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RESUMO

INTRODUCAO: A concomitante presenca do HBsAg e anti-HBs na infeccdo pelo
virus da hepatite B (HBV) deve-se, principalmente, a muta¢cées pontuais no
determinante “a” que causam alteragbes na antigenicidade do HBsAg levando a
existéncia de variantes ndo sensiveis a acado neutralizante do anti-HBs que
possibilitam o escape imune. Assim, o objetivo desse estudo foi identificar individuos
positivos para esse perfil entre portadores do HBsAg identificados em um estudo de
prevaléncia HBV. METODOS: Foram incluidos participantes de um estudo de
prevaléncia de hepatites virais realizado em uma regido do Estado do Maranhéo,
Nordeste do Brasil, que apresentaram positividade para HBsAg e anti-HBs e tinham
HBV-DNA quantificado. Todas as amostras foram submetidas a realizacdo do
HBsAg, anti-HBs e Anti-HBc. Foram pesquisas mutagdes no determinante “a”
inserido na Major Hidrophilic Region (MRH) do gene S. RESULTADOS: Entre 3987
individuos avaliados no estudo, 92 (2,3%) eram portadores do HBsAg. Dentre estes,
trés tinham o perfil andbmalo HBsAg e anti-HBs positivos (3,26%). Todos foram
identificados como subgendétipo D4. Apenas um individuo apresentou duas
mutacdes do gene S, dentro do determinante “a” (Y134N/T1401). CONCLUSAO: Em
uma comunidade do Nordeste do Brasil foi identificada baixa frequéncia do perfil
atipico HBsAg e AntiHBs positivos simultaneamnente. Entre eles, apenas um
individuo apresentou mutagbes no determinante “@” do gene S, ja descritos
anteriormente associados a esse perfil. De qualquer modo, a existéncia de escape
imune em uma comunidade pode ter grande importancia, especialmente na

avaliagdo dos programas de imunizagéo.

Palavras-chaves: Hepatite B. HbsAg. Anticorpo. Mutacéo.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The concomitant presence of HBsAg and anti-HBs in hepatitis B
virus (HBV) infections mainly results from isolated mutations in the a-determinant,
which causes changes HBsAg antigenicity. This in turn causes variants
unsusceptible to the neutralizing action of anti-HBs, thus permitting immune escape.
Therefore, this study had the aim of identifying subjects with this profile among
HBsAg carriers identified in an HBV prevalence study. METHODS: The study
included patrticipants enrolled in a study of viral hepatitis prevalence from the state of
Maranhao in northeastern Brazil. These participants had tested positive for HBsAg
and anti-HBs and had quantified HBV DNA. All samples were evaluated for HBsAg,
anti-HBs, and anti-HBc. Mutations were sought in the a-determinant located in the S
gene’s major hydrophilic region (MHR). RESULTS: Among the 3,987 individuals
evaluated, 92 (2.3%) were HBsAg carriers. Among these, three had the atypical
HBsAg and anti-HBs-positive profile (3.26%). All were identified as subgenotype D4.
Only one individual had two S gene mutations, within the a-determinant
(Y134N/T140l). CONCLUSION: The frequency of individuals concomitantly positive
for HbsAg and anti-HBs was low in the patient sample. Only one individual had
mutations in the S gene a-determinant, which is known to be associated with this
profile. Nevertheless, the existence of immune escape in communities can have

great importance, especially for evaluating immunization programs.

Key words: Hepatitis B. HbsAg. Antibody. Mutation.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que cerca de 240 milhdes de pessoas sao cronicamente portadoras
do virus da hepatite B (HBV) (LOZANO et al., 2012; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015a). Sua prevaléncia apresenta grandes variagdes em
diferentes partes do mundo, definidas por endemicidades alta, média e baixa
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015b). No Brasil, estudo de revisdo
recentemente publicado identificou que, de modo geral, o pais apresenta taxa de
prevaléncia menor do que 1%, exceto em algumas regides da Amazdnia e em
algumas areas rurais dos Estados do Nordeste e Centro-Oeste, onde séao
encontradas areas de média endemicidade (entre 2 e 8%) (SOUTO, 2015).

