiéncia

humana (VIH), a maioria na Asia e em Africa. Aproximadamente 10% destes infectados era portador

cronico de VHB, o que corresponde a cerca de quatro milhdes de individuos [5, 8, 9]. No Brasil e na india,



0s resultados dos estudos sdo controversos, variando a prevaléncia entre 6% e 24%, respectivamente [10,
11].

A Africa subsariana é considerada endémica para os dois virus, sendo a prevaléncia da coinfeccio
VHB-VIH de 10-20% [7, 12] (figuras 1 e 2). VIH induz imunossupressdo global, que, se por um lado,
acelera a progressao da infec¢do por VHB, constitui, por outro lado, um factor de risco para a ocorréncia de
infeccdo oculta por VHB, situacdo esta em que o AgHBs negativo ndo exclui a infeccdo por este virus [4,
13-17].

Mogambique, Pais endémico para VIH, tem poucos dados publicados sobre a frequéncia de VHB.
Nos dois estudos realizados em Mocambique, em dadores de sangue, as prevaléncias do AgHBs e de VIH
foram de 9,3% e de 13,8% e de 10,6% e de 8,5%, respectivamente, na regido de Maputo e de Tete [18, 19].
Até ao presente momento, ndo existem estudos publicados sobre a hepatite B oculta em Mogcambique (Fonte

Instituto Nacional de Satde, Mogambique, 2009).

en: X

Number of people (millions), by WHO region

Eastern Mediterranean: 490 000 [350 000-690 000] Americas: 3 000 000 [2 600 000-3 700 000] ‘ Total: 35 300 000
Western Pacific: 1 400 000 [720 000-2 200 000] [l South-East Asia: 3 400 000 [2 900 000-4 000 000} [32 200 000 38 800 000]
Europe: 2 200 000 [1 900 000-2 500 000] I Africa: 24 900 000 [23 400 000-26 500 000] } o 1% 400 Kamaters

Figura 2. Prevaléncia estimada de individuos com infec¢do por VIH, em 2012, de acordo com a regido geografica
(fonte OMS 2013)



VHB pertence a familia Hepadnviridae, hepatotrdpico, ndo citopatico, sendo a lesdo hepética causada
pela resposta imunitaria mediada por linfocitos T e por anticorpos, em resposta aos antigénios viricos.

A particula virica possui 42-45nm de diametro e é constituida por um envelope externo lipoproteico,
que contém glicoproteinas (antigénios de superficie) e um nucleocapsideo proteico que envolve o &cido

desoxirribonucleico (ADN) virico e a ADN polimerase [19] (figura 3).

Regido do
antigénio do .

core (AgHBc)

9 T2

Regido do envelope -
antigénio de
superficie (AgHBs)

ADN virico

» ADN polimerase

s 42 = 45 MM m—

Figura 3. Representacéo esquematica de virus da hepatite B (adaptado de http://www.aids.gov.br/pagina/hepatite-b).

O seu genoma é constituido por uma dupla cadeia de ADN, que se integra no nlcleo do hepatdcito,
convertido em ADN circular fechado covalente (cccADN), o qual serve de molde para a transcricdo em
acido ribonucleico (ARN) virico, que é sintetizado em ADN, através da enzima transcriptase reversa, com

translacéo das proteinas viricas, incluindo o AgHBs e 0 antigénio e de virus da hepatite B (AgHBe) [20].

2. Marcadores da infec¢io por VHB

O AgHBs, cuja primeira descricdo foi feita em 1971, anteriormente conhecido como antigénio
australis torna-se positivo, por regra, entre a 2* e a 10* semanas ap06s o contacto com VHB, o que revela a
presenca de virus no organismo, independentemente da duracéo da infec¢do (quadro 1) [21]. Em 1-5% dos
casos, este marcador pode ser negativo, por exemplo, em individuos com infeccdo aguda, com titulos baixo
do AgHBs, dada a boa supresséo virica e, por outro lado, em casos de imunodepressao severa, por fraca

resposta imunitaria [20]. O anticorpo contra o antigénio de superficie de virus da hepatite B (anti-HBS),
3



anticorpo protector, estd presente, no geral, ap6s a eliminagdo do AgHBs, sendo interpretado como
indicador de imunidade activa quer por infeccdo resolvida, quer por vacinacao eficaz (quadro 1) [1, 14, 20,
22].

O antigénio do core de virus da hepatite B (AgHBc) néo é solavel, ndo sendo, por isso, detectavel
no sangue periférico, devido a sua localizacdo intracelular, porém constitui a por¢do mais imunogeénica de
VHB [23]. O anticorpo contra o antigénio do core de virus da hepatite B (anti-HBc) indica a presenca de
resposta imune a VHB por contacto recente [imunoglobulina da classe M (IgM)] ou remoto
[imunoglobulina da classe G (IgG)]. Geralmente, a IgM do anti-HBc é detectavel uma a duas semanas ap6s
0 aparecimento do AgHBs, persistindo até seis meses, se a infecgdo evolui para a resolugdo, ou durante a
replicag&o virica cronica, perdurando em niveis baixos e desaparecendo quando a IgG do anti-HBc se torna
positiva, mantendo os niveis altos de anti-HBc total, durante anos (quadro 1 e figura 4) [20, 21, 24]. Estdo
descritas algumas situagdes, em 10-20% dos casos, em que o anti-HBc total é o unico marcador seroldgico
presente [15, 20, 23]:

a) Infeccdo aguda resolvida, apds o desaparecimento do AgHBs e antes da deteccdo do anti-HBs

(periodo de janela), sendo a componente IgM predominante.

b) Infeccdo remota e resolvida, com anti-HBs ndo detectavel, sendo mais frequente em populacoes
com alta prevaléncia de infeccéo por VHB.

c) Infeccdo oculta (10-45%), em que o AgHBs ndo € detectavel, em coinfectados por VIH ou VHC,
ou, ainda, em regido endémica.

d) Por erro no resultado das técnicas laboratoriais (falsos positivos).

Os marcadores de replicacdo, que representam o exponente maximo de infecciosidade, sdo dois, um
qualitativo, o AgHBe e, 0 outro quantitativo, 0 ADN de VHB que esta acima a niveis de 100.000 (10°) a
1.000.000 (10°%) copias/mL ou mais (quadro 1). O ADN de VHB ¢ (til para o diagnostico da hepatite B

crénica replicativa versus ndo replicativa, para a monitorizacdo e para a tomada de decisdes terapéuticas,

4



devendo ser expresso em Ul/mL [20, 21, 24]. O ADN-VHB tem sido detectado em cerca de 10% dos
individuos com anti-HBc isolado, dependendo a sua variacdo da area geografica e da populacdo estudada
[25]. Clinicamente, 0s casos mais interessantes relacionam-se com a possibilidade de se tratar de infec¢do

oculta por VHB.

Quadro 1. Perfil seroldgico e carga virica da infeccdo por virus da hepatite B (ADN-VHB) e sua
interpretacdo clinica (adaptado da ref*21).
anti- anti-HBc  Anti-HBc AgHBe anti-HBe ADN-VHB Interpretacdo

(IgMm) {[+[©)] (Ul/mL)

>10° Inicio da infeccéo

aguda

— + _ + _ + Neg Recuperacéo da
infeccdo aguda

n — — + — + <2x103 Portador créonico
inactivo

n _ _ + + — > 2 x 10* Hepatite cronica
AgHBe*

n — — n _ + 2x10%-10*  Hepatite crénica
AgHBe~

_ +/— — + - + < 2 x10? Hepatite oculta

AgHBs — antigénio de superficie de virus da hepatite B; anti-HBs — anticorpo contra o antigénio de superficie de virus
da hepatite B; anti-HBc (IgM) — anticorpo contra antigénio do core, imunoglobulina M; anti-HBc(IgG) — anticorpo
contra o antigénio do core, imunoglobulina G; AgHBe — antigénio e de virus da hepatite B; anti-HBe — anticorpo
contra o antigénio e de virus da hepatite B; ADN-VHB — cido desoxirribonucleico de virus da hepatite B.
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Figura 4. Historia natural da infec¢do crénica por virus da hepatite B (adaptado da ref? 24).
ADN-VHB - &cido desoxirribonucleico de virus da hepatite B; AgHBe — antigénio e de virus da hepatite B; ALT-
alanina-aminotransferase; anti-HBe — anticorpo contra o antigénio e de virus da hepatite B.

3. Coinfeccdo VHB-VIH

Dada a partilha das vias de transmissdo (predominantemente, por via percutanea ou por exposicao
inaparente mucocutanea ao sangue ou a outros fluidos orgénicos contaminados e, ainda, por via
transplacentéria), nalgumas regides de endemicidade elevada da infeccéo por VIH é frequente o diagndstico
da infeccdo por VHB em infectados por VIH [15, 20, 26, 27]. Alguns estudos demonstraram que 6-13% dos
infectados por VIH estdo coinfectados por VHB [28]. Esta coinfeccdo tem um impacto relevante nos
aspectos epidemiolégicos, de diagndstico e de tratamento da infecgdo por VHB (quadro 2).

