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RESUMO

Introducao

A era da TARV marcou o declinio das infecgbes oportunisticas associadas a
VIH, entretanto, foram-se revelando outras causas de morbimortalidade, dada a
maior sobrevida dos infectados, como € o caso da doenga hepatica cronica,
associada a infecgao por VHB.

A prevaléncia mundial estimada da hepatite B cronica é de 400 milhdes, sendo
maiores as taxas de prevaléncia na Asia e em Africa, onde, também, se

concentra o maior numero estimado de infectados por VIH.

VHB é classificado, de acordo com resultados de analises filogenéticas, em oito
genotipos designados de A a H, sendo que a prevaléncia desses gendtipos
varia de acordo com a regidao geografica. Nos ultimos anos vem crescendo a
evidéncia de que os gendtipos de VHB influenciam a evolugdo clinica da
doenca, as taxas de seroconversdao dos marcadores viricos, os padroes de
mutagdes nas regides promotoras do core e precore e a resposta a terapéutica

antivirica.

Em muitos paises de baixos recursos o tratamento disponivel para a hepatite B
€ a LAM, a qual apresenta baixa barreira genética, levando a emergéncia de

resisténcias em 93% dos casos, ao quarto ano de tratamento.

Em Mogambique, € de se mencionar apenas um estudo publicado, em 2007,
com 1.578 participantes, no qual se estimou a prevaléncia do AgHBs de 10,6%,
em dadores de sangue. Entretanto, até a presente data, ndo ha informacéo

disponivel sobre a diversidade genética e resisténcia primaria a LAM de VHB.



Objectivo
Estudar a prevaléncia, a diversidade genética e o perfil de resisténcia primaria
a LAM, de VHB, em infectados por VIH, sem TARV prévia, na Area de Saude

de Mavalane, Cidade de Maputo, Mogambique.

Material e métodos

Foi feito um estudo transversal, descritivo no qual foram incluidos infectados
por VIH, sem TARV prévia, com idades superiores a 18 anos, seguidos na
Consulta de Doenga Cronica nos Centros de Saude (CS) de Mavalane e
Polana Canico, Area de Salude de Mavalane, Cidade de Maputo, Mogambique.
A colheita de informacéao foi feita por questionarios fechados, exame fisico e
colheita de amostras de sangue para avaliagdo das aminotransferases, perfil
imunitario do doente, perfil serolégico da hepatite B, carga virica, gendtipo e
perfil de resisténcia de VHB. Foram feitas comunicagdes diarias nas Unidades
Sanitarias (US), com informacé&o detalhada sobre os procedimentos do estudo,
tendo o consentimento informado sido assinado por todos os participantes. O
registo de dados e a analise estatistica foram feitos por programas informaticos

apropriados.

Resultados

Foram incluidos 518 individuos infectados por VIH, com idade média de 33
anos, maioritariamente do sexo feminino (66,2%). Foi encontrada uma
prevaléncia de infeccdo por VHB de 9,1%. Foram definidos dois grupos,
coinfectados por VIH e VHB e monoinfectados por VIH e estes foram

comparados quanto a caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais.
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Das caracteristicas sociodemograficas estudadas, como idade, género, ndo
uso de preservativo, uso de drogas intravenosas, presenga de escarificagdes,
piercings ou tatuagens, histéria de transfusdes sanguineas, vacinagédo prévia
para a hepatite B e multiplos parceiros sexuais, s6 se notou haver diferenca

significativa quanto a antecedentes de transfusées sanguineas (p=0,47).

Quanto as caracteristicas estudadas, os dados clinicos, colhidos na populacao
do estudo, foram a presenca de sinais de doenca hepatica cronica, como
ictericia, ascite, hepatomegalia e esplenomegalia, ndo tendo sido observados
nenhum destes sinais em ambos os grupos. Nado se notaram, também,
diferengas significativas entre os dois grupos, quanto ao estadio clinico da

infeccéo por VIH, segundo a OMS.

Quanto as caracteristicas laboratoriais estudadas (hemoglobina, leucdcitos
totais, linfocitos totais, plaquetas, linfocitos TCD4", AST e ALT) ndo se notaram
diferencgas, estatisticamente, significativas entre os dois grupos, verificando-se,

apenas, alguma tendéncia, para tal, no que concerne a ALT (p=0,054).

Foi quantificada a carga virica de VHB a 46 dos 47 individuos coinfectados,
tendo os valores sido estratificados em trés grupos — sete (15,2%) tinham ADN
de VHB n3o detectavel, 27 tinham ADN de VHB <10* Ul/mL e 12 (26,1%)
tinham ADN de VHB >10*Ul/mL. Estes grupos foram, por sua vez, comparados
quanto as caracteristicas clinicas, ndo havendo diferengas, estatisticamente,

significativas quanto ao estadio clinico da infec¢ado por VIH, segundo a OMS.
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Quanto as caracteristicas laboratoriais (contagem de linfécitos TCD4", AST e

ALT) ndo se notaram diferencas, estatisticamente, significativas.

Foi feito o estudo genotipico de 27 (58,7%) amostras, tendo sido detectados o
gendtipo A em 25 (92,6%) individuos e o gendtipo E em dois (7,4%). Nao foram

detectadas mutagdes de resisténcia a LAM nas amostras testadas.

Conclusoes

Os resultados encontrados neste estudo, no que concerne a prevaléncia da
infeccdo por VHB, vdo de acordo com os resultados de outros estudos
realizados em Mogambique em outros grupos populacionais, o que permite
concluir que a transmissédo da infecgcao por VHB ocorre precocemente. Os
genotipos aqui identificados sdo sobreponiveis aos encontrados em estudos
realizados em Mocambique e em paises vizinhos. Outros factos a realcar foram
a auséncia, nos coinfectados, de sinais clinicos ou laboratoriais de doenga
hepatica descompensada e, também, a auséncia de mutagdes que conferem
resisténcia a LAM, o que coloca a necessidade de se efectuarem estudos
prospectivos para a avaliagdo da evolugao clinica, laboratorial e da resposta a

terapéutica antivirica nesta populagao.

Palavras-chave

VHB, VIH, LAM, prevaléncia, gendtipos, resisténcia.
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Abstract

Background:

Information available in Mozambique about the prevalence of HBV infection is
scarce, limited to data in blood donors, with one study showing a prevalence of
10.6% in Maputo and another study of 10.2% in Tete. There is no data
published on the prevalence of HBV-HIV coinfection.

In addition, no study to date has been published regarding the genetic diversity
and primary lamivudine resistance profile of HBV. Knowledge of the circulating
genotypes are relevant, as they are predictors of clinical outcomes and
response to chronic hepatitis B treatment.

This study was conducted to evaluate the frequency, genetic diversity and
prevalence of primary resistance of HBV to lamivudine in HBV-HIV treatment

naive co-infected patients in Maputo, Mozambique.

Methods

A cross-sectional, descriptive study of HIV-infected treatment naive adults
followed in two health centers in Maputo. Information was collected through
closed questionnaires, physical examination and blood samples for the
evaluation of hematological and aminotransferases profiles, viral load,
genotype, serological and resistance profile of HBV. Participants were divided
into two groups, HBV-HIV co-infected and the HIV to compare demographic,

clinical and laboratory characteristics.

Results

518 HIV-infected individuals were included with a mean age of 33 years old and



majority female (66.2%). A prevalence of HBV co-infection of 9.1% was found.
The mono-infected group was found to have more individuals with a history of
blood transfusions (p = 0.047). No significant difference was found between the
two groups for age, gender, lack of condom use, intravenous drug use,
presence of ritual scars, piercings or tattoos, previous vaccination for hepatitis B
or multiple sexual partners.

No physical signs of chronic liver disease were observed in either group. In
addition, no significant difference was found by WHO clinical stage of HIV
infection.

HBV-DNA was available for 46 of 47 co-infected individuals and were stratified
into three groups: 7 (15.2%) had no detectable HBV-DNA, 27 had HBV DNA
<10* IU/mL and 12 (26.1%) had HBV DNA > 10*IU/ml. Clinical and laboratory
characteristics were compared amongst these groups and demonstrated no
statistically significant difference in the WHO clinical stage of HIV infection, CD4
count or transaminases.

Genotypic study of 27 (58.7%) samples was performed, with genotype A
detected in 25 (92.6%) individuals and genotype E in 2 (7.4%) individuals. No

lamivudine-resistance mutations were detected.

Conclusions

This study represents a characterization of the prevalence, genotype and
sociodemographic characteristics of HBV-HIV co-infected individuals in Maputo.
The HBV genotypes detected matched those described in South Africa and
Zimbabwe suggesting local transmission of the same strain of HBV between

these countries and Mozambique. While primary resistance to lamuvidine was
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not detected, subsequent studies may reveal the development of secondary

resistance in those co-infected individuals on anti-retrovirals with lamuvidine.
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1. INTRODUCAO

A infeccdo por virus da hepatite B (VHB) constitui um dos mais graves e
importantes problemas de Saude Publica, afectando mais de dois bilides de
pessoas em todo o Mundo, com cerca de 350 milhdes de portadores cronicos,
apesar de haver uma vacina disponivel, desde 1982. Os doentes com hepatite
B crénica tém entre 15-40% de risco de desenvolverem descompensacao
hepatica, cirrose ou carcinoma hepatocelular (CHC) e entre 15-25% de risco de
morte por doenca relacionada com a infeccdo por VHB. A infecgao crénica por
VHB é responsavel por 60-80% de CHC e por 500.000 a 1.200.000 mortes por
ano e, ainda, é a 10? causa de morte no Mundo. "%

Os progressos registados na compreensao da virologia e da imunologia da
hepatite B, associados a disponibilizacdo de testes de diagndstico sensiveis e,
a partir de 1998, da terapéutica com antiviricos orais, contribuiram para um
melhor conhecimento da sua histéria natural e para um interesse clinico
renovado, em relagdo a infec¢ao por VHB.

O espectro das manifestacdes clinicas da infeccdo por VHB varia de doenca
aguda a cronica, sendo que, na fase aguda, as manifesta¢des clinicas evoluem
desde hepatite subclinica ou anictérica (autolimitada) a casos graves de
hepatite fulminante e, na fase de cronicidade, ha o risco acrescido de
descompensacgao hepatica, cirrose e CHC, podendo, em qualquer das fases,
ocorrer manifestacdes extrahepaticas da doenca.

VHB é membro da familia Hepadnaviridae [Hepa de hepatotropic, dna de
genoma deacido desoxirribonucleico (ADN)] e replica-se, assimetricamente, via
transcrigdo reversa, a partir de um intermediario do acido ribonucleico (ARN).

Devido ao facto de a polimerase virica perder a actividade de prova de leitura,



as mutagdes sdo comuns, contribuindo para a heterogeneidade de VHB. A taxa
de mutagbes espontdneas do genoma dos hepadnavirus ¢é de,
aproximadamente, 2x10* substituicdes de bases por sitio/ano.

De acordo com analises filogenéticas, VHB é classificado em oito gendtipos
major designados de A a H, fundamentado na divergéncia de, no minimo, 8%
na sequéncia completa de nucleotideos. Estes gendtipos podem, ainda, ser
subdivididos em subgrupos, baseados nas suas origens étnicas ou geograficas,
sendo que se encontram reportados, com maior frequéncia, subgrupos dos
gendtipos A, B e C. “®)

Nos ultimos anos vem crescendo a evidéncia de que os gendtipos de VHB
influenciam a evolugdo clinica da doenga, as taxas de seroconversao dos

marcadores viricos, padrbes de mutagcbes nas regides promotoras do core e

precore e a resposta a terapéutica antivirica.®

1.1 Epidemiologia

VHB ¢é transmitido por via percutdnea ou por exposi¢cao inaparente
mucocutanea a sangue ou a outros fluidos orgéanicos infectados, sendo de
maior importancia as transmissdes por via sexual e perinatal (da mae para
filho).

