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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Frequência, Características Serológicas e Moleculares de Hepatite B Oculta em Dadores de 

Sangue do Banco de Sangue no Hospital Central de Maputo 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL 

 

Ana Flora dos Mabunda Zicai 

A hepatite B oculta é caracterizada pela presença do ácido desoxiribonucleíco (ADN) do 

VHB no soro, plasma ou tecido hepático em indivíduos com serologia negativa para o 

antígeno de superfície (HBsAg). Os mecanismos que conduzem à infecção oculta pelo 

VHB não são claros, embora as mutações virais sejam provavelmente um factor 

significativo. O objectivo deste estudo foi determinar a frequência, presença de 

marcadores serológicos e caracteríticas moleculares dos casos com Hepatite B Oculta 

em dadores de sangue no banco de sangue do Hospital Central de Maputo. Para tal, 

1500 dadores de sangue foram recrutados e testados para HBsAg. As amostras HBsAg 

negativas foram testadas para identificar à presença de ADN do VHB. Amostras com o 

ADN do VHB detectado foram submetidas ao nested PCR para amplificação das 

regiões S e P do genoma de VHB, de seguida foram sequenciadas. A frequência de 

hepatite B oculta foi de 1,2% (17/1436). Os resultados das análises filogenéticas 

realizadas em 10 dos 17 casos com hepatite B oculta revelaram que 9 isolados 

pertenciam ao genótipo A e um isolado pertencia ao genótipo E. Foi encontrada um 

mutação de escape em uma das amostras e varias substituições de aminoácidos na 

região S e P. O marcador Anti-HBc foi encontrado na maior parte casos com Hepatite B 

oculta 76,4% (13/17) e não foi registada a reactividade para HBeAg. Os dados mostram 

uma urgência de introdução de testes complementares para a exclusão de Hepatite B 

Oculta e necessidade de maior entendimento dos factores relacionados com a não 

expressão de HBsAg (Hepatite Oculta).  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Frequency, serological and molecular characterization of Occult Hepatitis B in Blood Donors in 

Maputo, Mozambique 

ABSTRACT 

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL) 

Ana Flora dos Mabunda Zicai 

Occult hepatitis B is characterized by the presence of HBV DNA in serum, plasma or 

hepatic tissue in subjects with negative serology for the surface antigen (HBsAg). The 

mechanisms leading to occult HBV infection are unclear, although viral mutations are 

likely a significant factor. The aim of this study was to determine the presence of HBV 

serological markers other than HBsAg (anti-HBc, anti-HBs and HBeAg), frequence of 

OBI and to characterize viral genotypes and mutations among blood donors at the 

Hospital Central de Maputo. A total of 1500 blood donors were recruited and tested for 

HBsAg. Serum samples HBsAg negative were tested for presence of HBV DNA. Serum 

samples HBV DNA detected were submitted to nested PCR for amplifications of S and P 

regions in HBV genome and sequencing. The frequency of hepatitis B was 4.3% 

(64/1500) and the frequency of occult hepatitis B was 1.2% (17/1436). The results of the 

phylogenetic analysis in 10 of 17 cases of occult hepatitis B sequences obtained in this 

study revealed that 9 isolates belonged to genotype A and only one isolate belonged to 

genotype E. An escape mutation was found in one of the samples and several amino 

acid substitutions in the S and P regions in HBV genoma. Anti-HBc marker was found in 

most OBI cases (76.4%) and no sample was reactive for HBeAg. The data show an 

urgency to introduce complementary tests for the exclusion of Occult Hepatitis B and 

need for a better understanding the factors related to non-expression of HBsAg (Occult 

Hepatitis B). 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. História da descoberta da hepatite B 

Hepatites são doenças causadas por um grupo de vírus, denominados vírus de 

hepatite A (VHA), vírus hepatite B (VHB), vírus de hepatite C (VHC), vírus de hepatite D 

(VHD) e o vírus de hepatite E (VHE) (Feinstone et al., 1973, Dane et al., 1970, 

Honghton et al., 1989, Rizzetto et al., 1977). Sendo a principal característica entre eles 

o tropismo pelas células hepáticas (hepatócitos), causando a inflamação e necrose no 

fígado. Falando concretamente do vírus de hepatite B, o antígeno de superficie do vírus 

foi observado pela primeira vez em 1965, por Bulmberg, um geneticista do National 

Institute of Health (NIH), em Filadélfia, no soro de um aborigina australiano, durante as 

suas pesquisas em polimorfimo genético em seres humanos. Sendo posteriormente 

denominado antígeno de superficie do vírus de hepatite B (HBsAg), e posteriormente 

outros antígenos foram associados ao vírus de hepatite B (HBcAg e HBeAg) e cada um 

dos antígenos induz a formação de anticorpos específicos denominados Anti-HBs, Anti-

HBc e Anti-HBe. 

1.2. Epidemiologia do VHB 

A hepatite B é um problema sério de saúde pública. Estima-se que mais de 2 

biliões de pessoas no mundo estejam em contacto com o vírus, destas cerca de 257 

milhões estão cronicamente infectados (OMS, 2016). A cada ano, há cerca de 686.000 

milhões de mortes por complicações da hepatite aguda ou crônica, onde cerca de 45% 

de casos crónicos desenvolvem carcinoma hepatocelular (CHC) e 30% cirrose hepática 

(OMS, 2016). 

Três categorias foram estabelecidas para definir a endemicidade para VHB no 

mundo com base na prevalênciado marcador HBsAg na população em geral: elevada 

(superior a8%), intermédia (2 a 7%) e baixa (<2%) (OMS, 2011). A prevalência do VHB 

é muito alta nas regiões do sudeste asiático, África sub-Sahariana, que apresentam 

uma taxa superior a 8% (Kramvis & Kew, 2007; Kew, 2010). 
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Schweitzer et al., (2015) encontraram uma prevalência de HBsAg de 3.61% a 

nível global, onde a maior parte dos países da África apresentavam prevalência alta-

intermédia (5-7,9%) e alta (>8%) conforme ilustra 1. 

Estudos realizados em Moçambique apontam para uma alta prevalência de VHB 

em dadores de sangue. Cunha e colaboradores (2007), encontraram uma prevalência 

de VHB de 9,3% na região sul de Moçambique (Maputo). Dados da região centro (Tete) 

mostram uma prevalênciade 10,6% (Stokx et.al., (2011). Também tem sido reportado 

alta prevalência de VHB em indivíduos co-infectados por HIV. Semá e colaboradores 

(2011), encontraram uma prevalência de 16,0% em um estudo realizado numa Unidade 

Sanitária da região sul de Moçambique (Maputo), por outro lado, Wendeler e 

colaboradores (2016), encontraram uma prevalência de 8% no norte do país (Cabo 

Delgado). 

 

Figura 1– Endemicidade global do HBsAg. 

Os rectângulos com diferentes cores indicam as percentagens de endemicidade nas 

diferentes regiões do mundo- elevada representada pela cor vermenlha, elevada 

intermediária representada pela cor rosa, baixo intermediário representada pela cor 

amarela e baixo amarelo mais palido (Schweitzer et al., 2015). 

 



3 

 

1.3. Formas de transmissão  

As principais formas de transmissão do VHB são: via perinatal, sexual e 

parenteral/percutânea (OMS, 2015). 

Segundo a OMS (2015), a transmissão perinatal é a principal via de transmissão 

de VHB em muitas partes do mundo, e um factor importante na manutenção do 

reservatório da infecção em algumas regiões. Dai que, na ausência de profilaxia uma 

grande parte de mães virémicas transmitem a infecção aos lactentes durante ou após o 

parto. Sendo que o risco de infecção perinatal também aumenta em mães com hepatite 

B aguda no primeiro e terceiro mês de gravidez e dois meses após o parto. No entanto, 

após a infecção perinatal, o risco de desenvolver uma infecção crônica é de 90%, até 

aos 6 meses de idade, este risco diminui para 20-60% entre os 6 meses aos 5 anos de 

idade. 

O VHB é também disseminada por exposição percutânea ou mucosa ao sangue 

infectado e vários fluídos corporais, tais como fluídos salivares, menstruais, vaginais e 

seminal. A transmissão sexual do VHB ocorre particularmente em homens não 

vacinados que fazem sexo com homens e heterossexuais com múltiplos parceiros 

sexuais ou em contato com profissionais do sexo. Infecção na idade adulta leva a 

hepatite crônica em menos de 5% dos casos. A transmissão sexual pode contribuir para 

uma alta proporção de casos de hepatite B entre os adolescentes e adultos vivendo em 

países com uma baixa prevalência de hepatite B. Em países com alta prevalência a 

maioria das pessoas já terá sido infectada durante a infância (OMS, 2017) 

Por outro lado à transmissão pode ocorrer por contactos interpessoais através de 

feridas e ulcerações. Muitas crianças se infectam nos primeiros anos de vida. A 

transmissão do vírus também pode ocorrer entre pessoas que injetam drogas ou 

através da reutilização de agulhas e seringas em ambientes de saúde. Além disso, a 

infecção pode ocorrer durante procedimentos médicos, cirúrgicos e odontológicos, 

através da tatuagem, ou ainda através do uso de lâminas de barbear e objetos 

semelhantes que estão contaminados com sangue infectado (OMS, 2015 &OMS, 

2017). 
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A transmissão do VHB também pode ocorrer por transfusão de sangue 

contaminado, isto é, nos casos em que os dadores são assintomáticos e com 

resultados negativo para o marcador HBsAg. O risco de transmissão de VHB ocorre 

maioritariamente como resultados de doações no período de janela (Tagny et al., 2008; 

Allian & Cox, 2011). De acordo com Kim et al., ( 2012), testar dadores com tecnologias 

avançadas pode reduzir o risco de transmissão de agentes infecciosos. 

 

1.4. Marcadores serológicos da infecção pelo VHB 

O diagnóstico da infecção aguda ou crónica por VHB é resultante da análise dos 

marcadores serológicos. Os antígenos e anticorpos associados à infecção pelo VHB 

incluem HBsAg e anticorpo para HBsAg (anti-HBs), antígeno da core de hepatite B 

(HBcAg) e anticorpo para HBcAg (anti-HBc), antígeno "e" de hepatite B e anticorpo para 

HBeAg (Anti-HBe). Assim, testes serológicos estão disponíveis para todos os 

marcadores excepto para o antígeno da core (HBcAg), isto porque nenhum HBcAg livre 

circula no sangue (Hoofnagle & Di Bisceglie, 1991). 

Por outro lado, testes moleculares também podem ser realizados para avaliar a 

presença e concentração de ADN do VHB circulante (El Ekiaby et al., 2010). 