VHB parece ndo alterar a progressao da infecgdo por VIH. Pelo contrério, VIH acelera a evolucéo e
induz maior risco de cronicidade da infeccdo por VHB (aproximadamente, cinco vezes mais), comparando

com a evolucdo nos monoinfectados por VHB [5]. Nestes doentes, a gravidade da situacdo &,
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particularmente, relevante naqueles com contagens de linfocitos TCD4* baixas e excessivo consumo de
alcool, pelas seguintes razbes [9, 27, 29, 30]:
a) Perda rapida da proteccdo do anticorpo contra o antigénio de superficie de virus da hepatite B (anti-
HBs) e risco de reactivagdo da hepatite B cronica [5, 13].
b) Valores da alanina-aminotransferase (ALT) mais baixos, comparativamente, aos monoinfectados
(perdendo, assim, este marcador, valor como indicador para inicio da terapéutica da infeccéo por
VHB) [30].
¢) Maior risco de morbilidade e mortalidade, por cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (CHC) [8,

9,13].

A correlacdo de cirrose hepatica e CHC néo foi, ainda, avaliada nos coinfectados VHB-VIH, o mesmo
acontece em relagdo a correlagdo entre os gendtipos de VHB e a resposta a terapéutica, comprovada nos
monoinfectados por VHB [30].

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda que infectados por VIH elegiveis para a
terapéutica antirretrovirica (TARV) sejam testados para o0 AgHBs [31]. Todavia, os coinfectados VHB-
VIH, em Africa, sdo, raramente, diagnosticados com hepatite B cronica, dado que os testes para 0 AgHBs
ndo estdo disponiveis na pratica clinica. Como resultado do acesso dificil aos testes de diagndstico e a
antiviricos eficazes, os coinfectados VHB-VIH raramente iniciam a TARV com regimes em que se inclui a
lamivudina (LAM ou 3TC) ou a emtricitabina (FTC) mais tenofovir (TDF), como recomendado pela OMS
[32].

Se bem que a TARV tenha diminuido a taxa de mortalidade e a incidéncia das doengas definidoras
de sindrome de imunodeficiéncia humana adquirida (sida), em infectados por VIH, a doenca hepética,
principalmente devida a coinfeccdo por VHB ou virus da hepatite C (VHC) tem emergido como uma das

principais causas de morbilidade e de mortalidade n&o associadas & sida [33].



A TARV pode induzir a sindrome de reconstituicdo imunitaria (SRI) de que pode resultar doenca
hepatica imuno-mediada no contexto da infeccdo por VHB (quadro 2). Em coinfectados, a instituicdo da
TARV, pode resultar em varios cenarios, tais como:

a) Risco de ocorréncia de episodios de hepatite severa, como resultado do inicio da TARV, no

contexto da SRI [28].

b) Desenvolvimento da cirrose hepatica pelo aumento da sobrevida (risco seis vezes aumentado) [15].

¢) Dificuldade para o diagnostico de VHB, pelo uso de antirretroviricos (ARVs) com actividade
cruzada (contra VHB), que pode contribuir para a reducéo das cargas viricas de VHB.

d) Desenvolvimento de resisténcia de VHB aos ARVs (com accao simultanea sobre VHB), pelo uso

descontinuado ou inadequado [13].

Quadro 2. Impacto da infec¢do por VIH na coinfecgdo por VHB.

e Maior risco de infecgdo e reactivacdo por VHB e de evolucéao para a cronicidade

e Progressdo mais rapida para cirrose e para CHC

e Maior mortalidade da doenca hepética

¢ Diminuicéo da resposta ao tratamento da infeccdo por VHB

¢ Actividade cruzada de antiviricos para VIH e VHB (3TC, TDF e FTC), com risco de resisténcia,
quando 3TC é utilizado, na TARV, como o Unico farmaco com acgéo sobre VHB

¢ Toxicidade hepatica acrescida por efeito directo dos ARVs ou devido a SRI, com aumento da
ALT ou hepatite fulminante (quando os ARVs utilizados na TARV ndo tém acgéo sobre VHB)

ALT — alanina-aminotransferase; ARVs — antirretroviricos; CHC — carcinoma hepatocelular; FTC — emtricitabina; SRI —
sindrome de reconstituicdo imunitaria; TARV — terapéutica antirretrovirica; TDF — tenofovir; VHB — virus da hepatite B;
VIH - virus da imunodeficiéncia humana; 3TC — lamivudina.

4. Hepatite B oculta

A hepatite B oculta que foi, inicialmente, descrita nos finais dos anos 70, do século passado, é um
dos topicos mais controversos das hepatites viricas, com a sua relevancia virica e clinica a ser debatida ha
mais de 30 anos. Porém, nos ultimos 20 anos a aplicacdo de técnicas de biologia molecular ao estudo da
hepatite B oculta tem permitido caracterizar melhor os seus padrfes viricos e as potenciais implicacfes

clinicas. Apesar destes progressos, muitos dos aspectos da hepatite B oculta ndo estdo, ainda, clarificados,
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como a sua propria definigdo e, também, a identificacdo de uma técnica laboratorial padronizada para o seu
diagnostico. Desde os anos 90 do século passado, com a descoberta da infeccdo por VHC, tem sido
demonstrado que uma percentagem elevada de individuos com infe¢ccdo por VHC sdo AgHBSs — negativos e
ADN-VHB positivos [34].

Em 2008, um grupo de peritos reunidos em Taormina, elaborou uma série de declaracbes e de
recomendacdes sobre varios aspectos relacionados com a hepatite B oculta, versando: a) Aspectos viricos,
imunologicos, de diagndstico e epidemioldgicos; b) o risco de transmissao por transfusdo de sangue ou por
transplantacdo hepatica; c) o risco de reactivacdo em condi¢Ges de imunossupressdo; d) o significado
potencial na promoc¢do da progressao da hepatite B cronica; €) o possivel papel no desenvolvimento de
CHC (quadro 3) [35].Como definicdo assumiu-se que a hepatite B oculta é caracterizada pela presenca de
ADN-VHB no figado (com ADN-VHB detectavel ou indetectavel no soro) em individuos com AgHBs —
negativo [a hepatite B oculta estd associada a presenca de anticorpos anti-VHB (anti-HBc e anti-HBs),
todavia mais de 20% dos casos sd0 negativos para todos os marcadores de VHB] [4, 13, 35]. A hepatite B
oculta pode estar associada a: a) Persisténcia do cccADN-VHB no nicleo do hepatécito; b) supressao muito
forte da actividade replicativa do virus e da expressdo genética, de que resulta redugdo significativa da
producdo de VHB; c) infecgdo por mutantes de VHB — produzindo AgHBs antigenicamente modificado,
ndo reconhecido pelas técnicas disponiveis, ou mostrando actividade replicativa deficiente por mutagdes no
gene Pol (seleccionadas por pressdo da terapéutica antivirica) ou, ainda, por incapacidade de sintese da
proteina S por mutacgdes das regides gendmicas do promotor S; d) formacdo de imunocomplexos AgHBs e
anti-HBs, impedindo a detec¢do do AgHBs pelas técnicas laboratoriais de rotina; e) integragdo do ADN-
VHB no genoma da célula hospedeira; €) persisténcia (anos depois da recuperacao de hepatite B aguda) da
resposta imunitaria especifica dos linfocitos T memdria contra epitopos de VHB [14, 34, 36-42]. Assim,
varios mecanismos podem estar envolvidos na alteracdo da regulacdo da biologia de VHB, relacionados

com a resposta imunitéaria e a epidemiologia, que condicionam a replicagdo de VHB em niveis em que a



expressdo do AgHBs esteja abaixo do limiar de detecgdo, mas com infecciosidade residual e com risco de
transmissibilidade da hepatite B oculta [43].

A hepatite B oculta tem sido associada a niveis baixos de replicacdo de VHB na auséncia de AgHBs
detectavel, como referido. As técnicas de PCR (polimerase chain reaction) tém permitido a deteccdo destes
niveis baixos de replicacdo. No entretanto, na circunstancia de ndo se disponibilizar de técnicas de biologia
molecular, a seropositividade para anti-HBc, isoladamente, pode servir como marcador de hepatite B oculta
nalgumas circunstancias (quadro 3).

Na hepatite B oculta é, do ponto de vista dos marcadores para VHB, possivel distinguir os
seropositivos (anti-HBc e/ou anti-HBs positivo) e os seronegativos (anti-HBc e anti-HBs negativos)
(figura 5). Nos seropositivos para a hepatite B oculta, a eliminagcdo do AgHBs pode ter ocorrido pouco
tempo depois da resolucdo da hepatite aguda ou anos ou décadas depois da infecgdo crénica, enquanto o0s
seronegativos para a hepatite B oculta podem ter perdido, progressivamente, todos os marcadores de VHB
ou podem ter sido negativos para VHB logo no inicio da infeccdo, tal como acontece com o modelo
animal (marmota) infectado por woodchuck hepatitis virus (WHV) [44].
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Quadro 3. Diagnostico, epidemiologia e clinica da hepatite B oculta (adaptado da ref235).