Os factores de risco para a aquisi¢ao da infec¢ao por VHB sao multiplos (tabela

1),



Tabela 1 — Factores de risco para a aquisi¢ao da infeccéo por VHB

* Historia de transfusdes de sangue

* Promiscuidade sexual

* Partilha de seringas e agulhas em toxicodependentes

* Tatuagens

* Actividade profissional em instituicdo de saude

* Reclusdo num estabelecimento prisional

* Dialise renal

* Partilha por tempo prolongado de habitagdo ou contacto ndo-sexual com

um individuo AgHBs positivo

Em regides de prevaléncia baixa, a infecgado por VHB afecta, principalmente,
adultos jovens, com riscos comportamentais — relagdes sexuais ndo protegidas
ou partilha de seringas e agulhas — e através da exposi¢cédo a equipamentos
contaminados, utilizados para terapéutica parentérica e para outros
procedimentos. Em regides de prevaléncia elevada, a maioria das infec¢des
ocorre no periodo perinatal ou em criangas muito jovens. Cerca de 90% das
maes com antigénio e de virus da hepatite B (AgHBe) positivas transmitem
VHB aos seus filhos. Em Africa, apenas 15% das mées portadoras do antigénio
de superficie de virus da hepatite B (AgHBs) sdo AgHBe positivas, pelo que a
transmissao da infeccdo &, principalmente, horizontal.®

Calcula-se que o numero de infectados por VHB seja cerca de 350 milhdes e
de infectados por virus da imunodeficiéncia adquirida (VIH) de cerca de 33
milhdes, estando Africa em primeiro lugar na prevaléncia da infecgdo por VIH e

em segundo na prevaléncia da infecgdo por VHB, a seguir a Asia. Devido ao



facto de as vias de transmissdo e dos factores de risco, no geral, serem os
mesmos €&, relativamente, comum a ocorréncia da dupla infec¢céo VIH-VHB.

Embora a infeccédo por VHB tenha distribuicdo universal, a prevaléncia local, as
vias de transmissdo e os gendtipos variam, amplamente, entre regides
geograficas (figura 1). As areas com maior prevaléncia da designada hepatite B
crénica (AgHBs" > 8%) incluem a Africa subsariana e o sudeste da Asia. As
areas com prevaléncia intermediaria (AgHBs® 2-7%) sdo o Japdo, a India,
algumas regides da Asia Central, Oriente Médio, Leste e Sul da Europa. A
prevaléncia é menor (AgHBs™ < 2%) na Améria do Norte, Europa Ocidental e

Australia. ("

Chronic hepatitis B infection
B Verycommon (>7%)
Common (2-7%)
Less common(<2%)

Figura 1 — Distribuicdo da infec¢cdo por VHB no Mundo. Fonte - Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)

Como ¢é sabido, o acesso a terapéutica antirretrovirica (TARV) vem

melhorando, progressivamente, em paises de baixos recursos, o que contribui



para uma maior sobrevida destes doentes, em paralelo com uma maior
morbimortalidade associada a infeccdo por VHB.®

VHB apresenta oito gendtipos diferentes, designados de A a H. A prevaléncia
dos gendtipos de VHB varia, geograficamente, sendo o gendtipo A encontrado
mais em Africa, no Norte da Europa e da América, os gendtipos B e C tém
maior prevaléncia no Sudeste da Asia, o genétipo D é mais comum na Europa
Central e na regido mediterranica, Norte de Africa, Oriente Médio e india, o
genédtipo E é originario da Africa e os genétipos F e H sdo mais encontrados na
América Central e do Sul e no centro da América do Norte, respectivamente
(figura 2). Contudo, os dados disponiveis sobre a prevaléncia estao
incompletos, porque esta informacédo nao esta disponivel na maior parte do

Mundo e/ou porque os dados existentes sao baseados em amostras pequenas

S.(1' 6,7,10)

de doente

Figura 2 — Distribuicdo dos genétipos de VHB no Mundo.™"



1.2 Estrutura e genoma de VHB

VHB pertence a familia Hepadnaviridae, que compreende um pequeno numero
de virus que partilham uma série de caracteristicas, como o tropismo pelas
células hepaticas e um genoma constituido de uma molécula de ADN de
cadeia, parcialmente, dupla. '?

VHB apresenta, através de um mecanismo unico, entre virus que infectam o
homem, a capacidade de producido e de circulacdo de diferentes tipos de
particulas viricas, nomeadamente particulas completas infecciosas (com
didmetro de 42 nm), particulas incompletas esféricas e filamentosas (com
didmetro de 12 nm). O AgHBs € expresso no exterior de todas estas particulas,
no entretanto as particulas incompletas ndo contém ADN gendmico do virus,
sendo nao infecciosas. ('?

O genoma de VHB possui, aproximadamente, 3.200 pares de bases e é
constituido por uma molécula de ADN circular, de cadeia parcialmente dupla
(figura 3). Todo o genoma de VHB é codificante e apresenta quatro fases de
leitura aberta, designadas de pré-S/S, pré-C/C, P e X. Todos os genes s&o
codificados pela cadeia longa e possuem, pelo menos, uma regido de
sobreposi¢ao a outro gene. O gene pré-S/S [que esta dividido em proteina S
(pequena), M (média) e L (grande)] codifica as glicoproteinas externas que
formam o AgHBs, o gene pré-C/C é responsavel pela sintese do antigénio do
core (AgHBc) e do AgHBe, o gene P codifica a polimerase virica e a regido X é
responsavel pela sintese de uma proteina reguladora denominada proteina X,

ainda n3o bem conhecida.'?



3.5kb

Figura 3 — Representacédo esquematica do genoma de VHB.!"

1.3 Histdria natural da infecgédo por VHB

A resposta a infecgcao por VHB é dependente dos linfocitos B, que produzem
anticorpos contra os antigénios das regides S e pré-S de VHB, bem como dos
linfocitos T. Na infeccdo autolimitada torna-se evidente uma vigorosa resposta
policlonal HLA (human leucocyte antigen) classe | restrita dos linfocitos T
citotoxicos (CTL) contra os multiplos epitopos presentes nas regides do
envelope, do nucleocapsideo ou core (com a maior proteina do core
denominada AgHBc) e da polimerase de VHB. Esta resposta € mantida por
fragmentos residuais de VHB que podem ser detectados no figado e nos
linfocitos T, na circulagdo sanguinea, o que mostra que a eliminagdo completa
de VHB raramente € observada. Quando a resposta dos CTL é fraca e limitada
a poucos epitopos, a infeccdo pode tornar-se cronica. (¥

Durante o ciclo de replicacdo de VHB, nos hepatdcitos, ocorrem dois

fendmenos importantes. Um é a formag&o do cccADN (replicative intermediates



termed covalente closed circular DNA) no nucleo dos hepatécitos (sem se
integrar no genoma da célula hospedeira), o qual se mantem como uma copia
simples de ADN, funcionando como o reservatério do genoma de VHB,
permitindo a persisténcia da infecgcao pela sua amplificacdo, que por meio da
polimerase do ARN celular leva a producdo de varios acido ribonucleico
mensageiros (ARNm). Outro facto é a etapa da transcrigdo reversa, destinada
a sintese do ADN e a replicacdo de VHB, sendo, ainda, responsavel pela
emergéncia de populagdes viricas muito heterogéneas. "

Como foi referido, o espectro da hepatite B aguda varia de infeccéo
assintomatica a hepatite autolimitada e a hepatite fulminante, dependendo dos
factores associados ao préprio VHB e ao hospedeiro. A hepatite aguda
sintomatica é rara em recém-nascidos (<1%) e ocorre em cerca de 10% das
criangcas com idades compreendidas entre 1-5 anos e a hepatite aguda
fulminante é muito rara em idades pediatricas. Nos adultos, 1/3 das infec¢bes
agudas s&o sintomaticas e a hepatite fulminante ocorre em <1% dos casos,
estando associada a uma mortalidade de cerca de 70%. A resolucdo da
hepatite B aguda, com a eliminacdo do AgHBs, observa-se em mais de 95%
dos casos em adultos.

O risco de evolugao para a cronicidade correlaciona-se, principalmente, com a
idade de aquisicao da infeccdo. A infeccdo persiste em 90% das criangas
infectadas a nascenca, em 20-30% daquelas infectadas entre as idades de 1-5
anos, em 6% das infectadas entre os 5-15 anos e, apenas, em 1-5% dos
infectados em idade adulta. ® Uma possivel explicagdo para a evolugdo

elevada para a cronicidade nas criangas infectadas a nascenca € o facto de o



feto desenvolver tolerancia ao virus in utero, apds a passagem transplacentaria
de VHB. "®)

Distinguem-se trés fases importantes na historia natural da hepatite B cronica,
resultantes da interacgao entre o virus, os hepatdcitos e a resposta imunitaria
do hospedeiro (figura 4). (1 1®

Todas estas fases sdo observadas na infeccdo cronica adquirida no periodo
perinatal ou durante a infancia. No adulto, a persisténcia do AgHBs condiciona
uma evolugao clinica semelhante, no entretanto n&o existe a fase inicial de
imunotolerancia. "

A primeira fase, designada por imunotolerancia, pode durar 15-35 anos e é
caracterizada por altos niveis de replicacdo de VHB, em individuos
assintomatico e AgHBe seropositivos [com taxas baixas de seroconverséo
espontanea do AgHBe para o anticorpo e de virus da hepatite B (anti-HBe)],
com niveis normais de alanina-aminotransferase (ALT), sendo a histologia
hepatica quase normal. Os mecanismos da imunotolerancia ndo estido, ainda,
clarificados. Estudos no ratinho sugerem que possa haver deficiente resposta
T-citotdéxica ao AgHBe, nos recém-nascidos. Nao existe progressdo da doenga
(ou é minima), mantendo-se normais os valores da ALT. Esta fase € curta ou
mesmo ausente nos individuos imunocompetentes, que adquirem a infec¢ao
por VHB numa fase adulta."* '® A manutencdo desta fase, de imunotolerancia,
parece estar dependente da carga virica elevada.

A fase seguinte corresponde a imunoeliminagdo (imunoclearence) ou,
designada, também, de imunorreactiva, estando associada a diminuigdo das

concentragcbes do ADN de VHB. Durante esta fase 2-15%, dos infectados

(dependendo da idade, das concentragbes de ALT e do gendtipo de VHB)



podem seroconverter, para o anti-HBe, ocorrendo aumentos intermitentes
(flares) de ALT, sem sintomatologia evidente, indicando uma vigorosa
actividade do sistema imunitario, através de uma resposta celular especifica
mediada pelos CTL, com destruicdo mais alargada dos hepatdcitos infectados
por VHB. "® Esta actividade pode ser complicada por descompensagdo
hepatica (0,5%) ou mesmo por cirrose.!"® Apés alguns episédios de elevagao
da ALT, ocorre normalizacédo dos niveis séricos daquela enzima, assumindo-se
um padrao de infeccdo nao replicativa. Porém, enquanto nao houver
eliminagdo de VHB, poderdo manter-se as tentativas de supressdo dos
hepatdcitos infectados, com intermitentes ou continuas elevagdes da ALT, e a
hepatite cronica persistira e podera, mesmo, progredir. '+ 1)

Por ultimo segue-se a fase residual ndo replicativa (de imunocontrole). Uma
proporgcao apreciavel de infectados é capaz de inactivar a replicacédo de VHB e
entrar nesta fase, também referida como “estado de portador inactivo”. Este
periodo é caracterizado pela persisténcia do AgHBs no sangue, auséncia de
AgHBe e presencga do anti-HBe, valores normais de ALT e niveis baixos de
ADN de VHB (<2.000 Ul/ml), que, na maioria dos doentes, associa-se a
regressao da actividade inflamatéria do figado. Alguns individuos apresentaréo
flutuacdes discretas nos niveis de ALT, devido a presenca de estirpes residuais
de VHB selvagens (que ainda ndo seroconverteram para anti-HBe) ou a
presenca de mutacdes do core promoter, sem producéo do AgHBe. '+ 1©)

A seroconvesao do AgHBe €, em regra, seguida por remissdo clinica, com
excelente progndstico, no entretanto alguns doentes podem desenvolver
CHC.?* 2" A eliminacdo, espontanea, do AgHBs pode ocorrer, a uma taxa de
1-2% ao ano, o que confere um bom prognéstico.(zz’ No entretanto, pequenas
quantidades de ADN de VHB podem persistir, no estado designado por

infeccdo oculta. *® Apds a seroconversdo do AgHBe, em 1-4% dos doentes
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pode haver recaida (de novo AgHBe"), enquanto que a maioria dos doentes
desenvolve hepatite B cronica anti-HBe, pela reactivacdo de VHB com

(20, 21, 24, 25 O maior risco de recaida esta

mutagdes no core ou no pre-core.
associado a idade (>40 anos), ao género masculino, ao gendtipo C e a

concentracdo de ADN > 10.000 cépias/mL.?®

v :
Immune tolerant : Immune clearance : Inactive residual Reactivation
1U/mL phase : phase : phase
2x10° I - :
HBeAg-
HBV DNA HBeAg negative
reversion hepatitis
2x10% A
AntiHBe-positive \\
Pre C/BCP Wildtype | Wild>mutant ¢ Mutant>wild '\4 Mutant
I I HBsAg loss
I I
I I
I I
I
|
|
|
ALT :
Al T
Liver histology Minimum : Active hepatitis : Minimum inactive Active hepatitis
I I
Hepatocyte expression  Nucleus | Nucleus/cytoplasm Absent Nucleus/cytoplasm
of liver HBcAg I I
I I T : T _r
20 35 60 35

Age (years)

Figura 4 — Histéria natural da infeccdo por VHB. @7

A infecgdo cronica caracteriza-se, serologicamente, pela persisténcia do
AgHBs, no entretanto € necessario referir que existem diferengas entre os
portadores crénicos de VHB — por niveis de replicagdo de VHB, por razdes

epidemioldgicas ou pela presencga de variantes viricas (tabela 2).
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Tabela 2 — Distingcao entre portadores crénicos de VHB

Niveis de replicacdo de VHB

+ ADN-VHB 2 10°-10° viries/ml vs < 10°-10* virides/ml

* Estirpe selvagem AgHBe reactivo vs AgHBe né&o-reactivo.
Caracteristicas epidemioldgicas

 Areas de prevaléncia elevada — transmissao perinatal, imunotolerancia,
infecgao clinicamente inaparente, evolugao para a cronicidade > 90%,
risco elevado de cirrose e CHC.