A história natural da infecção pelo vírus de hepatite B é classificada em quatro 

fases: a fase imune tolerante (HBeAg-positiva, com altos níveis de ADN do VHB mas 

ausência de doença hepática), a fase imune ou crônica da hepatite (HBeAg-

positivo/anti-HBe negativo, com níveis elevados de ADN do VHB e inflamação activa do 

fígado), e a fase inativa (HBeAg negativo/anti-HBe positivos, níveis normais de 

aminotransferase hepática e níveis baixos ou ausentes de ADN do VHB) e a fase de 

recuperação (Hoofnagle & Di Bisceglie, 1991 & Zhang et al., 2016), conforme ilustrado 

na figura 2. 

O decurso da infeção pelo VHB depende dos factores do hospedeiro e do próprio 

vírus. Grande parte dos indivíduos infectados não apresenta nenhum sintoma durante a 

fase aguda da infecção, embora existam indivíduos que apresentam sintomas e doença 
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na fase aguda, por vezes levando a morte. Na fase crónica 20 à 30 % dos indivíduos 

adultos podem desenvolver cirrose hepatica ou CHC. 

 

 

Figura 2: Representação das quatro fases da história natural da infecção pelo VHB 

(adaptado do Zhang et al., 2016). 

Os marcadores serológicos tipicamente utilizados para diferenciar entre infecção 

aguda, resolutiva e crónica são HBsAg, anti-HBs e anti-HBc total. A presença de 

HBeAg e ADN de VHB indica geralmente níveis elevados de replicação viral. Contudo, 

existem casos em que o HBsAg não é detectado mas é possível detectar o ADN do 

vírus, isto, com ou sem a presença de outros marcadores, nestes casos estamos 

perante a uma Hepatite B Oculta (tabela 1) (Hoofnagle & Di Bisceglie, 1991; Torbenson 

& Thomas, 2002). 
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Tabela 1. Interpretação dos resultados dos marcadores serológicos e Moleculares para 

a infecção pelo VHB. 

(Torbenson & Thomas, 2002) 

1.5. Classificação e Estrutura do VHB 

O vírus de hepatite B (VHB) pertence a família HepaADNviridae, género 

OrthohepaADNvirus.  Este vírus apresenta tropismo pelas células hepáticas 

(hepatócitos) e tem o homem como hospedeiro natural. Estruturalmente, a partícula 

completa do VHB (Virion ou partícula de Dane), com 40-42 nm de diâmetro, apresenta 

no seu exterior um envelope constituído pelo antígeno de superfície (HBsAg), e no seu 

interior o nucleocapsídeo ou core, que mede cerca de 27 nm de diâmetro, com uma 

simetria icosaedrica constituído pelo antígeno do core (HBcAg) e o genoma viral (ADN) 

associado a enzima ADN polimerase (Fig 2)(Schädler & Hildt, 2009). 
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Figura 3 - Representação da estrutura do VHB. 

A figura ilustra a partícula viral do vírus de hepatite B composta pelo envelope, 

nucleocapsídeo, o genoma viral e os antígenos expressos no envelope (HBsAg) e no 

nucleocapsídeo (HBcAg e HBeAg) (Bell & Kramvis, 2016). 

 

1.6. Organização Genómica do VHB 

O genoma do VHB apresenta um ADN circular de fita parcialmente dupla com 

3200 pares de base (pb) de polaridade positiva e negativa, com quatro fases abertas de 

leitura (Open Reading Frame-ORF): Pre-S/S, Pre-C/C, P e X que codificam proteínas 

virais, e quatro promotoras Pré-S1, Pre-S2/S, core e X que regulam a actividade gênica. 

O genoma apresenta também pequenas sequências de nucleotídeos de 11 pares de 

bases localizadas na extremidade de ambas fitas denominadas DR1 e DR2 (Direct 

Repeats) importantes na iniciação da replicação do vírus (Fig 3) (Schädler & Hildt, 

2009; Caliguri et al., 2016). 
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Figura 4 - Organização genómica do VHB 

A figura ilustra as quatro fases abertas de leitura (Open Reading Frame-ORF) do 

genoma do VHB: Pre-S/S- pintado a cor verde com três regiões, Pre-C/C- pintado a 

verde com duas regiões, P-pintado a laranja e X-pintado a azul claro (Kao, 2011). 

 

A região Pré-S/S, codifica três proteínas do envelope que são sintetizadas a 

partir de codons de iniciação alternativa denominadas L (Large), M (Medium) e S 

(Small). A proteína L, que contém 389 aminoácidos (aa), é codificada a partir do códon 

de iniciação da região Pré-S1, seguida de Pré-S2 e S. A síntese da proteína M, com 

281 aminoácidos, é realizada a partir do códon de iniciação da região Pré-S2, seguida 

pela S.A menor proteína (S) consiste em 226 aminoácidos sintetizada pela região S. A 

codificação das três proteínas são finalizadas no códon de terminação da região S 

(Seeger &Mason, 2000). 

 

A região pré-C/C possui dois códons de iniciação na mesma fase de leitura 

aberta. A região pré-C que dá origem a uma proteína solúvel, o HBeAg (antígeno "e" do 

VHB) a qual é secretada pelos hepatócitos e liberada para a corrente sanguínea. O 

HBeAg não faz parte da estrutura viral, mas como é uma proteína produzida durante 
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um estágio de replicação viral intensa, a sua presença está associada à infecciosidade. 

Por outro lado a região pré-core origina o HBcAg que compõem o nucleocapsídeo. Este 

antígeno não é detectado no soro mas induz a formação de anticorpos (anti-HBc) que 

podem ser detectados em forma de IgM e IgG (Milich &McLacham, 1986). 

A região P codifica a proteína polimerase (Pol) com aproximadamente 800 

aminoácidos. Esta região encontra-se dividida em quatro domínios: Proteína terminal, 

que está envolvida na inicialização da sínteseda fita de ADN de cadeia negativa, região 

espaçadora, transcriptase reversa (RT) que catalisa a síntese do genoma, com sete 

domínios denominados de A a G e o ribonuclease H, que tem a função de degradar a o 

RNA pré-genomico e facilitar a replicação do vírus (Bartholomeusz e Locarnini, 2006). 

A polimerase viral possui o motivo YMDD (Tirosina-Metionina-Aspartato-

Aspartato), que é parte do sítio ativo do domínio C, presente também natranscriptase 

reversa (figura 4) (Bartholomeusz e Locarnini, 2006). 

 

 

Figura 5  - Representação da fase de leitura aberta P do VHB. 

A figura ilustra os quatro domínios que compõem a região P do genoma do VHB e os 

sete domínos cataliticos (Matos, 2007). 

 

A região X do VHB é a menor das quatro fases abertas de leitura. O gene X 

codifica a proteína HBx que tem 154 aminoácidos, um domínio N-terminal regulador e 

um domínio C- terminal Transactivação (Fig 5). A proteína HBx é responsável pela 
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activação da transcrição viral, reparação do ADN e inibição da degradação de 

proteínas. Embora não se saiba o mecanismo de actuação e a função biológica do HBx 

na replicação viral, está bem estabelecido que o HBx tem grade influência para 

aumento da infecção e aparecimento do câncer do fígado (Carcinoma hepatocelular) 

(Liang, 2009; Lee et al., 2011). 

 

Figura 6. Representação da fase de leitura aberta X do VHB (Kruse, 2015). 

1.7. Replicação viral do VHB 

No decurso da infecção pelo VHB, a ligação da partícula viral ao hepatócito é 

mediada pela glicoproteína da superfície pré-S1 e um receptor do hepatócito. Uma vez 

no interior do hepatócito, o genoma do VHB é libertado para dentro do núcleo, onde se 

completa a cadeia positiva (incompleta) do ADN. O genoma viral é convertido em 

cadeia fechada com ligações convalentes (cccADN) pela ADN polimerase. Assim, o 

cccADN da origem ao RNA mensageiro (RNAm) para a síntese de proteínas virais e o 

RNA pré-genômico para a síntese de genoma viral. De seguida, o RNA pré-genômico é 

transportado para o citoplasma, incorporado no nucleocapsídeo e convertido em cadeia 

negativa do ADN sob ação da transcriptase reversa. Por fim é iniciada a síntese de 

cadeia positiva, onde as partículas do core, contendo o ADN viral são envolvidas pelo 

antigeno de superfície (HBsAg) e secretadas para fora do hepatócito ou transportadas 

para o núcleo onde se completa a síntese da cadeia positiva com a formação de um 

novo cccADN (Fig 5) (Schädler & Hildt, 2009; Locarnini & Zoulim, 2010; Caliguri et al., 

2016). 
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Figura 7 - Ciclo replicativo do vírus de Hepatite B. A figura mostra o mecanismo de 

infecção pelo VHB, desde a entrada do vírus na célula do hospedeiro, a integração do 

genoma ao genoma do hospedeiro, formação de novas partículas virais e liberação de 

proteínas virais. 

(Locarnini & Zoulim, 2010). 

 

1.8. Genótipos do VHB e sua distribuição geográfica 

O VHB apresenta diferentes genótipos e subgenótipos, actualmente são conhecidos 

10 genótipos representados pelas letras do alfabeto (A, B, C, D, E, F, G, H, I e J) e 9 

subtipos (ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4q –, adrq+, andadrq–) (Tatematsu 

et al., 2009; Olinger et al., 2008; Hannoun, et.al., 2000). Os subtipos de VHB tem uma 

distribuição restrita, assim o subtipo ayw1 está associda aos genotipos A e B, Adw2 é 

encontrado no genótipo A, B e C, enquanto Adw4 apenas circula nos genótipos E e F. 

Por outro lado, ayw2 e ayw3 estão associados ao grupo D e adr / ayr só foi encontrado 

no genótipo C (Norder et al., 1992). 

Estudos recentes demonstraram que os genótipos do VHB podem ser divididos em 

subgenótipos: A (A1-A7), B (B1-B4), C (C2-C4), D (D1-D4), F (F1 e F2), excepto os 

genótipos E, G, I e J. Com uma variabilidade de 8% entre cada genótipo conhecido e de 
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4% entre os subgenótipos. Esta diversidade ocorre como resultado dos erros de 

replicação durante a multiplicação do vírus (Okamoto et al., 1988; Kao et al., 2009; 

Tatematsu et al., 2009 & Buti et al., 2005).  

Estudos epidemiológicos mostraram que os genotipos do VHB tem uma distribuição 

geográfica distinta. Assim o genótipo A é prevalente na África, Europa, Brasil e na Índia. 