Caracteristicas

Aspectos relevantes

Observagdes/comentarios

Diagnostico

deteccdo ADN-VHB (figado e sangue)

a identificacdo de ADN-VHB no figado é o método mais
apropriado para o diagnéstico de HBO, com limitacoes (pequeno n°
de amostras e técnicas estandardizadas e validadas ndo disponiveis)

a identificacdo de ADN no plasma é o método mais utilizado para o
diagnostico de HBO, por PCR, com limitacdes (ndo identifica todos
0s casos e a PCR mais sensivel é vulneravel a contaminagéo, sendo
dificil de excluir os falsos-positivos)

identificacdo do anti-HBc, se ADN-VHB ndo for exequivel, no caso
de dadivas de sangue ou de drgdos e de terapéutica
imunossupressora; o anti-HBc é marcador menos fiavel (nem todos
anti-HBc tém ADN-VHB detectavel e os testes anti-HBc podem ser
falsos positivos)

Epidemiologia

a HBO parece mais frequente em
individuos de risco para VHB e com
doenca hepatica

prevaléncia em diferentes regides dificeis de comparar, pelas
diferencas nas populagBes estudadas, pela heterogeneidade da
sensibilidade e da especificidade dos métodos utilizados para a
deteccdo de HBO, pelo tipo de amostras e pelo critério utilizado na
sua seleccdo e pela endemicidade da infeccdo por VHB

Clinica

11

dadivas de sangue AgHBs — negativo
com ADN-VHB devem ser consideradas
como infecciosas

ha risco de transmissdo de VHB no
transplante hepatico de um dador com
HBO, se o receptor é negativo para todos
os marcadores de VHB

doentes com HBO sob quimio-radio-
imunoterapia estdo em risco de

0 risco real de transmissdo da infeccdo por VHB em dadores com
HBO e o custo/beneficio de um teste para ADN-VHB necessitam de
validagao futura

a profilaxia com antiviricos como o 3TC previne a infeccdo por
VHB na maioria dos casos (mas ndo em todos). Se bem que
possivel, ndo ha evidéncia de transmissdo de VHB, através de
Orgéos de dadores com HBO

0s doentes em quimio-imunoterapia devem ser testados para anti-
HBc e devem ser monitorizados para a ALT. Se bem que conhecido



reactivacdo da infecgdo por VHB

nos coinfectados VIH-VHB € conhecido
0 risco de reactivagdo grave de VHB,
guando se interrompem 0s ARVs que sao
activos contra VHB

é conhecido o contributo de VHB (em
monoinfectados e em coinfectados por
VHC) em favorecer ou em acelerar o
desenvolvimento de cirrose

estudos molecular-oncolégicos e
epidemioldgicos sugerem que a HBO
pode ser um factor de risco para o
desenvolvimento do CHC, em particular
em individuos infectados por VHC e com
consumo abusivo de alcool

0 risco de reactivacdo da infeccdo por VHB nos doentes hemato-
oncolégicos AgHBs — positivos, na HBO ndo esta definido este risco

a possivel influéncia da HBO na doenca hepética cronica nos
infectados por VIH é desconhecida

0 papel da HBO no desenvolvimento de cirrose ndo esta, ainda,
clarificado

a HBO mantem vérios dos mecanismos pré-oncogénicos de VHB —
por mecanismos directos, tais como a capacidade de integracdo no
genoma da célula hospedeira e de producdo de proteinas
transformadoras, e indirectos, pela actividade necroinflamatéria
crénica que promove a progressdao para cirrose (lesdo pré-
neoplasica). Porém, para se concluir que a HBO tem um papel
importante na transformagdo hepatocelular sdo necessarios mais
estudos de patogénese e de epidemiologia moleculares

ADN-VHB - 4cido desoxirribonucleico de virus da hepatite B; AgHBs — antigénio de superficie de virus da hepatite B; ALT — alanina-aminotransferase;
anti-HBc — anticorpo do core de virus da hepatite B; ARVs — antirretroviricos; CHC — carcinoma hepatocelular; HBO — hepatite B oculta; VHB — virus da
hepatite B; VHC — virus da hepatite C; VIH — virus da imunodeficiéncia humana.

12



Seropositivo
r _ Y %00/0 _r ( . HB + . HB +
AgHBs L anti-HBc e/ou anti-HBs )

—F—— Soro '—"J

ADN-VHB " \\-.\. Seronegativo
209 T - -
° (anti-HBc , anti-HBs )

F——. Figado —>  ADN-VHB'
1 \

Figura 5. Representacéo esquematica dos perfis de hepatite B oculta na infec¢do por VHB (adaptado da ref? 44).

O ADN-VHB tem sido detectado em cerca de 10% dos individuos com anti-HBc isolado,
mostrando, no entanto, 0s resultados grandes disparidades [25]. As discrepancias dos resultados
encontrados podem ser explicadas pelas diferengas nas populagdes estudadas, pela heterogeneidade na
sensibilidade e na especificidade dos métodos usados para detectar ADN-VHB, pelo critério de escolha

das amostras para o0s testes moleculares e pela endemicidade de VHB [23, 45].
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5. Objectivos

5.1 Objectivos principais

e Investigar a prevaléncia de anti-HBc isolado em infectados por VIH.

e Investigar a prevaléncia de ADN-VHB (hepatite B oculta) em coinfectados por VIH.

5.2 Objectivos especificos

o Determinar as caracteristicas demograficas e clinicas dos infectados por VIH com anti-HBc
isolado.
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6. Metodologia do Estudo
6.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo observacional, transversal, em seropositivos para VIH, sem TARV prévia,
atendidos, consecutivamente, na Consulta Externa de Doenca Croénica, dos Centros de Saude da area de
Mavalane, Polana Canigo e Mavalane, Cidade de Maputo, no periodo compreendido entre Junho e Outubro
de 2012. Aqueles que deram o consentimento informado, para participar no estudo, foram submetidos a um
questionario, ap6s o qual foi colhida uma amostra de sangue, para determina¢do do hemograma, das
aminotransferases, da contagem de linfocitos da linhagem CD4 (TCD4"), da serologia e da carga virica para
VHB.
6.2 Populagdo em estudo

Para este estudo foram recrutados adultos (com idades > 18 anos), infectados por VIH, sem TARV
prévia, seguidos nos Centros de Salde da area de Mavalane, em Consulta Externa de Doenca Cronica.
Como rotina, estes seropositivos para VIH sdo submetidos a uma avaliacdo mensal, por forma a serem
caracterizados, tendo em conta o estadio clinico, a presenca de infec¢des oportunistas, alteracfes analiticas,
incluindo a contagem de linfocitos TCD4*, para tomada de decisdo no que concerne a medidas de
intervencdo terapéutica, incluindo o inicio da TARV.
Critérios de incluséo

e Idade > 18 anos.

e Infeccéo por VIH.

e Sem TARV prévia.

e Em avaliacdo na Consulta Externa de Doenga Cronica, dos Centros de Salde da area de Mavalane.

Critérios de exclusédo

e Gravidas.
¢ Incapacitados de prestar consentimento informado.
e Os que recusaram participar do estudo.

Tamanho da amostra
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Dos 610 individuos inquiridos, 39 ndo foram elegiveis, tendo em conta os critérios de incluséo e de
exclusdo, previamente definidos. Assim, foram recrutados 571 seropositivos para VIH e incluidos 518 na
analise estatistica (0os que tinham disponivel o questionario e os resultados laboratoriais completos)
(anexol).

O calculo da amostra teve em conta a prevaléncia de hepatite B oculta de 7,5%, de acordo com um

estudo conduzido na Africa do Sul, em 2009 [46]. Para tal foi utilizada a formula seguinte, assumindo:

4 Significancia (alfa) = 0.05
n Z{',;',."j g Prevaléncia (p) = 7.5%
EE Erro (E) = 2% (erro maximo aceitavel para a estimativa)

Com base neste calculo o “n” estimado foi de 469. Admitindo-se que a estimativa da taxa de recusa
para a participacdo rondasse cerca de 10%, o tamanho previsto da amostra final foi de 515.
6.3 Metodologia usada no recrutamento da amostra para o estudo
Accao de esclarecimento

Foi programada uma accédo de esclarecimento diaria aos potenciais participantes, onde se transmitia
informacdo sobre a infeccdo por VHB, no que respeita & sua importancia, a sua prevaléncia, ao significado
da coinfeccdo com VIH, as interacgdes entre VHB-VIH e as vantagens e desvantagens na participagdo no
estudo.
Consentimento informado

Apo0s a accdo de esclarecimento foram convidados a participar no estudo e conduzidos para o local
onde se procedia a assinatura do consentimento, sendo no momento disponibilizada uma cdpia do mesmo
ao participante, contendo contactos dos elementos da equipa de investigacdo, destacando o investigador
principal, para o caso de duvidas ndo totalmente esclarecidas, garantindo assim a voluntariedade da

participacdo (anexo 2).
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Colheita de dados dos participantes
No local, os participantes eram submetidos a um questionario fechado, com vista a obter
informacéo sobre (anexo3):

e Dados sociodemogréficos.
e Factores de risco relacionados com as infec¢des por VIH e VHB.
e Comorbilidades.

Posteriormente, procedia-se ao exame fisico sumario, que tinha em vista a caracterizacdo do(s)
(anexo3):

e Estado geral e sinais vitais.
e Sinais de potencial doenga hepatica, tais como ictericia, ascite e esplenomegalia.
e Estadio clinico da infec¢do por VIH, de acordo com a classificagdo da OMS (anexo 4).

Colheita de amostras de sangue

Depois, era colhido um volume aproximado de 12 mL de sangue, dos quais 9 mL foram distribuidos
por trés tubos com anticoagulante K2E EDTA (BD vacutainer, Inglaterra) e os restantes 3 mL para um tubo
sem anticoagulante (BD vacutainer, Inglaterra). Apos a colheita, os tubos eram, devidamente, rotulados e
identificados com as iniciais do participante, codigo e nimero de estudo. As amostras eram conservadas no
local da colheita por um periodo maximo de seis horas.