» Areas de prevaléncia baixa — transmissdo sexual ou percutanae em
adolescentes/adultos, nao-tolerancia imunitaria, infeccdo sintomatica,
evolucdo para a cronicidade < 1%, risco baixo de cirrose e CHC.

Presenca de variantes viricas
* Virus selvagens, AgHBe reactivo vs precore ou core-promotor

(AgHBe — negativo) variantes.

No entretanto, € de realcar que a replicagdao de VHB ocorre, exclusivamente,
nos hepatdcitos, apesar do AgHBs poder ser detectado em células de outros
tecidos. Na fase aguda e crénica da infec¢cdo por VHB, o efeito citopatico é
imunomediado e nao devido a accéao directa do virus nos hepatdcitos, sendo as
manifestagdes clinicas extrahepaticas da fase aguda (por exemplo, exantema
urticariforme e artrite) ou da fase cronica (por exemplo, vasculite e
glomerulonefrite) devidas, também, a formagéao de imunocomplexos.

Os mecanismos associados a persisténcia (cronicidade) da infecgdo por VHB

nao estdo, totalmente, esclarecidos, no entretanto sabe-se que estao
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associados a idade, sugerindo-se a sua relagdo com a autogenia da expresséo
das citocinas e das varias classes de linfocitos T auxiliares.

A cirrose ou o CHC, ou ambos, podem desenvolver-se durante o curso da
historia natural da infecgao crénica por VHB quer naqueles individuos com anti-
HBe (na larga maioria dos casos — 85%), quer nos AgHBe®, estando
proporcionalmente relacionados com o aumento das concentracdées do ADN >
1x10* copias/mL. %2

A progressao da doencga hepatica, causada por VHB, resulta da replicagao de
VHB e da destruicdo dos hepatécitos, mediada pela imunidade. Os factores de
risco para o desenvolvimento da cirrose incluem: a) Sexo masculino; b) idade;
c) AgHBe™; d) gendtipo C; e) recaidas de AgHBe ou reactivagéo virica; f)
persisténcia de seropositividade para AgHBe ou da presenga de ADN virico; g)
elevacdo persistente da ALT; h) superinfecgbes viricas; i) gravidade
(descompensacao hepatica), extensdo (necrose hepatica em ponte) e
frequéncia dos flares. Pelo menos 1/3 dos doentes séo positivos para o AgHBe
ou tém ADN de VHB a data do diagndstico, podendo haver progressao da
doenca. A probabilidade de descompensacédo hepatica é quatro vezes maior
nos doentes com replicagao virica do que naqueles sem ADN-VHB detectavel,
sendo a taxa de ocorréncia de CHC de 3-6%, ao ano. A taxa de sobrevivéncia,
aos cinco anos, é de 80-85% e de 30-50%, respectivamente, com cirrose
compensada e com cirrose descompensada.®® 3"

O CHC desenvolve-se, na maioria dos doentes, com cirrose, porém, o0s

factores de risco sao idénticos aos da cirrose, acrescido de historia familiar de

CHC, para além do consumo de alcool, tabagismo e exposigédo a aflatoxinas.

(32)
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A progressao para a cirrose, em doentes com hepatite B cronica, ocorre em
taxas de 2-7% por ano. Estima-se que, anualmente, 3% dos doentes com
cirrose irdo descompensar, no entretanto esta taxa podera aumentar, face a
replicagéo virica activa, demonstrada pela presenca do AgHBe ou altos niveis
de ADN de VHB. A sobrevida, aos cinco anos, varia de 84% em doentes que
desenvolvem cirrose compensada para 14-28% naqueles com cirrose
descompensada. O risco de CHC, em doentes com AgHBs positivo, varia de 5-
98 vezes mais em relagdo aqueles com AgHBs negativo. O risco estimado de
morte em doentes com CHC e hepatite B cronica é de 20-25%. Os factores
conhecidos, associados a progressao da hepatite B cronica, incluem presenga
do AgHBs e do AgHBe, do nivel sérico da ALT, idade, sexo, consumo de
alcool, exposigcdo a aflatoxinas, factores hormonais, histéria familiar, factores
genéticos do hospedeiro e dos niveis séricos de ADN de VHB. Outros factores
importantes incluem gendtipo de VHB e coinfecgdo com outros virus, como
VIH, virus da hepatite C (VHC) e virus da hepatite D (VHD).

Dois estudos feitos no Continente Asiatico, sobre o desenvolvimento de cirrose
e CHC, trouxeram importantes avangos no conhecimento da historia natural da
hepatite B cronica. Num deles estudou-se a relagéo entre os niveis de ADN de
VHB e a progresséo para a cirrose, em que foram incluidos 3.582 individuos
com infecgédo por VHB, em Taiwan, n&o tratados, de 1991 a 1992. A incidéncia
cumulativa de cirrose (diagnosticada por ecografia hepatica) aumentou de
acordo com os niveis de ADN de VHB, variando de 4,5% a 36,2% para aqueles
com ADN de VHB de menos de 300 copias/ml e 106.000 cépias/ml ou mais,
respectivamente (p<0.001). Estes dados mostram que a progressdo para a

cirrose, em infectados por VHB, esta, fortemente, correlacionado com o nivel
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de ADN de VHB. Num outro foi avaliada a relacédo entre o nivel sérico de ADN
de VHB e o risco de CHC, estudo prospectivo de base populacional de uma
coorte de 3.653 individuos (com idades entre 30-65 anos), que eram
seropositivos para AgHBe e seronegativos para VHC, entre 1991 e 1992. O
objectivo era estimar a incidéncia de CHC durante o seguimento e por dados
de ligacdo com o registo nacional de cancro e dos sistemas de certificagdo de
obitos. Houve 164 casos de CHC e 346 6bitos, durante o seguimento médio de
11,4 anos e 41.779 pessoas/ano. A incidéncia de CHC aumentou com o nivel
sérico de ADN de VHB, numa relagdo que variava de 108 por 100.000
pessoas/ano para um nivel de ADN de VHB < 300 cépias a 1.152 por 100.000
pessoas/ano para um nivel de ADN de VHB = 1.000.000 coépias. O nivel de
incidéncia cumulativa de CHC, para os doentes com menos de 300 copias e
para mais de 1.000.000 cépias/ml de ADN de VHB, foi de 1,3% e 14,9%,
respectivamente. Assim, concluiu-se que niveis séricos de ADN de VHB
superiores a 10.000 copias/ml sdao o mais forte preditor de CHC,

independentemente do AgHBe, da ALT e da cirrose hepatica. (14 1¢:2®)

1.4 Diagnostico da infecgdo crénica por VHB

A infeccdo cronica por VHB varia, clinicamente, desde as formas
assintomaticas até aos casos de expressao grave, debilitante e com risco de
vida, como é a descompensacio hepatica, a cirrose e o CHC. No entretanto,
mesmo nos infectados assintomaticos, pode haver ansiedade (atribuida a
factores psicologicos, sociais e fisicos). Mesmo aqueles com cirrose podem

permanecer assintomaticos, mas na cirrose descompensada para além da
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ictericia, pode ocorrer perda de peso, ascite, edemas, hemorragia
gastrintestinal e encefalopatia hepatica.

Os testes convencionais bioquimicos de funcdo hepatica sdo essenciais no
diagndstico da hepatite — incluindo a ALT, para a determinagdo da destruicéo
hepatocelular, a bilirrubina para a fungdo de conjugacdo e excregdo, a
albumina e o tempo de protrombina para a funcéo e sintese hepatica. A biopsia
hepatica é importante para a avaliacdo da necroinflamagdo e para o
estadiamento da fibrose. Os meios ndo-invasivos de imagem (ecografia e
tomografia axial computorizada) sao indispensaveis para detectar a cirrose e o
CHC. Os marcadores serologicos, especificos da infeccdo por VHB, sé&o
mandatorios para detecgao e diagndstico da hepatite B.

O diagnéstico da infecgdo por VHB foi revolucionado com a descoberta do
antigénio Australia (glicoproteina do involucro), em 1965, designado por
AgHBs. Durante as décadas seguintes foram, sucessivamente, descobertos
outros marcadores seroldgicos e 0os avangos na biologia molecular permitiram o
desenvolvimento de técnicas de hibridizacdo e a PCR (polymerase chain
reaction), para a determinacgao directa do ADN de VHB, possibilitando, assim, a

quantificacdo da carga virica.

A infecgao por VHB é associada a alteragdes caracteristicas nos niveis séricos

de antigénios e anticorpos que sédo usados para descrever diferentes estadios

da doenca (figuras 4 e 5).
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Figura 5 — Evolugdo dos marcadores serolégicos na hepatite B aguda (A) e na hepatite
B crénica (B). ®¥

O AgHBs ¢é o principal marcador seroldgico da infecgdo por VHB (aguda ou
cronica). Na hepatite aguda, surge no sangue uma a 10 semanas apos a
exposicdo a VHB, precedendo, uma a seis semanas, o aparecimento das
manifestagdes clinicas e do aumento da ALT. A persisténcia do AgHBs, para
além dos seis meses, define a infec¢do crénica. A imunoglobulina M contra o
anticorpo do core de virus de hepatite B (IgM anti-HBc) surge uma a duas
semanas depois do AgHBs e perdura por mais de seis meses, apos o AgHBs
ter desaparecido. A presenga de AgHBs, sem IgM anti-HBc, num individuo com
manifestagdes clinicas sugestivas de hepatite, aponta para uma exacerbacgéo
de uma hepatite B, em portador cronico de infecgdo por VHB, néo
diagnosticada ou por superinfecgdo por outro virus da hepatite, na sua
expressao aguda. O teste IgM anti-HBc é indispensavel para o serodiagnostico

da hepatite B aguda. O desaparecimento do AgHBs ¢é seguido do
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desenvolvimento do anticorpo de superficie de virus da hepatite B (anti-HBs),
que confere imunidade. A coexisténcia dos dois marcadores, AgHBs e anti-
HBs, foi reportada em 24% dos casos de hepatite B aguda. Os portadores do
AgHBs devem ser considerados, potencialmente, infecciosos, no entretanto o
relativo grau de infecciosidade deve ser determinado por outros marcadores,
tais como o AgHBe ou pelo ADN de VHB. O anti-HBs néo € utilizado para a
avaliacao da infecgao por VHB, mas € util como marcador do estado imunitario,
relacionado ou com uma infecgdo antiga (assim como o anti-HBc) ou como
resposta a vacinagdo. Nalguns doentes, em fase de transigdo de AgHBs para o
anti-HBs, pode haver um periodo de janela, que pode durar semanas, em que
ambos os marcadores nao sao detectados, podendo ser o resultado da
formagdo de complexos antigénio-anticorpo, ndo identificados nos testes
seroldgicos. Neste periodo de janela, a IgM anti-HBc pode ser o unico teste
que permite o diagnostico da hepatite B aguda. *+3¢