Na infecgéo pelo HBV, o desaparecimento do HBsAg e a emergéncia do anti-
HBs pressupdem o desenvolvimento da imunidade contra o virus, ja que esse
ultimo, € o anticorpo que o neutraliza (GERLICH, 2007). Do mesmo modo, a
presenca do anti-HBs ap6s a vacinagdo tem o mesmo significado (COLSON et al.,
2007; JANG et al., 2009). A concomitante presenca do HBsAg e anti-HBs vem sendo
descrita desde a década de 70 e se constitui em um desafio para o
acompanhamento clinico dos portadores, pois a indefinicdo do seu real significado
pode ser de grande importancia epidemiolégica em consequéncia da inatividade do
anti-HBs resultante de vacinacdo diante da infeccdo com virus que sofreram
transformacao de escape antigénico (LIU et al., 2012; DING et al., 2016).

A prevaléncia desse perfil ao redor do mundo tem se mostrado em torno de
2,43% a 8,9% em estudos com populagdes de alta e baixa endemicidades (LIU et
al., 2012; ZHANG et al., 2007; LADA et al., 2006; PANCHER et al., 2015; COLSON
et al., 2007; LIU et al., 2016; DING et al., 2015; HUANG et al., 2010; DING et al.,
2016; CHEN et al., 2011; PU et al., 2015).

As proteinas do envelope do HBV sao produzidas a partir das regides Pré-S/S
do genoma viral. Elas sdo compostas pelas fragdes Large (L), Middle (M) e Small
(S). Esta ultima, que corresponde ao HBsAg, contém a chamada Major Hidrophilic
Region (MHR) (aa 99 e 169), que contém o determinante “a” (aa 124 a 147), cuja
conservacao é importante na conformagcdo do HBsAg para que sua acao
imunogénica seja mantida (ZHANG; DING, 2015). Esse determinante corresponde
ao principal sitio de reconhecimento do HBsAg pelos linfécitos e pelo anti-HBs
gerando neutralizacao do virus (CALIGIURI et al., 2016).
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Um dos principais mecanismos pelo qual ocorre a presenca do HBsAg e do
anti-HBs concomitantemente € a mutagdo pontual na MHR, principalmente no
determinante “a”, causando alteragbes relevantes nas propriedades antigénicas do
HBsAg e levando a existéncia de variantes ndo sensiveis a agao neutralizante do
anti-HBs (PONDE, 2011; SHI et al., 2012; BRUNETTO, 2014).

Estas mutacbes podem ocorrer principalmente: (1) por pressdao imune de
vacinagdo do HBV ou por acdo da imunoglobulina humana anti-hepatite tipo B
(IGHAHB), sendo esta utilizada em portadores do virus ou; (2) de forma natural na
infecgdo crbnica, causada pela pressao seletiva exercida pelo sistema imunolégico,
gerando um anti-HBs que ndo neutraliza o HBsAg coexistente (PONDE, 2011;
ALAVIAN; CARMAN; JAZAYERI, 2013; GAO et al., 2015; COPPOLA et al., 2015;
ZHANG et al., 2007).

Foram descritas 54 mutagbes no determinante “a” associadas ao perfil
anémalo HBsAg e anti-HBs positivos. Dentre essas, as mais frequentemente
descritas até agora foram a G145R (substituicdo de uma glicina por uma arginina na
posicao 145), associada a vacinag¢ao contra hepatite B e também ao uso da IGHAHB
e 1126S (substituicdo de isoleucina por serina na posicao 126), relacionada com a
infeccdo crbnica que implica na alteracdo de antigenicidade do HBsAg, e
consequente escape imune do HBV (CUESTAS et al., 2006; MATHET et al., 2006;
LADA et al., 2006; LU et al., 2006; COLSON et al., 2007; ZHANG et al., 2007;
SAYINER et al., 2007; VELU et al., 2008; JANG et al., 2009; VAN DOMMELEN et
al., 2010; HSU et al., 2010; HUANG et al., 2010; WANG et al., 2010; CHEN et al.,
2011; LIU et al., 2012; HSU et al., 2013; PANCHER et al., 2015; PU et al., 2015;
DING et al., 2015; DING et al., 2016; LIU et al., 2016).

No Brasil, Bertolini et al. (2010) estudaram 25 criancas nascidas de maes
portadoras do HBsAg, que foram submetidas a vacinacado e ao IGHAHB, no qual
encontraram apenas uma que apresentava este perfil atipico, mas nao foi
identificada a mutagdo G145R, a mais tradicionalmente associada a infec¢do viral
que sofre acao da vacina e IGHAHB (CARMAN et al., 1990).