Com as amostras de dois tubos, um seco e um com EDTA, fez-se a determinagdo do hemograma,
das aminotransferases e da contagem de linfécitos TCD4*, no Laboratério do respectivo Centro de Salde.
Os restantes dois tubos, com anticoagulante EDTA, foram enviados para o Laboratério de Biologia

Molecular do Instituto Nacional de Saude (INS), para a determinag&o da carga virica para VHB.

a) Hemograma completo
A contagem total das séries sanguineas (eritrograma, leucograma e plaquetograma) foi efectuada
nas primeiras seis horas, apds a colheita da amostra, utilizando reagentes comercialmente disponibilizados

para o Centro de Salde — Automated Hematology Analyzer Sysmex SF 3000 (Sysmex, Japao).
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b) Aminotransferases
As aminotransferases [ALT e aspartato-aminotransferase (AST)] foram determinadas, dentro das
primeiras seis horas, apds a colheita da amostra, utilizando reagentes comercialmente disponibilizados para

o0 Centro de Saude, com o recurso a um autoanalizador de bioguimica.

c¢) Imunofenotipagem das subpopulagdes dos linfécitos T.

A imunofenotipagem de linfécitos TCD4* e TCD8* foi determinada por citometria de fluxo,
utilizando o instrumento FACSCalibur e reagentes Multitest [Beckton Dickinson, Estados Unidos da
América (EUA)], através de uma plataforma, seguindo o protocolo do fabricante.

Resumidamente, o fendtipo dos linfécitos TCD4* e TCD8* foi analisado usando o sangue total
colhido em tubo de 5mL, com anticoagulante EDTA. Os tubos, contendo as amostras de sangue, foram,
previamente, colocados num agitador orbital durante alguns minutos para a sua homogeneiza¢éo. Em tubos
truCOUNT (Becton Dickinson, EUA) foram, inicialmente, adicionados 20pl de uma mistura de anticorpos
monoclonais Multitest CD3/CD4/CD45/CD8 e, posteriormente, 50ul de sangue homogeneizado, do
respectivo tubo EDTA. Os tubos truCOUNT foram agitados num vortex por 5 segundos e, depois,
incubados no escuro por 15 minutos. De seguida, foram adicionados 450ul da solugdo FACSLysing
(Becton Dickinson, EUA), para a lise dos eritrdcitos. Posteriormente, os tubos foram agitados num vértex
por 5 segundos e incubados por 15 minutos no escuro. Depois, as amostras foram levadas para a analise do
fendtipo no citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, EUA).

Depois do processamento nos Centros de Salde, as amostras foram centrifugadas, o plasma e soro
alicotados e enviados para o Laboratério de Serologia do INS, para determinacdo da serologia de VHB

(AgHBs, anti-HBs, e anti-HBc total) (anexo 3).
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d) Serologia da infecgéo por VHB

Para a determinacdo da presenca de AgHBSs, foi usado o teste rapido Determine HBsAg, (Allere,
Japdo), seguindo as instrucdes do fabricante. Foram adicionados 60ul de plasma no local de deposicéo de
amostra, na tira do teste e, de seguida, adicionada uma gota de tamp&o no mesmo local, esperando-se 15
minutos para a leitura, interpretacéo e registo do resultado.

Para a testagem dos anticorpos (anti-HBs e anti-HBc total) foram usados kits comerciais do
método de Enzyme Linked ImmunoAssay (ELISA), (DiaSorin, S.p.A. - Saluggia, Italia), sendo a técnica
executada e interpretada de acordo com as indicagGes do fabricante. Resumidamente, em microplacas de
96 pogos impregnados com antigénios HBs e HBc, respectivamente, foram depositados 25ul do diluente
de amostras, parte integrante do kit, de seguida, 75 ul do plasma e dos controlos nos respectivos pogos. As
misturas foram homogeneizadas através de trés pipetagens reversas. As placas foram cobertas e incubadas
a seco durante uma hora = 5 minutos a 37°C + 1°C. De seguida, foram removidas as coberturas das placas,
as quais foram lavadas no minimo cinco vezes com tempo de imersdo de 30 segundos com um volume
total da solucdo de lavagem de 0.370mL (370 ul), através de uma lavadora de placas (Biotech, EUA).
Foram adicionados, rapidamente, 100 ul da solugdo de conjugado em todos os pocos das placas e
incubadas por 30 + 5 minutos, a temperatura ambiente. Depois, as placas foram lavadas no minimo cinco
vezes e, posteriormente, foram depositados 80 ul da solugdo de revelagdo em todos pocos das placas, as
quais foram, de seguida, incubadas no escuro, a temperatura ambiente durante 30 £ 5 minutos. Findo este
periodo, foram depositados 100 ul da solugdo de paragem, na mesma sequéncia e rapidez, com que foi
adicionada a solucdo de revelacdo e, por fim, foi feita a leitura num intervalo de 30 minutos com um
aparelho leitor de microplacas, com filtros de comprimento de onda de 450 a 620 nm, para a obtencéo das
densidades Gpticas da corrida. Através de um painel de interpretacdo de resultados foram determinadas as
amostras positivas e negativas, para cada um dos marcadores de acordo com os critérios estabelecidos

pelo fabricante.
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e) Determinacdo da carga virica para VHB
Os dois tubos com EDTA foram centrifugados por 10 minutos a 3.000 rpm, e 1100ul de plasma
foram transferidos para criotubos de 1,5 mL, [micro tubes type C, with skirted base, neutral cap (Sarsted,
Alemanha)], previamente identificados com o nimero de registo do participante e a data de colheita da
amostra bioldgica. Estes foram armazenados no INS, em congeladores a —20°C até a data do seu
processamento.
A carga virica para VHB foi determinada por PCR em tempo real, utilizando o sistema automatico
Cobas Ampliprep/Cobas TagMan HBV 96, versdo 2.0, (Roche Diagnostics, Alemanha), de acordo com o
manual do fabricante.
Este teste quantitativo pode detectar cargas viricas acima de 20 Ul/mL. O factor de conversdo de
Ul/mL para cépias/mL recomendado pela OMS, é 5,82 copias/mL.
O INS em Mogambique procedeu ao controle de qualidade das amostras de sangue.
6.4 Grupos de estudo
Apos a andlise seroldgica e determinacdo da carga virica para VHB, os participantes foram
distribuidos por quatro grupos, todos eles com serologia positiva para VIH:
e Grupo A- ndo imunes (AgHBs', anti-HBc", anti-HBs").
e Grupo B- imunes (AgHBs', anti-HBc", anti-HBs").
e Grupo C- anti-HBc* isolado (AgHBs’, anti-HBc*, anti-HBs", ADN-VHB <20UI/mL).

e Grupo D- hepatite B oculta (AgHBs", anti-HBc*, anti-HBs", ADN-VHB >20UI/mL).
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7. Considerac0es éticas
a) Comité Nacional de Bioética

O protocolo do estudo foi submetido para a aprovacdo pelo Comité Nacional de Bioética para
Saude (CNBS), Maputo, Mogcambique. Tendo este acesso directo a toda a documentacao relevante do
estudo sempre que solicitado (anexos 5 e 6).

O investigador principal foi responsavel por garantir que o questionario, o formulario do
consentimento informado e qualquer outra informacdo que foi apresentada aos potenciais participantes
foram revistas e aprovadas pelos Comités de Etica.

Este estudo foi realizado de acordo com as Boas Praticas Clinicas (GCP — good clinical pratice) e
todos os requisitos regulamentares aplicaveis, incluindo, quando aplicavel, a versdo 2008 da Declara¢do de
Helsinquia.

b) Consentimento informado

O consentimento informado é um documento escrito que foi lido para todos os individuos elegiveis
ou para os seus guardibes, pelo investigador ou pelo clinico treinado, usando uma linguagem clara e
acessivel ao destinatario.

De todos os voluntarios foi obtido um consentimento escrito e assinado (ou com impressao digital),
apo6s um esclarecimento de duavidas, discussdo do contetdo do estudo com membros da familia ou da
comunidade, antes da decisdo de participar.

A inclusdo no estudo foi voluntaria e, sempre, ap6s se ter obtido o consentimento informado. A
possibilidade de desisténcia e saida dos participantes do estudo, em qualquer fase do processo, ndo
constituiu motivo para discriminacéo, relativamente, ao tratamento e seguimento de rotina, no Centro de

Saude.
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¢) Confidencialidade

O questionario, as requisi¢des e as amostras laboratoriais foram identificados, por um cédigo do
estudo (HBOG ou CSPC e uma referéncia numérica de trés algarismos), as iniciais do participante (do
primeiro, do segundo e do Gltimo nome) e o numero do processo clinico do Centro de Saude, de modo a
garantir a confidencialidade.

Os dados de identificacdo dos participantes foram restritos ao pessoal médico e investigadores,
directamente ligados ao estudo, para os casos de necessidade de confirmacdo de alguma informacdo
pertinente.

Os questionarios codificados foram arquivados e enviados para o INS e, posteriormente,
introduzidos na base de dados, ndo tendo sido difundidos fora do local de estudo.

d) Biosseguranga

As amostras de sangue foram colhidas seguindo normas de biosseguranca e todo o cuidado foi
tomado para evitar acidentes com os participantes e com o pessoal de salde.
e) Implicagdes e beneficios

Sera proposta a vacinagdo contra a hepatite B aqueles que ndo estejam, ainda, protegidos. E
importante referir, que todos os participantes, com critérios para vacinacao, serdo encaminhados ao
Programa de Vacinacdo do Ministério da Saude, particularmente os individuos com contagens de linfocitos
TCD4* acima de 200 células/pL.

Os participantes em que for detectada hepatite B activa ou oculta serdo referenciados para
tratamento da infeccéo por VIH, de acordo com as normas nacionais que consiste na administragéo de dois
ARVs, activos contra VHB (TDF, 3TC ou FTC).

