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RESUMO 

 

Introdução: O vírus da hepatite B (VHB) apresenta diversidade do seu genoma, o 
que o faz ser classificado em diferentes genótipos e subgenótipos (A-J). Tem sido 
demonstrado que os diversos genótipos estão relacionados com a história natural da 
infecção. A manutenção da replicação viral pode ser um dos fatores relacionado aos 
genótipos. Objetivos: Identificar o estado de replicação viral do VHB entre portadores 
dos subgenótipos A1 e D4. Materiais e métodos: Foram estudados portadores do 
VHB identificados em dois estudos que envolveram indivíduos provenientes do estado 
do Maranhão, nordeste do Brasil, que tinham determinação de genótipos e 
subgenótipos, sorologias para o HBeAg e anti-HBe e cargas virais determinadas. 
Sorologias foram realizadas por ELISA, VHB–DNA quantificado por PCR em tempo 
real e genotipagem realizada por sequenciamento. Resultados: Foram identificados 
146 portadores. Dentre estes, 136 eram subgenótipo A1 ou D4. Sendo 85 - A1 (62,5%) 
e 51 - D4 (37,5%). Não houve diferença entre os grupos quando foi avaliado idade 
(42±12 vs 38±17 p=0,11) ou gênero (masculino 48,5% vs 51,5% p=0,18). Entre os 
portadores do subgenótipo D4 havia mais indivíduos com HBeAg positivo (23,5% vs 
9,4%, p=0.02) e maior proporção de portadores de cargas virais acima de 20.000 UI/ml 
(43,1% vs 12,9% p<0,0001), mesmo quando avaliados apenas aqueles com HBeAg 
negativos (25,6% vs 6,5% p=0,007), quando comparados com os de subgenótipo A1. 
Conclusão: Portadores do VHB, subgenótipo D4, quando comparados com 
subgenótipo A1 apresentam soroconversão mais tardia do HBeAg e maiores níveis 
de VHB–DNA, sugerindo que esse subgenótipo possivelmente está relacionado com 
potencial para doença mais grave e maior facilidade de transmissão da infecção. 
 
Palavras-chaves: Hepatite B. Soroconversão HBeAg. Subgenótipo D4. 
 

 



ABSTRACT 

 
Introduction: The hepatitis B virus (HBV) present diversity of its genome, which is to 
be classified in different genotypes and subgenotypes (A-J). It has been demonstrated 
that different genotypes are related to the natural history of infection. The maintenance 
of viral replication could be one of the factors related to genotypes. Objectives: To 
identify the viral replication status of HBV carriers among the subgenótipos A1 and D4. 
Materials and methods: HBV carriers identified have been studied in two studies 
involving individuals from the state of Maranhão, northeast,Brazil, which had 
genotyping and subgenotypes, serology for HBeAg and anti-HBe and certain viral 
loads. Serological tests were performed by ELISA, HBV – DNA quantification real time 
PCR and genotyping performed by sequencing. Results: We identified 146 patients. 
Among these, 136 were subgenotype A1 or D4. It is 85 - A1 (62.5%) and 51 - D4 
(37.5%). No difference was found between groups when age was evaluated (42 ± 12 
vs 38 ± 17 p=0.11) or gender (male 48.5% vs 51.5% p=00.18). Among the D4 
subgenotype carriers had more patients with HBeAg positive (23.5% vs 9.4%, p=0.02) 
and a higher proportion of patients with viral loads above 20.000 IU / ml (43.1% vs 12.9 
% p <0.0001), even when only those with negative HBeAg (25.6% vs 6.5%, p=0.007) 
when compared with the A1 subgenotype. Conclusion: HBV carriers, subgenotype 
D4, compared to A1 subgenotype have delayed HBeAg seroconversion and higher 
levels of HBV – DNA, suggesting that this subgenotype is possibly related to the 
potential for more severe illness and greater ease of transmission of infection. 

 

Keywords: Hepatitis B. HBeAg Seroconversion. Subgenotype D4. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O vírus da hepatiteB(VHB) é uma das principais causasde hepatiteaguda e 

crônica e das suas complicações a longo prazo. Estimativas indicam que 

aproximadamente 350 milhões de pessoas estão cronicamente infectadas com o vírus 

da hepatite B e que essas pessoas estão em maior risco de desenvolver 

descompensação hepática, cirrose e hepatocarcinoma (HCC) (LAZAREVIC, 2014; 

ALEXOPOULOU, KARAYIANNIS, 2014). 

Cerca de um milhão de pessoas morrem por ano em consequência de 

complicações hepáticas relacionadas ao VHB. A partir da infecção aguda pelo VHB, 

o risco de progressão para cronicidade está relacionado com a idade da infecção, 

correspondendo a 5% em adultos e quase 95% das crianças que tornam-se 

portadoras crônicas nascidas de mães cronicamente infectadas (LAZAREVIC, 2014; 

ALEXOPOULOU, KARAYIANNIS, 2014). 

Fatores associados ao vírus como manutenção da replicação, carga viral, 

genótipos e mutações específicas já foram identificados e associados à progressão 

da doença, dessa forma, a identificação desses fatores na infecção crônica pelo VHB 

é de grande importancia para estimar fatores potenciais na evolução da doença 

(SUNBUL, 2014). 

Elemento que tem sido considerado como o principal mecanismo de 

progresssão da fibrose hepática, bem como a progressão para HCC é a replicação 

viral. Indivíduos com HbeAg positivo e/ou carga viral maior que 2000 UI/ml, que 

significam manutenção da replicação viral (MCMAHON, 2010) têm mostrado maior 

gravidade da doença (LAPALUS et al., 2015). 

Há evidências na literatura de que determinados genótipos do VHB podem 

estar relacionados com maior gravidade da doença (TANGKIJVANICH et al., 2005; 

RONCATO, BALLARDIN, LUNGE, 2008; HADZIYANNIS, 2011). Como a manutenção 

da replicação viral é um fator preditivo de progressão para doença mais grave, é 

importante determinar se há relação entre os genótipos do VHB e manutenção da 

replicação viral na infecção crônica. 

Como estudo anterior com portadores desse vírus no Maranhão 

demonstrou uma frequência inesperada de um genótipo africano (D4) (BARROS et 

al., 2014), ainda pouco descrito no Brasil e pouco estudado no mundo, há 
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necessidades de se avaliar portadores do VHB provenientes do Estado, para 

identificar fatores associados a prognóstico nos diferentes genótipos identificados. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 História das hepatites virais 

 

 

Informações contidas na literatura chinesa demonstram que a hepatite é 

uma doença conhecida desde a antiguidade, visto que já faziam referência à ocorrência 

de icterícia entre sua população há mais de cinco mil anos na Babilônia e surtos de 

icterícia foram relatados há mais de 2.500 anos (REUBEN, 2002; FONSECA, 2010). 

Em carta do papa Zacharias ao arcebispo São Bonifácio, de Mainz 

(Alemanha), foi relatado no ano de 752 ocorrências de um surto de icterícia contagiosa 

entre residentes da cidade. Informava também que estava recomendando quarentena 

aos moradores ictéricos, como forma de evitar a doença (REUBEN, 2002; FREITAS, 

2009). 

A descrição mais antiga de uma epidemia causada pelo vírus da hepatite 

B foi feito por Lurman em 1885. Em Bremen, entre 1883 e 1889, um surto de varíola 

ocorreu e empregados das docas foram vacinados com linfa de outras pessoas. Após 

várias semanas, 191 dos trabalhadores vacinados ficaram doentes com icterícia e 

foram diagnosticados como sofrendo de hepatite do soro (PASSOS, 2003).  

Quando os testes sorológicos para a identificação dos vírus da hepatite A 

e B tornaram-se disponíveis, a partir de 1970, a etiologia de hepatite, associada à 

transfusão sanguínea, ainda era desconhecida. Os pacientes transfundidos 

acometidos de hepatite com etiologia desconhecida eram referidos como portadores 

de hepatite não A não B (NANB), em virtude de apresentarem resultados sorológicos 

negativos para os marcadores das hepatites A e B (PASSOS, 2003).  

Em 1947, o termo hepatite B foi introduzido para definir a hepatite de 

transmissão parenteral, hepatites soro-homóloga, hepatite sérica, hepatite de 

transmissão parenteral (MS-2) e hepatite de longo período de incubação (MILICH, 

LIANG, 2003). 

No estudo da Hepatite B, o passo primordial foi dado por Baruch Blumberg, 

em 1963, que detectou no soro de um aborígene australiano, a presença de um novo 

antígeno, que recebeu a denominação de antígeno Austrália, o qual reagia ao entrar 
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em contato com o soro de hemofílicos transfundidos de pacientes leucêmicos 

(BLUMBERG, ALTER, VISNICH, 1965).  

A partícula viral íntegra foi visualizada pela primeira vez por Dane et al., em 

1970 e assim denominada “partícula de Dane”, também foi identificada como agente 

etiológico da hepatite B. No ano seguinte, Almeida et al., (1971), caracterizaram o 

antígeno Austrália como componente da superfície do vírus dando origem a sua 

denominação atual, antígeno de superfície do vírus da hepatite B.  

A identificação do (HBsAg) como antígeno Austrália, do antígeno do core 

do vírus da hepatite B ou HBcAg e dos anticorpos anti-HBc e anti-HBs deram um 

incentivo ao estudo sobre a hepatite B nos Estados Unidos, incluindo pesquisas dos 

marcadores de infecção pelo VHB em doadores de sangue (GONÇALES JÚNIOR, 

2009).  