Ainda nao ha informacoes sobre a frequéncia desse perfil sorolégico no Brasil
em estudo envolvendo amostras de regides especificas. Populacbes estas que
podem estar susceptiveis a infecgdo pelo HBV mesmo tendo sido vacinadas e
tenham desenvolvido o anti-HBs.
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Assim o objetivo desse estudo foi identificar individuos positivos para esse
perfil em uma pesquisa de prevaléncia do hepatites virais, incluindo o HBV realizado
nos municipios de Axixa, Morros, Icatu, Humberto de Campos e Urbano Santos,
localizados no Estado do Maranh&o, regidao Nordeste do Brasil, onde foi realizado
estudo de prevaléncia do HBV.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Virus da Hepatite B

O HBV ¢é virus envelopado que pertence a familia Hepadnaviridae, género
Orthohepadnavirus e possui tropismo por células hepaticas. Com aproximadamente,
42nm de diametro, com nucleocapsideo icosaédrico de 27nm e genoma circular
constituido de DNA de fita dupla incompleta contendo aproximadamente 3.200
nucleotideos (LIU et al., 2006) (Figura 1).

Figura 1 - Representacao esquematica da particula viral completa do HBV.

Medium suefoce protein
(S + Pre$2)

lo'o. 4. p »
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Small surface protein (S)

ONA

Polymerase [P]

Disponivel em: http://pt.dreamstime.com/imagem-de-stock-royalty-free-v%C3%ADrus-da-hepatite-b-
image22144156

O genoma do HBV (Figura 2) possui quatro fases abertas de leitura (open
reading frame — ORF) compostas pelos seguintes genes: gene S que codifica as
proteinas que formam o antigeno de superficie, as proteinas L (/arge), M (middle) e
S (small), formado pelas regides Pré-S1, Pré-S2 e S; gene C, formado pelas regides
Pré-Core e Core, sintetiza as proteinas do HBcAg e HBeAg; gene P, que codifica a
DNA-polimerase; e gene X, com a fungdo de sintese da proteina X, que parece ter
uma funcdo fundamental na replicagdo viral e no surgimento do carcinoma
hepatocelular (LIANG, 2009; LIAO et al., 2012).


http://pt.dreamstime.com/imagem-de-stock-royalty-free-v%C3%ADrus-da-hepatite-b-image22144156
http://pt.dreamstime.com/imagem-de-stock-royalty-free-v%C3%ADrus-da-hepatite-b-image22144156
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Figura 2 - Representacdo esquematica da organizagdo genbmica do virus da
hepatite B (HBV) mostrando as fases abertas de leitura (ORF) existentes.

+ DNA Dupla-Fita
Parcial

Fonte: Brasil (2015)

A proteina S (small), que corresponde ao HBsAg (antigeno de superficie do
HBV) codificada pelo gene S contém o segmento entre os aminoécidos 99 e 169 a
denominada Major Hydrophilic Region (MHR), em que o determinante “a” (aa 124 a
147) esta localizado (Figura 3), cuja conservagcédo é importante na conformacgédo do
HBsAg para que sua ag¢ao imunogénica seja mantida (ZHANG; DING, 2015). O anti-
HBs reconhece esse epitopo na sua acao de neutralizacao (CALIGIURI et al., 2016).
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Figura 3 - Representacao esquematica da proteina S do HBV, demonstrando a MRH
(aa100 a 169) e a localizacao do determinante "a" (aa124 a 147).
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Fonte: Pondé (2011).

O determinante "a" apresenta epitopos conformacionais que sao estabilizados
por uma estrutura principal de residuos de cisteina ligados por pontes dissulfureto
conservado (aa 121-124; aa 124-137 e aa 139-147) sendo essencial para a
imunogenicidade do HBsAg (Figura 4). As alteracbes nos residuos de cisteina
podem resultar na antigenicidade reduzida ou na redug¢do dos niveis de expressao
da proteina, que implicara na falha da neutralizacao da infeccao viral, além de afetar
a deteccdo em ensaio de diagndéstico, dependendo dos epitopos reconhecidos pela
configuracdo do reagente utilizado no ensaio (COLEMAN, 2006; PONDE, 2011;
ALAVIAN; CARMAN; JAZAYERI, 2013; BIAN et al., 2013).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da MRH demonstrando as ligagdes dos
residuos de cisteina formado por ligaces de dissulfureto.
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Fonte: Pondé (2011).