Os genótipos B e C são comuns na Ásia. O genótipo E é comum na África sub-

sahariana. Os genótipos F e H estão restritos a América do sul e Central, (Lindh et al., 

1997; Miyakawa & Mizokami, 2003). O genótipo G é prevalente nos EUA, França, 

Colômbia e Alemanha. O genótipo I foi identificado no Vietnam e no Laos (Yu, 2010,). O 

genótipo J foi identificado no Japão (Tatematsu et.al., 2009), ao passo que o genótipo D 

é distribuído em todo o mundo (Figura 6). 

 

Figura 8 - Distribuição geográfica dos genótipos do vírus de Hepatite B (Shi et al., 

2013). 

 

Em Moçambique, estudo realizado no Banco de Sangue do Hospital Central de 

Maputo (região sul do País) por Cunha et al., (2007), encontrou maior prevalência do 

genótipo A (86,3%) seguido do genótipos E (8.5%) e uma menor prevalência para o 

genótipo D (0.5%) do vírus de hepatite B. No estudo realizado por Wendeler et al., 
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(2016) os genotipos A (58,8%) e E (38,2%) do VHB foram os mais predominantes em 

individuos co-infectados com HIV. Dados recentes não publicados, mostram na região 

sul (Maputo), a predominancia do genótipo A (92.6%) quando comparado ao genotipo E 

(7.4%) numa população de indivíduos co-infectados com HIV. (Chambal et al., 2016). 

 

Vários estudos demonstraram que os genótipos e subgenótipos do VHB podem 

influenciar na severidade e progressão da doença, na resposta ao tratamento 

antiretroviral e no prognóstico (Liuet al., 2010; Hsiehet al., 2009; Tanaka&Mizokami, 

2007; Fung&Lok, 2004). Por exemplo, no estudo realizado por Hsieh et al., (2009) 

verificaram que o genotipo B esteve significativamente asssociado ao desenvolvimento 

da resistência a lamuvudina (3TC) nos primeiros 12 meses de tratamento quando 

comparado com o genótipo C.  

Por outro lado, os resultados do estudo realizado por Chan et al., (2004), mostraram 

que o genótipo C está associado ao aumento do risco de desenvolver CHC 

independente da presença da cirrose hepatica. Na Ìndia os subgenótipos D1 e D3 

estiveram significativamente associados à infecção crónica e oculta e o genótipo C 

esteve correlacionado a hepatite B oculta (Ghosh et al., 2013; Shi et al., 2013&Kim et 

al., 2013). 

1.9. Mutações no genoma de VHB 

As altas taxas de erros na região P do VHB causam frequentes substituições de 

nucleotídeos durante a replicação viral, que resultam numa diversidade genética dos 

genótipos e subgenótipos, como também num aumento no número de mutações nas 

diferentes regiões do genoma do VHB. Assim, estes factores influenciam as taxas de 

seroconversão de HBeAg, HBcAg, nos níveis da viremia, no escape imune, na 

emergência das mutações, a patogênese da doença hepática, na resposta e resistência 

a terapia antiretroviral e a vacinação contra o vírus (Fig.7) (Zhang et al., 2016; Lazerevic 

et al., 2014; Buti et al., 2005) 
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Figura 9 -Genoma de VHB. A figura mostra os principais tipos de mutações que podem 

ocorrer nas 4 fases abertas de leitura no genoma do VHB. Na região S pintada a azul-

escuro ocorrem mutações de escape imune. Na região P pintada a vermelho e laranja 

(principalmente na RT) ocorrem mutações relacionadas a resitências aos antiretrovirais. 

Na região C pintado a verde ocorrem mutações que aumentam a replicação viral e 

reduzem a expressão do HBeAg e na região X ocorrem mutações tumorais (Zhang et 

al., 2016). 

 

1.9.1 Mutações na região Pré-S/S 

O antígeno de superfície do vírus de hepatite B (HBsAg) é o maior alvo de 

anticorpos presentes em indivíduos vacinados. É também a maior proteína do envelope 

e é altamente heterogênica, e também apresenta uma região conservada denominada 

Maior Região Hidrofílica (da sigla em inglês MHR) onde encontra-se localizado 

determinante"a"entre a posição 99 a 169, que é o principal alvo de neutralização das 

células B (Lazerevic et al., 2014). 

Mutações no MHR particularmente no determinante "a" podem afectar na 

antigenicidade, essencial para indução de anticorpos protectores responsáveis pelo 

escape imune induzida pela vacina, como também fornecer resultados falsos negativos 

em testes serológicos (Carman et al., 1995, Lazerevic et al., 2014). 
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Em 1988, foi observado pela primeira vez a mutação na região S do VHB no soro 

de uma criança Italiana vacinada, onde as sequências do gene S revelavam 

substituição de Glicina por Agenina na posição 145 (G145A) (Carman et al., 1990). 

Segundo mesmo autoro aumento da detecção desta mutação tem sido reportado em 

vários estudos realizados em últimos anos. 

Para além da mutação G145A, várias outras mutações também consideradas de 

escape imune têm sido encontradas no determinante “a” como: T116N, P120S/E, 

I/T126A/N/I/S, Q129H/R, M133L, K141EP142S e D144A/E. Por outro lado, deleções 

nesta região podem estar associadas ao desenvolvimento de hepatite B oculta, pois 

influenciam na expressão, síntese e secreção do HBsAg (Huang et al., 2012). 

 

1.9.2 Mutação na região P 

Mutações nesta região estão relacionadas à resistência aos antiretrovirais, sendo 

que a resistência a lamivudina ocorre com maior frequência e tem sido observada em 

mais de 80% de pacientes em tratamento. A maior substituição de aminoácido 

associado à resistência a lamivudina é rtM204 V/I. Nesta ocorre a substituição de um 

resíduo de metionina por uma valina ou isoleucina na posição 204 do domínio C, que 

está localizado no motivo YMDD do RT. Também têm sido verificadas várias mutações 

de resistência relacionadas a outros antivirais em outros domínios como é o caso da 

resistência a Adefovir, Entecavir e Telbivudina, conforme mostras a figura 8 

(Bartholomeusz & Locarnini, 2006, Villet et al., 2007). 
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Figura 10 - Mutações de resistências nos domínios que compõem a região da 

polimerase do gene Pol do VHB (Datta et al., 2012, adaptado de Locarnini & yuen, 

2010). 

1.9.3 Mutações na região Pré-C/C 

Mutações nesta região estão associadas à diminuição da expressão de HBeAg 

que é um marcador de replicação viral e infecciosidade pelo VHB. As mutações mais 

comuns estão relacionadas à alteração de guanina (G) na posição 1896 por adenina (A) 

que cria um códon de paragem no códon 28 da proteína Pré-C (Locarnini et al., 2003). 

Estudos realizados por Yang et al., (2013) demostraram que o elevado risco para o 

desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (CHC) depende dos genótipos e a 

presença de mutações no promotor basal da core (A1762T e G1764A) e a região pré-C 

(G1896A). 
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1.9.4 Mutações na região X 

O gene X se sobrepõe com a região promotora core e as mutações nessa região 

podem alterar as funções da proteína HBx. Até então, estudos realizados identificaram 

11 sítios de mutações no gene HBx. Estas mutações estão associadas ao 

desenvolvimento de CHC, supressão da secreção de HBeAg e aumento da síntese do 

ADN viral (Yang et al., 2013, Xie et al., 2014) 

No estudo de Lee et al., (2011) que avaliou o impacto das mutações no gene X 

do VHB no desenvolvimento do CHC em indivíduos com infecção crônica por VHB, 

verificaram que as mutações HBx131, HBx130, HBx5, HBx94, and HBx38 eram comuns 

nos pacientes com CHC e que a mutação HBx5 em indivíduos do genotipo C aparenta 

ser um factor de risco para o desenvolvimento do CHC e pode ser usada para prever os 

resultados clínicos de pacientes com infecção crônica por VHB. 

2. Hepatite B Oculta 

Hepatite B oculta é caracterizada pela presença do ADN do VHB no soro/plasma 

ou no tecido hepático de pacientes negativos para o antígeno de superfície (HBsAg), 

geralmente com carga viral em torno de 102-3IU/ml (WHO, 2015; Sagnelli, 2014; 

Raimundo, 2007). 

Os teste de rastreio para a detecção do antígeno de superfície (HBsAg) e o 

anticorpo da core (anti-HBc) são comumente usados para detectar a infecção por VHB 

e previnir que o receptor do sangue doado seja infectado. Entretanto, com a introdução 

de testes de ácidos nucleícos (NAT) no rastreio do VHB em dadores de sangue, o risco 

residual de transmissão de VHB por transfusão sanguínea reduziu e com a 

implementação deste teste foi possivel detectar a infecção oculta (Seo et al., 2015; Roth 

et al., 2002& Allian, 2004). Sendo que o primeiro caso de infecção pelo VHB transmitido 

por transfusão de sangue de um dador com hepatite B oculta foi reportado em 1978 

(Hoofnagle et al., 1978). Contudo esses testes são de elevado custo, principalmente em 

países com recursos limitados (El Ekiaby, 2010).  
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Todavia a persistência do ADN de VHB em indivíduos HBsAg seronegativos tem 

sido observada em pacientes co-infectados com os vírus de VHC/VIH. Como também 

acontece em indivíduos sem doença hepática, como dadores de sangue e de órgãos 

(Kwak & Kim, 2014 & Bréchot, 2001). Está bem documentado que a infecção por 

hepatite B oculta é um factor de risco importante para o desenvolvimento do CHC, 

reativação da hepatite crônica durante a supressão imunológica e transmissão durante 

a transfusão de sangue e transplante de fígado (Candott &Allain, 2009; Allain & Cox, 

2011; Powell et al., 2015; Pollicino & Saitta, 2014; Olotu et al., 2016). 

A taxa de prevalência de hepatite B oculta a nível mundial varia de 1% a 87%, 

estas taxas são influenciadas por vários factores como: tamanho da amostra, região 

geográfica, prevalência de VHB e co-infecções, utilização de diferentes equipamentos 

de laboratório e kits de medição com diferentes especificidades e sensibilidades; tipo de 

população estudada (diferentes origens raciais, étnicas e genéticas) que muitas vezes 

podem afetar a resposta imune humoral ao VHB, levando a diferenças na produção de 

anticorpos anti-HBc (Kwak & Kim, 2014, Samal et al.; 2012; Arababadi et al., 2011 & 

Dragun, 2008).  