 

 

2.2Hepatite B 

 

 

2.2.1 Epidemiologia 

 

A infecção pelo VHB constitui um relevante problema de saúde pública. 

Embora progressos notáveis em relação à doença tenham ocorrido nas últimas 

décadas com relação ao diagnóstico, tratamento e prevenção, ela se mantém como 

um grave problema no Brasil e no mundo (MIRANDA, PASSOS, FIGUEIREDO, 2000; 

BRASIL, 2008). 

Esta infecção apresenta um amplo impacto pessoal, econômico e social 

uma vez que mais de dois bilhões de indivíduos vivos, o equivalente a um terço da 

população mundial, já foram infectados pelo vírus da hepatite B em algum momento 

de suas vidas e cerca de 350 milhões permanecem cronicamente infectados. Destes, 

75% habitam em regiões da Ásia (Índia, Indonésia e Tailândia) e Pacífico (Filipinas, 

Samoa e Ilhas Salomão) (LAVANCHY, 2004; FONSECA, 2007; CAREY, 

ELGOUHARI, TAMIMI, 2008, LIAW, CHU, 2009; CDC, 2015).  

É uma doença potencialmente grave, que pode causar um a dois milhões 

de mortes por ano. Embora seja uma doença imunoprevenível, esta infecção continua 
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a ser um sério problema de saúde pública principalmente em países em via de 

desenvolvimento (ALMEIDA et al., 2010; LOPES, SCHINONI, 2011). 

As taxas de prevalência pelo VHB se apresentam bem diferentes ao redor 

do mundo, variando desde 0,1% até 20%. Quando menos de 2% da população é 

acometida, a região é considerada de baixa prevalência, corresponde às áreas que 

representam 12% da população mundial e incluem Europa Ocidental, Estados Unidos, 

Canadá, Austrália e Nova Zelândia.  

A prevalência intermediária é definida entre 2% a 7% e inclui os países do 

Mediterrâneo, Japão, Ásia Central, Oriente Médio e América Latina e América do Sul, 

o que representa aproximadamente 43% da população mundial. Nas áreas de alta 

prevalência, ocorrem taxas maiores ou iguais a 8% e incluem o Sudeste da Ásia, China 

e África Subsaariana.  

As diversas taxas de prevalência estão provavelmente relacionadas com as 

diferenças de idade em que é adquirida a infecção (fator que determina a taxa de 

cronificação). Quando o indivíduo é infectado durante o nascimento, a taxa de 

cronificação fica em torno de 90% e é tão baixa quanto 5% (ou menos) para indivíduos 

infectados na vida adulta (STEVENS et al., 1975; WASLEY, GRYTDAL, GALLAGHER, 

2008). 

A incidência de novos casos da infecção diminuiu na maioria dos países 

desenvolvidos, provavelmente devido à implantação de estratégias de vacinação 

(RANTALA,VAN DE LAAR, 2008; MOHR,BOESECKE, WASMUTH, 2014). 

No Brasil, as taxas de prevalência são heterogêneas, sendo a região 

Amazônica e parte de alguns estados do sul e do sudeste consideradas zonas de alta 

e média endemicidade e demais regiões, com índices baixos, semelhantes à América 

do Norte e Europa Ocidental (BRASIL, 2005; NUNES; LACET, 2009).  

Recentemente, foi realizado nas capitais brasileiras um inquérito nacional 

para identificar a prevalência das hepatites virais, por meio de uma parceria entre o 

Ministério da Saúde com diversas instituições de ensino e de saúde, onde os 

resultados demonstraram que a prevalência geral da infecção crônica pelo VHB foi de 

0,37% (BRASIL, 2011). Este estudo foi determinante para que a OMS (Organização 

Mundial de Saúde) considerasse o país como sendo uma região de baixa 

endemicidade (OTTA et al., 2012).  

Os dados do inquérito tiveram resultados semelhantes a alguns estudos 

brasileiros realizados a partir da década de 1990, que demonstraram mudanças na 
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endemicidade da infecção pelo vírus B da hepatite. Este fato, provavelmente deve 

estar atrelado à instituição da vacinação universal contra hepatite B para menores de 

um ano em 1998 e à posterior ampliação desta faixa etária para menores de 20 anos 

a partir de 2001 (BRASIL, 2009). Até 2012, essa vacina era preconizada para faixa 

etária até 29 anos, entretanto em 2013, o Ministério da Saúde amplia a vacinação para 

hepatite B para a faixa etária entre 30 a 49 anos (BRASIL, 2013). 

A transmissão do VHB pode ocorrer por via sexual, parenteral, em 

procedimentos como transfusão de sangue, hemodiálise, compartilhamento de 

agulhas e seringas contaminadas pelo VHB entre usuários de drogas, acidentes com 

perfuro cortantes, por exposição percutânea em tatuagens, piercings, procedimentos 

odontológicos e cirúrgicos, quando realizados sob condições precárias. Pouco 

frequente por via vertical (de mãe para filho), perinatal que ocorre, sobretudo, durante 

o parto devido exposição do recém-nascido a sangue ou líquido amniótico (BRASIL, 

2010; MELO, ISOLANI, 2011). 

Em áreas de baixa e média prevalência, a via sexual é a forma mais comum 

de transmissão do VHB, sendo responsável por metade dos casos. Em 15% dos 

pacientes a aquisição da infecção está relacionada ao uso de drogas injetáveis ilícitas. 

Já nas regiões hiperendêmicas (mínimo de 8% da população infectada), a transmissão 

do vírus ocorre no momento do nascimento (transmissão vertical) ou na infância 

(STEVENS et al., 1975; CAREY, 2009; MANDEVILLE et al., 2009). 

 

2.2.2 Vírus da hepatite B 

 

O vírus da hepatite B é considerado altamente infectivo e sabe-se que 

apenas uma partícula viral é capaz de infectar o ser humano. O VHB inicialmente 

circula no sangue e replica-se nos hepatócitos com uma produção de vírions em torno 

de 1011 cópias/ml/dia, enquanto o vírus da hepatite C (VHC) e da Imunodeficiência 

(HIV), próximo de 109 cópias/ml/dia. O VHB é estável e resistente ao meio ambiente, 

sobrevivendo até uma semana fora do corpo humano. No plasma, a vida média do 

VHB varia de 1 a 3 dias, enquanto nos hepatócitos, pode variar de 10 a 100 dias. O 

período de incubação varia de 6 a 8 semanas (LOPES, SCHINONI, 2011). 

Da família Hepadnaviridae, gênero Orthohepadnavirus, o VHB humano é 

um pequeno vírus cuja partícula viral apresenta 42 nm de diâmetro, composto por um 

envelope lipídico, onde existem várias proteínas de superfície, e pelo nucleocapsídeo. 
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O nucleocapsídeo abriga o material genômico viral, composto por duas fitas de DNA 

(Ácido Desoxirribonucleico) de extensões diferentes, com aproximadamente 3200 

pares de base. A fita longa ou L (-) detém toda a informação genética e está 

covalentemente ligada à polimerase viral. A fita curta ou S (+) tem sequências que 

cruzam com as terminações da fita longa sem necessidade de ligações covalentes, 

levando a uma configuração circular (ALVARIZ, 2006). 

A partícula viral íntegra compreende externamente um envelope 

proteolipídico de 7 nm de espessura, composta principalmente por antígeno de 

superfície do vírus (HBsAg). Internamente, possui uma cápsula proteica denominada 

core que mede 27 nm de diâmetro, constituído pelo antígeno do core (HBcAg), que 

não é secretado pela corrente sanguínea, encontrando-se mais abundante nos 

hepatócitos (FIGURA 1). No interior do core, encontra-se o DNA viral, a proteína DNA 

Polimerase (proteína P) e o antígeno nuclear do VHB, o HBeAg. O HBeAg não faz 

parte da estrutura do VHB, encontra-se solúvel no soro, mas é sintetizado a partir do 

mesmo gene que codifica a proteína do core (FRIAS, JARDI, 2008; NOVA, 2010). 

 
Figura 1 – Representação esquemática da estrutura do Vírus da Hepatite B. 

Fonte: BRASIL, 2010. 

 

No soro dos indivíduos infectados pelo VHB, além da partícula de Dane, 

encontram-se outras duas formas distintas de partículas virais incompletas não 

infecciosas, uma com forma esférica, outra filamentosa, ambas apresentam diâmetro 

de 22 nm, sendo que a filamentosa possui comprimento variável. A natureza não 

infecciosa das partículas incompletas justifica-se pelo fato de serem compostas 
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exclusivamente por HBsAg, não apresentam core, polimerase e DNA (FRIAS, JARDI, 

2008; NOVA, 2010). 

 

2.2.3 Marcadores sorológicos na infecção pelo VHB 

 

O primeiro marcador sorológico a aparecer no curso da infecção pelo VHB é 

o antígeno de superfície, o HBsAg, que pode ser detectado em torno de 30 a 45 dias 

após a infecção, permanecer detectável por média de 120 dias e posteriormente 

desaparecer por volta dos três meses do início da infecção. Em caso de sua 

permanência positiva além do sexto mês, o indivíduo é classificado como portador 

crônico (KIRSCHBERG et al., 2004; BRASIL, 2007; LIANG, 2009). 