2.2 Concomitancia HBsAg e anti-HBs

O percurso sorolégico da hepatite B geralmente descrito na literatura, que
ocorre na maioria dos portadores do HBV, é a deteccdo do antigeno de superficie
(HBsAg) no periodo de incubacéo (50 a 180 dias) que persiste durante a fase aguda,
desaparecendo com a convalescenga, cerca de trés a cinco meses apos a
exposi¢ao. Enquanto, sua persisténcia por mais de 6 meses define o estado de
portador crénico do HBV (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015a).

No individuo que elimina o virus, na fase de convalescéncia ocorre aumento
progressivo das concentracbes do anti-HBs, indicando desenvolvimento de
imunidade para este virus. Esse marcador surge com o desaparecimento do HBsAg
e se mantém detectavel no soro por toda a vida do paciente, indicando imunizacao
ativa na grande maioria dos individuos submetidos a vacinagéo para o HBV (LIANG,
2009). Os niveis inferiores a 10 Ul/ml sdo considerados ndo responsivos, baixo
responsivos sao aqueles que apresentam titulos entre 10,0 e 99,0 Ul/ml e
responsivos, aqueles cujos titulos sao superiores a 100 Ul/ml (MOMENI et al., 2015).
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Em contradicdo a esse padrao soroldgico, a coexisténcia do HBsAg e do anti-
HBs é um perfil anémalo, apresentando uma prevaléncia de cerca 2,43% a 8,9%
dependendo da populacdo estudada (LIU et al., 2012; ZHANG et al., 2007; LADA et
al., 2006; PANCHER et al., 2015; COLSON et al., 2007; LIU et al., 2016; DING et al.,
2015; HUANG et al., 2010; DING et al., 2016; CHEN et al., 2011; PU et al., 2015).
Entretanto, o mecanismo subjacente a presenca de ambos os marcadores €
desconhecido mesmo sendo relatado desde 1976, podendo ser observado nas
hepatites aguda e cronica e no carcinoma hepatocelular (LADA et al., 2006;
GERLICH, 2007).

Quando relatado pela primeira vez foi considerado como superinfeccao por
uma segunda cepa do HBV (COLSON et al., 2007; JANG et al., 2009; LIU et al.,
2012), ideia adotada como justificativa na infeccdo aguda, que segundo Pondé
(2011) pode apresentar um determinante “a” diferente do primeiro infectante do
HBYV, cujos anticorpos pré-existente ndo seriam capazes de reconhecer o novo virus
em circulacao.

Na infecgdo crénica, acredita-se que substituicbes simples ou multiplas de
aminoacidos e/ou variacdes dentro e/ou fora do determinante "a" ou em outras
regibes da proteina S (HBsAg), que ocorre naturalmente durante o curso da
infeccdo, favorece as alteracbes de antigenicidade e, subsequentemente, a
coexisténcia do HBsAg e anti-HBs (CUESTAS et al., 2006; LADA et al., 2006;
KAJIWARA et al., 2008; HUANG et al., 2010; WANG et al., 2006; PONDE, 2011).

Desse modo, Chen et al. (2011) afirma que pode haver trés situacoes
importantes que conduzem a coexisténcia do HBsAg e anti-HBs: a) o portador
crénico com resposta anti-HBs existente, mas ineficaz; b) avanco do HBV em
pessoas vacinadas e; c) a reativagdo do HBV em pacientes que se submetem a
imunossupressao. Ainda assim, o significado viroldgico, resposta imune e evolucao
clinica destes pacientes permanecem largamente desconhecidos.

Neste caso, a presenca do anti-HBs n&o indica a eliminagéo viral e sugere
que os portadores desse perfil apresentam replicacéo ativa. Além disso, a presenca
de anti-HBs néo exclui a possibilidade de uma nova infeccado do HBV ou reativacao
de uma infeccdo do HBV preexistente sob certas circunstancias, tais como drogas
tratamento imunossupressor ou infec¢ao por HIV (PALMORE et al., 2009).
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2.3 Mutacoes de escape

Ao analisar as mutagdes presentes no HBV deve-se atentar que o virus utiliza
transcriptase reversa para se replicar por meio de um RNA, em consequéncia disso
genomas virais mutantes intermediarios e quasespécies sao geradas levando ao
aparecimento de mutantes virais durante a infeccdo que ocorre naturalmente
(PURDY, 2007). Esses mutantes muitas vezes misturam-se com virus do tipo
selvagem em portadores do HBV. Dessa maneira, a variabilidade genética desafia a
sensibilidade dos ensaios imunoldgicos e moleculares que implica no diagndstico,
tratamento e pds-avaliagdo da hepatite B (SCHOCHETMAN; KUHNS, 2006;
WEBER, 2006).