Para além dos factores acima referidos, vários mecanismos têm sido propostos 

para que a infecção pelo VHB se torne oculta, tais como: mutações na sequência do 

ADN do VHB que bloqueiam a exportação do antígeno (Melegari et al., 1994), formação 

de imuno-complexos entre o HBsAg e anti-HBs (Ackerman et al., 1994), co-infecção 

com outros vírus (Lee et al., 1997), mutação no loop hidrofílico (MHR) que é o principal 

alvo de detecção de anticorpos usados nos testes de diagnóstico (Ghany et al., 1998& 

Protzer-Knolle et al., 1998), trocas epigenicas, integração do genoma, resposta imune 

do hospedeiro e inibição da replicação (Samal et al; 2012). 

 

Estudos relacionados a hepatite oculta em várias partes do mundo reportaram 

elevada prevalência, por exemplo, em Irão (9,98%) (Alizadeh et al.; 2014), Itália (4,86%) 

(Manzini et al., 2007), India (7,5%) (Asim et al., 2010), Nigéria (8%) (Nna et al., 2014) e  

no Brasil Jardim et al., (2008) e Tovar (2012),  encontraram uma prevalência de VHB 

oculta de 4% e 0,2% respectivamente em amostras de dadores de sangue. 
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2.1. Mecanismo asssociados a hepatite B oculta 

Mutação no determinante "a" do HBsAg foi um dos primeiros mecanismos 

reconhecidos que levam a infecção por hepatite B oculta. A região S do genoma do VHB 

é rica em resíduos de cisteína que estão envolvidos na ligação da formação de 

dissulfureto e manter a conformação desta região. As mutações nesta região levam a 

mudanças conformacionais fazendo com que o HBsAg não seja detectado pelos testes 

comercialmente disponível (Carmen et al., 1990; Cacciola et al., 2001). 

As trocas epigénicas podem ocorrer por metilação ou acetilação. A metilação é o 

mecanismo chave para actividade transcricional. O VHB induz a expressão de ADN 

celular-metiltransferases  (DNMT), conduzindo à metilação de dinucleotidos CpG no 

genoma de VHB. A metilação do ADN do VHB representa um novo mecanismo 

epigenético que prejudicam as proteínas, replicação e produção de viriões de VHB, 

levando a infecção oculta pelo VHB (Vivekanandan et al., 2008; Kaur, 2010; Kim et al., 

2011). 

Entretanto, a integração das sequências do ADN do VHB no genoma do 

hospedeiro é frequentemente detetado em pacientes com hepatite crónica. No entanto, 

rearranjo no gene durante a integração do ADN cromossomico pode resultar na perda 

de HBsAg no soro, redução da produção de viriões e na perda do ADN do VHB 

detectável (Urashima et al., 1997; Matsuzaki et al., 1997; Tamori et al., 2003). 

Por outro lado, as interações vírus-hospedeiro desempenham um papel crucial 

na determinação do resultado da infecção pelo vírus da hepatite B, na medida em que a 

resposta imune do hospedeiro está envolvido na liberação viral, persistência viral e 

imunopatogênese na infecção pelo VHB. Mecanismos relacionados à resposta imune 

do hospedeiro, como apoptose, respostade células T citolítica e não citolíticas e 

polimorfismos do receptor de vitamina D (VDR), foram associados à modulação da 

replicação e síntese protéica do VHB (Martin, 2009; Samal et al; 2012). 

A co-infecção VHB e VHC estão bem documentadas, vários estudos 

demonstram que a co-infecção VHB e VHC resultam na redução da replicação do VHB 

e na expressão do HBsAg (Cacciola et al., 2001; Rodríguez-Iñigo 2005). Na medida em 
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que a proteína do núcleo do VHC pode interagir com o gene X do VHB e impedir a sua 

transcrição. Além disso, as proteínas NS2 e NS5A da "core" do VHC poderiam inibir 

fortemente a replicação do VHB (Chen et al., 2003; Dumoulin et al., 2003 & Pan et al., 

2007). 

A infecção pelo vírus de hepatite B oculta em pacientes cronicamente infectados 

com VHC e HIV tem sido associada a um risco aumentado de CHC (Tagger et al., 

1999; Branco et al., 2007; Miura et al., 2008; Matsuoka et al., 2008; Mallet et al., 2011) 

 Segundo Samal et al; (2012), a função fisiológica da apolipoproteína B mRNA-

edição Polipéptidos catalíticos enzimáticos (APOBECs) é desaminação de citidina. 

Mecanismos de inibição da replicação do VHB por desaminação dependentes e 

desaminação independentes foram relatados para APOBECs. A actividade de 

desaminação da proteína APOBEC converte a citosina em uracilo no genoma do VHB, 

levando a várias mutações associadas com a infecção oculta pelo VHB. A actividade de 

desaminação independente de APOBEC deaminases inibe a formação de híbridos de 

ADN-ARN, aumenta a susceptibilidade à digestão de nucleases e diminui o 

processamento de proteínas, conduzindo eventualmente a infecção oculta pelo VHB. 

 

 O bloqueio de HBsAg em complexos imunes com anti-HBs podeprejudicar a 

detecção de HBsAg por ensaios serológicos convencionais. Geralmente, o 

aparecimento de anti-HBs detectáveis está correlacionado com a diminuição ou ao 

desaparecimento completo do HBsAg contendo imunocomplexos (Pernice et al., 1979). 

Todos os mecanismos mencionados acima estão resumidos na figura abaixo. 
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Figura 11 - Mecanismos asssociados a hepatite B Oculta (Samal et al., ; 2012). 

 

Infelizmente, em Moçambique, ainda não se usam testes moleculares para o 

rastreio de VHB em dadores de sangue. As directrizes nacionais preconizam o uso de 

testes serológicos para a detecção apenas do antígeno de superfície (HBsAg) e a 

confirmação é feita com base em testes rápidos. A inclusão de mais testes de triagem 

serológica, alta precisão na selecção de dadores de sangue e uma eficaz vacinação 

contra o vírus de hepatite B, têm um grande impacto na diminuição do risco de 

transmissão via transfusão de sangue. No entanto, um pequeno risco ainda persiste. De 

acordo com Kwak & Kim, (2014), o risco de transmissão de VHB por transfusão pode 

ocorrer como resultado de doação no período de janela imunológica, infecções não 

detectáveis com base nos testes usados rotineiramente para o diagnóstico devido a 

mutação na região S do VHB, principal alvo dos testes de diagnóstico, o que possibilita 

a transmissão de VHB. 
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2.2. Justificativo 

O VHB é um dos três mais importantes agentes responsáveis por infecções 

transmitidas por transfusão, principalmente no continente africano (Tagny et al., 2008; 

Mbanya et al., 2003). Estudos realizados em Moçambique apontam para uma elevada 

frequência do VHB, contudo em Moçambique ainda não existem dados publicados 

sobre a hepatite B Oculta em dadores de sangue. O presente estudo não só tem o 

potencial de trazer a magnitude de Hepatite B Oculta em Dadores de Sangue em 

Moçambique, mas também os mencanismos relacionados a mesma. Os resultados 

deste estudo serão de grande importância para o entendimento da Hepatite B Oculta no 

país, contribuindo deste modo para o desenho de políticas na área de diagnóstico, 

tratamento e prevenção da Hepatite B.  

 

3. OBJECTIVO 

3.1. Objectivo geral 

 Determinar as caratectizar Serológicos e Moleculares da Hepatite B oculta em 

Dadores de Sangue do Banco de Sangue no Hospital Central de Maputo. 

3.2. Objectivos específicos 

1. Determinar a frequência de Hepatite B Oculta em Dadores de Sangue do Banco 

de Sangue no Hospital Central de Maputo. 

2. Identificar e estimar a frequência dos genótipos e subgenótipos do VHB 

associados a Hepatite B Oculta no Banco de sangue no Hospital Central de 

Maputo. 

3. Identificar mutações na região S e P associados a Hepatite B Oculta em Dadores 

de sangue do Banco de Sangue no Hospital Central de Maputo.  

4. Identificar a presença de co-infecção VIH/VHC em Dadores de sangue com 

Hepatite B Oculta no Banco de Sangue no Hospital Central de Maputo.  
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4. METODOLOGIA 

4.1. Desenho do estudo 

Este é um estudo transversal realizado no Banco de Sangue do Hospital Central 

de Maputo, no período entre Novembro de 2014 à Fevereiro de 2016. 

Para o presente estudo foram usadas amostras negativas para o antígeno de 

superfície do VHB-HBsAg (testagem feita no banco de sangue) de dadores que 

consentiram em participar do "Estudo Diversidade Genética e Risco Residual de 

Transmissão de HIV, VHB, VHC por transfusão Sanguínea em Moçambique". O estudo 

foi aprovado pelo Comité Nacional de Bioética, com o número (263/CNBS/2014). 

Segundo o estudo acima referido, os critérios de inclusão foram os mesmos usados nos 

bancos de sangue para que um dador seja considerado elegível, tais como:  

 Estar bem de saúde;  

 Ter idade entre 18 a 65 anos;  

 Ter um peso igual ou superior a 50 Kg;  

 Temperatura não superior a 37,50C;  

 Pressão arterial sistolica ate 180mmHg e diastolica ate 100mmHg;  

 Hematócrito mínimo de 41% (sexo masculino) e 38% (sexo femenino);  

 Hemoglobina mínima de 12,0 g/dl (homens) e 11,0 g/dl (mulheres)  

 Não ter tomado asperina em menos de 24 horas;  

 Nunca ter sido excluido definitivamente para doação de sangue;  

 Não ser usuário de drogas;  

 Não ter feito transfusão há menos de um ano;  
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4.2.  Tamanho da amostra 

O tamanho de amostra para o presente estudo foi determinado com base na 

estimativa da proporção populacional, utilizando a seguinte fórmula: 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

O tamanho amostral foi calculado assumindo uma frequência de hepatite B 

oculta em dadores de sangue de 50% (valores de p e q desconhecidos), um grau de 

confiança de 95% = 1.645, um erro de 2.5%. Com base nestas dados o tamanho 

amostral para este estudo é de 1082 dadores de sangue e o mesmo foi alargado para 

1500 dadores de sangue face ao estudo acima citado. 

Os 1500 dadores de sangue foram recrutados após passarem pelo pré-inquerito 

realizado no banco e incluídos para o estudo após a assinatura do consentimento 

informado. 

Para além da colheita requisitada pelo Banco de Sangue para o rastreio de 

agentes infeciosos foi feita uma colheita adicional, onde foram usados 6ml de sangue 

total em tubos de vácuo com o anticoagulante. Todas as colheitas foram feitas somente 

Onde,   

n =  tamanho da amostra 

Z a/2  =  Valor crítico que corresponde ao grau de confiança desejado (95% = 

1.645) 

P =  Proporção populacional de indivíduos que pertence  à categoria que estamos     

interessados em estudar. 

q =  Proporção populacional de indivíduos que NÃO pertence à categoria que 

estamos interessados em estudar (q = 1 – p). 