O AgHBc faz parte do nucleocapsideo do virus e ndo é soluvel, pelo que nao é
detectado no sangue, ndo existindo, assim, um teste serologico disponivel para
a sua identificacdo, contrariamente ao que se verifica em relagdo ao anti-HBc.
O AgHBc localiza-se no nucleo dos hepatdcitos infectados e pode ser
identificado por técnicas imunohistoquimicas, em amostras de biopsias
hepaticas. O anti-HBc é detectavel pouco depois do inicio da infecgao, persiste
durante a convalescenga da infecgdo aguda e durante a infecgdo cronica. Na
infeccdo aguda, o anti-HBc é predominantemente do tipo IgM e é identificado
no sangue até seis meses apos o inicio das manifestagdes clinicas. No
entretanto, € de referir que IgM anti-HBc pode permanecer positivo por mais

dois anos, apéds a infeccdo aguda e, por outro lado, pode tornar-se positivo nas
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fases de exacerbacdo da infeccdo cronica, o que pode, incorrectamente,
sugerir uma hepatite B aguda. Em infectados que progridem para hepatite B
crénica o anti-HBc do tipo imunoglobulina G (IgG) ou total persiste. 4 37:3®

O AgHBe é considerado marcador de replicacao e de infecciosidade de VHB. A
presenga do AgHBe associa-se, em regra, a niveis elevados de ADN de VHB
no soro e a taxa elevada de transmissao neonatal de VHB. A persisténcia de
AgHBe, por mais de 10 semanas, sugere uma probabilidade elevada de
evolugdo para a cronicidade. Os individuos com hepatite B cronica AgHBe
positivo tém, em regra, titulos levados de ADN de VHB, enquanto que os
individuos sem AgHBe tém concentracbes normais. A seroconversdo de
AgHBe para anti-HBe pode ocorrer antes mesmo da seroconversdo de AgHBs
para anti-HBs. A presenca de AgHBe, na infecgdo cronica por VHB, esta

dependente da idade, das concentracdes de ALT e do genétipo de VHB.!'® 2+

39-44)
Actualmente, para a deteccdo do ADN de VHB é usada a técnica de PCR em
tempo real com sensibilidade elevada (10° Ul/mL), podendo alcangar cargas
viricas até 10° UlI/mL. A determinacdo da carga virica &, principalmente, Util
para os seguintes propdsitos: a) Avaliagao do risco de progressédo da doenga;
b) identificagdo dos candidatos a terapéutica antivirica; c¢) monitorizagdo da
resposta a terapéutica; d) distingdo entre hepatite B activa e portadores
cronicos de AgHBs inactivos com outras causas de aumento da ALT.

A cirrose e o CHC podem ocorrer no decurso da hepatite B crénica, sendo o
seu risco proporcional a carga virica de VHB, quando superior a 1x10*
copias/mL. Sao considerados factores de risco de progressado para cirrose: a)

Sexo masculino; b) grupo etario mais avangado; ¢) AgHBe™; d) genétipo C (vs
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B); c) presengca de AgHBe em processo de reversdo ou de reactivagao virica;
d) seropositividade persistente para AgHBe ou persisténcia de ADN de VHB; e)
subida persistente da ALT; f) superinfec¢des viricas (VIH, VHC, VHD); g)
gravidade da doenga (descompensacgao hepatica); h) extensdo da necrose
hepatica; i) frequéncia dos flares hepaticos; j) extensdo da necrose hepatica; I)
duracdo das alteraces hepaticas lobulares. %®

Nos doentes com cirrose, a probabilidade de descompensacédo hepatica aos
cinco anos é de 15-20% e é quatro vezes mais alta em doentes com replicacéo
virica, do que naqueles com carga virica ndo detectavel. A sobrevivéncia aos
cinco anos é de 80-85% e de 30-50%, respectivamente, nos doentes com
cirrose compensada e cirrose descompensada. O CHC desenvolve-se,
principalmente, em doentes com cirrose e com historia familiar de CHC, para
além de outros cofactores como atras referidos, tais como: a) Carga virica
(ADN de VHB); b) gendtipos de VHB; c) mutacbes pré-S e mutagcdes no core
A1762T/G1764A; d) consumo de alcool; e) habitos tabagicos; f) exposicéo a

aflatoxinas. 4>47)

1.5Gendtipos de VHB - significado clinico

Recentemente, as variantes de VHB foram classificadas em oito gendétipos
identificados pelas letras A, B, C, D, E, F, G e H, que divergem na sequéncia
nucleotidica do genoma completo maior do que 8% e mais do que 4% na
sequéncia do gene S. Por sua vez, os gendtipos séo, ainda, classificados em
subgenodtipos, que apresentam menos de 4% de diferengca entre os
nucleotideos. Estdo identificados, pelo menos, 24 subgendtipos, excepto para

os gendtipos E e G.“4¥
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Os gendtipos de VHB tém sido associados a caracteristicas clinicas e viricas
diferentes, tais como a gravidade da doenga e a resposta a terapéutica
antivirica, o que condiciona a historia natural da doenca. Entretanto, é
importante ter em atencdo que essas diferencas podem ser o resultado do
tempo de circulagdo do virus em determinada regido, do pais estudado, da
etnia e da idade do doente, da carga virica, da prevaléncia do tipo virico
circulante, dos esquemas de vacinagao utilizados e das formas de
transmissao.“®

A seroconversdo do AgHBs e do AgHBe s&o importantes fendmenos na
histéria natural da hepatite B cronica. A persisténcia do AgHBe esta
relacionada com maior probabilidade de evolugdo para doenga hepatica grave.
Resultados de estudos de revisdo mostram maior associagdo a seroconversao
espontanea e precoce do AgHBe dos gendtipos A, B, D e F, comparando com
o gendtipo C. “¥

A maior parte dos dados disponiveis sobre o significado clinico dos gendétipos
de VHB é fundamentada em resultados de estudos na Asia, onde sdo mais
prevalentes os gendtipos B e C.

Num dos estudos realizados no Japéo, envolvendo 1.774 doentes, foi possivel
concluir que o gendtipo C esta mais associado a insuficiéncia hepatica e a um
maior risco de progressao para cirrose hepatica e CHC. Por outro lado, foi
possivel constatar que a prevaléncia de AgHBe €& maior em doentes com
gendtipo C, comparativamente aos daqueles com gendtipo B e, ainda, nestes
ultimos, é mais comum a seroconversdao do AgHBe para anti-HBe e menos

comuns os flares de ALT. A presencga de niveis elevados de ADN de VHB pode
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contribuir para a doenga hepatica mais agressiva e para a progressdo mais
rapida para cirrose hepatica, em infectados com o genétipo C.4%

Os gendtipos A e D sdo prevalentes na india e foi possivel constatar que o
gendtipo D esta associado a maior risco de doenca hepatica mais grave,
cirrose hepatica e CHC. Em Espanha, outro estudo, que incluiu 258 doentes,
encontrou uma taxa similar de seroconversdo do AgHBe nos gendtipos A e D,

mas maior taxa de remissao virica e bioquimica nos doentes com genaotipo A,

apos a seroconversao.®?

1.6 Tratamento

Os farmacos aprovados para a terapéutica da hepatite B s&o: a) interferdo a e
interferdo a peguilhado; b) lamivudina (LAM); c) entecavir; d) telbivudina; e)
adefovir; f) tenofovir.

Todos os doentes com hepatite B cronica, potencialmente infecciosos e com
risco de complicagcdes hepaticas, sdo eventuais candidatos para o tratamento.
Contudo, porque a erradicacdo da infeccao € quase impossivel, apenas sao
tratados os doentes com hepatite B cronica AgHBe® ou anti-HBe, por
apresentarem risco elevado de progressao para doenga hepatica e cirrose. Os
portadores de AgHBs inactivos, por outro lado, por terem uma progresséo
favoravel a longo prazo ndo requerem tratamento, contudo devem ser,
periodicamente, monitorizados. Individuos AgHBe", em fase de imunotolerancia
no geral ndo devem ser tratados, a ndo ser que apresentem evidéncia
histolégica de doenca hepatica.®"

Em termos praticos, devem ser tratados os individuos AgHBe" com carga virica

de VHB superior a 2x10* Ul/mL, elevacdo intermitente ou persistente da ALT
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(maior que duas vezes o limite superior do normal) e sem sinais de
descompensacdo e os individuos anti-HBe, com carga virica superior a 2x10°
Ul/ml, elevagao intermitente ou persistente da ALT (maior que duas vezes o
limite superior do normal), actividade necroinflamatéria moderada ou severa
e/ou fibrose moderada, na auséncia de outras causas de doenga hepatica ou
sinais de descompensacéo. ©V

O objectivo, a longo prazo, do tratamento da hepatite B crénica € a erradicagéo
de VHB, através da seroconversdgo do AgHBs para anti-HBs. Como a
erradicagao raramente € alcangada com os antiviricos actualmente disponiveis,
os objectivos definidos do tratamento da hepatite B crénica incluem a
normalizagdo da ALT, a inibicdo persistente ou a supressédo significativa da
replicagdo de VHB e a prevencéo da cirrose e do CHC. ©"

Independentemente do antivirico usado a resposta terapéutica pode ser
classificada em: a) Bioquimica, baseada no valor da ALT; b) virica, baseada na
carga virica e na seroconversdo de AgHBe para anti-HBe; c) histoldgica,
baseada na histologia hepatica. A resposta completa € definida como o
conjunto da resposta bioquimica e virica, acompanhada da seroconversao do
AgHBs para anti-HBs. ©"

A emergéncia de mutagdes de resisténcia a VHB é a limitagdo principal da
terapéutica antivirica [aumento da carga virica (ADN-VHB) superior a 10x o
valor nadir, atingido apos a resposta inicial e aumento dos valores de ALT (em
mais de 90% dos doentes)], causada pela seleccdo de estirpes mutantes
resistentes a terapéutica da hepatite B cronica.

Muitos paises com baixos recursos so dispdem da LAM para o tratamento da

hepatite B cronica, como tratamento antivirico de primeira linha. O maior
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problema associado ao uso da LAM no coinfectado (VIH-VHB) é a sua baixa
barreira genética, que promove o aparecimento de resisténcias, associadas a
mutagdo unica no segmento YMDD motif da transcriptase reversa. A taxa de
seleccado dessa resisténcia calcula-se que seja de 50% em menos de dois
anos, 73% de dois a quatro anos e 93% em quatro anos e o surgimento de
resisténcias esta associado ao aumento da contagem dos linfocitos da
linhagem CD4 (TCD4"), provavelmente devido a melhoria da resposta
imunitaria, o que leva a maior pressao selectiva de virus mutantes. Sabe-se,
ainda, que o perfil de resisténcia a LAM é diferente de acordo com o gendtipo

de VHB, embora existam poucos estudos conclusivos sobre esta matéria.®*°°

1.7 Impacto de VIH na evolugao clinica e laboratorial da infec¢ao por VHB

As taxas elevadas de prevaléncia mundial de VIH e VHB tém determinado
maior interesse por estudos no sentido de se perceberem as interacgdes entre
estas duas entidades, que partilham as mesmas vias de transmissédo. A co-
infeccdo com VIH tem um grande impacto na histéria natural, no diagndéstico,
na progressdao da doenga e na morbimortalidade associadas a infeccéo por
VHB. A hepatite B cronica condiciona maiores taxas de hepatotoxicidade
relacionada com a TARV.

Nos imunocompetentes, a eliminacido espontanea de VHB ¢é superior a 90%,
enquanto que nos individuos com infeccdo por VIH a infeccdo cronica
desenvolve-se em 20% dos casos, apos exposicéo a VHB.®)

A histoéria natural da infecgcao por VHB esta acelerada nos infectados por VIH,

isto € maiores taxas de progressdo para cirrose, para doenga hepatica

descompensada e para morte, particularmente naqueles individuos com
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contagem baixa de linfocitos TCD4" e excessivo consumo de alcool. Além do
mais, os coinfectados VHB-VIH, quando em comparagdo com o0s
monoinfectados por VHB, apresentam niveis mais elevados de carga virica
(ADN de VHB). Os valores de ALT tém menos utilidade nos coinfectados VHB-
VIH para se avaliar a necessidade de terapéutica antivirica, porque os seus
niveis sdo mais baixos, em comparacdo com os daqueles descritos nos
monoinfectados. A correlagao entre cirrose e CHC nao foi, ainda, avaliada nos
coinfectados VHB-VIH, o mesmo acontecendo em relagédo a da dos gendtipos
de VHB e a resposta a terapéutica, comprovada nos monoinfectados por

VHB.56:57)

2. JUSTIFICACAO DO ESTUDO

A informagao disponivel sobre a prevaléncia da infeccdo por VHB em
Mocambique é escassa, sendo de mencionar um estudo de 2007, com 1.578
participantes, no qual se estimou a prevaléncia de 10,6%, em dadores de
sangue, através da pesquisa de AgHBs.*®

A TARV de 12 linha para adultos, actualmente disponivel no Pais, € constituida
por uma combinagao de nevirapina, zidovudina e LAM, a qual engloba, apenas,
um farmaco activo para VHB, isto &, a LAM, que apresenta uma barreira
genética baixa, o que predispde a ocorréncia de resisténcias a curto-médio
prazo. 354

De referir, ainda, que nunca se realizou, até a data, qualquer estudo sobre a
diversidade genética e perfil de resisténcia primaria a LAM de VHB, na

populacdo em geral, e, em particular, naqueles que s&o a populacéo alvo deste

estudo, isto &, nos coinfectados por VIH, sendo tal conhecimento relevante,
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bem como o conhecimento dos gendtipos, dado que sao factores preditivos da

evolucéo clinica e da resposta ao tratamento dos portadores crénicos de VHB.