A equipa do estudo ira convidar os parceiros dos individuos seropositivos para VIH e com infeccéo
crénica por VHB (activa ou oculta) para uma sessdo de aconselhamento e testagem de ambos 0s virus,

sempre que possivel.
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8. Resultados

Para o estudo foram seleccionados 610 individuos com infec¢do por VIH, dos quais 39 ndo foram
elegiveis por diversos motivos, nomeadamente exposicdo prévia aos ARVs (15), gravidez (12), abandono
(7) e recusa em assinar o consentimento informado (5). Portanto, restaram 571 (94%) que assinaram o
consentimento informado, responderam ao questionario, submeteram-se a observagéo clinica e a colheita de
amostras para os estudos laboratoriais. Destes, 53 foram excluidos por volume insuficiente da amostra (42)
ou amostra em mas condi¢cBes (11), restando, assim, 518 individuos (85% da populagdo inicial),
validamente testados e com resultados laboratoriais, incluindo os testes serol6gicos que foram utilizados
para o diagnostico da infeccdo por VHB (figura 6).

Com os resultados seroldgicos obtidos (AgHBs, anti-HBc e anti-HBs), 47 (9,1%) apresentavam
AgHBs positivo, pelo que consideramos portadores crénicos de VHB.

Das restantes 471 amostras, 123 (26,1%) mostravam anti-HBc e anti-HBs negativos, 102 (21,7%) anti-
HBc e anti-HBs positivos, 213 (45,2%) anti-HBc positivo e anti-HBs negativo e 33 (7%) anti-HBc negativo
e anti-HBs positivo, marcadores estes Ultimos compativeis com vacinagdo anti-VHB, pelo que foram
excluidas da andlise final.

Deste modo, restaram 438 a que corresponderam o0s quatro grupos de infectados por VIH que
incluimos na analise final do estudo. Assim, ao grupo A correspondem 123 dos individuos (anti-HBc e anti-
HBs negativos), designados de ndo-imunes, ao grupo B 102 (anti-HBc e anti-HBs positivos), designados de
imunes e ao grupo C com anti-HBc positivo e anti-HBs negativo, designados de anti-HBc positivo isolado e
com possivel hepatite B oculta (figura 6).

Das 213 amostras, correspondentes a possivel hepatite B oculta, foram excluidas seis delas, por ma
qualidade, restando, assim 207 em que foi determinada a carga virica (ADN-VHB) para VHB, das quais
190 (91,8%) tinham ADN-VHB < 20 Ul/mL e 17 (8,2%) com ADN-VHB > 20 Ul/mL, que incluimos no

grupo D, com o diagndstico de hepatite B oculta (figuras 6 e 7).
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Figura 6. Fluxograma dos resultados obtidos nos individuos seleccionados para o estudo da hepatite B

oculta
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m Negativa

M Positiva

Figura 7. Representacdo grafica da propor¢do de individuos com cargas viricas de VHB negativas e positivas nos
207 individuos AgHBs', anti-HBs™ e anti-HBc total*.
AgHBs — antigénio de superficie negativo; anti-HBs, anticorpo contra antigénio de superficie negativo; anti-HBc
total* — anticorpo contra antigénio do core positivo.

As 17 amostras com carga virica positiva, foram estratificadas em trés grupos de acordo com a

quantificagdo da sua carga virica, um com carga virica entre 20-100UI/mL correspondente a 64,7% (11/17),

outro entre 101-1.000Ul/mL (23,5%, 4/17) e o Gltimo >1.000Ul/mL (11,8%, 2/17) (quadro 4).

Quadro 4. Estratificacdo das cargas viricas (ADN-VHB) em 17 infectados por VIH, com hepatite B oculta.

Carga virica de VHB ] :
(Ul/mL) Ndmero de amostras %
101-1.000 4 23,5

O quadro 5 descreve as caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais nos quatro grupos do
estudo (A, B, C e D), respectivamente, o0 dos ndo-imunes (anti-HBs negativo e anti-HBc negativo), o dos
imunes (anti-HBs positivo e anti-HBc positivo), o dos com anti-HBc isolado (anti-HBs negativo e anti-
HBc positivo e ADN-VHB < 20Ul/mL) e o dos com hepatite B oculta (anti-HBs negativo, anti-HBc

positivo e ADN-VHB > 20UI/mL).
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No geral, foi identificada uma predomindncia de mulheres nos quatro grupos de estudo (p=
0,625). A idade média encontrada foi de 32 anos (AlQ: 27-41), de 35 anos (AlQ: 39-42), de 34 anos (AlQ:
28-43) e de 31 anos (AlQ: 27-39), respectivamente, para 0s ndo-imunes, imunes, com anti-HBc isolado e
com hepatite B oculta (p=0,242).

Os individuos com hepatite B oculta apresentaram a menor percentagem de consumo de alcool,
11,8% (2/17) comparativamente ao grupo dos ndo-imunes 37,4% (46/123), imunes 38,2% (39/102) e com
anti-HBc isolado 36,8% (70/190) (p= 0,194). Em relacdo ao tabaco, nenhum individuo do grupo com
hepatite B oculta admitiu o seu consumo, tendo este sido reportado em 7,3% (9/123) dos participantes do
grupo ndo-imune, em 8,8% (9/102) do grupo imune e em 11,1% (21/190) do grupo com anti-HBc isolado
(p= 0,386).

Em relacdo a infeccdo por VIH, verificou-se que o estadio clinico (OMS) foi semelhante nos
quatro grupos, sendo o estadio menos prevalente o terminal (OMS V) (p=0,487).

Os niveis séricos de ALT foram semelhantes nos quatro grupos, variando entre 21,4 e 24,7 (AlQ=
14,6-49,7) (p=0,493). A contagem total de leucécitos (p=0,542), linfécitos (p=0,231) e de linfocitos

TCDA4* (p=0,310) foi, de igual modo, semelhante nos quatro grupos do estudo.
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Quadro 5 — Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais de 471 infectados por VIH, ndo-imunes por VHB (A), imunes (B), com

anti-HBc* isolado (C) e com hepatite B oculta (D)?

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D value
N&o-imunes Imunes Anti-HBc* isolado Hepatite B oculta P
. e - . T (anti-HBc* e anti-HBs~  (anti-HBc™, anti-HBs~
(anti-HBc™ e anti-HBs")  (anti-HBc*e anti-HBs") ADN-VHB<20UI/mL)  ADN-VHB>20Ul/mL)
Doentes (%) 123 (26,1) 102 (21,7) 190 (40,3) 17 (3,6)
Mulheres (%) 89 (72,4) 64 (62,7) 129 (67,8) 13 (76,5) 0,625
Idade média (AlQ), anos 32 (27-41) 35 (29-42) 34 (28-43) 31 (27-39) 0,242
Consumo &lcool (%) 46 (37,4) 39 (38,2) 70 (36,8) 2 (11,8) 0,194
Consumo tabaco (%) 9(7,3) 9(8,8) 21 (11,1) 0(0,0) 0,386
Estadio de VIH (OMS) (%)
f 57 (46,3) 37 (36,3) 94 (49,5) 6 (35.3)
i 35 (28,5) 33(32,4) 56 (29,5) 5(29,4) 0.487
Y 30 (24,4) 29 (28,4) 37 (19,4) 5 (29,4) ’
1(0,8) 3(2,9) 3(1,5) 1(5,9)
ALT (UI/L) 21,8 (16,8-30,7) 21,4 (14,6-30,1) 21,7 (16,6-30,7) 24,7 (16,6-49,7) 0,493
Contagem leucécitos (103 céls/mm?) i i i i
(AIQ) 4,7 (3,9-5,7) 4,5 (3,7-5,5) 4,8 (3,7-5,8) 4,3(3,7-5.3) 0,542
Contagem linfécitos totais
(10° céls/mm?) (AIQ) 2(2-2) 2(1-2) 2(1-2) 2(1-2) 0,231
Contagem de TCD4* (céls/mm®) 397 (220-538) 322 (204-477) 355 (203-509) 334 (86-543) 0,310

@ Da andlise foram excluidas 33 amostras com marcadores de vacinagdo anti-VHB (anti-HBc negativo e anti-HBs positivo) e seis amostras para quantificagdo do ADN-
VHB, por ma qualidade.

AIQ — amplitude inter quartil; ALT — alanina-aminotransferase; anti-HBc™ — anticorpo contra o antigénio do core de virus da hepatite B; anti-HBs™ — anticorpo contra o
antigénio de superficie de virus da hepatite B; OMS — Organizacdo Mundial de Saude; TCD4* — linfocitos da linhagem CD4; UI/L — unidades internacionais por litro; VHB
— virus da hepatite B; VIH — virus da imunodeficiéncia humana
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9. Discussao

Este estudo foi o primeiro do género realizado em Mocambique, no qual foi demonstrada a
frequéncia de hepatite B oculta em infectados por VIH. O significado clinico da hepatite B oculta
identificada na Europa e nos Estados Unidos da América é controverso. Numa coorte de Filadélfia ndo se
registou aumento significativo nas aminotransferases apos controlo para exposi¢do ao alcool é a hepatite C
[47]. Numa coorte italiana foram encontradas complicacfes hepaticas, como aumento das aminotransferases
nos infectados por VIH, com coinfeccdo por VHB. Nesta coorte registou-se aumento significativo da
actividade necro-inflamatoria (flares) do figado durante o tratamento e apds a descontinua¢do da LAM nos
coinfectados por VHB, quando em comparagao com os seropositivos para VIH, sem hepatite B oculta [48].

Se a hepatite B oculta, nos infectados por VIH, tiver impacto do ponto de vista clinico, a
prevaléncia global da coinfecgdo VHB-VIH tem consequéncias significativas nos programas da TARV em
regiGes de recursos limitados, tal como é Mogambique.