E = Margem de erro ou ERRO MÁXIMO DE ESTIMATIVA.  

 

2

2
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no período da manhã de modo a garantir o cumprimento das 6h desde a colheita até a 

preparação das amostras. As amostras uma vez chegadas ao Laboratório de Virologia 

Molecular (LVM), foram atribuídas um código interno, de seguida fez-se a centrifugação 

das mesmas à 1600 rpm por 20 minutos para a obtenção do plasma, e foram alicotados 

500 µl de plasma para os testes serológicos (anti-HBc, anti-HBs e HBeAg), 1100µl de 

plasma para carga viral de VHB que foi testada em pool de 6 amostras (caso o pool 

desse positivo isto é ADN do VHV detectado, o pool era aberto e as amostras 

eram testadas individualmente) e 500µl de plasma para a genotipagem por 

sequeciamento das amostras com carga viral detectável e anti-HBc positivas e 

negativas (Fig 12). 

Todas as amostras foram armazenadas a -80˚C no LVM até a data do processamento 
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Figura 12 - Fluxograma de recrutamento e testagem laboratorial. 
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4.3. Testagem Laboratorial 

4.3.1. Testes serológicos  

Todas as amostras HBsAg negativas com ADN do VHB detectado foram 

testadas para a detecção dos marcadores anti-HBc, anti-HBs e HBeAg do VHB e para a 

presença de anticorpos contra o vírus da hepatite C (VHC) e do vírus da 

imunodeficiência humana (VIH). 

A pesquisa do marcador HBsAg, anticorpo contra o VHC e VIH  foi realizada no 

Laboratório do Banco de Sangue do HCM como parte da rotina de rastreio de VHB em 

Dadores de Sangue. 

A pesquisa dos marcadores anti-HBc, anti-HBs e HBeAg do VHB foi realizada no 

laboratório das Hepatites Virais da Fiocruz-Brasil.  

 

 Detecção do HBsAg 

A detecção do HBsAg foi feita utilizando ADVANCED® HBsAg ELISA Test Kit 

(InTec Products, INC, China) e ADVANCED® QUALITYTM one step HBsAg (InTec 

Products, INC, China), de acordo com as instruções do fabricante. 

ADVANCED HBsAg TEST é um ELISA baseado no imunoensaio de duplo 

antígeno de sanduíche, que utiliza anticorpos anti-HBsAg específicos: anticorpos 

monoclonais para o HBsAg fixos no fundo dos poços das placas e anticorpos 

policlonais para o HBsAg ligado a peroxidase de rábano (HRP) na solução de 

conjugado. Durante o ensaio, o HBsAg presente na amostra reage com estes 

anticorpos para formar um complexo imune "anticorpo-HBsAg-anticorpo-HRP". 

Subsequentemente o material que não reagiu é removido durante o processo de 

lavagem e o substrato de agregado determina o resultado do teste. A presença de uma 

cor azul nos poços da placa indica que o resultado é reactivo para HBsAg. A ausência 

de cor indica resultados não-reativos na amostra. A adição de uma solução de ácido 

sulfúrico paralisa a reacção e produz uma cor amarela. As absorvâncias são lidas 

utilizando um espectrofotómetro a 450 ou 450-630 nm. 

 

 



28 

 

 Detecção de anticorpos anti-VHC 

A detecção de anticorpos antii-VHC foi feita utilizando ADVANCED® Test Kit 

VHC (InTec Products, INC, China) e ADVANCED® QUALITYTM Rapido Anti-VHC (InTec 

Products, INC, China), de acordo com as instruções do fabricante. 

ADVANCED Test Kit VHC é um ELISA para a determinação qualitativa de 

anticorpos contra o vírus de hepatite C em soro ou plasma humando. Durante o ensaio 

as amostras são diluídas em solução de amostras em poços revertidos com antigenos 

de VHC recombinante e incubou-se durante 1 hora a 37ºC. Durante a incubação todos 

os anticorpos anti-VHC ligam-se aos antígenos. Foi feita a lavagem para remover todo 

o material não ligado, de seguida adicionou-se a solução peroxidase de rébano-

silvestre conjugado monoclonal anti-IgG humano e incubou-se. Durante a segunda 

incubação o conjugado liga-se ao anticorpo imobilizado na primeira etapa. Após a 

remoção do excesso de conjugado, foi adicionada a solução contendo 

Tetrametilbenzidina (TMB) e peróxido de hidrogénio. A presença do complexado é 

mostrada por uma mudança de cor (azul). A adição de uma solução de ácido sulfúrico 

paralisa a reacção e produz uma cor amarela. As absorvâncias são lidas utilizando um 

espectrofotómetro a 450 ou 450-630 nm. 

 

 Detecção dos antigenos/anticorpos do VIH 

A detecção do vírus da imunodeficiência humana foi feita usando o teste ELISA 

Genscreen Ultra P-24 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) e confirmadas com o 

teste UNIGOLD (Trinity Biotech Plc, Bray, Co. Wicklow, Ireland)  

O Genscreen ™ ULTRA HIV Ag-Ab test é um ensaio imuno enzimático baseado no 

princípio da técnica de sanduíche para a detecção do antigénio VIH e dos vários 

anticorpos associados a VIH-1e/ou VIH-2 em soro ou plasma humano. Onde as 

amostras e controis foram incubados juntamente com o conjugado 1 durante 1 hora a 

37ºC. Se o antígeno estiver presente este liga-se aos anticorpos revestidos na placa ou 

vice-versa. Após a incubação inicial a microplaca é lavada para remoção de todo 

material não ligado. De seguida é adicionado o conjugado 2 e, a placa é novamente 

incubada á 18-30ºC, apos a incubação e feita uma segunda lavagem e de seguida e 

adicionado o substrato, a presença do complexado é mostrado por uma mudança de 
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cor (azul). A adição de uma solução de ácido sulfúrico paralisa a reacção e produz uma 

cor amarela. As absorvâncias são lidas utilizando um espectrofotómetro a 450 / 620-

700 nm. 

 

 Detecção do Anti-HBc 

A detecção do marcador anti-HBc foi realizada com base em reagentes 

comerciais (Bioelisa anti-HBc, Biokit, Barcelona, Spain). Um ensaio imunoenzimático 

para a detecção de anticorpos do antígeno de core do VHB no soro ou plasma humano. 

O princípio da reação é baseado em inibição competitiva. Cada poço da placa 

estava revestida com antígeno core do vírus da hepatite B (HBcAg). O conjugado era 

constituído de anticorpos anti-HBc humano interligado a enzima peroxidase. As 

amostras e os controis foram incubados juntamente com o conjugado durante 1 hora a 

37ºC, em seguida, a placa foi lavada 3 vezes com asolução de lavagem diluída. Após a 

lavagem, foi adicionada a solução cromógeno (Substrato) (Tetrametilbenzidina (TMB) 

dissolvida em dimetilsulfóxido (DMSO) e incubou-se durante 30 minutos à temperatura 

ambiente (20-25 ° C). Finalmente, a reacção foi interrompida com ácido sulfúrico 

(H2SO4) e fez-se uma leitura bicromática, utilizando filtro de referência de 620 - 630 nm.  

 Detecção do Anti-HBs 

A detecção do marcador anti-HBs foi realizada com base em reagentes 

comerciais (Bioelisa anti-HBs, Biokit, Barcelona, Spain). Que é um método 

imunoenzimático direto, do tipo “sanduíche”, onde as amostras foram incubadas 

durante 1 hora a 37ºC em poços de uma microplaca recobertos com HBsAg (subtipos 

ad e ay) altamente purificado. Se a amostra contiver anticorpos anti-HBs, estes se 

ligarão especificamente ao HBsAg que recobre o poço. Foi feita uma primeira lavagem 

para extrair a amostra residual, de seguida adiciona-se HBsAg conjugado com 

peroxidase e incubação por 30 minutos a 37°C. Após esta segunda incubação e 

posterior lavagem, procede-se à adição do substrato enzimático e do cromógeno, 

incubou-se durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-25°C). Finalmente, a 

reacção foi interrompida com ácido sulfurico (H2SO4) e fez-se uma leitura bicromática, 

utilizando filtro de referência de 620 - 630 nm.  
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 Detecção do HBeAg 

A detecção do marcador HBeAg foi realizada com base em reagentes comerciais 

(DiaSorin, Sallugia, Italy). Um ensaio imunoenzimático directo não competitivo para a 

detecção do antígeno "e" do VHB no soro ou plasma humano. Onde as amostras e 

controis foram incubadas por 10 min a 37ºC em poços de uma microplaca recobertos 

com anticorpo contra o antigeno "e" (anti-HBe) do VHB. Se o HBeAg estiver presente se 

ligará ao anticorpo que recobre o poço. Foi feita uma primeira lavagem para remover o 

excesso de amostra, de seguida foi adicionado o conjugado com peroxidase e 

incubação por 30 minutos a 37°C. Após esta segunda incubação e posterior lavagem, 

procedeu-se com adição do substrato enzimático e do cromógeno, incubou-se durante 

30 minutos a temperatura ambiente (20-25°C). Finalmente, a reacção foi interrompida 

com ácido sulfúrico (H2SO4) e fez-se uma leitura bicromática, utilizando filtro de 

referência de 450 - 630 nm. 

4.3.2. Testagem Molecular 

A pesquisa do ADN do VHB foi realizada no laboratório de Virologia Molecular do 

Instituto Nacional de saúde. 

 Detecção e quantificação da carga viral do VHB. 

A detecção e quantificação do ADN de VHB foi feita com base no PCR em 

Tempo Real usando o Kit COBAS Ampliprep/COBAS® TaqMan® VHB/HBC Test, v2.0 

(Roche Diagnostics, Germany), de acordo com as instruções do fabricante. 