3. OBJECTIVOS

3.1 Objectivo Geral

Estudar a prevaléncia, diversidade genética e perfil de resisténcia primaria a

LAM de VHB, em infectados por VIH, sem TARV prévia na Area de Saude de

Mavalane, Cidade de Maputo.

3.2 Objectivos especificos

Determinar a prevaléncia da infec¢ao por VHB em infectados por VIH, sem
TARV prévia, através do rastreio do AgHBs.

Determinar a carga virica (ADN de VHB) nos individuos com serologia
positiva para AgHBs.

Determinar os gendtipos de VHB presentes nos portadores de AgHBs e
carga virica (ADN de VHB) = 80 Ul/mL.

Determinar a presenca de resisténcia primaria a LAM, nos individuos com
carga virica (ADN-VHB) = 80 Ul/mL.

Determinar os parametros clinicos [indice de massa corporal (IMC), estadio
clinico da infeccdo por VIH segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS)] e imunitarios (linfécitos TCD4") nos monoinfectados por VIH e nos
coinfectados por VHB-VIH.

Determinar a correlagédo entre o grau de doenga hepatica com base no valor

da ALT nos doentes com AgHBSs positivo.
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4. METODOLOGIA DO ESTUDO

4.1 Desenho do estudo

Foi feito um estudo do tipo observacional, transversal e descritivo no qual foram
incluidos infectados por VIH, seguidos na Consulta Externa de Doenga Cronica
de duas Unidades Sanitarias (US) seleccionadas da Area de Saude de
Mavalane, Cidade de Maputo, Mogcambique, durante o periodo entre 29 de

Maio e 14 de Novembro de 2012.

4.2 Locais do estudo

Os Centros de Saude (CS) onde foi feito o recrutamento dos participantes
deste estudo foram:

* CS de Mavalane.

* CS de Polana Canico.

4.3 Populagdo em estudo

Foram recrutados individuos com infecgéo por VIH seguidos em ambulatério na
Consultas Externa de Doenca Cronica dos CS de Mavalane e Polana Canico,
ambos pertencentes & Area de Saude de Mavalane, Cidade de Maputo,
Mocambique,

Foram critérios de incluséo:

* Serologia positiva para VIH.

* |dade igual ou superior a 18 anos.

* Sem TARV prévio.

* Consentimento informado (Cl) escrito e assinado para a participagdo no

estudo.
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Foram critérios de exclusao:
* Mulheres gravidas.
* Doentes mentais ou incapazes de entenderem/assinarem o consentimento

informado.

4.4 Tamanho da amostra

Existem poucos estudos de prevaléncia da infec¢gao por VHB em Mogambique.
O estudo mais recente (2007) refere uma prevaléncia de 10,6% e, com base
neste estudo, foi feito o calculo do tamanho amostral para o presente estudo,

com um intervalo de confianca de 95% e precisdo de 3%, usando a férmula: ¥

n = tamanho da amostra
7 Z = n° estatistico para o nivel de confianca
P = prevaléncia esperada

d = valor de precisao

O tamanho da amostra minimo calculado foi de 404 participantes, os quais

foram recrutados de forma consecutiva nas US em estudo.

4.5 Recolha de dados

4.5.1 Recrutamento

Foram feitas comunicacdes diarias nas US para todos os utentes da Consulta
Externa de Doencga Cronica, dirigidas pelo investigador principal do estudo e/ou
Coordenador Local do estudo, em cada US, com informacéo detalhada sobre a

infeccdo por VHB, no que respeita a sua importancia, prevaléncia e
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consequéncias da coinfeccdo com VIH, dos procedimentos e vantagens da
participagdo no estudo, bem como sobre aspectos ligados a confidencialidade.
Apos a realizacdo da consulta pelos clinicos alocados nas US, aqueles que
foram considerados elegiveis para participar no estudo foram conduzidos até
ao Coordenador Local do estudo, o qual explicou novamente os procedimentos
do estudo.

Todos os doentes que concordaram em participar no estudo assinaram um Cl,
que lhes foi prontamente disponibilizado pelo Coordenador Local ou

Investigador Principal do estudo.

4.5.2 Caracterizacao dos participantes

Com vista a uma melhor caracterizacao clinica e imunitaria dos participantes,

cada um foi submetido a um questionario fechado contendo dados:

* Sociodemograficos.

* Relacionados com factores de risco para a aquisicdo da infeccéo por VIH e
VHB.

* Relacionados com comorbilidades existentes.

Foi determinado o estadio clinico da infecgdo por VIH, de acordo com a

classificagdo da OMS, de todos os participantes recrutados.

Foi feito um exame fisico sumario pelos investigadores ou pelos clinicos

alocados as US do estudo, com dados referentes a sinais vitais e alguns sinais

de doenga hepatica provavel, como a presenga (ou ndo) de ictericia, ascite,

hepatomegalia e esplenomegalia.
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4.5.3 Colheita e envio de amostras de sangue

Foi colhido de forma asséptica um total de 9 mL de sangue venoso a todos os
participantes do estudo, dos quais 6 mL foram recolhidos em tubos com
anticoagulante (K3EDTA) e os restantes 3 ml em tubos sem anticoagulante. As
amostras de sangue foram enviadas para os laboratérios locais dos estudos e
para o Laboratério de Imunologia do Instituto Nacional de Saude (INS), num
periodo nao superior a seis horas apos a colheita.

No laboratorio, 5 mL da amostra anticoagulada foram separados para a
realizagdo da citometria de fluxo. O remanescente da amostra de sangue foi
centrifugado por 10 minutos a 3000rpm. O soro e o plasma foram,
respectivamente, transferidos para criotubos, previamente identificados com o
numero de registo e data de colheita. Os criotubos foram armazenados a
temperatura de — 20°C, até a realizagdo dos estudos serologicos e

moleculares.

4.5.4 Testes laboratoriais

Os testes laboratoriais foram realizados em trés locais:

* Laboratdrios locais (Hospital Geral de Mavalane e CS Polana Canigo), onde
foram feitos 0 hemograma, determinagdo das transaminases e TCD4",

* Laboratorio de Imunologia do INS onde foram feitos os testes seroldgicos
para a determinagao da infecgdo por VHB e cargas viricas de VHB.

* Laboratorio de Biologia Molecular do Hospital dos Capuchos onde foi feita a

determinacao dos gendtipos de VHB e perfil de resisténcias.
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a) Hemograma
* Eritrograma
* Leucograma

* Contagem de plaquetas

Foram determinados utilizando reagentes comercialmente disponiveis.

b) Determinagédo dos paramétros bioquimicos no soro

Foram determinados os niveis séricos das aminotransferases [ALT e aspartato-
aminotransferase (AST)], como marcadores da presenca (ou nao) de doenga
hepatica. Estes testes foram feitos utilizando um auto-analizador de bioquimica

e reagentes comercialmente disponiveis.

c) Determinag&o dos marcadores seroldgicos

Foram determinados os seguintes marcadores serologicos:

. AgHBs para diagndstico da infecgéo por VHB.

. Anti-HBs para avaliar presenca de anticorpos para VHB.

. Anti-HBc total para avaliar a presenca de infec¢ao antiga (IgG) por VHB.
Todos os marcadores seroldgicos da hepatite B foram determinados usando o

método de ELISA (enzyme linked immuno essay).

d) Imunofenotipagem das sub-populagéo de células T
A imunofenotipagem de linfécitos TCD4" foi determinada para a caracterizagéo
do estado imunitario dos doentes. Foi utilizada a citometria de fluxo,com o

aparelho FACSCalibur e reagentes Multitest (todos da Beckton Dickinson).
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e) Determinagdo do ADN de VHB, genotipagem e determinagdo do perfil de
resisténcia de VHB a LAM

A carga virica de VHB foi determinada por PCR em tempo real utilizando

reagentes comercialmente disponiveis (Roche Diagnostics)

A genotipagem de VHB e a determinagao do perfil de mutagdes que conferem

resisténcia a LAM foi efectuada por sequenciamento genético, utilizando o

sistema TRUGENE (TRUGENETM HBV Genotyping Kit, Visible

Genetics/Bayer, Tarrytown NY, USA)

4.6 Andlise estatistica

Os dados foram introduzidos, duplamente, em base apropriada, pelo
investigador principal e colaboradores, usando o programa Access 2010. Antes
da analise estatistica foi realizado um controlo de qualidade da informacgao para
a verificacao das discrepancias entre as bases de dados.

As analises estatisticas foram feitas utilizando o programa estatistico statistical
package for the social sciences (SPSS) v.15. A prevaléncia foi determinada
utilizando o teste de proporcdo. Variaveis qualitativas foram comparadas,
usando o teste qui-quadrado. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado
para a comparagao das medianas entre os grupos. O teste de correlagao de
Spearman foi utilizado para a determinacdo da associacdo entre variaveis
quantitativas. A analise de regressao logistica foi utilizada para correcgao dos
factores de confusdo. As analises foram realizadas utilizando um nivel

significancia estatistica de 5%.

32



5. CONSIDERACOES ETICAS

5.1 Comité Nacional de Bioética

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Bioética para
Saude (CNBS), Maputo, Mogambique e pelo Conselho Cientifico da Faculdade
de Medicina da Universidade de Lisboa (FMUL). Apds a conclusdo do estudo,
sera elaborado um relatério final que sera submetido e apresentado ao CNBS,
autoridades administrativas e ao Comité Técnico-Cientifico do INS.

O investigador do estudo concordou em dar acesso directo aos comités de
revisdo ética a todos os documentos do estudo relevantes, sempre que
solicitado.

O investigador principal foi responsavel por garantir que o protocolo, o
formulario do Cl e qualquer outra informacdo apresentada aos potenciais
participantes (por exemplo, anuncios ou informagao que suporta ou suplementa
o consentimento informado), fossem revistos e aprovadas pelos respectivos

Comités de Revisdo Etica apropriados.

Este estudo foi realizado de acordo com as Boas Praticas Clinicas (GCP) e
todos os requisitos regulamentares, incluindo, onde aplicavel, a versao 2008 da

Declaragao de Helsinquia.

5.2 Consentimento Informado

O CI, escrito em portugués, foi lido para cada doente elegivel ou seu guardiéo,
pelo investigador ou pelo coordenador local, treinado em local adequado,
usando uma linguagem clara e acessivel ao destinatario.

Ao doente ou ao guardido foi solicitado um CI escrito e assinado (ou com

impressao digital). Sempre que necessario, foi dado tempo ao candidato
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elegivel para discutir a informagéo recebida com os membros da comunidade
ou com a familia, antes de decidir o consentimento.

A inclusdo no estudo foi voluntaria e, apenas, foi concretizada apdés a
assinatura do Cl. Os doentes tiveram a possibilidade de se retirar do estudo em
qualquer altura e continuarem o tratamento ou o seguimento gratuito dentro

dos programas nacionais

5.3 Confidencialidade

A confidencialidade foi garantida por um sistema de codigo apropriado. Os
dados que identificam o doente ndo foram difundidos fora do local de estudo.
Os planos de seguimento dos doentes e qualquer informacéo pessoal foi
restrita ao pessoal médico e aos investigadores envolvidos, directamente, no

estudo.

5.4 Biosseguranga

As amostras de sangue foram colhidas seguindo normas de biosseguranga e
todo o cuidado foi tomado para evitar acidentes aos participantes e ao pessoal

de saude.

5.5 Implicacdes e beneficios

Sera proposta a vacinagao contra a hepatite B aos doentes que ainda néao
estejam protegidos contra esta infeccdo. E importante referir que todos os
participantes, desde que tenham critérios de vacinagcdo, serdo encaminhados
para o Programa de Vacinagédo do Ministério da Saude (MISAU), para eventual

beneficio da imunizagéo, se disponivel.
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Os participantes com hepatite B cronica receberdo tratamento para VIH, de
acordo com as normas nacionais, que consiste na administracdo de dois
antirretroviricos activos contra VHB (tenofovir e LAM), caso indicado.