Isto posto, os mutantes de escape do HBV tém sido capazes de escapar ou
transferi passivamente as respostas neutralizantes induzidas pela vacina, levando
ao desenvolvimento do HBsAg na presenca de titulos elevados de anticorpos anti-
HBs (PAWLOTSKY, 2005). Essas alteracdes podem tornar qualquer defesa humoral
anti-HBs contra o HBsAg menos eficaz, direcionando a um escape do
reconhecimento pelo sistema imunitario do hospedeiro, o que justifica a detecgéo
simultanea de HBsAg e Anti-HBs (SONG et al., 2005; LADA et al., 2006; COLSON et
al., 2007).

Essas variantes estao relacionadas com a simultaneidade de portadores com
HBsAg e anti-HBs que podem, tanto comprometer a expressdo da proteina do
HBsAg quanto promover a retengdo viral intracelular que conduz a uma baixa
concentracao de produtos génicos extracelulares na corrente sanguinea, apesar de
replicacdo viral ativa, resultante da falta de determinantes antigénicos principais
reconhecidos por anticorpos especificos (CHEN et al., 2006; MUN et al., 2008;
PONDE, 2011).

As mutagdes em l6cus Unicos ou multiplos do determinante "a" podem ser
resultado de uma forte pressao seletiva imunolégica sobre essas populagdes virais,
possibilitando a sua emergéncia, induzindo um mecanismo de escape viral que ira
impedir a neutralizagdo do HBsAgQ, ja que o0 escape imune ocorre pelo
direcionamento de anticorpos que circulam no soro a um HBsAg que nao esta mais
presente (PONDE, 2011; PANCHER et al., 2015; LIN et al., 2013; BRASIL, 2015).

Primeiramente foram descritas o surgimento do escape vacinal do HBV em

1990, em uma crianca que recebeu imunizacao pés-exposicao, devido a mutacao
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G145R, no qual trata-se de uma substituicdo de glicina por arginina na posicao 145,
localizada no segundo ciclo do determinante "a". Sendo esta a mutagdo a mais
importante e documentada na literatura, porém muitas outras substituicdes tém sido
descritas dentro e fora da sequéncia do determinante "a" e na regidao pré-S
(CARMAN et al. 1990; WEBER, 2005; PAWLOTSKY, 2005; PONDE, 2011; SHIRAZI
et al., 2013). Fato que levanta preocupacbes sobre o sucesso do programa de
vacinagdo, bem como ensaios de diagndstico, os quais dependem dos epitopos
reconhecidos para a configuracdo do reagente do ensaio (COLEMAN, 2006;
HORVAT, 2011).

A mutacao G145R ocasiona alteragdes conformacionais que afetam a ligacao
dos anticorpos neutralizantes e que propicia a disseminagdo dessas variantes nao
detectadas pelos testes soroldgicos habituais, tornando-se estavel no decorrer do
tempo, sendo esta capaz de replicar-se em altos titulos por muitos anos. Além disso,
pode ser transmitida horizontalmente, uma vez que persiste em leucocitos no
sangue periférico de portadores assintomaticos do HBV (LINDENBERG, 2013;
MATOS, 2007).

O escape vacinal contesta 0 sucesso da estratégia universal de vacinacao
contra hepatite B, pois a descoberta do virus mutante, mostra trocas de aminoacidos
na proteina de superficie do HBsAg, 0 que pode levar a reducdo ou mesmo abole a
ligacdo de anticorpos neutralizadores induzidos pela vacina. Consensos de
diferentes estudos, indicam que a presenca de escape mutantes da vacina pode ser
considerado negligenciavel em relagdo aos programas de vacinacdo em todo o
mundo (SHEPARD et al., 2006; HSU et al., 2010; ALAVIAN; CARMAN; JAZAYERI,
2013).