A OMS recomenda para o tratamento da infeccdo por VHB mais do que um farmaco em
combinagdo para a terapéutica da infeccdo por VIH [49]. Assim, a elevada prevaléncia da coinfeccdo por
VHB (9,1%) e da hepatite B oculta (8,2%) deve ser tida em conta, em Mogambique, quanto da escolha do
regime de TARV.

A LAM, um nucleosideo inibidor da transcriptase reversa, € activa contra VIH e VHB. A LAM ¢
um dos trés ARVs utilizados, com frequéncia, na TARV em paises de recursos limitados. Porém, enquanto
a monoinfeccdo por VHB pode ser tratada com LAM, hé referéncias a complica¢des quando utilizada na
coinfecgdo VHB-VIH, como, por exemplo, a necro-inflamacéo quando se adiciona e/ou suspende a LAM,
havendo citagdes, se bem que raras, a faléncia hepética [48, 50]. Uma outra consequéncia da utilizacéo da
LAM, como componente Unica da terapéutica da infeccdo por VHB, é o desenvolvimento de resisténcias. A
incidéncia da resisténcia @ LAM, nestas circunstancias, é de, aproximadamente, 20% ao ano, sendo assim,

no segundo ano de tratamento cerca de 40% dos doentes poderdo desenvolver resisténcia. Estes dados

28



levaram a OMS a recomendar terapéutica com dois antiviricos com accao sobre VHB, usando TDF e LAM
ou TDF e FTC [49].

Outro significado clinico de importancia da hepatite B oculta em infectados por VIH, para além da
terapéutica antivirica, € o impacto na gravidez. Em muitos paises em que a prevaléncia da hepatite B é alta,
ndo faz parte da avaliacdo da gravida o rastreio seroldgico da infeccdo por VHB, como é o caso de
Mocambique. A transmissdo perinatal da infeccdo por VHB é bem conhecida [51]. No entretanto,
desconhece-se o papel da hepatite B oculta na transmissdo mae-filho de VHB e de VIH e como tratar a
infeccdo por VHB, na mulher gravida coinfectada por VIH.

A inexisténcia de significado estatistico na analise de regressdo linear multivariada entre a carga
virica de VHB e o género, a contagem de linfécitos TCD4* ou a idade pode ser devida, em parte, a
dimensdo reduzida da amostra e consequente falta de poder estatistico. Também, a carga virica (ADN-
VHB) foi, apenas determinada nas amostras com seropositividade isolada anti-HBc, como tem sido opcéo
na generalidade dos estudos em infectados por VIH. Se toda a coorte tivesse sido testada para ADN-VHB,
os resultados poderiam traduzir melhor a realidade da hepatite B oculta, em Mogambique.

Dada a prevaléncia elevada da coinfeccdo por VHB nesta populacdo de infectados por VIH de
Maputo, Mogambique, o tratamento com TDF e 3TC ou TDF e FTC ndo s6 melhora a seguranga e a

simplificagdo do tratamento para VIH, mas, também, trata eficazmente a infeccéo por VHB.
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10. Conclusoes

Este estudo confirma que os testes seroldgicos isoladamente ndo tém capacidade para identificar
todas as coinfeccbes VHB-VIH e mostra que a hepatite B oculta ndo é rara em seropositivos para VIH, em
Mocambique. Até agora, este é o primeiro estudo prospectivo da hepatite B oculta em seropositivos para
VIH, em Mogambique. Nesta coorte, 9,1% (47/518) era AgHBs* e classificados, tradicionalmente, como
hepatite B cronica activa. Na mesma coorte, 45,2% (213/471) apresentava anti-HBc* isolado e destes uma
proporcao significativa (8,2%, isto é 17/207) de infectados por VIH esta coinfectada por VHB. A verdadeira
taxa podera ser mais elevada, dado tratar-se de uma estudo de corte transversal e os infectados cronicamente
por VHB evoluem com intermiténcias de positividade do ADN-VHB. Tendo em consideragdo estes dados
pode-se questionar se se justifica a determinacdo do ADN-VHB nos infectados por VIH, com risco elevado
de coinfecgdo por VHB oculta (em regides de prevaléncia elevada ou com serologia anti-HBc™) ou se 0 seu
custo-efectividade esta dependente do significado clinico da hepatite B oculta neste grupo de individuos —
n&o existem dados definitivos sobre esta questdo. Um estudo em Africa ndo demonstrou qualquer impacto
negativo da coinfec¢do oculta na resposta @ TARV. Dado que o risco de progressdo da doencga hepatica é
maior nos individuos com niveis de ADN-VHB > 2.000 UI/mL e no nosso estudo (e em muitos outros) o0s
niveis médios estdo bem abaixo deste limiar parece pouco provavel que a maioria dos individuos com
hepatite B oculta esteja em risco elevado de evoluirem para cirrose ou CHC. Todavia, é possivel que
aqueles com nivel elevado de ADN-VHB, infectados em crianca, estejam em risco de progredirem para
cirrose e CHC, podendo beneficiar, por isso, de antiviricos activos contra VHB. Outro beneficio potencial
da identificacdo da hepatite B oculta, nesta populacéo, é a da prevencdo da transmissao de VHB (mae-filho
ou por contacto préximo) pela vacinagdo e evitando o 3TC em monoterapia (para VHB) na TARV com o
risco de resisténcia de VHB a este antivirico. Mais estudos sdo necessarios para quantificar o risco de

evolucdo da doenca hepatica, hepatotoxicidade a TARV e o desenvolvimento de resisténcias na coinfecgao
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VIH-VHB oculta, assim como das razdes de baixa sensibilidade para os testes de detec¢do do AgHBs, nesta

populacéo.
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Anexos

Anexo 1: Folha da informagéo e de consentimento informado.
, @

INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE
MOCAMBIQUE

UNIVERSIDADE

DE LISBOA
UNIVERSIDADE DE LISBOA MINISTERIO DA SAUDE
FACULDADE DE MEDICINA INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE

FOLHA DE INFORMAGAO DE CONSENTIMENTO

Senhor(a),

O seu clinico oferece-lhe a oportunidade de participar num estudo. Antes de tomar a sua decisdo €

importante que leia com cuidado esta folha de informagao de consentimento, que Ihe dara o esclarecimento

necessario sobre os varios aspectos do estudo.

Este estudo é resultante duma colaboracédo entre trés instituicGes, nomeadamente: Instituto Nacional de
Saude (INS), Mocambique; Hospital Central de Maputo (HCM) e Faculdade de Medicina da Universidade

de Lisboa (FMUL), Portugal. O estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Bioética para a Salde

HEM
-

HOSPITAL CENTRAL DE MAPUTO

DEPARTAMENTO DE MEDICINA

(CNBS) de Mocambique. N&o hesite em colocar ao seu clinico qualquer questdo que lhe ocorra.

Titulo do estudo

Frequéncia da hepatite B oculta em doentes infectados por virus da imunodeficiéncia humana (VIH)

1/2, na &rea de Mavalane, Cidade de Maputo, Mocambique.



Objectivo do estudo

O estudo pretende determinar frequéncia da hepatite B oculta em doentes seropositivos para VIH,
nas Unidades Sanitéarias da area de Mavalane, Cidade de Maputo. Assim como pretende caracterizar os
factores associados a esta doenca, e a relagéo existente entre as diferentes fases da infeccdo por VIH

com a infec¢do por hepatite B (VHB).

Porqué participar neste estudo
= Informagéo de base:

o A hepatite B € muito comum em diversas regides do Mundo, sendo a décima causa de morte.
Este virus é responsavel por doenga do figado grave que pode levar ao cancro do figado.
Mocambique é considerado um Pais com elevadas taxas de frequéncia de VHB e de cancro do
figado.

o A infecgdo por VIH €, igualmente, alta em Mogambique e em Africa. Estes doentes mais
facilmente se infectam por VHB.

o VIH acelera a progressdo de VHB, para doengas graves e fatais e pode tornd-lo indetectavel
pelos exames mais simples. O tratamento para VIH pode ter accdo sobre VHB, por isso é
necessario saber se VHB esta presente em doentes com VIH.

o Em Mocambique, ainda ndo se faz o despiste da hepatite B e ndo tem estudos sobre a
frequéncia da infeccdo por VIH e VHB, nem da infeccdo oculta (ndo detectavel).

= Com a sua participacao, pretende-se mostrar que doentes com VIH tem, com muita frequéncia a
infeccdo por VHB, e que tém maior possibilidade de ndo ser detectados pelos testes de rastreio. Se
isto se verificar, no final, serdo recomendadas alteracfes no esquema de tratamento antirretrovirico
de VIH nesses doentes de modo a controlar melhor a infeccdo por VHB, evitando mortes por

agravamento da doenca do figado.



Selecgdo dos participantes:
Um total de 515 doentes serdo recrutados na Consulta de Doencga Cronica dos Centros de Salde da Polana

Canico e de Mavalane, na Cidade de Maputo.

= Para ser incluido no estudo tera de preencher os seguintes requisitos:
o ldade >18 anos.
o Infecgdo por VIH.
o Sem terapéutica antirretrovirica prévia.
= Nao serdo incluidos aqueles que apresentem um dos seguintes critérios abaixo listados:
o Gravidez.

o Incapacidade de prestar consentimento informado.

Procedimentos do estudo

= Se concordar em participar, tera que responder a um questionario, de seguida submeter-se a um
exame fisico pelo clinico que o ird observar na consulta.