O HBeAg, que é uma proteína do núcleo capsídeo viral, é o segundo 

antígeno detectado. Este marcador está relacionado à replicação viral ativa e a alto 

risco de transmissão. O HBeAg permanece positivo entre 3-6 semanas (período em 

que há maior risco de transmissão) e a sua persistência está associada à evolução 

para infecção crônica. Este marcador é particularmente útil para determinar o risco em 

crianças nascidas de mães infectadas (crianças nascidas de mães HBeAg positivas 

apresentam um risco de 90% para desenvolverem infecção crônica pelo VHB). O 

anticorpo Anti-HB e aparece em 90 a 95% dos pacientes que tem HBeAg positivos, 

entre 2 a 3 semanas após o desaparecimento deste antígeno. A presença deste 

anticorpo constitui o primeiro sinal de recuperação e indica redução do risco de 

contágio (TONG et al., 2005). 

O antígeno HBcAg não é encontrado no sangue periférico (LIBERATO, 

OLIVEIRA, CABRAL, 2002), mas está presente nos hepatócitos (BONINO, 

BRUNETTO, 2003). Seu anticorpo (anti-HBc) aparece logo após o HBsAg. Sua fração 

anti-HBc da classe IgM é um indicador de infecção recente, podendo permanecer 

detectável por até seis meses, mas também pode ser detectado em alguns indivíduos 

na forma crônica, particularmente no período de reativação (FERREIRA, 2000). Já a 

sua fração anti-HBc IgG é um marcador de infecção pregressa (GONÇALES JÚNIOR, 

2009). 

Se o indivíduo elimina o vírus, o último anticorpo a aparecer é o anti-HBs, 

cerca de duas semanas após o desaparecimento do HBsAg e permanece positivo por 

toda a vida (MOREIRA, 2006). 
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2.2.4 Diagnóstico da infecção pelo VHB 

 

De forma geral, o diagnóstico da infecção pelo VHB é realizado pela 

pesquisa dos marcadores sorológicos da infecção viral, HBsAg, anti-HBs, HBeAg, 

anti-HBe e anti-HBc frações IgG e IgM. Os ensaios imunoensimáticos (ELISA) são 

frequentemente empregados e baseiam-se na interação entre epitopos das proteínas 

virais e seus respectivos anticorpos específicos. No tecido hepático, o HBsAg e o 

HBcAg podem ser detectados por meio de técnicas moleculares, como hibridização in 

situ (COLLIER, OXFORD, 2000). Os marcadores sorológicos vão sugerir a fase da 

infecção (aguda, crônica ou de resolução) (LIANG, 2009; SCHILDGEN, 2009; LEE et 

al., 2010).  

Além do diagnóstico sorológico, é importante a realização de testes 

moleculares para detecção da carga viral. O teste mais utilizado atualmente é a 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real que identifica o genoma viral, 

que pode ser quantificado (carga viral do VHB–DNA, descrito em UI/ml) (LIU et al., 

2006; SITNIK et al., 2010; GUIRGIS, ABBAS, AZZAZY, 2010). Outros testes 

importantes que contribuem no diagnóstico da doença são as aminotransferases 

(ALT/TGP e AST/TGO), alanina aminotransferase/transaminase glutâmico-pirúvica e 

aspartato aminotransferase/transaminas e glutâmico-oxalacética, embora não sejam 

específicas para nenhum tipo de hepatite, estas enzimas são indicadores sensíveis e 

marcam sinais de atividade necroinflamatória hepática, já identificáveis desde o 

período prodrômico, os níveis podem flutuar com o tempo. Normalmente, as 

concentrações de a ALT são mais elevadas do que as da AST, mas com a progressão 

da doença, a razão AST/ALT pode ser invertida na fase crônica. Associadas a outros 

marcadores, contribuem na tomada de decisão clínica (BRASIL, 2005; WHO,2015). 

 

2.2.5História natural da infecção crônica 

 

A hepatite B pode se apresentar sob diferentes formas: de autolimitada sem 

sintomas, hepatite clássica benigna até hepatite fulminante nas formas agudas e 

crônicas com manifestações diversas, que vão desde o portador assintomático até 

sintomas graves da cirrose hepática e/ou HCC podendo levar a óbito (LIANG, 2009; 

WASMUTH, 2009). 
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O período de incubação da infecção, que vai desde a exposição ao VHB até 

o aparecimento dos primeiros sinais e sintomas da doença, varia de 50 a 180 dias, com 

um tempo médio de 70 dias. Após este tempo, inicia-se o chamado período prodrômico 

(pré-ictérico), durando vários dias e se caracterizando pelo aparecimento de fraqueza, 

anorexia e mal-estar geral. Nesta fase, os doentes podem sentir dores abdominais 

difusas, náuseas, intolerância a vários alimentos, desconforto abdominal e vômitos. O 

aparecimento de icterícia, com colúria e hipocolia fecal (período ictérico), ocorre em 

somente 20% dos doentes, sendo a hepatite B uma doença assintomática no restante 

dos casos (PAULA et al., 2015). 

O curso natural da infecção crônica pelo vírus B pode ser dividido em até 

quatro fases:  

Fase I: considerada a primeira fase da doença, é chamada de 

imunotolerância, ocorre geralmente após o período de transmissão perinatal e é 

caracterizada pela presença do HBsAg e HBeAg com níveis elevados de carga viral 

(VHB–DNA 105-10 cópias por m/L), ALT normal, pouca ou nenhuma atividade 

necroinflamatória com fibrose ausente ou mínima na biópsia hepática e curso 

assintomático (FERREIRA, BORGES, 2007; FONSECA, 2007; MOHR, BOESECKE, 

WASMUTH, 2014). 

Fase II: na fase imunoativa ou de hepatite crônica, ocorre uma reação 

inflamatória, com efeito citopático, caracterizada pela presença no soro do HBeAg ou 

do anti-HBe+ com carga viral elevada e ALT elevada demonstrando agressão 

hepatocitária (LAVANCHY, 2004). Quando mais tempo o indivíduo permanece nessa 

fase, maior a chance de evoluir para cirrose hepática (FONSECA, 2007; LOPES, 

SCHINONI, 2011). 

Fase III: na terceira fase ou fase não replicativa (portador inativo do VHB), 

nota-se a presença no soro de HBsAg, anti-HBe, títulos baixos ou indetectáveis de 

VHB-DNA, ALT normal, mínima lesão histológica hepática, curso assintomático e de 

bom prognóstico (WRIGHT, 2006). Cerca de 10% a 20% dos portadores inativos 

apresentam fenômenos de reversão, caracterizado pelo reaparecimento do HBeAg 

(previamente HBeAg negativo e anti-HBe positivo). A reversão tem quadro 

acompanhado usualmente de elevação da ALT em razão do processo de reativação 

inflamatória do fígado (CHU, LIAW, 2007). 

Fase IV: fase de reativação considerada por alguns autores como a quarta 

fase de infecção pelo VHB. A reativação do vírus B caracteriza-se pelo 
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reaparecimento da atividade necroinflamatória do fígado em pessoas portadoras 

inativas do VHB ou que tenham recebido diagnóstico de hepatite B resolvida (infecção 

prévia pelo VHB, sem sinais virológicos, bioquímicos ou evidência histológica de 

doença ativa viral) (LOK, MCMAHON, 2007). Estes pacientes são em geral, 

portadores de mutantes do vírus B (com mutação nas regiões pré-core e promotora 

do core do genoma viral) que deletam a expressão de HBeAg e mesmo tendo o anti-

HBe positivo apresentam altas cargas virais. São hoje denominados portadores de 

hepatite crônica B HBeAg negativa (FERREIRA, BORGES, 2007). 

 

2.2.6 Genótipos do VHB 

 

O genoma do VHB apresenta diversidades que permite sua classificação 

em genótipos. Por meio de análise filogenética, são identificadas as divergências de 

sequência que ocorrem no genoma completo ou em genes específicos, de forma que 

variações acima de 8% no genoma total, ou acima de 4% no gene do antígeno de 

superfície (HBsAg) caracterizam diferentes genótipos. Atualmente, existem já 

identificados 10 genótipos, classificados de A-J (TATEMATSU et al., 2009; YU et al., 

2010; AGARWAL et al., 2015). 

Além disso, múltiplos subgenotipos também já foram identificados dentre 

os genótipos (quase 40), com mais de 4% e menos do que 7,5% de divergências sobre 

o genoma completo (KRAMVIS et al., 2008; POURKARIM et al., 2010, MINA et al., 

2015). 

Os genótipos têm distribuição geográfica variada e além do aspecto 

epidemiológico, sua heterogeneidade parece estar relacionada com diferenças na 

evolução clínica da infecção e na resposta ao tratamento antiviral. Alterações na 

estrutura genética do VHB, portanto, podem resultar em diferentes níveis de 

patogenicidade viral (RONCATO, BALLARDIN, LUNGE, 2008; MOTA, AREIAS, 

CARDOSO, 2011). 

Cada genótipo é caracterizado por uma distribuição étnica e geográfica 

distinta, em todo mundo (POURKARIM et al., 2014). O genótipo A é prevalente no 

noroeste da Europa, América do Norte e África. Os genótipos B e C são comumente 

encontrados na Ásia, ao passo que o genótipo D mostra uma distribuição mundial, 

mas predomina na região do Mediterrâneo, incluindo o Oriente Médio e centro da Ásia. 