O Teste COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® VHB, v2.0 é um teste de amplificação 

de ácidos nucleicos destinado à quantificação do ADN do VHB em soro e plasma 

humano. O Teste COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® VHB, v2.0 baseia-se em 

dois processos principais: (1) preparação da amostra para isolar ADN do VHB e (2) 

amplificação simultânea por PCR do ADN alvo e detecção de sonda de detecção 

oligonucleotídica duplamente marcada e clivada específica para o alvo. O Teste 

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® VHB, v2.0 permite a preparação automatizada 

das amostras, seguida da amplificação e detecção automatizadas por PCR do ADN 

alvo para o VHB e do ADN do Padrão de Quantificação (PQ) do VHB. O reagente de 

Mistura Principal contém pares de iniciadores e sondas específicos para o ADN do VHB 
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e para o ADN do PQ do VHB. A Mistura Principal foi desenvolvida para assegurar a 

quantificação equivalente dos genótipos A a H do VHB. A detecção de ADN amplificado 

é efectuada através de uma sonda oligonucleotídica duplamente marcada específica 

para o alvo e específica para o PQ, que permite a identificação independente do 

amplicon do VHB e do amplicon do PQ do VHB. A quantificação do ADN viral do VHB é 

realizada utilizando o PQ do VHB. Compensa os efeitos de inibição e controla os 

processos de preparação e amplificação, visando permitir uma quantificação mais 

rigorosa do ADN do VHB presente em cada amostra. Trata-se de uma estrutura de 

ADN não infeccioso que contém sequências de VHB com locais de ligação ao iniciador 

idênticos aos do ADN alvo do VHB e uma região única de ligação da sonda que permite 

que o amplicon do PQ do VHB se distinga do amplicon do VHB. O PQ do VHB é 

incorporado em cada amostra a um número conhecido de cópias e é submetido aos 

passos de preparação da amostra subsequentes, amplificação por PCR simultânea e 

detecção das sondasde detecção oligonucleotídicas duplamente marcadas e clivadas. 

O Analisador COBAS® TaqMan® calcula a concentração do ADN do VHB nas 

amostras de teste, comparando o sinal do VHB com o sinal do PQ do VHB em cada 

amostra e controlo. 

As amostras com ADN detectável foram submetidas para sequenciamento no 

laboratório de hepatitis virais- Fiocruz Brasil e obedeceu os passos abaixo. 

 Extracão do ADN de VHB 

A obtenção do ADN de VHB foi feita com base no High Pure Viral Nucleic Acid 

Kit (Roche/ Germany). Onde foram colocados para cada tubo de 1.5 ml, 200µl do 

plasma, 200µl da solução de trabalho (tampão de ligação a membrana e Poly A) e 50µl 

de Proteinase K. A mistura foi homogeneizada em vortex por 15 a 30 segundos e 

incubou-se a 72°C por 10 minutos. De seguida adicionou-se 100µl do tampão de 

ligação e homogeneizou-se. Combinou-se o tudo de filtragem ao tudo colector, pipetou-

se todo o volume para a parte superior do tudo de filtragem para cada amostras. 

Centrifugou-se a velocidade 8000xg por 1 minuto, de seguida descartou-se o conteúdo 

e o tubo colector e combinou-se o tudo de filtragem a um novo tudo colector. A seguir 

adicionou-se 500µl do tampão de remoção de inibidores, centrifugou-se à 8000xg por 1 
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minuto e descartou-se o conteúdo e o tubo colector e combinou-se o tudo de filtragem a 

um novo tudo colector. Posteriormente, procedeu-se com a lavagem que foi feita duas 

vezes ondeadicionou-se 450µl do tampão de lavagem, na 1ª lavagem centrifugou-se a 

centrifugou-se à 8000xg por 1 minuto e descartou-se o conteúdo e o tubo colector e 

combinou-se o tudo de filtragem a um novo tudo colector e na 2ª lavagem centrifugou-

se à 8000xg por 1 minuto e de seguida à 13000xg por 10segundos e descartou-se o 

conteúdo e o tubo colector. Para finalizar combinou-se o tubo de filtragem ao tubo de 

1,5ml e adicionou-se 50µl do tampão de eluição e centrifugou-se à 8000xg por 1 

minuto. O ADN foi conservado a uma temperatura de 2 a 8ºC ou -15 a -25º C para 

posterior análise. 

 Reacção em cadeia da polimerase (PCR) 

Após a extração do ADN, foi realizado um nested PCR para a amplificação do 

ADN na região S e P. Este procedimento decorreu em duas etapas: 1ª Etapa (PCR1) e 

2ª Etapa (PCR-2). A preparação do Mastermix foi feita na sala limpa, a adicição do ADN 

na sala de extração e o produtode PCR 1 na sala de aplicação de acidos nucleicos. 

1ª Etapa (PCR-1) - Foi obtido um volume final de 25µl 

Reagentes Volume (µl) por amostras Volume final (µl) 26 

amostras 

Tampão HiFi (1X) 2,5 65 

MgSO4 (2mM) 1 26 

dNTP (0,2 mM) 0,5 13 

Primer S1 (0,2M) 0,5 13 

Primer 4R (0,2M) 0,5 13 

Platinumtaq HiFi (0,5 U) 0,1 2,6 

ADN (500ng) 0,2 5.0 

H20 14,9 387,4 

TOTAL 18,1 520* 
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*Para cada tudo adicionou-se 20µl do Mastermix e 5µl do ADN, de seguida levou-se 

para o termocilador por 1h 57min. 

Programa no Termociclador 

 30 ciclos  

94,0 ºC 
Desnaturação 
inicial 

94,0 ºC 
Desnaturação 

    

1:00 min 0:15 seg 68,0 ºC 
Extensão 
inicial 

68,0 ºC 
Extensão 
final 

  1min:15 
seg 

10:00 
min 

56,0 ºC 
Hibridização 

  

0:30 seg 

 4,0 ºC 

 

2ª Etapa (PCR-2) - Foi obtido um volume final de 50 µl 

Reagente Volume (µl) para 1 

amostras 

Volume final (µl) para 26 

amostras 

Tampão HiFi (1X) 5,0 130 

MgSO4 (2mM) 2,0 52 

dNTP (0,2 mM) 1,0 26 

Primer1F (0,2M) 1,0 26 

Primer 4R (0,2M) 1,0 26 

Platinumtaq HiFi (0,5 

U) 

0,2 5,6 

H20 36,8 956,8 

TOTAL 47 1222,4* 
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*Para cada tudo foi adicionado 47 do Mastermix e 3µldo produto da 1ª PCR, levou-se 

ao termociclador nos mesmos programas da PCR. 

 Electroforese em gel de agarose 

Preparou-se o gel de agarose a 2% em TBE 1X (Tampão Tris-Borato-EDTA) e 

adicionou-se brometo de etilio (5µl a cada 100ml de TBE). O produto de PCR 2 (5µl de 

cada amostras) foi misturado a 2µl do tampão de amostras (azul de bromofenol) e 

aplicado ao gel, o mesmo foi feito para o marcador de peso molecular (2µl PM, 2µl TA e 

10µl TBE). Posteriormente as bandas foram visualizadas com a luz ultravioleta com 

auxílio de um transluminador. Este procedimento decorreu na sala de electoforese. 

 

 Purificação do ADN 

Para a purificação do ADN foi preparado o gel de agorose à 0,8% e adicionou-se 

brometo de etilio (3µl a cada 100ml de TBE). Para cada tubo contendo um volume total 

(45µl) dos produtos da PCR 2 foi misturado ao tampão de amostras (para cada 10µl do 

produto de PCR 2 adicionou-se 3µl) e aplicado ao gel. As bandas foram visualizadas 

com auxílio da luz ultravioleta em um equipamento específico para o corte das bandas. 

As bandas foram cortadas do gel e colocadas em tubos "eppendorf" de 1,5ml 

devidamente identificados.  

Este procedimento foi realizado em uma sala específica para o corte das bandas 

em gel de agarose, onde obedeceu-se as regras de Biossegurança com o uso do 

equipamento de protecção individual específico para este procedimento devido a alta 

exposição a luz ultravioleta. 

Após a obtenção do ADN no gel, procedeu-se a purificação utilizando o "High 

Pure Product Purification Kit"(Roche, Germany), onde para cada 100mg da banda do 

gel cortado adicionou-se 300µl do tampão de ligação a membrana. A mistura foi 

homogenizada em vortex por 15 a 30 segundos e incubou-se a 56ºC por 10 minutos até 

o gel dissolver. De seguida adicionou-se 150µl de Isopropanol e fiz-se o vortex. 

Combinou-se o tudo de filtragem ao tudo colector, pipetou-se todo o volume para a 

parte superior do tudo de filtragem com cuidado para não ultrapassar 700µl, caso 

acontecesse dividiu-se o volume. Centrifugou-se a velocidade máxima, de seguida 
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descartou-se o conteúdo e combinou-se o tudo de filtragem no mesmo tudo colector. 

Posteriormente, procedeu-se com a lavagem, na 1ª lavagem adicionou-se 500µl do 

tampão de lavagem e na 2ª lavagem 200µl tampão de lavagem e centrifugou-se por 1 

minuto na velocidade máxima, descartou-se o conteúdo. Para finalizar combinou-se o 

tubo de filtragem ao tubo de 1,5ml e adicionou-se 50µldo tampão de eluição e 

centrifugou-se na velocidade máxima. O ADN foi conservado a uma temperatura de 2 a 

8ºC ou -15 a -25º C para posterior análise. 

 Quantificação do produto de PCR para o sequenciamento após a 

purificação 

A quantificação do produto de PCR foi feita com base no equipamento "Qubit 

Fluorometric Quantitation" da Invitrogen. A solução de trabalho foi preparada com 

adição de componente A (Reagente Qubit) ao componente B (Tampão Qubit). O 

volume da solução de trabalho depende do número de amostras. 

Para o padrão colocou-se 190µl da solução e 10µl do padrão positivo e negativo.Para a 

amostra colocou-se 199 µl da solução de trabalho e 1µl do produto purificado. De 

seguida colocou-se os tubos no equipamento "Qubit" e obteve-se a concentração do 

ADN em ng/µl em cada amostra. 

 

 Reacção de sequenciamento da região S e P do VHB 

A reação de sequenciamento da região Pré-S/S foi realizada utilizando o BigDye 

Terminator versão 3.01 Cycle Sequencing Kit (Appplied Biosystems, Foster City, CA, 

USA), com os primer específicos, dois externos 1F e 4R e dois internos 2F e 3R (Tabela 

2). 

O volume final para cada reação de sequenciamneto é 10µl, para cada amostra 

foram usados quatro poços da placa de 96. Onde foi colocado 1µl do BigDye (contendo 

os didesoxinucleiotideos Trifosfato (ddNTPs) com marcadores fluorescentes, dNTPs e 

Taq ADN polimerase), 1µl do tampão BigDye, 1µl do primer correspondente (3,2pmol), 

ADN dependendo da concentração e água livre de ADNses suficiente para completar 

os 10µl. De seguida a placa foi selada com uma tampa de borracha específica para a 

placa. Colocou-se a placa no termociclador no programa com 40 ciclo (94ºC 10seg, 
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50ºC 5seg e 60ºC 4min). Posto isso, fez-se a reacção de precipitação usando 

Isopropanol e finalmente a placa foi colocada no sequenciador automático (3500 

Genetic Analyzer, Appplied Biosystems) para a leitura das electroferogramas. 