Outra situacao pertinente, sdo as fugas imunes naturais que foram descritas
em pacientes que nado receberam IGHAHB ou vacina, resultando,
consequentemente, em uma replicacdo viral ativa com a deteccdo do HBsAg e
doenca hepética, apesar da soroconversdao para anti-HBs em pacientes com
hepatite B cronica devido a resposta endogena do anti-HBs existente (AVELLON;
ECHEVARRIA, 2006; NOROUZI et al., 2010; NOROUZI et al., 2012; SAYAD et al.,
2012; LADA et al., 2006; SONG et al., 2005). Possibilidade justificada pelo
aparecimento das mutagdes de escape em que esta proteina ndo poderia ser
reconhecida pelo sistema imunitario do hospedeiro devido a pressdo seletiva
(ALAVIAN; CARMAN; JAZAYERI, 2013).
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Quando ocorrem dentro do determinante “a”, essas mutagbes tendem a
ocorrer preferencialmente no primeiro loop que envolve as posi¢gbes 126, 129, 130,
131, 133, no qual a posicao 126 do primeiro ciclo foi afetada com maior frequéncia
(SONG et al., 2005). No segundo ciclo, as posi¢cbes 141 a 145 sdo cruciais para a
ligagdo dos anticorpos anti-HBs induzidos pela vacina recombinante para o HBV e
as posicoes de 144 e 145 especificamente sdo mais frequentemente associadas
com a pressao imune do anti-HBs do que mutagées em outros dominios ectopicos
da MRH. As mutagdes nas posi¢cdes 143, 144, 145 pode resultar em ma reatividade
com anticorpos monoclonais (LADA et al., 2006; BERTOLINI et al., 2010; LIU et al.,
2012; ALAVIAN; CARMAN; JAZAYERI, 2013). Estas diferencas na localizacao de
mutacdes pode representar uma caracteristica distinta das muta¢des que ocorrem
naturalmente e pode sugerir diferengas nos epitopos alvo do anti-HBs adquiridos
naturalmente e dos obtidos por imunizagdo (PONDE, 2011).

Quanto ao estado imunolégico do hospedeiro, este padrao compreende um
achado relativamente comum em individuos em tratamento dialitico, receptores de
transplantes, infectados pelo HIV ou individuos em tratamento quimioterapico ou uso
de drogas imunossupressora. Nesses individuos, que possuem HBV com mutacdes
no determinante "a", pode escapar da capacidade de neutralizacdo de anti-HBs e,
dessa forma, albergam cepas altamente replicativas e estdo propensos a uma maior
propagacao da infecgdo. Isso indica que a sua deteccdo na rotina clinica pode ser
um achado importante, uma vez que pode sugerir uma condicdo de
imunossupressao (COLSON et al., 2007; PONDE, 2011; BRUNETTO, 2014).

Em contrapartida, se essa coexisténcia se fizer presente em portadores
HBeAg positivo e imunotolerantes altamente virémicos a alternativa € que a
heterogeneidade da producdo de anticorpos pode ultrapassar a variabilidade do
virus (ZHANG et al., 2007; SHI et al., 2012; YU et al., 2014).

O prognostico de portadores com este perfil sorolégico ainda necessita de
mais pesquisas (ZHANG et al., 2007). Mas, Colson et al. (2007) sugerem que essa
concomitancia pode esta relacionada com doenca hepatica mais avangada, como a
hepatite B crénica com fibrose avancada, cirrose e pior prognéstico. Assim como,
Jang et al. (2009) e Brunetto (2014) ao mostrarem a relagdo clinica dessa
simultaneidade com carcinoma hepatocelular, concluiram que as mutacdes de

escape contribuem significativamente para a hepatocarcinogenése. Todavia, esse
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perfil soroldgico atipico n&o foi incluido na maioria dos estudos clinicos devido a sua
baixa prevaléncia (SEO et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

e Identificar individuos com perfil sorolégico anémalo (HBsAg e anti-HBs
positivos);
e Pesquisar mutagdes do gene S ja identificadas que pudessem justifica esse

perfil.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sujeitos e amostra

Trata-se de um estudo transversal com individuos que participaram de um
estudo de prevaléncia de hepatites virais realizado em uma regido do Estado do
Maranhao (municipios de Humberto de Campos, Axixa, Morros, Icatu e Urbano
Santos) (Figura 5), realizado entre Margco de 2012 a Dezembro de 2014 onde foi
identificada uma endemicidade intermediaria da infeccao, prevaléncia de 2,30%
(dados ainda nao publicados).