O Genótipo E é encontrado na região ocidental de África, o genótipo F está presente 
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na população indígena da América do Sul e o genótipo H é encontrado na população 

indígena da América Central (NORDER et al., 2004). Genótipo G foi inicialmente 

isolado em portadores de VHB na França e na Geórgia (Estados Unidos) e depois foi 

detectada nos Estados Kingdom, Italy e Alemanha. Recentemente o genótipo Ido VHB 

foi descrito no noroeste da China, Vietnã e Laos (OLINGER et al., 2007; YU et al., 

2010;MELLO et al., 2014). 

No Brasil predomina o genótipo A seguido pelos genótipos D e F (MELLO 

et al., 2014). As regiões com maior frequência do genótipo A, são as regiões norte, 

nordeste e sudeste, enquanto o genótipo D é mais frequente na região sul e o F na 

Amazônia (MELLO et al., 2007). Os genótipos B e C também já foram identificados no 

Brasil em baixa prevalência, provavelmente refletindo o baixo percentual de 

descendentes asiáticos nos estados brasileiros (SITNIK et al., 2004). 

A presença destes genótipos reflete a mistura de culturas no Brasil: Índio 

americano, Europeu e Africano, raízes ancestrais mostrando o país como um 

importante modelo para estudos de genética de populações, sugerindo uma influência 

do padrão de imigração para cada região (ALCADE et al.,2009). 

Relatos de distribuição dos subgenótipos ainda não são tão frequentes no 

Brasil, mas sabe-se que são mais frequentes o A1 e o D3 (ALVARADO-MORA; 

PINHO, 2013). Mais recentemente foi descrito o subgenótipo D4 (africano no 

Maranhão) (BARROS et al., 2014). 

Além da importância epidemiológica, há relação entre os vários genótipos 

e evoluções clínicas em portadores do VHB Estudos prospectivos com adultos 

demonstraram 3 a 5 vezes maior risco de desenvolver cirrose hepática e HCC nos 

portadores do genótipo C, comparado com os portadores de outros genótipos (CHAN 

et al., 2004; YU et al.,2005). Foi ainda demonstrado que pacientes com genótipo B 

tem maior probabilidade de soroconversão do HBeAg que portadores do genótipo C 

(YUEN et al., 2004), com a soroconversão ocorrendo entre 9 e 10 anos antes (YUEN 

et al., 2004; LIN, KAO, 2008).  

Devido a essa característica, os portadores do genótipo C apresentam altos 

níveis de replicação viral por longo tempo, evoluindo com hepatite mais ativa e grave 

e maior progressão para cirrose (CHU,HUSSAIN, LOK, 2002; GONCALES, 

GONCALES, 2006; PUNGPAPONG et al., 2007; FATTOVICH, BORTOLOTTI, 

DONATO, 2008).No estudo de Suzuki et al., (2005) observaram que a persistência da 

infecção foi maior nos pacientes portadores do genótipo A (23%), comparados com 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alvarado-Mora%20MV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pinho%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792558
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os portadores dos genótipos B (11%) e C (7%). Já, estudos europeus, em que 80% 

dos pacientes crônicos portavam o genótipo A versus 11% do D (subgenótipos 

europeus), mostraram que portadores do genótipo D apresentavam maior atividade 

de agressão hepática com fibrose avançada quando comparados com o A 

(subgenótipo A1), enquanto a taxa de soroconversão do HBeAg no genótipo A era 

maior e mais sustentada (A 55% versus 32% D) (SANCHEZ-TAPIAS et al., 2002; 

SUMI, et al., 2003). Apesar destas evidências, ainda existem muitas dúvidas em 

relação ao real papel dos genótipos e subgenótipos do VHB na evolução da infecção.  

 

2.2.7 Replicação viral 

 

A replicação viral é definida como: presença do HBeAg positivo ou HBeAg 

negativo, anti-HBe positivo e com cargas virais acima de 2000 UI/ml, como verifica-se 

na Figura 2. A parada da replicação normalmente é acompanhada por uma diminuição 

na atividade inflamatória (LIAW, 2002; KAMIJO et al., 2015). 

 

 
Figura 2 – Esquema do ciclo de replicação do VHB.  

Fonte: Adaptada de Ganem; Prince (2004). 

 

O portador crônico da infecção mantém a replicação viral se houver a 

presença do HBeAg, ou se houver a soroconversão para o anti-HBe com manutenção 

de carga viral elevada. Esta situação pode ocorrer em cerca de 30% dos portadores 

crônicos do VHB (MCMAHON, 2010; KAMIJO et al., 2015). 
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São poucas as publicações relacionando a replicação viral com os demais 

genótipos do VHB. Estudo envolvendo o subgenótipo D4 (subgenótipo africano) 

recentemente encontrado no Maranhão (BARROS et al., 2014) sugeriu possibilidade 

de haver maior frequência da presença do HBeAg e consequente manutenção da 

replicação viral do VHB. Não foi possivel naquele estudo, identificar se esse 

subgenótipo apresentava cargas virais mais elevadas. Assim, foi idealizado esse 

estudo, envolvendo uma amostra maior de portadores para avaliar estas hipóteses. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar marcadores de replicação viral associados aos mais frequentes 

genótipos do vírus em portadores do VHB. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

   

 Identificar indivíduos com replicação viral (portadores do HBeAg positivo 

ou HBeAg negativos com carga viral maior que 2000 UI/ml); 

 Correlacionar a frequência da replicação viral com os mais frequentes 

genótipos do VHB encontrados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Este é um estudo transversal que envolveu os portadores do VHB, que 

tinham carga viral e genótipos determinados, proveniente de dois estudos realizados 

no estado do Maranhão, nordeste do Brasil. 

 

 

4.1 Estudos 

 

 

4.1.1 Estudo 1 

 

Foram incluídos 119 portadores crônicos acompanhados em um Centro de 

Referência de atendimento para hepatites virais em um Hospital Universitário que 

tinham VHB–DNA quantificado e com determinação de genótipo e subgenótipo 

(BARROS et al., 2014). 

 

4.1.2 Estudo 2 

 

Foram incluídos 27 portadores identificados em um estudo transversal, que 

é parte integrante de um projeto de pesquisa intitulado “Estudos das hepatites B, C E 

D nos municípios de Urbano Santos, Humberto de Campos e da Região do Baixo 

Munim, Maranhão, Brasil”. A população foi composta por indivíduos residentes nos 

municípios mencionados. A coleta de dados foi feita com o uso de questionário 

estruturado (ANEXO A) e as amostras de material biológico após o processamento 

foram armazenadas em freezers a – 80°C e direcionado aos exames sorológicos e de 

biologia molecular. 

A amostragem foi feita com base em conglomerado, inicialmente foram 

sorteados os setores com probabilidade proporcional à população, em seguida, feito 

o sorteio dos quarteirões. Com o uso do mapa do setor, seguia-se com o sorteio do 

quarteirão inicial e do ponto do quarteirão que se iniciava os trabalhos, observando o 

sentido horário. Não sendo obtido o quantitativo da amostra no setor, seria feito mais 
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um sorteio de quarteirão, observando todos os detalhes, até que se completasse o 

número estipulado. 

 

4.1.2.1 Testes realizados 

 

Nos dois estudos os participantes foram submetidos à realização dos 

exames sorológicos (HBsAg, anti-HBc total, HBeAg e anti-HBe) e moleculares 

(quantificação do VHB–DNA e genotipagem) realizados sob a mesma metodologia. 

Os testes sorológicos foram realizados no Laboratório Central do Maranhão (LACEN) 

e no Laboratório de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (LGHT-FMUSP). Os testes moleculares 

tiveram sua realização no LGHT-FMUSP. Para diagnóstico sorológico foi usada a 

técnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) usando kits comerciais 

DiaSorinLtda, Italy). 

 

a. Extração de DNA 

 

A extração do DNA do VHB foi realizada empregando-se o Kit Comercial 

QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen®, HildenGermany) a partir de 200 µL de plasma 

ou soro, seguindo instruções do fabricante. 

 

b. Amplificação, quantificação do VHB–DNA e genotipagem do VHB 

 

A quantificação da carga viral foi realizada através da técnica de PCR em 

tempo real, tal como descrito anteriormente (SITNIK et al., 2010). 

A amplificação de um fragmento de 136 pares de bases (pb), que 

compreende todo o gene HBsAg e parte da polimerase foi feito através da técnica de 

nested-PCR. Todas as sequências dos primers e procedimentos de amplificação e 

sequenciamento já foram descritos (GOMES-GOUVEIA et al., 2015; BARROS et al., 

2014). 
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4.2 Amostra estudada 

 

 

Entre os 119 portadores do primeiro estudo, 80 (67%) eram subgenótipo 

A1, 29 (24%) eram subgenótipo D4, 3 (3%) eram D3, 1(1%) D2 e 6 (5%) eram F2a. 

Entre os 27 do segundo estudo, 5 (19%) eram subgenótipo A1 e 22 (81%) 

eram subgenótipo D4. Não foram encontrados outros subgenótipos. 

 Foram então incluídos no estudo os dois subgenótipos mais 

frequentemente encontrados: A1 e o D4 (n=136). Os dois grupos foram comparados 

quanto à idade, sexo, frequência do HBeAg e cargas virais (categorizadas em < 2000 

UI/ml, entre 2000UI/ml e 20.000 UI/ml e > 20.000 UI/ml. 

 

 

4.3 Análise estatística 

 

 

Diferenças entre variáveis numéricas foram calculadas pelo teste t de 

Student e entre as nominais o Qui-quadrado. Foi utilizado o programa SPSS, versão 

22.0. 