Tabela 2 - Primers utilizados para o Nested PCR e Reacção de sequenciamento 

Primers Polaridade Sequencia (5’-3’) Região 

genômica 

(nt) 

Região 

genômica 

VHB S1 Forward CTTCTCGAGGACTGGGGACC 124-143 Gene-P e S 

(parcial) 

VHB 1F Forward TAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGG 180-203 Gene-P e S 

(parcial) 

VHB 4R Reverse GAAAGGCCTTGTAAGTTGGCG 1120-1100 Gene-P e S 

(parcial) 

VHB 2F Forward CATCCTGCTGCTATGCCTCATC 409-430 Gene-P e S 

(parcial) 

VHB 3R Reverse GATGGGATGGGAATACAGGTGC 615-594 Gene-P e S 

(parcial) 

 

5. Análise Filogenética 

As sequências de nucleótidos dos isolados de hepatite B oculta obtidas no 

presente estudo foram montadas e alinhadas com outras seqüências de VHB que 

representam genótipos (A-J) recuperados de GeneBank usando MEGA versão 7.0. A 

análise filogenética para determinar os genótipos de VBH foi realizada utilizando o 

método de máxima verossimilhança com bootstrap de 1.000 repetições no MEGA 

versão 7.0. A árvore filogenética foi gerada usando GTR + G + I como o melhor modelo 

de substituição de nucleotídeos, conforme indicado pelo software jModeltest versão 2.0. 

Para analisar as mutações na região S do genoma de VHB relacionadas a Hepatite B 

oculta, uma sequência consenso de HBV / A1 e HBV / E foi gerada a partir de 120 e 

223 sequências disponíveis em GeneBank, respectivamente. Foi feito um alinhamento 

de sequências de nucleótidos contendo a sequência consenso e as sequências de HBO 

moçambicanas e os aminoácidos foram deduzidos através da tradução de codões para 

analisar as substituições que ocorrem na região S do genoma de VBH. 
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6. Análise estatística 

Foi usada a estatística descritiva para as características demográficas e 

percentagens para descrever as frequências das análises das variáveis categóricas. 

Usou-se o teste Qui-quadrado para a comparação das variáveis categoricas a um nivel 

de significância de 95%. Os dados foram analisados usando o programa Excell. 

 

7. RESULTADOS 

7.1. Características demográficas da população do estudo 

Participaram do estudo 1500 dadores de sangue, onde a maioria foi do sexo 

masculino (1173/1500; 78,2 %). Maior parte dos participantes estava na faixa etária dos 

25 a 44 anos. A maior parte dos dadores eram repositores (1120/1500; 74,7%) e 

residiam na cidade e provincia de Maputo. 

Um total de 64 dos 1500 (4,3%) foi reactivo para HBsAg. Das 1436 amostras 

HBsAg não reactivos foi possivel dectectar a carga viral do VHB em 17 amostras, 

correspondendo a 1,2% de frequência de Hepatite B Oculta (HBO). A Maioria dos 

indivíduos com HBO estavam na faixa etária dos 25 a 44, a maioria era do sexo 

masculino (14/17; 82,4%) e repositores (16/17; 94,1%). Foi verificada uma diferença 

estatística significativa entre os indivíduos com Hepatite B (HBsAg reactivos) quando 

comparados com os indivíduos com Hepatite B oculta em relação a carateristica tipo de 

dador (Tabela 3). Dos casos com HBO não foi verificado nenhum co-infectado com VIH 

e VHC.  
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Tabela 3 - Características demográficas e serológicas da população do estudo 

 

Caracteristicas 

 
Total 
n (%) 

HBsAg 
reactivo n 

(%)  

HBsAg  não 
reactivo/HBV 

DNA detectado 
n (%)  

 
P (valor) 

N 1500 64 (4,3)  17 (1,2)   - 

Faixa etária      

<18 8 (0,5) 1(1,6) 0   

18-24 371(24,7) 17(26,6) 5 (29,4)   

25-44 888 (59,2) 40 (62,5) 9 (52,9)   

45-64 231(15,4) 6 (9,4) 3 (17,6)   

>65 2 (0.3) 0 0   

Sexo    0,9 
 

Masculino 1173 (78,2)  50 (78,1)  14 (82,4)    

Feminino 327 (21,8)  14 (21,9)  3 (17,6)    

Nível de 
escolaridade 

   0,9 
 

Analfabeto 16 (1,1) 1( 1,6) 0   

Primario  330 (22) 16 (25) 4 (23,5)   

Secundário  988 (65,9) 44 (68,7) 12 (70,6)   

Superior 166 (11,1) 3 (4,7) 1 (5,9)   

Proveniência    1,4 
 

Zona Sul 1489 (99,23) 63 (98,4) 5 (29,4)   

Zona Centro 7 (0,5) 1(1,6) 12 (70,6)   

Zona Norte 3 (0,2) 0 0   

outro 1(0,07) 0 0   

Estado Civil    0,7 
 

Casado (a)  321(21,4) 16(25) 1(5,9)   

Solteiro (a) 1158 (77,2) 47 (73,4) 16 (94,1)   

Divorciado (a) 15(1) 1(1,6) 0   

Viúvo (a) 6 (0,4) 0 0   

Tipo de dador     0,004 
 

Repositor 1120 (74,6)  57 (89,1)  16 (94,1)    

Voluntário 381 (25,4)  7(10,9)  1 (5,9)    
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7.2. Carateristicas serológicas e moleculares da população de estudo 

Das 17 amostras de dadores com serologia negativa para o HBsAg e carga viral 

de VHB detectável, 13 (76,5%) eram anti-HBc positivos, 4 (23,5%) eram anti-HBs 

positivos e 3 eram anti-HBc/anti-HBs positivos. Nenhuma amostra foi reactiva para o 

marcador HBeAg. A carga viral variou de <20 a 1326 UL/ml. (Tabela 3). 

Tabela 3 - Caracteristicas serologicas e Moleculares dos casos com Hepatite 

Oculta 

Codigo Perfil Serologico Características 
virologicas 

HBsAg Anti-HBc Anti-HBs HBeAg Carga viral  
(IU/ml) 

Genótipos e 
Subgenótipos 

       

BSM 385 Negativo Positivo Negativo Negativo <20 A (A1) 

BSM 532 Negativo Positivo Negativo Negativo <20 A (A1) 

BSM 590 Negativo Negative Positivo Negativo 1014 A (A1) 

BSM 800 Negativo Positivo Negativo Negativo 28 A (A1) 

BSM 885 Negativo Positivo Negativo Negativo 1326 A (A1) 

BSM 1498 Negativo Positivo Negativo Negativo 503 E 

BSM 1551 Negativo Positivo Negativo Negativo 349 A (A1) 

BSM 1626 Negativo Positivo Positivo Negativo < 20 A (A1) 

BSM 1634 Negativo Negative Negativo Negativo < 20 A (A1) 

BSM 1637 Negativo Positivo Negativo Negativo < 20 A (A1) 

    BSM 377 Negativo Negativo - - < 20 - 

   BSM 805 Negativo Positivo Positivo Negativo 26 - 

   BSM 806 Negativo Positivo Negativo Negativo < 20 - 
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BSM 942 Negativo Positivo Negativo Negativo < 20 - 

BSM 1628 Negativo Negativo Negativo Negativo 175 - 

BSM 1629 Negativo Positivo Positivo Negativo < 20 - 

BSM 1688 Negativo Positivo Negativo Negativo 125 - 

 

7.3. Identifição dos genótipos em amostras com Hepatite oculta 

A amplificação das regiões S/P do genoma do VHB foi efectuada com sucesso em 

10 dos 17 (58,8%) casos com Hepatite B oculta, conforme ilustrado na figura 13. 

Os resultados das análises filogenéticas das 10 sequências obtidas neste estudo 

revelaram que 9 (90%) isolados pertenciam ao genótipo A (A1) e somente um (10%) 

isolado pertencia ao genótipo E (Figura 14). 

 

Figura 13. Representação do gel de agarose 2% com as 10 amostras amplificadas 

(indicadas pelos números a vermelho) dos 17 casos com Hepatite B oculta. PM-peso 
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9 10
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molecular, bp-pares de bases, CNext-controlo negativo da extração, CNmix-controlo 

negativo da amplificação. 

 

 

Figura 14 - Árvore filogenética das regiões S e P do gemona do VHB. Para a análise, 

utilizou-se um fragmento de 897 nucleótidos, correspondente a região S e P do genoma 

do VHB. As sequências dos casos com Hepatite Oculta (indicados pelos números a 

vermelhos) foram comparadas com sequências representativas de todos genótipos de 

VHB (A a J). Árvore foi gerada pelo programa MEGA 7.0 usando o método Neighbor 

Joining. Valores de bootstrap foram obtidos a partir de 1000 repetições. 

Genótipo A 

Genótipo E 
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7.4. Identificação das mutações na região S associadas a Hepatite B oculta 

No presente estudo, não foram observas substituições de aminoácidos na maior região 

hidrofílica, mas substituição de aminoácidos F134I para a amostra BSM1551 e mutação 

de escape T123A para amostra BSM590 na região do determinante "a" em amostras 

pertecentes ao genopipo A e substituição de aminoácidos E164G na amostra BSM1498 

pertecente ao genotipo E. Adicionalmente, foi observado o polimorfismo A193V na 

região S para todas as amostras com HBO (Figura 15 e 16). 

 

Figura15. Alinhamento de aminoácidos na região S do genoma de VHB (aa 1-227) dos 

indivíduo infectado pela HBO pertecentes ao genótipo A. A maior região hidrofilica (aa 

99-169) está sublinhada e a região do epítopo determinante "a" está representada na 

caixa. 
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Figura16. Alinhamento de aminoácidos na região S do genoma de VHB (aa 1-227) dos 

indivíduo infectado pela HBO pertecentes ao genótipo E. A maior região hidrofilica (aa 

99-169) está sublinhada e a região do epítopo determinante "a" está representada na 

caixa. 
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8. DISCUSSÃO 

As características (sexo, idade, tipo de dador) apresentadas pelos participantes 

do nosso estudo constituem padrão ou perfil de dadores de sangue em Mocambique. 

Estudos anteriores no mesmo Banco de Sangue e em outros encontratam o mesmo 

padrão (Gudo et al., 2004, Cunha, et al., 2007 Stokx et al., 2011 & Mabunda et al, 

2014). 