Figura 5 - Municipios em que o estudo foi realizado.

A coleta de dados se deu por de um questionario epidemiolégico demografico
(ANEXO A) e amostras de 10 ml de sangue, que posteriormente foram feitas
aliquotas em duplicata que foram conservadas em freezer a -70°C para realizacao

dos exames sorologicos e moleculares.
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A amostragem foi feita por conglomerado em dois estagios, no primeiro foram
sorteados os setores com probabilidade proporcional a populagcdo e no segundo
foram sorteados os quarteirdes. Com o mapa do setor, foram sorteados: o quarteirdo
inicial, em seguida, o ponto de inicio do quarteirdo, prosseguindo-se no sentido
horario. Caso nesse, quarteirdo sorteado ndo fosse alcancado o numero de
amostras para o setor, mais um quarteirdo foi sorteado até que o numero das

amostras para o setor fosse alcangado.

4.2 Testes sorologicos

Todas as amostras foram submetidas a realizagdo do HBsAg, anti-HBs e Anti-
HBc, utilizando a técnica de imunoenzimatico (ELISA) com utilizagdo de Kkits
comerciais (Diasorin, ltalia). Os resultados dos anti-HBs foram obtidos em
absorbancia e convertidos em Ul/ml, sendo definido como positivo os titulos
superiores a 10 Ul/ml. E os com HBsAg positivos foram submetidos a pesquisa de
HBeAg e anti-HBe utilizando mesma metodologia dos demais marcadores.

Os portadores que apresentaram simultanea positividade para HBsAg e anti-
HBs foram submetidos repeticdo dos testes. Naqueles confirmados foram realizados

a determinagdo da carga viral e genotipagem do virus.
4.3 Analise da sequéncia do gene S

A extracdo do DNA do HBYV foi realizada nas amostras nas quais foi possivel
a detecgédo, empregando-se o Kit QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®) a partir
de 200 puL, seguindo instrucdes do fabricante.

A quantificagdo da carga viral foi feita através de PCR em tempo real, tal
como descrito anteriormente (SITNIK et al., 2010).

A genotipagem foi realizada por meio da utilizacdo de primers para
amplificacdo de um fragmento de 1306 pares de bases (pb), que compreende todo o
gene Pré-S/S do HBsAg e parte da polimerase, Todas as sequéncias dos primers e
procedimentos de amplificacdo e sequenciamento ja foram descritos (BARROS et
al., 2014; GOMES-GOUVEA et al., 2015). Nesse processo, foi utilizada a enzima
polimerase Platinum Taq DNA (Invitrogen) e os primers PS3132F (5 CCT CCY GCH
TCY ACC AAT CG 3’; nt 3132-3151) e 2920RM (5 ACG TCC CKC GHA GRA TCC
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AG 3’; nt 1417-1398) na primeira rodada de PCR, e PS3201F (5 CAY CCH CAG
GCM ATG CAG TGG 3’; nt 3201-3221) e P1285R (5° CWA GGA GTT CCG CAG
TAT GG 3’; nt 1285-1266) na segunda rodada que anelam em regides conservadas
do gene S.

Para o sequenciamento foram utilizados trés pares de primers da regiao
S/Pol: 1 — PS3201F e HBV477R (5 GGA CAV ACG GGC AAC ATACCT T 3’; nt
477-456); 2 - L372 (5 — TCG YTG GAT GTR TCT GCG GCG TTT TAT — 3’; nt 370—
396) e RADE2M (5 — TGR CAN ACY TTC CAR TCA ATN GG - 3’; nt 989-970); 3 —
P781F (5 GAR TCC CTT TWT RCC KCT RTT ACC 3’; nt 781-804), e P1285R
(GOMES-GOUVEA et al., 2015).

A eletroforese foi realizada pelo sequenciador automatico o ABI 3500 DNA
Sequencer (Applied Biosystems).

4.4 Mutacoes no gene S

As sequéncias dos fragmentos sequenciados foram traduzidas para
aminoacidos e comparadas a sequéncia de aminoacidos de uma sequéncia
referéncia consenso em relacéo a cada subgenétipo.