 

 

4.4 Considerações éticas 

 

 

Estes estudos foram submetidos à Comissão Científica do HUUFMA, à 

análise do Comitê de Ética em Pesquisa do HUUFMA e tiveram Parecer 

Consubstanciado de aprovação 487/2007 e 448.731(ANEXO C), atendendo aos 

requisitos da Resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde/Ministério da Saúde 

(ANEXO D). 

Somente após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) (ANEXO E) foi realizada a coleta das informações por meio de 

questionário, assim como a coleta de sangue para a realização dos exames. Os 

procedimentos de biossegurança referentes à coleta, manipulação e processamento 
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do material biológico, foram realizados segundo as regras básicas para o trabalho em 

laboratório (LIMA et al., 2013). 
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RESUMO 

O vírus da hepatite B (VHB) apresenta diversidade do genoma, o que o faz ser classificado em diferentes genótipos 
e subgenótipos (A-J). Tem sido demonstrado que diversos genótipos estão relacionados com a história natural da 
infecção. A manutenção da replicação viral pode ser um dos fatores relacionado aos genótipos. Identificar o estado 
de replicação viral do VHB entre portadores dos subgenótipos A1 e D4. Foram estudados portadores do VHB 
identificados em dois estudos que envolveram indivíduos provenientes do estado do Maranhão, nordeste do Brasil, 
que tinham determinação de genótipos e subgenótipos, sorologias para o HBeAg e anti-HBe e cargas virais 
determinadas. Sorologias foram realizadas por ELISA, VHB–DNA quantificado por PCR em tempo real e 
genotipagem realizada por sequenciamento. Foram identificados 146 portadores. Dentre estes, 136 eram 
subgenótipo A1 ou D4. Sendo 85 - A1 62,5%) e 51 - D4 (37.5%). Não houve diferença entre os grupos quando foi 
avaliado idade (42±12 vs 38±17 p=0.11) ou gênero (masculino 48,5% vs 51,5% P=0.18). Entre os portadores do 
subgenótipo D4 havia mais indivíduos com HBeAg positivo (23,5% vs 9,4 %, p=0.02) e maior proporção de 
portadores de cargas virais acima de 20.000 UI/ml (43,1% vs 12,9% p<0.0001), mesmo quando avaliados apenas 
aqueles com HBeAg negativos (25,6% vs 6,5% p=0.007), quando comparados com os de subgenótipo A1. 
Portadores do VHB, subgenótipo D4, quando comparados com subgenótipo A1 apresentam soroconversão mais 
tardia do HBeAg e maiores níveis de VHB–DNA, sugerindo que esse subgenótipo possivelmente está relacionado 
com potencial para doença mais grave e maior facilidade de transmissão da infecção. 
 
Palavras-chaves: Hepatite B. Soroconversão HBeAg. Subgenótipo D4. 
 

ABSTRACT 

The hepatitis B virus (HBV) present diversity of its genome, which is to be classified in different genotypes and 
subgenotypes (A-J). It has been demonstrated that different genotypes are related to the natural history of infection. 
The maintenance of viral replication could be one of the factors related to genotypes. To identify the viral 
replication status of HBV carriers among the subgenótipos A1 and D4. HBV carriers identified have been studied 
in two studies involving individuals from the state of Maranhão, northeast Brazil, which had genotyping and sub 



31 

genotypes, serology for HBeAg and anti-HBe and certain viral loads. Serological tests were performed by ELISA, 
HBV–DNA quantification Real time PCR and genotyping performed by sequencing. We identified 146 patients. 
Among these, 136 were sub genotype A1 or D4. It is 85 - A1 (62.5%) and 51 - D4 (37.5%). No difference was 
found between groups when age was evaluated (42 ± 12 vs 38 ± 17 p = 0:11) or gender (male 48.5% vs 51.5% P 
= 00:18). Among the D4 subgenotype carriers hadmore patients with HBeAg positive (23.5% vs 9.4%, p = 0:02) 
and a higher proportion of patients with viral loads above 20,000 IU / ml (43.1% vs 12.9 % p <0.0001), even when 
only those with negative HBeAg (25.6% vs 6.5%, p = 0.007) when compared with the A1 subgenotype. HBV 
carriers, subgenotype D4, compared to sub A1 genotype have delayed HBeAg seroconversion and higher levels 
of HB-DNA, suggesting that this subgenotype is possibly related to the potential for more severe illness and greater 
ease of transmission of infection. 
 
Keywords: Hepatitis B. HBeAg Seroconversion. Subgenotype D4. 

 
 
INTRODUÇÃO  

 

A infecção pelo vírus da hepatite B (VHB) ainda é um grande problema de saúde no 

mundo e tem desfechos importantes como cirrose hepática e carcinoma hepatocelular (HCC), 

que estão associados a aproximadamente 600.000 mortes por ano1. Estimativas atuais indicam 

que dois bilhões de pessoas já foram infectados pelo VHB em todo o mundo2,3e cerca de 240 

milhões são portadores crônicos4. 

O diagnóstico das várias fases desta infecção viral baseia-se em achados sorológicos e 

moleculares, alterações bioquímicas e histológicas5. Na primeira fase, denominada de 

Imunotolerância, há positividade do HBsAg, HBeAg, altos níveis de DNA viral (VHB-DNA), 

aminotransferases normais e em geral, não há dano hepático. Na segunda fase, denominada 

Imunorreação ou hepatite crônica HBeAg positiva, verifica-se a manutenção de HBsAg e 

HBeAg, flutuações nos níveis de aminotransferases, diminuição do VHB–DNA e presença de 

atividade inflamatória hepática. Na terceira fase, denominada não replicativa, ocorre 

soroconversão para o anti-HBe, níveis de VHB–DNA baixos ou indetectáveis e 

aminotransferases normais. Essa fase pode persistir por período indeterminado6,7. 

A soroconversão para o anti-HBe pode não significar parada da replicação viral porque 

podem ocorrer mutações pontuais nas regiões precore ou core promoter do genoma viral 

(causando a parada de produção do HBeAg), mas a replicação viral permanece, sendo 

identificada pelos níveis elevados do VHB-DNA, seria a chamada fase de hepatite crônica 

HBeAg negativa7,8,9.  

Assim, a replicação viral é caracterizada pela presença do HBeAg, que em geral associa-

se a altos níveis de VHB-DNA3,4 ou identificação de cargas virais acima de 2000 UI/ml em 

indivíduos com HBeAg negativos8. 

A progressão da doença hepática está associada com fatores virológicos e do 

hospedeiro9. Entre os fatores virológicos tem sido demonstrado que a presença do HBeAg e 
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maiores cargas virais estão diretamente associadas com a progressão para cirrose e HCC10. A 

diversidade genética do seu genoma, caracterizada por diferentes genótipos do VHB (A-J) 

também parece ter importante papel na manutenção da replicação viral com seus consequentes 

resultado na história natural11.  

Os genótipos têm distribuição diversa ao redor do mundo e guardam estreita relação 

com a formação dos povos12,13,14. Para os genótipos A B, C, D e F, foram descritos 

subgenótipos12,14. 

Dentre os mais frequentes, o genótipo A, encontra-se distribuído por todo o mundo, os 

genótipos B e C são predominantes no continente asiático e o genótipo D prevalece na Europa 

e nordeste da África12,14. O genótipo E é predominante na África15 e o F encontra-se mais 

frequentemente na América do Sul16,17.  

O papel dos diferentes genótipos do VHB na manutenção da replicação viral tem sido 

demonstrado mais frequentemente nas comparações entre genótipos B e C e entre genótipos A 

e D, correspondendo aos tipos mais frequentes em cada região estudada18,19,20. 

Estudos asiáticos mostraram soroconversão mais tardia do HBeAg em portadores do 

genótipo C, quando comparado ao genótipo B18,21,22,23. Mais elevadas cargas virais também 

foram observadas em portadores do genótipo C24. 

Entre os genótipos A e D estudos europeu e americano mostraram maiores taxas de 

soroconversão sustentada do HBeAg entre os primeiros25,26. Do mesmo modo, foram 

identificadas maiores cargas virais em portadores do genótipo D27. 

 A maioria dos estudos no Brasil mostra uma maior frequência do genótipo A, seguido 

pelos genótipos D e F 16,17,28,29,30,31 justificada pela formação do povo brasileiro composto por 

índios e indivíduos provenientes da imigração africana e européia17. Entre os portadores do 

genótipo D, o subgenótipo mais frequentemente identificado foi o D332, atribuido a imigração 

europeia17.  

No estado do Maranhão, nordeste do país, recentemente foi descrito por Barros et al.,30 

frequência elevada do subgenótipo D4. Esse último havia sido descrito em apenas dois outros 

estudos brasileiros da região da Amazônia Ocidental31,32.  

Ainda não há informações sobre o comportamento deste subgenótipo em relação à 

frequência de replicação viral. Assim o objetivo desse estudo foi avaliar o estado de replicação 

viral entre portadores do VHB estudados no estado do Maranhão. 
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MÉTODOS 

 

Todos os portadores do VHB, que tinham carga viral e genótipos identificados 

provenientes de dois estudos realizados no estado do Maranhão, nordeste do Brasil, foram 

incluídos: 

(1) Pacientes acompanhados em um Centro de Referência de atendimento para 

hepatites virais em um Hospital Universitário n=11930. 