 

A frequência de Hepatite B Oculta encontrada no presente estudo foi de 1,2% 

(17/1436), esta frequência é baixa quando comparado com outros estudos realizados 

em dadores de sangue em outros países africanos com mesma epidemiologia para 

infecção pelo VHB como é o caso da Nigéria com 8% (Nna et al., 2014), 17% (Oluyinka 

et al., 2015) e 5,4% (Olotu et al., 2016). Bem como quando comparado com estudos 

realizados no Brasil, Irão, Itália, Índia, e Colômbia com 2,7%, 9,98%, 4,86%, 7.5% e 

1,98% respectivamente (Moresco et al., 2014, Alizadeh et.al., 2014, Manzini et al., 

2007, Asim et al., 2010 & Rios-Ocampo et al., 2014). No entanto existem estudos onde 

foram reportadas prevalências mais baixas comparadas a prevalência encontrada no 

presente estudo é o caso dos estudos realizados no Irão onde foram encontradas 

prevalências de 0,05 %, 0,92 % e 0,8 % (Khamesipour et al., 2011; Pourazar et al., 

2005 & Behbahani et al., 2006). 

Estudos realizados por Kwak & Kim, 2014, Samal et al., 2012; Arababadi et al., 

2011 & Dragun, 2008) demostraram que as diferenças das prevalências de hepatite B 

oculta em vários estudos podem ser influenciadas pela epidemiologia do VHB nas 

diferentes regiões do mundo, o tamanho da população estudada, sensibilidade dos 

testes usados para o diagnóstico e o método usado para classificar hepatite oculta. 

Provavelmente uma das razões para a baixa frequência de HBO encontrada no 

presente estudo seja explicada pelo método usado para o rastreio dos casos com HBO 

que foi a detecção da carga viral do VHB usando tecnologia automatizada de PCR em 

tempo real. Ao contrário do que é verificado quando são usados testes serológicos 

onde os casos de HBO tendem a ser mais elevados. 
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Por outro lado, este estudo demostrou que os casos com HBO apresentavam 

baixo nível de detecção do ADN do VHB excepto em duas amostras (BSM 885 and 

590), estes níveis baixos de detecção do ADN estão de acordo com vários estudos, 

onde indicam forte supressão da replicação activa e expressão do HBsAg. Não 

obstante, a alta carga viral observada nas duas amostras pode estar associda a uma 

infecção recente o que pode aumentar o risco de transmisão de VHB ao receptor do 

sangue transfundido. E quando olhamos para a população Mocambicana, grande parte 

dos indivíduos que recebem transfussão sanguínea são indivíduos com o sistema 

imunológico comprometido como é o caso dos indivíduos HIV positivos, Diabéticos e 

com CHC.  

Nos casos com HBO, o genótipo A foi o mais frequente 9/10 (90%), seguido do 

genotipo E 1/10 (10%). Este padrão de genótipos assemelha-se ao encontrado nos 

casos de Hepatite B na região sul e norte de Mocambique (Cunha et.al., 2007 & 

Wandeler et al., 2016). Cunha e colaboradores (2007), encontrou ainda uma pequena 

porção de indivíduos com genótipo D (0.5%) no mesmo Banco de Sangue. No presente 

estudo não foi evidenciado a circulação do genotipo D, assemelhança de outros 

estudos realizados após o estudo de Cunha e colaboradores (2007). Até então, não 

estão claros os factores que possam estar associados a não identifição do genotipo D 

em Moçambique. E provável que o genótipo D esteja a ser introduzido no país mas a 

circulação é limitada. Diferente do genótipo E que no estudo da região norte tem maior 

percentagem. Contudo, para que se possa dizer com clareza que há uma introdução do 

genótipo D e E na população Mocambicana é necessários fazer-se o sequenciamento 

do genoma completo e estudos sobre a fiologeografia do VBH. 

Por outro lado, estudo realizado na Africa do sul sobre mutações associadas a 

hepatite oculta em indivíduos HIV-Positivos identificaram o genotipo A1 em 4 e o 

genotipo A2 em 24 dos 30 casos com hepatite oculta (Powell et al, 2015). Oluyinka, et 

al., (2015) num estudo realizado na Nigéria sobre infecção por hepatite oculta em 

dadores de sangue e o risco de transmissão, verificaram que o genótipo E foi o mais 

prevalente seguido do genótipo A, ao contrário do que foi verificado no presente estudo. 
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Este cenário pode ser explicado pelo facto de o genotipo E ser mais predominante na 

região Oeste e central de Africa.  

A localização geográfica de Moçambique e as relações históricas com os vários 

países são condições favoráveis para ocorrência de movimentos migratórios com os 

outros países principalmente com os países da Africa sub-Sahariana, o que favorece a 

troca de estirpes virais. Análise filogeográfica das 10 sequências do genótipo A e E 

deste estudo formaram pequenos grupos de transmissão (clusters) com as sequências 

provenientes de alguns países da região sub-Sahariana (Figura 11), as sequências 

Moçambicanas formaram maiores grupos com as sequências de África do Sul e 

Filipinas (genotipo A) e Nigeria e Costa do Marfim (genotipo E), três destas sequências 

partilhavam a mesma estirpe viral.  

No estudo de Svicher et al; (2012) foram identificadas mutações fortemente 

correlacionadas com hepatite oculta em estirpes do genotipo D. Segundo Yuan et al., 

(2010), as mutações identificadas nas estirpes do genotipo D foram diferentes das 

mutações identificadas nas estipes do genotipo B e C, dai que estes autores sugerem 

que as mutações associadas a hepatite B oculta são específicas para cada tipo de 

genotipo. 

No presente estudo foram observadas substituições de aminoácidos na região S. 

Estas substituições de aminoácido são as primeiras a serem descritas em Moçambique 

em indivíduos com hepatite B oculta. A substituição de aminoácido F134I observada no 

presente estudo foi também observada no estudo realizado no Brasil por Almeida et al., 

(2017). Hou et al., (2001) identificaram 15 aminoácidos substituídos na região MHR, 

dos quais a mutação de escape T123A fazia parte. Esta mutação foi também 

identificada no presente estudo e está bem documentado que esta mutação está 

associado a alteração da imunogenicidade e como resultado, o HBsAg não é 

reconhecido pelos kits comerciais disponíveis. Adicionalmente a substituição do 

aminoácido E164G foi também observadao no estudo realizado na Nigeria. Por outro 

lado a ocorrência do polimorfismo A193V em quase todas amostras com HBO pode 
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estar relacionada a uma caraterística molecular da população moçambicana infectada 

pelo VHB. Contudo mais estudos devem ser realizados para suportar esta hipótese.  

No estudo realizado por Salpini et al., (2015) foi possível verificar que mais de 

75.9% de pacientes VHB reactivos eram portadores de mais de uma mutação na região 

S do VHB. Na maior região hidrofílica (MHR) foram identificadas 8 mutações (M103I-

L109I-T118KP120A-Y134H-S143L-D144E-S171F) 5 em epitopos nas células T 

pertencentes a classe I (C48G-V96A-L175SG185E-V190A).  

A co-infecção VHB e VHC/HIV resulta na redução da replicação do VHB e na 

expressão do HBsAg. No presente estudo não foi identificada nenhuma co-infecção 

VHB e VHC/HIV. Entretanto foi verificado em uma amostra com hepatite oculta 

pertecente ao genotipo E evidência serologia de co-infecção com o vírus de hepatite 

Delta (HDV), contudo testes moleculares são necessários para a confirmação deste 

caso. 

Nossos resultados mostram maior positividade para o marcador Anti-HBc 

(76.5%) em indivíduos com Hepatite B oculta. Estes dados cooraboram com os 

achados de Lin et al., (2016) e Assim e tal., (2010) onde nos casos com Hepatite oculta 

85% foram reactivos para o marcador anti-HBc. Com base nesses achados os autores 

concluíram que a inclusão do teste anti-HBc levará a uma alta taxa de descarte de 

amostras. O que irá de certo modo reduzir a taxa de transmissão do VHB por 

transfusão sanguínea. 

Estes resultados mostram que o marcador HBsAg por si só não é suficiente para 

determinar a infecção ou não por VHB em indivíduos com infeção oculta. E para países 

com recursos limitados como é o caso de Moçambique que usa somente um teste de 

rasteio, aumenta o risco de transmissão de VHB por transfusão sanguínea. Dai que o 

uso de testes complementares como a detecção do anticorpo da core (anti-HBc) e 

testes moleculares para a detecção do ADN do vírus poderão reduzir o risco de 

transmissão do vírus. 
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Este foi o primeiro estudo que identificou a hepatite B oculta e caracterizou os 

genótipos e mutações em dadores de sangue. Os achados deste estudo poderão 

contribuir no futuro para revisão das estrategia de rastreio de agentes infecciosos 

usadas nos Bancos de sangue. Os dados mostram uma urgência de introdução de 

testes complementares para a exclusão de Hepatite B Oculta e necessidade de maior 

entendimento dos factores relacionados com a não expressão de HBsAg (Hepatite B 

Oculta).  
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9.  CONCLUSÃO 

Com base nos achados do presente estudo, podemos concluir que há ocorrência 

de Hepatite B Oculta em Dadores de Sangue e que os genotipos A e E são os mesmos 

encontrados na população HBsAg positivos. No entanto não foi observada nenhuma co-

infecção HIV/VHC nos casos com hepatite B Oculta. As substituições de aminiácidos 

em indivíduos com hepatite B oculta foram identificadas pela primeira vez no presente 

estudo. Contudo, mais estudos são necessários para entender os factores relacionados 

com a não expressão de HBsAg (Hepatite Oculta). 

 

10.  LIMITAÇÕES 

 Não foi possível repetir a testagem das 7 amostras que não amplificaram no 

nested-PCR devido a escassez de reagente durante o período de estágio no 

Laboratorio de Hepatitis Virais na FIOCRUZ. 

11.  RECOMENDAÇÕES 

 Numa primeira fase adição do marcador Anti-HBc como um teste de confirmação 

no rastreio de Dadores de Sangue visto que os nossos dados mostraram uma 

positividade de 76.5% para o marcador anti-HBc em amostras HBsAg negativas 

que já tinha sido classificadas com negativas para a infecção pelo VBH. 

 Posteriormente a avaliação da introdução de testagem molecular para o rastreio 

de Hepatite B;  

12.  PRESPECTIVAS 

 Seguimento de pacientes que receberam o sangue de dadores com hepatite B 

oculta para avaliar a infectividade.  
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