= Sera colhida uma amostra de, aproximadamente, 12 mL de sangue, que sera enviada ao Laboratério
de Imunologia do INS em Maputo. Algumas amostras serdo enviadas para Lisboa para se proceder
o controlo de qualidade dos testes realizados em Mogambique.

= Com a amostra de sangue serdo realizados um hemograma, testes bioquimicos (aminotransferases),
testes seroldgicos de VHB (para deteccdo da presenca da infecgdo activa, cronica ou oculta), testes

imunoldgicos (linfocitos TCD4* e TCD8*) e 0 ADN de VHB (carga virica).

Todos os resultados do estudo serdo discutidos consigo e serdo arquivados no seu processo clinico.



Vantagens em participar no estudo
= Esta é uma oportunidade para o rastreio da infeccdo por VHB, diagndstico precoce e seguimento na
consulta médica ou de especialidade, caso indicado.
= Caso for identificada coinfeccdo VHB-VIH, o seu tratamento antirretrovirico podera ser iniciado ou
adaptado com os regimes terapéuticos mais adequados.
= Serd proposta a vacinagdo contra a hepatite B aos doentes que ndo estejam protegidos contra o

virus.

Riscos associados a sua participacao
Podera apresentar algum desconforto ou dor ligeira no momento da colheita de sangue, e/ou alguns
efeitos secundarios como hematomas locais, que, geralmente, se resolvem por si. Este procedimento de

colheita de sangue seré feito por um técnico de salde capacitado para a colheita de amostras.

Os seus direitos durante o ensaio e confidencialidade

= Os registos relativos a sua participacao serdo usados apenas para os efeitos deste estudo.

= O seu nome ndo serd usado em formularios do estudo, rétulos de amostras laboratoriais ou em
qualquer relatdrio resultante deste estudo. No inicio do estudo ser-lhe-4 dado um nudmero de
identificacdo, que serd usado em todos os formularios e amostras laboratoriais. Apenas membros do
estudo e do Comité Nacional de Bioética para Salde terdo acesso a informagéo ligando o seu nome
ao seu numero do estudo. Os dados recolhidos serdo tornados an6nimos antes de introducdo em

qualquer computador.



= Podera ter acesso a sua informacdo em qualquer altura, tendo o direito a rectifica-la ou opor-se a
ela. Este direito pode ser exercido mediante o coordenador local do estudo ou do seu clinico, cujos
nomes sdo mencionados abaixo. Apo6s 0s pesquisadores analisarem os dados, os resultados e

explicacdo das suas implicacdes serdo apresentados na clinica para a informacéao de todos.

= Assua participagdo no estudo é completamente voluntaria e ndo lhe trara custos adicionais. Todos 0s

testes realizados no estudo serdo gratuitos.

= Se recusar participar no estudo continuard a ser seguido no Centro de Saude e a beneficiar do

tratamento sem qualquer marginalizagéo.

Quem pode contactar em caso de questdes
Pode contactar qualquer pessoal do estudo se tiver questfes sobre a pesquisa:
-Dra Awa Carimo, coordenadora do estudo (+258 82 403 0000), Departamento de Medicina, Hospital

Central de Maputo.

- O seu clinico no local de estudo:
Sr/Sra Centro de Saude Polana Canico

Sr/Sra Centro de Salde de Mavalane

- Ou o Comité Nacional Bioética de Mogambique, 2° andar, Ministério da Salde, Telefone (+258)

21 430814 ou Fax (21) 426 547.



Declaracao do participante:

Fui informado, verbalmente, e por escrito sobre este estudo e compreendo de que se trata. Sei também guem

contactar se necessitar mais informacdo. Compreendo que a confidencialidade sera mantida. Compreendo

que sou livre de me recusar em participar no estudo sem que isto afecte os cuidados, normalmente,

recebidos na clinica. Concordo participar neste estudo como voluntario.

Data/hora

/20

_h: m Nome do doente

Data/hora

/20

h: m Nome do acompanhante

Declaragéo do investigador:

Assinatura (impressdo do polegar)

Assinatura (impressdo do polegar)

Eu, abaixo-assinado, defini e expliquei ao participante numa linguagem que ele compreendeu, 0S

procedimentos do estudo, 0s seus objectivos e o risco e beneficios associados com a sua participagao.

Informei ao participante que a confidencialidade ser4 mantida e que este é livre de se retirar do ensaio em

gualquer altura sem que isto afecte os cuidados que recebe no Centro de Salde. Seguindo as minhas

definicdes e explicacBes o participante concorda participar no estudo.

Data/hora

/20

h: m Nome do Investigador

Assinatura



Anexo 2: Formulério de recolha de dados e requisi¢oes laboratoriais

=
M:STOIT UCTOAN A:;O NBA LI DEQSALI.:D;
UNIVERSIDADE )
DE LISBOA
UNIVERSIDADE DE LISBOA MINISTERIO DA SAUDE
FACULDADE DE MEDICINA INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE

HEM
=

HOSPITAL CENTRAL DE MAPUTO

DEPARTAMENTO DE MEDICINA INTERNA

Frequéncia de hepatite B oculta em doentes infectados por virus da imunodeficiéncia humana tipo 1/2,

na area de Mavalane, Cidade de Maputo, Mogambique

Investigador Principal:

Awa Carimo

Numerodeinclusdéo | | Il |l |




Formuléario Sociodemogréfico

N° do Participante: |_|-|_|_| | Data: |_ | ||| |||

Iniciais do participante: Unidade Sanitaria:

N° do Processo Clinico | | ||| |

Data de nascimento (dd/mm/aa): |___|__|/|__|__|/19_||_| Idade:|___|___|anos

Sexo: Masculino O  Feminino O

Estado civil: Solteiro (a) O Casado (a) O Viavo (a) O Vive maritalmente O Divorciado (a) 3

Profissao: Trabalhador de satde: Sim O Nédo O
Bairro: N° Casa
Morada(AV/Rua): Quarteirdo

Ponto de referéncia:

Nivel de escolaridade: Analfabeto OJ Primério O Secundario O Universitario O

Telefone do participante: (+258 )|_|__|-|__|__|__| ||| [, (+258)_|__|-__|_| ||| [ |

Nome da pessoa a contactar:

Telefone do participante: (+258 )|__|__|-|__|__|__| ||| [, (+258)__|__|-__|_| || | [ |

Nome do investigador Data:] | |- ||| ||

1.Nome do digitador 2.Nome do digitador

(iniciais) (iniciais)




Formulério de Avaliagdo de Factores de Risco e Comorbilidades

N° do Participante: | _|-|_|_|_|

Data: |

Factores de risco actuais

Consumo alcool

Tabaco

Consumo de drogas endovenosas

Partilha de agulha/seringa

EscarificacOes

Tatuagens/piercing

Historia de transfusdo de sangue prévia
Historia prévia de vacinacdo de hepatite B
Histdria familiar de hepatite B

Parceiros ocasionais?

Uso de preservativo

Troca de sexo por dinheiro, bens ou servicos

Relacdo sexual desprotegida nos ultimos €
meses com parceiro ocasional

Relacdo sexual desprotegida entre Gltimos 6 -
12 meses com parceiro ocasional

No de parceiros sexuais actuais

Resultado de teste de VIH do parceiro

Sim

a o o o o o o o o o o a a

0

Nenhum O

Positivo O

Nao

g o o o o o o o o o o o aQa

10

Negativo O

Ano de inicio

>=10

Desconhecido/Néao

testado O




Estado serologico e tratamentos feitos

Alguma vez o teste de hepatite B O Sim o Néo
Se sim qual foi o resultado o Positivo O Negativo
Se positivo fez algum tratamento o Sim o Nao

Se sim qual e desde quando? Y O Y O Y
Quando fez o teste de VIH O O I
Nessa altura apresentava algume

doenca?

Co-morbidades Sim Nao \ Ano de inicio
Diabetes mellitus 0 0 T
IRC em dialise renal ) m) T

Doenga cronica conhecida
Medicacdo habitual
Outra: O a ]

Exame fisico sumario

Peso kg Altura IMC

TA / mmHg FC BPM T8 °C
Ictericia 3 Sim O Néo

Ascite 0 Sim 0 Nao
Hepatomegalia 0 Sim 0 Nao

Esplenomegalia 3 Sim O Néo




Moc

INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE

DEPARTAMENTO DE IMUNOLOGIA

FREQUENCIA DE HEPATITE B OCULTA EM DOENTES

INFECTADOS PLO VIRUS DA IMUNDEFICIENCIA HUMANA TIPQ

1/2, NA AREA DE MAVALANE.

REQUISICAO DE TESTES LABORATORIAIS

HEMOGRAMA, BIoQUIMICA E CD4/CD8

Nome do Enfermeiro :

Assinatura do Enfermeiro Data [/

N° de participante: | |- |||

Ne° de processo clinico: |__ || ||| |||

COMENTARIOS

Sexo: D M El F Idade anos Iniciaisdodoente] | | Horadecolheita _ :

Hemograma [_] Bioquimica [ | CD4 [ ] .