(2) Indivíduos oriundos de um estudo de prevalência realizado nos municípios de 

Urbano Santos, Humberto de Campos, Morros, Icatu e Axixá n=27, conforme a metodologia 

de Valente et al.,33. 

Em ambos os estudos os testes sorológicos (HBsAg, anti-HBc total, HBeAg e anti-HBe) 

e moleculares (quantificação do VHB–DNA e genotipagem) foram realizados utilizando a 

mesma metodologia. Os testes sorológicos foram realizados no Laboratório Central (LACEN) 

do Maranhão e no Laboratório de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (LGHT-FMUSP). Os testes moleculares foram 

realizados no LGHT-FMUSP. 

Os testes sorológicos foram realizados por técnica de ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) usando kits comerciais DiaSorin Ltda, Italy. 

a. Extração de DNA 

A extração do DNA do VHB foi realizada empregando-se o Kit Comercial QIAamp® 

DNA Blood Mini Kit (Qiagen®, HildenGermany) a partir de 200 µL de plasma ou soro, 

seguindo instruções do fabricante. 

b. Amplificação, quantificação do VHB–DNA e genotipagem do VHB 

 A quantificação da carga viral foi realizada através da técnica de PCR em tempo real, 

tal como descrito anteriormente34. A amplificação de um fragmento de 136 pares de bases (pb), 

que compreende todo o gene HBsAg e parte da polimerase foi feito através da técnica de 

nested–PCR. Todas as sequências dos primers e procedimentos de amplificação e 

sequenciamento já foram descritos 30,35. 

Foram avaliados 119, A1 (67,2%), D2 (0,8%), D3 (2,5%), D4 (24,4%) e F2a (5,0%) no 

primeiro estudo e 27 no segundo A1 (18,5%) e D4 (81,5%), totalizando 146 indivíduos. 

Apenas os portadores dos dois subgenótipos mais frequentemente encontrados (A1 e 

D4) foram incluídos e comparados quanto à idade, sexo, frequência do HBeAg e cargas virais 

(categorizadas em < 2000 UI/ml, entre 2000 UI/ml e 20.000 UI/ml e > 20.000 UI/ml). 
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Análise Estatística: diferenças entre variáveis numéricas foram calculadas pelo teste t 

de Student e entre as nominais o Qui-quadrado. Foi utilizado o programa SPSS, versão 22.0. 

 

RESULTADOS 

 

Entre os 146 portadores do VHB com VHB–DNA quantificado, genótipos e 

subgenótipos definidos, 136 (93,1%) tinham subgenótipos A1 e D4. Oitenta e cinco indivíduos 

tinham genótipo A1 (62.5%) e 51 (37.5%) eram D4. Idade, gênero e frequência do HBeAg são 

descritos na tabela 1. 

Quando comparados portadores dos subgenótipos A1 e D4, não houve diferença 

quanto idade (p=0,11) ou gênero (p=0,18). Maior frequência de HBeAg positivo (23,5% vs 

9,4% p=0,02) e cargas virais mais elevadas foram identificadas entre os portadores de D4 

(p<0,001) (Tabela 2). Quando avaliados apenas os com HBeAg negativos, os portadores do 

subgenótipo D4 ainda apresentaram maior frequência de cargas virais acima de 20.000 UI/ml 

(Tabela 3). 

 

DISCUSSÃO 

 

Neste estudo foram avaliadas características de replicação viral entre 136 portadores 

do VHB, subgenótipos A1 e D4 (subgenótipos mais frequentemente encontrados) provenientes 

do estado do Maranhão, nordeste do Brasil. Uma frequência superior do subgenótipo A1 

identificada corresponde ao que tem sido descrito na maioria das regiões brasileiras17,29,36. 

O genótipo D tem distribuição mundial, revisado recentemente em Ozaras et al.,37 

mas o subgenótipo D4 tem sido descrito em poucas regiões como na Austrália e Nova Guiné14, 

Ruanda38 e predomina no Haiti entre os genótipos D encontrados15.  

Este subgenótipo D4, o segundo mais frequentemente observado no Maranhão30 tem 

sido pouco encontrado em outras regiões do Brasil31,32. Sua presença no Maranhão tem sido 

justificada pelo tráfico de escravos provenientes do sudeste da África, diferentemente das 

regiões de onde vieram os africanos para o Rio de Janeiro e Bahia, locais de maior desembarque 

dos escravos no Brasil39. 

No estudo de Barros et al.,30 foram incluídos 29 portadores do subgenótipo D4 e na 

comparação com portadores do subgenótipo A1 houve maior frequência de HBeAg positivo. 

No presente estudo, que incluiu 51 portadores do subgenótipo D4, incluindo os 29 do estudo de 

Barros et al.,30 foi confirmada a maior frequência do HBeAg e também observada maior 
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proporção de indivíduos com níveis séricos mais elevados de VHB-DNA, mesmo entre aqueles 

com HBeAg negativos. Não houve diferenças entre as idades dos indivíduos (p=0.11) sugerindo 

que os portadores do D4 não são mais jovens e, portanto, esta não seria a justificativa para a 

maior frequência do HBeAg. 

 A permanência do HBeAg tem sido associada a piores prognósticos na infecção pelo 

VHB, como foi descrito em Yang et al.40, Chu et al.41, Chen et al.42, Ott, Stevens, Wiersma3, 

Seto et al.,43. Esse pior prognóstico deve estar associado ao fato de que em portadores do 

HBeAg são observadas taxas mais elevadas de VHB-DNA, que claramente estão relacionadas 

com maior frequência de evolução para cirrose e HCC 10,40,42,44,45.  

Nessa amostra também foi observada maior frequência de cargas virais acima de 

20.000 UI/ml entre os D4 comparados com A1 (43,1% vs 12,9% p<0.001), mesmo entre 

aqueles com HBeAg negativos (25,6% vs 6,5% p=0.007). Outro elemento de grande 

importância é que altas cargas virais também apresentam maiores taxas de transmissão do vírus 
3,45,46. 

Diferentemente do que foi observado, a maioria dos estudos tem associado ao 

genótipo D a soroconversão mais precoce do HBeAg quando comparado com o genótipo A 
18,25,47. De fato, um estudo realizado no sul do Brasil, em região onde a maioria é composta por 

descendentes europeus, que avaliou a frequência do HBeAg entre indivíduos com genótipos A 

e D, identificou uma menor frequência de HBeAg entre os portadores do genótipo D (59.5% vs 

28.6% respectivamente)48.  

 É importante observar que a maioria dos estudos que comparam os genótipos A e D 

envolveram populações onde predominam os subgenótipos D1, D2 e D318,19,47,49. É possível 

que a ausência do subgenótipo D4 possa ter tido influência nesses resultados. Concordando 

com esta suposição, um estudo multicêntrico africano desenvolvido por Tanaka et al.19, 

comparando o subgenótipo A1 com o genótipo D (não houve descrição de subgenótipo) 

observou maior frequência do HBeAg nesses últimos, sugerindo que no continente africano, os 

portadores do genótipo D (e aqui poderia ter influência o subgenótipo D4) podem apresentar 

soroconversão mais tardia do HBeAg. 

Agradecimentos ao Ministério da Saúde, através do UNODOC-2013, Prioridades do 

Programa de Pesquisa para o SUS (FAPEMA-PPSUS, 2013) e a Secretaria de Estado da Saúde 
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TABELAS 
 
 
Tabela 1. Descrição das características demográficas e virológicas de portadores do VHB, com subgenótipos A1 
e D4. São Luís, MA, 2016. 
 

CARACTERÍSTICAS (n =136) % 
Idade (anos) Média ± Dp 42±12 
Gênero   
Masculino 66 48,5 
Feminino 70 51,5 
Subgenótipos do VHB   
A1 85 62,5 
D4 51 37,5 
HBeAg   
Positivo 20 14,7 
Negativo 116 85,3 
Total 136 100,0 

 
 
 
 
Tabela 2. Comparação das características demográficas e virológicas de portadores do VHB, com subgenótipos 
A1 e D4. São Luís, MA, 2016. 
 

CARACTERÍSTICAS 
Subgenótipo A1 

(n=85) 
Subgenótipo D4 

(n=51) 
Valor de p 

Gênero (masc.) 45 (52,9%) 21 (41,2%) 0,18 
Idade (anos) 41±12 38±16 0,11 
HBeAg positivo 8 (9,4%) 12 (23,5%) 0,02 
VHB-DNA    
< 2000 UI/ml 43 (50,6%) 21 (41,2%) 

< 0,001 >2000 UI/mle < 20.000 UI/ml 31 (36,5%) 8 (15,7%) 
≥ 20.000 UI/ml 11 (12,9%) 22 (43,1%) 

 
 
 
 
Tabela 3. Comparação dos níveis de VHB–DNA entre portadores do VHB subgenótipos A1 e D4, com HBeAg 
negativos. São Luís, MA, 2016. 
 

VHB-DNA 
Subgenótipo A1 

(n=77) 
Subgenótipo D4 

(n=39) 
Valor de p 

< 2000 UI/ml 42 (54,5%) 21(53,8%) 
 0,007 >2000 UI/ml e < 20.000 UI/ml  30 (38,9%) 8 (20,5%) 

≥ 20.000 UI/ml 05 (6,5%) 10 (25,6%) 
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6 CONCLUSÕES 
 

 

Em conclusão, este estudo demonstrou que portadores do VHB do 

subgenótipo D4 têm uma maior frequência de HBeAg e maiores taxas de VHB – DNA, 

mesmo entre os HBeAg negativos, quando comparados com portadores de A1, 

sugerindo uma possível ocorrência de soroconversão tardia do HBeAg e manutenção 

de cargas virais mais elevadas em portadores do subgenótipo D4 o que poderia 

favorecer um maior risco de evolução para doença mais grave e também maior taxa 

de transmissão do vírus.  