A equipa do estudo ira convidar os parceiros dos participantes, identificados
com VIH e VHB crénica, para uma sessao de aconselhamento e testagem de

ambos 0s virus, sempre que possivel.

6. RESULTADOS

O estudo realizou-se no periodo de 29 de Maio a 14 de Novembro de 2012,
nos CS de Mavalane e Polana Canigo, ambos pertencentes & Area de Saude
de Mavalane, na Cidade de Maputo. Foram recrutados um total de 571
individuos infectados por VIH, dos quais foram excluidos 53 pelos seguintes
motivos: a) Desisténcia, antes da colheita de amostra biologica (41 individuos),
b) desisténcia apds a colheita de amostra biolégica (cinco individuos), morte
(trés individuos) e exposigao prévia a TARV (quatro individuos).

Os individuos incluidos no estudo (n=518) foram testados para a presenga do
AgHBs, tendo sido considerados portadores 47 dos individuos (9,1%), dos
quais 19 eram do sexo masculino (40,4%). Os individuos portadores do AgHBs
(coinfectados com VIH) foram comparados com o resto da populagdo do
estudo (monoinfectados por VIH), no que diz respeito as caracteristica
demograficas, factores de risco para aquisigao da infec¢do por VIH e VHB,

caracteristicas clinicas e laboratoriais, que sdo apresentadas a seguir.

6.1 Caracteristicas demograficas da populagédo do estudo

Quinhentos e dezoito individuos foram incluidos no estudo, destes 175 (33,8%)

eram do sexo masculino, com idade mediana de 33 anos [amplitude
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interquartil (AlQ): 28-42] no grupo dos monoinfectados por VIH e de 32 anos
(AIQ: 28-42) no grupo dos coinfectados VHB-VIH (p=0.541).

Os monoinfectados por VIH (n=471) foram comparados com os co-infectados
VHB-VIH (n=47), no que diz respeito a caracteristicas demograficas (tebela 3).
Em ambos os grupos houve predominio de mulheres, sendo 313 (66,8%) no
grupo dos monoinfectados por VIH e 30 (63,8%) no grupo dos coinfectados por
VHB-VIH (p=0,944).

Entre os dois grupos, a histéria de multiplos parceiros sexuais, definida como
dois ou mais parceiros, foi reportada em 90 (19,1%) dos individuos
monoinfectados e em oito (17,1%) dos coinfectados (p=0,723). O uso do
preservativo foi reportado em 171 (36,4%) dos monoinfectados e em 23
(48,9%) dos coinfectados (p=0,66). A histéria de escarificagcdes foi reportada
em 200 (42,8%) dos monoinfectados e em 19 (49,3%) dos coinfectados
(p=0,833). A histéria de tatuagens/piercings foi reportada em 73 (15,6%) dos
monoinfectados e em cinco (19,4%) dos coinfectados (p=0,455). A historia de
transfusdes sanguineas foi reportada em 55 (11,7%) dos monoinfectados e em
um (2,2%) dos coinfectado (p=0,047). A histéria de vacinagao prévia para a
hepatite B foi reportada em trés (0,6%) dos monoinfectados e em um (2,2%)
coinfectado (p=0.258). A histéria de consumo de alcool foi reportada em 176
(37,4%) dos monoinfectados e em 19 (40,4%) dos coinfectados (p=0,688).
Usando o teste de qui-quadrado e de t-student, para comparar o grupo dos
monoinfectados com o dos coinfectados, constatou-se que nao havia
diferengas, estatisticamente, significativas quanto a idade (p=0,581) e ao
género (p=0,944). Quanto aos factores de risco a diferenga foi,

estatisticamente, significativa quanto aos antecedentes de transfusdes
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sanguineas (p=0,044) e nao foi, estatisticamente, significativa quanto a outros

factores de risco, como multiplos parceiros sexuais (p=0,723), uso de

preservativo  (p=0,090),

escarificacdes

(p=0,833),

piercings/tatuagens

(p=0,455), vacinagdo prévia para hepatite B (p=0,258) e consumo de alcool

(p=0,658).

Tabela 3 - Caracteristicas demograficas e factores de risco da populagéo de estudo

Monoinfectados Coinfectados Analise
Caracteristicas VIH VHB-VIH univariada
(n=471) (n=47) Valor de p

Idade (anos)

Mediana 33 32

AlQ 28 —42 28 -42 0,581
Género

Masculino 158 (33,2) 17 (36,2)

Feminino 313 (66,8) 30 (63,8) 0,944
Multiplos parceiros

Sim 90 (19,1) 8 (17.0)

Nao 381 (80,9) 39 (83,0) 0.723
Uso de preservativo

Sim 171 (36.4) 23 (48.9)

Nao 299 (63.6) 24 (51.1) 0.090
Escarificagbes

Sim 200 (42.9) 19 (41.3)

Nao 266 (57.1) 27 (58.9) 0.833
Tatuagens/piercings

Sim 73 (15.6) 5(11.4)

Nao 395 (84.4) 39 (88.6) 0.455
Transfusédo sanguinea

Sim 55 (11.7) 1(2.2)

Nao 415 (88.3) 45 (97.8) 0.047
Vacinagao prévia para
hepatite B

Sim 3(0.6) 1(2.2)

Nao 466 (99.4) 45 (97.8) 0.258
Consumo de alcool

Sim 176 (37.5) 19 (40.4)

Nao 294 (62.5) 28 (59.6) 0.688

AlQ — amplitude interquartil

6.2 Caracteristicas clinicas da populagao do estudo

Os individuos monoinfectados foram comparados com os coinfectados, no que

diz respeito as caracteristicas clinicas (tabela 4). A informagé&o clinica colhida
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foi a presenga (ou ndo) de sinais de doenga hepatica cronica descompensada
como ictericia, ascite, hepatomegalia e esplenomegalia, ndo tendo sido
observado nenhum destes sinais clinicos em ambos os grupos.

Os dois grupos foram, também, comparados no respeitante ao estadio clinico
da infec¢ao por VIH, segundo os critérios da OMS, sendo que 214 (45,5%) dos
monoinfectados estavam no estadio |, comparado com 22 (46,8%) dos
coinfectados, 142 (30,1%) dos monoinfectados estavam no estadio |,
comparado com 14 (29,8%) dos coinfectados, 111 (23,6%) estavam no estadio
[ll, comparado com 10 (21,3%) dos coinfectados e, finalmente, quatro (0,9%)
dos monoinfectados estavam no estadio IV, comparado com um dos
coinfectados (2,1%). (p=0,878)

Usando o teste de qui-quadrado e de t-student, para comparar o grupo dos
monoinfectados com o dos coinfectados, constatou-se que nao havia
diferencas, estatisticamente, significativas quanto ao estadio clinico da infec¢éo
por VIH segundo a OMS (p=0,878).

Tabela 4 — Caracteristicas clinicas da populagdo de estudo, de acordo com os
estadios definidos pela OMS

.. Monoinfectados Coinfectados A_nall_se
Caracteristicas (n=471) (n=47) univariada
Valor de p
Estadio clinico (OMS)
In (%) 214 (45,5) 22 (46,8)
Il n (%) 142 (30,1) 14 (29,8)
' n (%) 111 (23,6) 10 (21,3)
IV n (%) 4 (0,9) 1(2,1) 0,848

OMS - Organizagao Mundial da Saude

6.3 Resultados dos estudos laboratoriais da populagao do estudo

Os individuos monoinfectados foram comparados com os coinfectados, no que
diz respeito as caracteristicas laboratoriais (tabela 5). Das analises clinicas

realizadas constatou-se que o valor médio de hemoglobina, no grupo dos
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monoinfectados, foi de 11,6 g/dL, enquanto que no grupo dos coinfectados foi
de 12,1 g/dL. O valor médio de leucdcitos no grupo dos monoinfectados foi de
4,7x10° céls/uL, enquanto que no grupo dos coinfectados foi de 4,5x10°
céls/uL. O valor médio das plaquetas no grupo dos monoinfectados foi de
226x10° céls/uL, enquanto que no grupo dos coinfectados foi de 212 x10°
céls/uL. O valor médio dos linfocitos TCD4", no grupo dos monoinfectados, foi
de 363 céls/uL (204-508), enquanto que no grupo dos coinfectados foi de 327
céls/uL (131-462). O valor médio da ALT foi de 21,4 Ul no grupo dos
monoinfectados enquanto que no grupo dos coinfectados foi de 26,2 Ul. O
valor médio da AST foi de 28,8 Ul no grupo dos monoinfectados enquanto que
no grupo dos coinfectados foi de 29,4 UlI.

Usando o teste de qui-quadrado e de t-student, para comparar o grupo dos
monoinfectados com o dos coinfectados, no que diz respeito ao hemograma e
ALT e AST nado se verificaram diferengas, estatisticamente, significativas
[hemoglobina (p=0,288), leucdcitos (p=0,177), linfécitos (p=0,186), plaquetas

(p=0,278), linfécitos T CD4* (p=0,203), ALT (p=0,054) e AST (p=0,244)].
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Tabela 5 — Resultados dos estudos laboratoriais da populacdo do estudo

e Monoinfectados Coinfectados A_nall_se
Caracteristicas (n=471) (n=48) univariada
Valor de p

Hemoglobina (g/dL)

Mediana 11,6 12,1

AlQ 10,2-13,0 11,0-12,8 0,288
Leucdcitos

Mediana 4.7 4.5

AlQ 3.8-538 3.6-52 0.177
Linfocitos

Mediana 2.0 2.0

AlQ 1.0-2.0 1.0-2.0 0.186
Plaquetas

Mediana 226 212

AlQ 177 — 269 176 — 286 0.278
Linfocitos T CD4

Mediana 363 327

AlQ 204 - 508 131 - 462 0.203
ALT

Mediana 21.4 26.2

AlQ 16.0 — 30.1 18.0-35.0 0.054
AST

Mediana 28.8 294

AlQ 22.1-38.1 26.0 - 39.8 0.244

ALT — alanina aminotransferase; AST — aspartato-aminotransferase; AlIQ — amplitude

interquartil

6.4 Determinacdo do ADN de VHB

A determinacdo do ADN de VHB foi feita em 46 dos 47 individuos que foram

identificados como coinfectados, tendo os valores sido estratificados em trés

grupos: Grupo | — sete (15,2%) tinham ADN de VHB n&o detectavel

(<20Ul/mL); Grupo II = 27 tinham ADN-VHB = 20 Ul/mL — < 10.000 Ul/mL;

Grupo Il = 12 (26,1%) tinham ADN-VHB = 10.000 Ul/mL (tabela 6). De referir

que o limiar de detecgao do ADN de VHB, do sistema utilizado, é de 20 Ul/mL.
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Tabela 6 — Quantificagcdo do ADN de VHB de 46 dos individuos com coinfec¢do VHB-
VIH

Coinfectados VHB-VIH
ADN de VHB (Ul/mL)*

(n=46)
<20 Ul/mL n (%) 7 (15,2)
=20 - <10.000 Ul/mL n (%) 27 (58,7)
>10.000 n (%) 12 (26,1)

< 20 Ul/mL (ndo detectavel); ADN - acido desoxirribonucleico; Ul/mL — Unidades
Internacionais/mililitro; VHB — virus da hepatite B; VIH — virus da imunodeficiéncia

humana.

6.5 Caracteristicas clinicas da populagao coinfectada, de acordo com o ADN
de VHB

Os 46 individuos coinfectados foram comparados, no que diz respeito a
caracteristicas clinicas, de acordo com os valores de ADN-VHB. N&o se tendo
identificado nenhum sinal sugestivo de doenga hepatica crénica, a comparagéo
dos grupos foi feita de acordo com o estadio clinico da infec¢do por VIH,
segundo a OMS (tabela 7). Cinco (71,4%) dos individuos com ADN de VHB
ndo detectavel estavam no estadio | da OMS, comparado com 10 (37,0%) com
ADN de VHB = 20 Ul/mL — < 10.000 Ul/mL e seis (50,0%) com ADN de VHB 2
10.000 Ul/mL. Um (14,3%) dos individuos com ADN de VHB n&o detectavel
estava em estadio Il, comparado com 10 (37,0%) com ADN de VHB = 20 Ul/mL
— < 10.000 Ul/mL e trés (25,0%) com ADN de VHB = 10.000 Ul/mL. Um
(14,3%) dos individuos com ADN de VHB nao detectavel estava em estadio lll,
comparado com sete (25,9%) com ADN de VHB = 20 Ul/mL — < 10.000 Ul/mL e
dois (16,7%) com ADN de VHB = 10.000 Ul/mL. Um (8,3%) dos individuos com
ADN de VHB 2 10.000 Ul/mL estava no estadio IV, ndo tendo sido identificados
individuos neste estadio, com ADN de VHB nao detectavel (<20 Ul/mL) ou

detectavel (mas 2 20 Ul/mL — < 10.000 Ul/mL).
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Usando o teste de qui-quadrado e de t-student, para comparar os individuos
monoinfectados, segundo o ADN de VHB e estadio clinico da infecgao por VIH,
constatou-se que nao havia diferengas, estatisticamente, significativas entre os
grupos (p=0,848).