1. HEMOGRAMA
PARAME | RESULTADO VALORES UN PARAME | RESULTADO VALORES UN
TROS REFERENCIA TROS REFERENCIA
WBC Il bl l(x103/uL) 3.98-10.04 fmm? BASO I I I bl J(x103/uL) 0,00-0,2 %
NEUT Il bl l(x103/uL) 0.00 - 69.7 % HGB I I I bl J(x103/uL) 112-175 g/dL
Lymph Il bl l(x103/uL) 0.00-20.0 % MCV [ O Y 79.0- 94.8 fL
MONO I bl |(x103/uL) 0.00-10.1 % MCH T A 256322 Pg
EO I Ll |(x103/uL) 0,00-00,0 % PLT Il 0Ll (x103/uL) 163 - 369 /mm3

DATA PROCESSAMENTO __ [/ HorA__ @

NOME DO TECNICO DE LABORATORIO ASSINATURA




2. BIOQUIMICA

ALT: U/L (5-40) AST: U/L (5-40)
DATA DO PROCESSAMENTO / / HorA @
NOME DO ENFERMEIRO ASSINATURA
COMENTARIOS
3.CD4ECD8

CD4 Células/uL (410-1590) CD4 (%) % (27-57)
Racio CD4/CD8 (0.98-3.24)

CD8 Células/uL (410-1590) CD8 (%) % (14-34)
DATA DO PROCESSAMENTO /[ Hora
NOME DO TECNICO DE LABORATORIO ASSINATURA

COMENTARIOS




INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE
Mod DEPARTAMENTO DE IMUNOLOGIA

2 FREQUENCIA DE HEPATITE B OCULTA EM
DOENTES INFECTADOS POR VIRUS DA
IMUNDEFICIENCIA HUMANA TIPO 1/2, NA AREA
DE MAVALANE.

REQUISICAO

DE

LABORATORIAIS
CARGA VIRICA DE VHB

TESTES

Nome do Enfermeiro : Assinatura do Enfermeiro

Data

/

/

N° de participante: |___ |- |l I__I__|
Sexo:[ |[M [ JF  Idade anos Iniciais do doente| | |

N° de processo clinico: ||| ||| I[__|

Hora de colheita

CARGA VIRICA DE VHB D .

4. CARGA VIRICA DE HBV

copias/mL
DATADACENTRIFUGAGAO _ /[ /| Hora__ @
DATADOPROCESSAMENTO /[ [/ HORA___ .
NOME DO T. DE LABORATORIO ASSINATURA

COMENTARIOS




INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE

DEPARTAMENTO DE IMUNOLOGIA

REQUISICAO DE TESTES LABORATORIAIS

Mod 3 ~ SEROLOGIA
FREQUENCIA DE HEPATITE B OCULTA EM DOENTE(
INFECTADOS POR VIRUS DA IMUNDEFICIENCIA
HUMANA TIPO 1/2, NA AREA DE MAVALANE.
Nome do Enfermeiro : Assinatura do Enfermeiro Data [/ [/

N° de participante: |__ |- |||

N° de processo clinico: |__ || || |||

Sexo:[ JM [ JF  Idade anos Iniciais do doente|__ || Hora de colheita :

Hepatite B[ | .
AG/Ac Ag HBs Anti-HBs Anti-HBc AgHBe Anti-HBe
REACTIVO

NAO REACTIVO

INDETERMI

NADO

NAO REALIZADO

5. HEPATITE B

[ ] Amostras conservadas

DATA DE PROCESSAMENTO 1 NOME T. LABORATORIO

COMENTARIOS

DATA DE SEPARACAO DOPLASMA _ [/ HoRrA : NOME T. LABORATORIO ASSINATURA

ASSINATURA




Anexo 3: Algoritmo de recolha de dados.

Clinico do Centro de Saude:

Recrutamento para o estudo”
Aconselhamento do participante
Formulario Informativo®

Assinatura do Consentimento Informado®

ropdpPRE

Colaboradores ClinicosP:

1. Questionario
2. Exame Fisico

Técnico Laboratorial:

1. Colheita de amostra de sangue
2. Hemograma
3. ALT/AST
4. CDA4+, CD8+, racio CD4+/ CD8+, CV HIV
5. AgHBs
Ag HBs positivo Ag HBs negativo
Infeccéo Activa Anti-HBs, Anti-HBc
POSITIVO NEGATIVOS
ADN-VHB Sem Infecgdo
Positivo Negativo
Hepatite B oculta Infeccdo cronica/
curada




Anexo 4: Classificacdo clinica da infec¢do por VIH pela OMS.
Estagio 1

O Assintomatico

o Linfadenopatia generalizada persistente (LGP)

Estagio 2
o Perda de peso < 10%
0 Herpes Zoster < 5anos
o Lesdo muco-cutdneao minor
0 Infecgdo do tracto respiratdrio alto recurrente

Estagio 3
o Acamado < 50% do 0 Perda de peso > 10%
o Candidose oral o Leucoplasia pilosa oral
0 Pneumonia bacteriana 0 InfecgOes bacterianas severas
o Tuberculose pulmonar (<1 ano) o Diarreia cronica
o Febre persistente (> 1 més) o Outros:

Estagio 4 (Doenca definidora de SIDA)

o Linfoma o Toxoplasmose

o Sarcoma de Kaposi 0 Wasting syndrome

o Candidose esofagica 0 Deméncia associada VIH

o Criptosporidiose, cronico 0 Tuberculose miliar/extra-pulmonar
o Acamado > 50% do dia o Citomegalovirus disseminado

o Criptococos extra-pulmonar o Pneumonia por Pneumocystis carinii
o Herpes simplex disseminado (>1 més) o Outros:

0 Sépsis por Salmonella (ndo-tifoide), recurrente
o Complexo Mycobacterium Avium disseminado
o Leucoencefalopatia multifocal progressiva (LEMP)

A. O recrutamento foi feito pelos clinicos em servi¢o nos Centros de Saude da area de Mavalane, dirigido
aos doentes, que em seguimento na Consulta Externa da Doenca Cronica, que foram aconselhados

sobre VHB e convidados a participar no estudo.

B. Os doentes receberdo um folheto informativo sobre VHB, a importancia do rastreio do mesmo e 0s

detalhes da investigacéo.



C. Todos os doentes que aceitarem participar no estudo tiveram que assinar um consentimento

informado, que Ihes foi fornecido, pelos clinicos, no momento do aconselhamento.

D. Os colaboradores clinicos, sdo individuos capacitados sob ponto de vista clinico (os técnicos da
clinica em questédo, os colaboradores do projecto, biélogos) para realizacdo do questionario e exame
fisico e/ou os investigadores.

E. Para os doentes que aceitaram participar no estudo, foi colhida uma amostras de sangue uma de 12,
dos quais 9 mL serdo conservados hum tubo com anticoagulante (K3EDTA) e os restantes 3 mL num
tubo seco (sem anticoagulante). Essa amostra sera utilizada para determinacdo do hemograma, da

bioquimica (aminotransferases), da contagem de linfocitos TCD4*, da serologias e do ADN de VHB.



Anexo 5: Carta de Aprovacdo do CNB

REPUBLICA E MCAMBIQUE
MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
IRB00002657

Exma Senhora
Dr2 Awa Abdul Carimo
HCM

Ref: 82/CNBS/12 Data 08 de Margo de 2012

Assunto: Aprovacso do estudo “Prevaléncia de hepatite B oculta em doentes infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo %, na drea de Mavalane, Cidade de Maputo,
Mogambique.”

O Comité Nacional de Bioética para a Saude (CNBS) analisou as correcgdes efectuadas no
protocolo intitulado: “Prevaléncia de hepatite B oculta em doentes infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana tipo Y2, na drea de Mavalane, Cidade de
Maputo, Mogcambique.” Sobre o mesmo chegou a seguinte conclusdo:

O CNBS ndo vé nenhum inconveniente de ordem ética que impega a realizacdo do estudo
pelo que, da a sua devida aprovacao.

Contudo recomenda que os investigadores que o mantenham informado do decurso do
estudo.

Faz notar que a aprovag&o ética ndo substitui a autorizagdo administrativa.

Sem mais de momento as nossas cordiais saudag0es.

}%
ol

=

ENDERECO: i Telefones: 430814/427131(4)
MINISTERIO DA SAUDE Telex: 6-239 MISAU MO

C. POSTAL 264 FAX: 258 (1) 426547

Av. Eduardo Mondlane/Salvador Allende 258 (1) 33320

MAPUTO - MOCAMBIQUE



Anexo 6: Autorizacdo da Direcgdo de Saude da Cidade de Maputo

REPUBLICA DE MOCAMBIQUE

_GOVERNO DA CIDADE DE MAPUTO
DIRECCAO DE SAUDE DA CIDADE DE MAPUTO

CABINETE DO DIRECTOR

Exma Senhora

Dra. Awa Abdul Carimo

MAPUTO

N/Ref. @qA\'\/AES- /DSCM-GD/11 DATA: 17.11.2011
ASSUNTO: - Pedido de realizacao de estudo.

A Direcgiio de Saide da Cidade de Maputo, endereca os seus melhores
cumprimentos e, aproveita a ocasido para acusar a recepgdo da v/nota n°
10100.023.22/ INS de 16.11.2011, na qual solicitam autorizagdo para
realizacdo de um estudo com o titulo “Prevaléncia de Hepatite B oculta em Doentes
Infectados pelos Virus da Imonodeficiéncia Humana Tipo 2" a serealizado pela
Dra. Awa AbdulCarimo, na drea de Satde de Mavalane.

Sobre a matéria, comunica-se que a Direcgdio de Saide da Cidade de Maputo, é
favoravel a redlizagdo do estudo, devendo para tal submeter o pedido de
autorizac@o Administrativa @ S.Excia o Ministro da Satde e autorizagéo ética ao
Comité Nacional de Bioética para a Satde.

Sem mais de momento, queira V.Excia aceitar as nossas calorosas saudagdes.

PZW/fnm
Enderego: Direcgdo de Saide da Cidade de Maputo Telefone: 21-360276/7 C.P.
2217 Telefax : 21-430212 Av.
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