Este é o estudo com o maior número de portadores do subgenótipo D4 já 

descrito, em comparação com sugenótipo A1. Infelizmente não puderam ser avaliadas 

as apresentações clínicas dos portadores e, assim, não foi possível verificar se estas 

maiores taxas de replicação viral estavam relacionadas com pior prognóstico. 

Estudos de acompanhamento a longo prazo são necesários para definir a 

real influência do sugnenótipo D4 na história natural da infecção pelo VHB.  
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ANEXO A. INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS. 

 
ESTUDO DAS HEPATITES B, C E D NOS MUNICÍPIOS DE URBANO SANTOS, 

HUMBERTO DE CAMPOS E DA REGIÃO DO BAIXO MUNIM, MARANHÃO, BRASIL. 

Ficha n.º _______________Data do preenchimento ___/ ___/ ___ 

Município ___________Zona __________Nº setor censitário__________________ 

I. IDENTIFICAÇÃO   
Nome: 
 Apelido: 

 

2. Data de nascimento ____/____/____ Idade: Idade: 
3. Sexo: (1)Masculino(2) Feminino Sexo: 
4. Grau de instrução  
(0) Analfabeto 
(1) Ensino Fundamental Incompleto 
(2) Ensino Fundamental Completo 
(3) Ensino Médio Incompleto 
(4) Ensino Médio Completo 

 
(6) Ensino Superior Incompleto 
(7) Ensino Superior Completo 
(8) Não se aplica  
(9) Não quer responder 

Grau de instrução: 

5. Local de nascimento: Lnascimento: 
6. Residência atual:  Resdatual: 
Mora há quanto tempo:  Moratempoa; 
Ponto de referência:   
7. Última procedência: Utimaproa; 
8. Outros locais onde morou/trabalhou:  Loctrabalhou: 
9. Há quanto tempo morou/trabalhou  Tempotrabalhou: 
10. Cor (impressão do entrevistador(1) Preta(2) Branca 
(3) Marrom 4) Vermelha (5) Amarela (6) Outra:  

Cor: 

11.Religião (0) Nenhuma(1) Católico (2) Evangélica(3) Outra:  Religião: 
12.Estado civil (1) Solteiro (2) Casado (4) Divorciado(5) Viúvo(3) Separado 
judicialmente (6) União estável/mora junto 

Estado civil: 

II – OCUPAÇÃO  
13. Atual:  Atualocupação: 
14. Pregressa:  Pregressocupação: 
III - RENDA FAMILIAR  
15. Renda familiar em salários mínimos: menos de 1 salário mínimo; 1 a 3 
salários mínimos; 4 a 6 salários mínimos;  
(0) 7 a 11 salários mínimos; mais de 11 salários mínimos 

Rendafam: 

IV - IMUNIZAÇÃO  
16. Cartão de vacina:(1) Sim (2) Não(3) Não sabe Cartvacina:  
17. Vacinação para hepatite B(1) Sim(2) Não (3) Não sabe 
 Quantas doses? 1 dose2 doses3 doses 

VacinaHB: 
VacHBdose: 

18. Fez anti-Hbs (Teste para Hepatite pós-vacina)? 
(1) Sim.Se sim, há quanto tempo? ().(2) Não 

AntiHbs: 
tempAntiHBS: 

19. Doador* (1) Sim. Se sim, no doações por ano: ( ). (2) Não 
(3) Não se aplica 

Doador: 
Anodoador: 

20. Última aceita: _______/_______/_______ Ultimaaceita: 
21. Transfusão sanguínea (1) Sim (2) Não  
22. Se sim, data da última transfusão: 
23. Local da ultima transfusão: 

Transfussangue: 
Datatransfussangue: 
Localultimasangue: 

VI – DROGAS  
24. Álcool: (1) Sim  (2) Não(3) Não se aplica  Alcool: 
Tempo de Consumo (anos):Frequência: diariamente (2) semanalmente (3) 
esporadicamente  

Alcooltemp: 
Alcoolfreq: 

 Quantidade (fechar em número exato/copos):_________ 
Tipo de bebida:_______Abstinência há meses):_______ 

Alcoolquant: 
Alcooltipo: 
Alcoolabst: 



53 

25. Drogas Ilícitas(1) Usa 2) Já usou (3) Nunca usou 
(4) Não respondeu(8) não se aplica 

Drogailic: 

26. Via:(1) Inalatória(2) Endovenosa  Dorgavia: 
27. Seringa própria: (1) Sim  (2) Não  Drogaseringaprop: 
28. Tipo de droga: Drogatipo: 
VII – ATIVIDADE SEXUAL  
29. Vida sexual:(0) Nunca teve(1) Ativa (2) Inativa (9) Não quer responder 
(3) Não se aplica 

Vidasex: 

30. Prática sexual (pregressa e atual) 
(1) Homem/Mulher(2) Homem/Homem  
(3) Mulher/Mulher (4) Mulher e Homem (bissexual) 

Pratsex: 

31. Relação sexual estável:1) 1 parceiro 
(2) Mais de 01 parceiro(9) Não quer responder  

Sexestavel: 

32. Numero de parceiros (+ 3 parceiros em 6 meses):  
(1) Sim (2) Não(9) Não quis responder 

Sexparceirnumero: 

33. Preservativo: (1) Sempre(2) Às vezes 
(3) Nunca(9) Não quer responder  

Sexpreserv: 

Em caso positivo, usa preservativo para : 
(1) Proteção contra DST (2) Contraceptivo(3) Não sabe 

Sexpreservpara: 

VIII-PACIENTE SUBMETIDO A:  
Endoscopia: (1) Sim (2) Não 
Qts vezes: Local:  

Endoscopia: 
Endoscopiavezes: 
Endoscopialocal: 

Cirurgia:(1) Sim (2) Não 
Qual___________________ 
Há quanto tempo (anos): 

Cirurgia: 
Cirurgiaqual: 
Cirurgiatemp: 

Tratamento Odontológico:  
(1) extração(2) extração + canal 
(3) Canal4) Nunca fez (5) Outro: ___________________ 
Há quanto tempo fez o tratamento (anos): _______________  
Foi com odontólogo (1) Sim 
Qnd?:________ Local ________  
Foi com protético(1) Sim  
Qnd?:________ Local ________ 

Tratodonto: 
Tratodontotemp: 
Odontologo: 
Odontologoqnd: 
Odontologoloc: 
Protetico: 
Proteticoqnd: 
Proteticoloc: 

Tatuagem (1) Sim. Qnd?:________ Local ________ (2) Não Tatuagem: 
Tatuagemqnd: 
Tatuagemloc: 

Piercing(1) Sim. Qnd?:________ Local ________ (2) Não Piercing 
Piercingqnd: 
Piercingloc: 

Acupuntura(1) Sim. Qnd?:________ Local ________ (2) Não Acump: 
Acumpqnd: 
Acumploc: 

Injeções com seringa de vidro e agulha de metal no passado antes 1993? 
(1) Sim  (2) Não (3) não lembra 

Seringvidro: 

IX-PERFURO-CORTANTES (Materiais usados)  
Alicate: (1) No salão (4) Salão-individual  
(2) Salão-compartilhada(5) Casa-individual 
(3) Casa-compartilhada.(6) Outros materiais:  
 Barbeadores(1)No salão(3) Casa-individual 
(2) Casa-compartilhada  
Navalha(1) No salão (3) Casa-individual  
 (2) Casa-compartilhada 
 Pinça depilatória(1)No salão(2) Casa-individual 
(3) Casa-compartilhada 

Alicate: 
 
 
Barb: 
 
Navalha: 
 
Pinça: 

X- EXPOSIÇÃO A MATERIAL BIOLÓGICO  
Lesão de pele (ferimento, perfuração) em acidente, no trabalho, etc. 
(1)Sim(2)Não (3) Não lembra 
QdoQts vezes?  

Lesão: 
Lesãoqnd: 
Lesãovezes: 
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XI-ANTECEDENTES PESSOAIS  
HIV (1)Sim (2)Não 
(3) Não sabe 
DST´S (1)Sim(2)Não  
(3) Não sabe 
Icterícia (1)Sim (2)Não 
(3) Não sabe 
 

IRC (1)Sim (2)Não(3) Não sabe 
Hepatite B(1)Sim (2)Não(3) Não 
sabe 
Hepatite C(1)Sim (2)Não(3) Não 
sabe  
Outros:  

Hiv: 
Dst: 
Icter: 
Irc: 
HpB: 
HpC: 
Outroantecp: 

XII – ANTECEDENTES FAMILIARES  
Contato com portadores de Hepatite B-C (1)Sim(2)Não 
Quem era o portador  
(1) pai(4) mãe (2) Filhos(5) irmãos 
(3) esposo(a)/companheiro(a ). (6) não domiciliar 
O portador apresentou 
(1) Icterícia (2) IRC-Diálise(3) Outros___________ 

ContatoHpBC: 
PortHpBC: 
 
Portapresent: 
Outroantfam: 
 

XIII – ADULTO/ADOLESCENTE (SE SEXO FEMININO)  
Gestante:(1)Sim (2)NãoSe sim, mês de gestação: 
Realiza pré-natal?(1)Sim (2)Não Nutriz: (1)Sim (2)Não 
GESTA: _________ PARA: _________ ABORTO: ________ 
Quando ocorreu o último parto? ________ 
Onde?Tipo de parto? (1) Vaginal(2) cesárea 

Gest:Gestmes 
PrenatalNutriz: 
Gesta: Para: 
Aborto:Ultimopart: 
Ondeparto:Tipoparto: 

XIV – DE QUAL RAÇA VOCÊ SE CONSIDERA?  
(1) Negra (2) Branca (3) Indígena (4) Mestiça  
(5) Outra. Qual? ___________________________ 
Possui parentesco estrangeira conhecida?1)Sim (2)Não 
De que origem você se considera? 
(1) Européia (2) Africana(3) Ameríndia(4) outra  

Raça: 
Outraraça: 
 
Origem: 
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ANEXO B. INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS. 