Tabela 7 — Comparagao dos estadios clinicos (OMS) da populagdo de 46
coinfectados, de acordo com o ADN de VHB

ADN - VHB ADN-VHB ADN-VHB Anadlise
Estadio clinico <20Ul/mL 220 Ul/mL - 210.000 Ul/mL univariada
(OMS) (n=7) <10.000 Ul/mL (n=12)
(n=27) Valor de p
In (%) 5(71.4) 10 (37.0) 6 (50.0)
IIn (%) 1(14.3) 10 (37.0) 3 (25.0)
llI'n (%) 1(14.3) 7 (25.9) 2 (16.7)
IV n (%) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(8.3) 0.425

ADN - acido desoxirribonucleico; OMS — Organizagdo Mundial da Saude; Ul/mL —

Unidades Internacionais/mililitro; VHB — virus da hepatite B.

6.6 Comparacdo dos resultados dos estudos laboratoriais da populacéo
coinfectada por VHB-VIH de acordo com o ADN de VHB

Os 46 individuos coinfectados foram comparados, no que diz respeito aos
resultados dos estudos laboratoriais, como a contagem de linfécitos TCD4",
AST e ALT e os valores de ADN de VHB.

O valor mediano da contagem de linfocitos TCD4" foi de 275 céls/uL (AlIQ =
233-430), nos individuos com ADN de VHB n&o detectavel (<20 Ul/mL), de 369
céls/uL (AlQ = 104-501), nos individuos com ADN de VHB = 20 Ul/mL — <
10.000 Ul/mL e de 257 céls/uL (AlQ = 160-423), nos individuos com ADN de
VHB = 10.000 Ul/mL.

O valor mediano da ALT foi de 26,5 Ul (AIQ = 14,5-46,5) nos individuos com
ADN de VHB < 20 Ul/mL, 29,1 Ul (AIQ = 26,9-34,3), nos individuos com ADN
de VHB = 20 Ul/mL - < 10.000 Ul/mL e 39,4 Ul (AIQ = 27-52,2), nos individuos

com ADN de VHB = 10.000 Ul/mL.
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Usando o teste de qui-quadrado e de t-student, para comparar os individuos
coinfectados segundo o respectivo ADN de VHB e as caracteristicas
laboratoriais ndo foram encontradas diferencas, estatisticamente, significativas
entre 0s grupos no respeitante aos valores da contagem de linfocitos TCD4"

(p=0,413), da ALT (p=0,248) e da AST (p=0,03).

Tabela 8: Comparagdo dos resultados dos estudos laboratoriais da populagao de
coinfectados (TCD4" e aminotransferases) e o ADN de VHB.

ADN - VHB ADN-VHB ADN-VHB Analise
Parametro <20Ul/mL 220 Ul/mL - =210.000 Ul/mL univariada
laboratorial (n=7) <10.000 Ul/mL (n=12)
(n=27) Valor de p
TCD4"
Mediana 275 369 257
AlQ 233 -430 104 - 501 160 — 423 0.413
AST
Mediana 28.0 23.0 35.2 0.030
AlQ 19.9 - 53.5 16.6 — 27.0 26.9 -45.5 )
ALT
Mediana 26.5 29.1 394
AlQ 14.5 - 46.5 26.9 —34.3 27.0-52.2 0.248
ADN - acido desoxirribonucleico; ALT — alanina-aminotransferase; AST — aspartato-
aminotransferase; TCD4" - linfocitos T da linhagem CD4; Ul/mL — Unidades

Internacionais/mililitro; VHB — virus da hepatite B;

6.7 Genotipagem e resisténcia primaria de VHB a LAM

Devido ao limiar de ADN de VHB, requerido pela técnica usada, para que seja
viavel a genotipagem, para o estudo genotipico e para a deteccédo e
identificacdo de mutagdes de resisténcia a LAM, aquela ndo foi exequivel em
18 (39,1%) das amostras com ADN de VHB < 300 Ul/mL, e em uma (2,2%)
com ADN de VHB > 300 Ul/mL, por ma qualidade da amostra. Assim, foram
selecionadas 27 (58,7%) amostras para o estudo genotipico, tendo sido

detectados o gendtipo A em 25 (92,6%) individuos e o gendtipo E em 2 (7,4%).
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Nao foram detectadas mutacdes de resisténcia a LAM em todas as amostras

testadas.

7. DISCUSSAO

Apesar de se conhecerem trabalhos sobre a prevaléncia da coinfeccdo VIH-
VHB em Mog¢ambique, este é o primeiro estudo feito em Maputo, Mocambique
em coinfectados VHB-VIH, com informac¢do adicional sobre os gendtipos de
VHB que circulam nesta populacéao.

A TARV tem estado disponivel em Mog¢ambique desde 1996 e, no final de
Dezembro de 2010, o numero cumulativo de doentes em TARV era de
218.991, em que 17.395 eram criangas com idade inferior a 15 anos (8%) e
64% eram mulheres . Devido a expansao da TARV, o niimero cumulativo de
infectados por VIH tem vindo a aumentar, proporcionando um aumento na
esperanga de vida, reduzindo a mortalidade relacionada com a infec¢gdo por
VIH, pela diminuicdo do risco de ocorréncia das doencas oportunisticas.
Entretanto, devido a esta maior sobrevida, tem vindo a emergir o risco de
ocorréncia de comorbilimortalidades ndo associadas a sida, como € o caso da
doenca hepatica cronica por VHB.

A coinfecgdo VHB-VIH condiciona uma mudanga na historia natural, no
diagndstico, na progressdo da doenga e na morbimortalidade associadas a
infeccdo por VHB. Assim, neste caso ha taxas maiores de progressédo para
cirrose, doenca hepatica descompensada e morte, particularmente naqueles
individuos com contagens baixas de linfocitos TCD4" e com excessivo

consumo de alcool. Sabe-se, também, que na coinfeccdo a resposta a
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terapéutica da infeccdo por VHB é menor, comparativamente a monoinfecgao
por VHB (6:60.61)

Na altura em que o estudo foi feito, em Mocambique, a TARV de 1?2 linha
fundamentava-se na combinacdp de nevirapina, zidovudina e LAM, a qual
englobava, apenas, um farmaco activo para VHB, isto é, a LAM, que tem uma
baixa barreira genética, predispondo a ocorréncia de resisténcias a curto-médio
prazo. 5354

Neste estudo foi encontrada uma prevaléncia de coinfecgdo VHB-VIH de 9,1%.
Cunha L et al encontraram uma prevaléncia de infeccdo por VHB e de
coinfeccdo VHB-VIH de 10,6% e 2%, respectivamente, num estudo feito em
dadores de sangue no Hospital Central de Maputo (HCM) ©®. Sokx et al
identificaram prevaléncia similar de infeccado por VHB, num estudo feito em
dadores de sangue no Hospital Provincial de Tete (HPT) ©?. Viegas EO et al
encontraram uma prevaléncia de infeccdo por VHB e de coinfeccao VHB-VIH,
de 12,2% e 4,9%, respectivamente, em estudo feitos em jovens seguidos no

©®3  Os estudos

Servico Amigo dos Jovens e Adolescentes (SAAJ)
mencionados mostram prevaléncias de coinfeccéo inferiores as encontradas
neste estudo, o que pode ser resultado do tipo de populacdo e das amostras
dos estudos, a titulo de exemplo os dois primeiros foram feitos em dadores de
sangue, que sao considerados uma populagéo de baixo risco.

Outro facto a mencionar € que o presente estudo foi feito numa populagdo com
serologia positiva para VIH, tendo-se encontrado uma prevaléncia de infecgéo
por VHB quase similar a encontrada nos outros estudos mencionados,

realizados em Mogambique, o que pode ser explicado pelo facto da infecgao

por VHB, na Africa Subsariana, ocorrer por via horizontal, por transmissao
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antes dos cinco anos de idade, diferindo do que acontece em paises
desenvolvidos, em que a infeccdo ocorre em adolescentes e adultos com
comportamentos de risco. ©% &4

A analise dos dois grupos do estudo, os mono e os coinfectados, permite
afirmar que houve tendéncia para o predominio da infecgio nas mulheres,
embora ndo tenha significado estatistico. Os resultados de alguns estudos,
efectuados em Africa, mostram maior prevaléncia da infeccdo por VHB em
homens do que em mulheres, ao contrario do deste e de outros estudos feitos
em Mocambique. Tal pode ser reflexo destes estudos, em Mogambique, terem
recrutado mais mulheres do que homens. (¢% 6469

Apesar de estar documentado um risco acrescido de infec¢ado por VHB, em
individuos expostos a diversos factores, tais como multiplos parceiros sexuais e
pratica de sexo desprotegido, neste estudo ndo foram encontradas diferencas,
estatisticamente, significativas entre os dois grupos. Tal pode, em parte,
explicar-se pelo facto da amostra de coinfectados VHB-VIH ser relativamente
pequena ou da infec¢cado por VHB ter sido adquirida na infancia.

As escarificagbes, tatuagens e piercings descritos noutros estudos como
factores de risco na transmissao da infeccdo por VHB nao foi comprovada no
presente estudo, em mono e coinfectados. Tal pode ser explicado pelo facto de
ambos grupos terem exposicao similar a estes factores de risco. %

Quanto as transfusdes de sangue notou-se ter havido maior ocorréncia deste
factor de risco em individuos monoinfectados (11,7%) em comparagdo com 0s
coinfectados (2,2%) e a diferenga entre os dois grupos foi, estatisticamente,

significativa (p=0,047). Estudos feitos em dadores de sangue no HCM e no

HPT mostraram prevaléncias de VIH de 4% e 8,5%, respectivamente, o que
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levanta a hipotese de alguns casos de infeccdo por VIH ocorrerem, ainda,
devido as transfusdes sanguineas. Apenas um individuo com coinfecgdo VHB-
VIH relatou antecedente de transfusdo sanguinea o que pode ser justificado
pelo tamanho da amostra e pela histéria natural da infecgao por VHB. 8 2

A vacinagao para a hepatite B foi referida com uma frequéncia muito baixa em
ambos grupos e mesmo os quatro individuos que fizeram referéncia a esta
imunizagdo nao apresentaram nenhum documento comprovativo. Tal facto
pode dever-se ao facto de a vacina contra a hepatite B ter sido introduzida no
calendario de vacinagdes apenas em 2002, ndo tendo abrangido a populagéo
deste estudo ou, ainda, de ndo se recordarem de terem sido vacinados.

Apesar de nao ser um factor de risco directo para a aquisicido da infecgao por
VIH e/ou por VHB, notou-se uma alta prevaléncia de consumo de alcool no
grupo dos mono e dos coinfectados, 37,5% e 40,4%, respectivamente, embora
a diferenga entre os dois grupos nao tenha sido, estatisticamente, significativa.
Este factor foi aqui incluido porque o consumo de alcool € um factor que esta
associado ao risco de maior rapidez da progressao da doenga hepatica crénica
em infectados por VHB. 2

Em nenhum dos participantes foram identificados sinais de doenca de doenca
hepatica descompensada (ictericia, ascite, hepatomegalia e esplenomegalia), o
gue nao é de estranhar, dado que a maioria evoluira, durante varios anos, com
doenca compensada. Esta descrito que em zonas em que a prevaléncia da
hepatite B é alta a transmissao €, basicamente, perinatal, passando nestes
casos por uma fase de imunotolerancia, caracterizada por uma infeccéo clinica
inaparente, que evolui para a cronicidade em mais de 90% dos casos e, nestes

ultimos, o risco de desenvolvimento de doenca hepatica depende de varios
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factores, dentre os quais niveis altos de ADN de VHB > 100.000, a persisténcia
do AgHBe e de valores elevados de ALT e do gendtipo de VHB, segundo foi
demonstrado em estudos realizados no continente asiatico. *?

Os dois grupos foram comparados quanto ao estadio clinico da infecgao por
VIH, segundo a OMS, néo tendo sido encontradas diferengas, estatisticamente,
significativas entre eles. Esta descrito que a histéria natural da infecgdo por
VHB esta acelerada nos coinfectados por VIH, implicando taxas maiores de
progressdo para cirrose, CHC, doenca hepatica descompensada e morte,
particularmente naqueles com contagens baixas de linfécitos TCD4" e com
consumo excessivo de alcool. A maioria dos infectados por VIH, deste estudo,
foi classificada como estando em estadios precoces da infec¢gdo por VIH, com
alguma preservacao da resposta imunitaria, sendo que 45% dos individuos,
nos dois grupos, foram diagnosticados em estadio clinico | e, apenas, 0,9% dos
monoinfectados e 2,1% dos coinfectados foram diagnosticados em estadio
clinico 1V.%%°7)

Os dois grupos foram, de seguida, comparados quanto a variaveis
laboratoriais.

Quanto aos parametros hematologicos verificou-se que em ambos grupos os
valores medianos da hemoglobina, dos leucdcitos totais, dos linfocitos e das
plaquetas estavam dentro dos parédmetros considerados normais e,
comparando os dois grupos, nao foram encontradas diferengas,
estatisticamente, significativas. Estudos feitos na Nigéria demonstraram,
também, que ndo havia diferengcas, quanto aqueles parametros, em

(66

monoinfectados quando comparados com os coinfectados. ©®® No que diz

respeito a contagem total de linfécitos, outro estudo feito na Nigéria mostrou
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haver uma reducdo significativa dos linfécitos totais nos individuos
coinfectados, quando comparados com os monoinfectados (p <0,05). A este
proposito de referir que o ADN de VHB pode estar presente em linfécitos de
individuos com infeccdo por VIH, mesmo naqueles em que os testes
seroldgicos ndo evidenciam infecgdo por VHB. ¢”

Quanto a contagem de linfocitos TCD4", apesar de se verificar que o valor
meédio, nos coinfectados, era menor do que nos monoinfectados, ndo se
verificou diferenga, estatisticamente, significativa entre os dois grupos
(p=0,203). Os resultados de um estudo feito no Quénia, num Hospital Distrital,
mostraram que havia uma redugdo na contagem de linfécitos TCD4" em
individuos coinfectados (120 +/- 112 céls/mL) em comparagédo com os mono-
infectados (694 +/-140). ®® Outro estudo, feito na Italia, ndo mostrou diferengas
significativas na contagem de linfécitos TCD4" em individuos coinfectados,
quando comparados com os monoinfectados. %

Quanto aos marcadores de necroinflamagcdo hepatica, como as
aminotransferases (ALT e AST), n&do foram encontradas diferencas,
estatisticamente, significativas entre os dois grupos. Na Nigéria, os resultados
encontrados foram similares aos nossos. '? Sabe-se que os valores das
aminotransferases, nos doentes com hepatite B cronica, sao flutuantes (estes
doentes podem alternar periodos de aumentos das aminotransferases e,
mesmo, de ictericia, com periodos de normalizagdo bioquimica) e uma
determinacao unica nao permite tirar conclusdes sobre o estadio da doenca.
No entretanto, varios estudos de coortes asiaticas mostraram que os valores

basais de ALT tém importante valor progndstico, na hepatite B cronica. Aqueles
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com valores persistentemente normais de ALT tém melhor progndstico do que
aqueles que apresentam valores de ALT duas vezes acima do normal. ¢4 7" 72
O ADN-VHB foi quantificado em 46 dos 47 individuos coinfectados e estes
foram subdivididos em trés grupos, dos quais sete (15,2%) tinham ADN de
VHB néo detectavel (< 20 Ul/mL) e 39 (84,8%) com ADN de VHB detectavel
[27 (58,7%) com ADN de VHB = 20 Ul/mL — < 10.000 Ul/mL e 12 (26,1%) com
ADN de VHB = 10.000UI/L]. Vérios estudos feitos na Asia comprovaram que o
ADN de VHB é um importante marcador da evolugcao da hepatite B cronica
para cirrose ou CHC e, por este motivo, recomendam a sua monitorizacgo.
Em Taiwan foram seguidos 3160 com infecgdo cronica por VHB, tendo sido
demonstrado que as variagdes nos niveis de ADN de VHB e da ALT sé&o
predictores independentes do risco de ocorréncia do CHC, tendo, ainda,
revelado que aqueles que iniciaram o estudo com ADN de VHB <10.000 Ul/mL
tiveram menos CHC, em relacdo aos que iniciaram com valores superiores,
tendo como recomendacgéo a monitorizagao regular do ADN de VHB e da ALT,
como marcadores importantes no seguimento de doentes com hepatite B
cronica. " Analisando os resultados obtidos neste estudo, se se usasse como
valor de base o ADN de VHB poder-se-ia afirmar que 26,1% dos coinfectados
teriam maior risco de desenvolver CHC, em relagao aos restantes coinfectados.
Contudo, ha outros factores a considerar, antes de tais dados serem
extrapolados para a populagcdo deste estudo, como o facto de esta ser
constituida por coinfectados VHB-VIH, em que a historia natural da hepatite B

estd alterada, com maiores taxas de progressdo para a doenga hepatica

cronica e, também, pelo facto dos gendtipos, que circulam na populagéo
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asiatica, serem diferentes dos que circulam na Africa Subsariana, facto que,
também, influencia a historia natural da hepatite B.

Os trés grupos de coinfectados foram, também, comparados entre si, quanto a
caracteristicas clinicas e os resultados dos estudos laboratoriais, ndo tendo
sido encontrados sinais de doenca hepatica descompensada. Quanto ao
estadio clinico da infecgdo por VIH, segundo a OMS, nao se notou diferenga
significativa entre os trés grupos, sendo de realgar o facto de maior parte
destes individuos estar em estadios precoces da infecgéo por VIH.

Quanto as caracteristicas laboratoriais, como a contagem de linfocitos T CD4",
AST e ALT, nédo se registaram diferengas significativas. Sabe-se que a
coinfecgdo modifica a historia natural da infecdo por VHB, aumentando as
taxas de replicagdoo virica e o risco de cronicidade da hepatite B, nos
individuos infectados em idade adulta, contudo, sem modificar o processo
necroinflamatério a nivel do figado. '?

Quanto a diversidade genética de VHB na populagdo estudada, nas 27
amostras em que foi possivel a genotipagem, 25 (92,6%) tinham o gendtipo A e
duas (7,4%) o gendtipo E. Estudos feitos em Mogambique e em paises vizinhos
mostraram resultados similares ao nosso estudo. Cunha L et al, num estudo
feito em dadores de sangue no HCM, atras referido, encontrou uma prevaléncia
do gendtipo A de 86,3%, seguido dos gendtipos E e D ©®. A analise de 404
amostras, num estudo feito na Africa do Sul, mostrou haver maior prevaléncia
do gendtipo A (74,3%), seguida do gendtipo D (19.3%), gendtipo C (1,5%) e
genotipo E (1,2%). Noutro estudo, realizado no Zimbabwe, em 29 dadores de
sangue, detectou-se, apenas, o gendtipo A nessa populagdo. "*7" Varios

estudos mostraram que os gendtipos de VHB podem influenciar, de forma
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significativa, a historia natural da hepatite B, nas taxas de seroconverséo do
AgHBe, na carga virica de VHB e nos padrdes de mutagdo de VHB, factores
estes que podem, por sua vez, influenciar a heterogeneidade das
manifestacdes clinicas e a resposta ao tratamento antivirico, pelo que, o
conhecimento dos gendtipos de VHB pode permitir que se faga uma
optimizacéo individualizada do tratamento na pratica clinica. 379

Quanto a presenca de mutagdes que conferem resisténcia primaria a LAM,
esta nao foi identificada em nenhuma das amostras. A presenca de mutagdes
de resisténcia & LAM, foi registada na Africa do Sul. Estudo feito em individuos
mono (n=15) e coinfectados (n=20), mostrou a presenga de mutacdo de

resisténcia a LAM em 3/15 e 10/20 mono e coinfectados, respectivamente. %

8. CONCLUSOES

Com o presente estudo foi possivel caracterizar, usando parametros
demograficos, clinicos e laboratoriais, uma populacdo de individuos
coinfectados por VHB-VIH comparando-os com a de individuos
monoinfectados, todos eles seguidos em Consulta de Doengas Crénicas em
dois CS da Cidade de Maputo.

Os resultados encontrados no concernente a prevaléncia da hepatite B (9,1%)
vao de acordo com resultados dos estudos realizados em Mogambique e aqui
mencionados, em dadores de sangue, grupo este considerado de baixo risco, o
que sugere que a transmissdao de VHB possa ocorrer, primariamente, no
periodo perinatal e que factores de risco, como multiplos parceiros sexuais, nao

uso do preservativo, escarificagbes, transfusdes sanguineas, tatuagens/
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piercings podem n&o ter peso tdo importante na transmissdo de VHB, como
tém na transmissdo da infec¢cdo por VIH, podendo, ainda, concluir-se que a
infecgao por VHB ocorre mais precocemente que a infecgcéo por VIH, havendo,
contudo, ainda, casos em que as duas infecgdes sdo transmitidas, em
simultaneo no periodo perinatal (transmissédo mae-filho).

Este estudo confirma a endemicidade da infec¢gao por VHB em Mogambique,
reforcando a necessidade de disponibilizacdo de meios de diagndstico com
base em testes simples e acessiveis a paises com recursos limitados em todas
as US, para o rastreio de grupos-alvo, como mulheres gravidas, recém-
nascidos, trabalhadores de saude e individuos infectados por VIH para
posterior imunizacido, por forma a diminuir o impacto da infeccédo por VHB.
Existe, ainda, alguma controvérsia quanto ao efeito da coinfecgdo VIH-VHB na
histéria natural da infeccdo por VIH, contudo, sabe-se que individuos com
infeccdo prévia por VIH, que adquirem a infeccdo por VHB, tém maior
probabilidade de se tornarem portadores cronicos de VHB e sabe-se, ainda,
que a coinfeccdo aumenta as taxas de replicacdo de VHB e de reactivacéo da
infecgcdo, advindo dai a necessidade de rastreio da infeccdo por VHB em
individuos VIH positivos.

Outro facto a realgar foi a auséncia, nos coinfectados, de sinais clinicos ou
laboratoriais de doenga hepatica descompensada, mesmo naqueles com
valores de ADN de VHB elevados, o que pode estar de acordo com o facto de
que a coinfecgdo VHB-VIH modifica a historia natural da infegdo por VHB, sem
alterar o processo necroinflamatorio a nivel do figado.

Os gendtipos identificados neste estudo sdo sobreponiveis aos encontrados

em estudos feitos em Mocgambique e em paises vizinhos. Em termos de
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implicagdes clinicas da presenga do gendtipo A da infecgcdo por VHB, esta
demonstrado, em estudos feitos noutras areas, que os portadores deste
gendtipo tém maior risco de progressdao para a cronicidade, quando
comparados com os portadores de outros gendtipos. Por outro lado tém,
também, seroconversdo do AgHBe mais sustentada, maiores taxas de
eliminacdo do AgHBs e menor ocorréncia do processo necroinflamatério do
figado. ®” Nao se conhece, contudo, a sua implicagdo na histéria natural da
coinfecgao VHB-VIH, porque nao estdo disponiveis estudos prospectivos em
portadores coinfectados, com estes ou com outros gendtipos, na Africa
Subsariana. A maioria dos estudos disponiveis sobre a evolugédo clinica e
resposta a terapéutica antivirica € baseada nos gendtipos B e C, que séo
endémicos na Asia.

Nao foram identificadas mutagcdes que confiram resisténcia a LAM, nas
amostras analisadas, o que pode se dever ao facto de a populacédo estudada
nunca ter sido exposta a este antivirico. Os estudos disponiveis, com a
demonstracdo da presenga de mutagcdes a LAM, foram feitos em individuos
expostos, previamente, a este farmaco.

Outro facto, aqui a realgar, € de que os participantes neste estudo foram
recrutados em estadios precoces da infeccdo por VIH (I-1l), com contagens
medianas de linfocitos TCD4" no grupo dos mono e coinfectados de 363
céls/uL e 327 céls/uL, respectivamente, e sem exposi¢cdo prévia a TARV,
podendo sugerir que o diagndstico da infec¢do por VIH comega a ser feito mais

cedo.
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Com base no que foi aqui exposto, o presente estudo pode servir como base
para que se possam fazer outros prospectivos para avaliar a evolugao clinica e
resposta a terapéutica antivirica em individuos coinfectados portadores dos

genotipos aqui descritos.
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