Estudo dos genótipos dos vírus das hepatites B no Delta no Maranhão. 
 
Nome: ________________________________Idade__________Nasc.____/____/__ 
Endereço____________________________________Naturalidade______________
Estado ivil________________________sexo______escolaridade_______________ 
DADOS EPIDEMIOLÓGICOS 
Ocupação Atual: Trabalhou na saúde:   S (  ) N (  ) 
Sangue      Doador S (  ) N (  ) 1ª 

vez 
Doações/ano: Última aceita: 

   Transfusão: S (  ) N ( ) Quando: Motivo: 
  
Drogas  

    Álcool: abstinência por toda vida (     
abstinência há: 

Consumo ativo (   ) Tempo de 
consumo: 

Cerveja (  ) cachaça (  ) vinho (  ) uísque 
(  ) outro 

Quantificação:  

Ilícitas: N (  ) S (  ) Via: Ina: (  ) EV (  ) 
Quando:  

Seringa própria: S (  ) N (  ) 

  
Atividade 
sexual 

Vida sexual: ativa (  ) inativa (  ) 
oligoativa (  ) 

Heterossexual (  ) Homo (  ) 
Bissexual (  )  

Relação estável (  ) 1 parceiro (  ) mais 
de 1 parce. (  ) 

Promisc. sexual (> 3 parc. em6 
m) S (  ) N (  ) 

Preservativo: S (  ) N (  ) 
Extraconjugal   (  ) às vezes 

DST S (  ) N (  ) Qual e quando: 

  
  
Pérfuro  
cortantes 

Cirurgia eletiva:   S (  )    N (  ) Qual e quando: 
Dentista: Extração (  ) Canal (  ) Outro 
(  )  Qual:  

Quando:                 Dentista 
prático: S (  ) N (  ) 

Uso comum de alicates, barbeadores, 
navalhas, etc: 

Em casa (  ) no salão/ barbearia 
(  ) Quando:  

Acidentes com obj. pérfuro cortante: S 
(  ) N (  ) Quando:  

Contato com sang. de outro:S 
(  )N (  ) quando:  

Injeções com seringa de vidro no 
passado: S (  ) N (  ) 

Acupuntura: S (  ) N (  ) 

Tatuagem: S (  ) N (  ) Quando: Piercing: S (  ) N (  ) Quando: 
Antec.  
Pessoal  

(Especificar condição e tempo: medicamentos, doença, icterícia, hepatite, 
internações, etc)  

Doenças 
associad 

(Especificar condição e tempo: HAS, DM, dislipidemias, tireopatias, etc)  

Anteced.  
familiar 

(Especificar condição e tempo: contato com doente hepático agudo ou 
crônico, icterícia, IRC/diálise, DM, etc)  

  
Exame 
físico 

PA:                            FC:                           FR:                     Peso:                
       Altura:                   IMC: 
Geral:                                                                              AR/ACV: 
Abdome: 
Spiders (  ) Eritema palmar (  )  Flapping (  ) Icterícia (      /4+) Circulação 
colateral (     )Baqueteamento digital (  ) 
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 EXAMES COMPLEMENTARES 
Data do exame       Cônjuge 
 Mar 
ca 
do 
res 
Vi 
rais 

HBsAG         
Anti-HBs T         
Anti – HBcIgM         
Anti-HBAS         
HBeAg         
Anti-HBe  
HBV-DNA 
Genotipagem 
Anti-HDV 

        

 Tes 
tes 
He 
pá 
ti. 

ALT     (LSN)         
AST     (LSN)         
GGT    (LSN)         
FA       (LSN)         
Bilirrubina D/I         
TAP         
Albumina         

Alfafetoproteína         
He 
mo 
gra 
ma 

Hb/Htc         
VCM         
Leucócitos         
Neutrófilos         
Diferencial         
Plaquetas         

Glicemia em jejum         
Lipi 
dogr 

Colesterol total         
HDL/LDL         
Triglicérides         

  
       EDA 

  
  

  
  Biopsia 

  
  

   

 Coleta de sangue para HBV-DNA: _____/______/________ 
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ANEXO C. PARECER CONSUBSTANCIADO CEP. 
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ANEXO D. PARECER CONSUBSTANCIADO CEP. 
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ANEXO E. TCLE. 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

  

As hepatites virais são doenças que afetam o fígado e que possuem grande 

importância na saúde pública. Estas doenças na maioria das vezes não têm sintomas 

e quando apresentam podem ser fatais. Por esta razão convidamos o Senhor (a), a 

participar da pesquisa “Estudo das Hepatites B, C e D nos municípios de Urbano 

Santos, Humberto de Campos e da Região do Baixo Munim, Maranhão, Brasil,” 

a ser realizada, nos municípios de Urbano Santos, Axixá, Morros, Icatu e Humberto 

de Campos, coordenada pela Professora Doutora Adalgisa de Sousa Paiva Ferreira, 

residente à rua, Mitra, Ed. Maison Lafite Ap 1101. Renascença II, São Luís – MA. 

Telefone: (98) 3227-39.08; Fax-(98)32270131; e-mail adalgisa@terra.com.br. Este 

projeto tem como objetivo verificar o número de pessoas contaminadas com os vírus 

das Hepatites B (HBV), C (HCV) e D (HDV) na população dos municípios já citados. 

Também serão feitos exames de sangue para mostrar se há uma maior facilidade ou 

dificuldade para o aparecimento e desenvolvimentos dessas hepatites, de onde ela 

vem, (da África, Europa ou América) e se algum desses vírus tem alguma relação com 

as raças (branca, negra, indígena).  Serão coletadas amostras de 15 mL de sangue. 

A coleta de sangue poderá causar um leve desconforto local, ou mesmo sensibilização 

e escurecimento do local de coleta, porém se o senhor (a) pressionar com algodão à 

parte puncionada, mantendo o braço estendido, sem dobrá-lo, a possibilidade de ficar 

roxo ou dolorido é muito pequena. 

O material utilizado para coleta de sangue será descartado em recipientes 

apropriados para materiais pérfuro-cortante e todos os tubos de sangue serão 

mantidos em caixas térmicas com gelo. Todas as amostras de sangue serão utilizadas 

exclusivamente para este projeto. Ao término desta pesquisa o restante do material 

será descartado.   

Em caso de dúvidas e/ou questionamentos relacionados com a ética da 

pesquisa, entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital da 

Universidade Federal do Maranhão-HUUFMA, situado na Rua Barão de Itapary, 227, 

Centro, CEP 65020-070, São Luis-MA, telefone: (98) 2109 1250, email: 

cep@huufma.br. Quaisquer outras dúvidas a respeito da pesquisa, entrar em contato 

com a Prof. Dra. Adalgisa de Sousa Paiva Ferreira pelo telefone (98) 2109 1294.  
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Para realizar esta pesquisa, contamos com sua colaboração no sentido de 

responder as perguntas do formulário. Informamos que a pesquisa não lhe trará 

nenhum prejuízo, não afetará em nada se você tiver fazendo algum tratamento. Não 

haverá nenhum gasto com sua participação como também não receberá nenhum 

pagamento. Os exames serão totalmente gratuitos. Será garantido sigilo sobre as 

informações pessoais, tais como nome e RG. Sua participação não é obrigatória, mas 

é importante e, a qualquer momento poderá desistir de participar e retirar seu 

consentimento, como também poderá se recusar a responder quaisquer das questões 

que lhes causar constrangimento. Sua recusa não trará nenhum prejuízo em sua 

relação com os pesquisadores ou com a instituição.  

Caso o exame seja positivo para algum dos vírus das hepatites, entraremos em 

contato para devida orientação. O resultado será de fundamental importância para 

melhorar o atendimento à população acometida da Hepatite B, C e D como também 

será usado para fins científicos e será publicado para uso da comunidade acadêmico-

científica. Se concordar em participar, favor assinar as duas vias desse documento na 

final página sendo uma sua e outra do pesquisador. Agradecemos pela sua 

participação e nos colocamos à sua disposição para quaisquer esclarecimentos. 

 

NOME E ASSINATURA DO SUJEITO OU RESPONSÁVEL  

São Luís (MA) _____/_____/_____ 

_________________________ 

(Assinatura) 

__________________________ 

(Nome por extenso) 

 

Assinatura do (a)_____________________________________________  

Pesquisador 
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ANEXO F. SUBMISSÃO DE ARTIGO. 
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ANEXO G. SUBMISSÃO DE ARTIGO. 
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ANEXO H. NORMAS DA REVISTA. 
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