As mutacgdes foram investigadas em todo determinante “a” (aa 124 a 147) que

esta incluido na MRH entre os residuos 100 a 169.
4.5 Consideracoes éticas

Este estudo foi submetido a Comissao Cientifica do HUUFMA, a analise do
Comité de Etica em Pesquisa do HUUFMA e tem Parecer Consubstanciado
aprovado sob o0 n® 448.731 (ANEXO B) apdés emenda (via Plataforma Brasil) que
solicitou prorrogacao do tempo de execuc¢ao do projeto, atendendo aos requisitos da
Resolugao 466/12 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude.

Somente apds a autorizacdo de cada participante, com a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C) é realizada a coleta das
informacgdes por meio de um questionario, assim como a coleta de sangue para a
realizacdo dos exames laboratoriais. Os procedimentos de biosseguranca referentes
a coleta, manipulacdo e processamento do material biolégico, estdo sendo
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realizados segundo as regras basicas para o trabalho em laboratério (BRASIL,
2006).
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5 ARTIGO ORIGINAL

MUTACAO NO DETERMINANTE “a” DO GENE S DO ViRUS DA HEPATITE B
ASSOCIADA AO HBsAg E anti-HBs PRESENTES SIMULTANEAMENTE EM UMA
POPULAGAO DO NORDESTE DO BRASIL

INTRODUCAO

Estima-se que cerca de 240 milhdes de pessoas sdo cronicamente portadoras
do virus da hepatite B (HBV) [Lozano et al., 2012; World Health Organization,
2015a). Sua prevaléncia apresenta grandes variagcbes em diferentes partes do
mundo, definidas por endemicidades alta, média e baixa [World Health Organization,
2015b]. No Brasil, estudo de revisdo recentemente publicado identificou que, de
modo geral, o pais apresenta taxa de prevaléncia menor do que 1%, exceto em
algumas regidées da Amazénia e em algumas &reas rurais dos Estados do Nordeste
e Centro-Oeste, onde sdo encontradas areas de média endemicidade (entre 2 e 8%)
[Souto, 2015].

Na infeccéo pelo HBV, o desaparecimento do HBsAg e a emergéncia do anti-
HBs pressupdem o desenvolvimento da imunidade contra o virus, ja que esse
ultimo, € o anticorpo que o neutraliza [Gerlich, 2007]. Do mesmo modo, a presenga
do anti-HBs apéds a vacinacao tem o mesmo significado [Colson et al., 2007; Jang et
al., 2009]. A concomitante presenca do HBsAg e anti-HBs vem sendo descrita desde
a década de 70 e se constitui em um desafio para o acompanhamento clinico dos
portadores, pois a indefinicdo do seu real significado pode ser de grande importancia
epidemiologica em consequéncia da inatividade do anti-HBs resultante de vacinacao
diante da infeccdo com virus que sofreram essa transformacao de escape antigénico
[Liu et al., 2012; Ding et al., 2016].

A prevaléncia desse perfil ao redor do mundo tem se mostrado em torno de
2,43% a 8,9% em estudos com populagdes de alta e baixa endemicidades [Liu et al.,
2012; Zhang et al., 2007; Lada et al., 2006; Pancher et al., 2015; Colson et al., 2007;
Liu et al., 2016; Ding et al., 2015; Huang et al., 2010; Ding et al., 2016; Chen et al.,
2011; Pu et al., 2015].

As proteinas do envelope do HBV séo produzidas a partir das regides Pré-S/S
do genoma viral. Elas sdo compostas pelas fragées Large (L), Middle (M) e Small
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(S). Esta ultima, que corresponde ao HBsAg, contém a chamada Major Hidrophilic
Region (MHR) (aa 99 e 169), que contém o determinante “a” (aa 124 a 147), cuja
conservagcao é importante na conformagdo do HBsAg para que sua agao
imunogénica seja mantida [Zhang; Ding, 2015]. Esse determinante corresponde ao
principal sitio de reconhecimento do HBsAg pelos linfécitos e pelo anti-HBs gerando
neutralizacao do virus [Caligiuri et al., 2016].

Um dos principais mecanismos pelo qual ocorre a presenca do HBsAg e do
anti-HBs concomitantemente € a mutagdo pontual na MHR, principalmente no
determinante “a”, causando alteragcdes relevantes nas propriedades antigénicas do
HBsAg e levando a existéncia de variantes ndo sensiveis a agao neutralizante do
anti-HBs [Pondé, 2011; Shi et al., 2012; Brunetto, 2014].

Estas mutacées podem ocorrer principalmente: (1) por pressao imune de
vacinacao do HBV ou por acdo da imunoglobulina humana anti-hepatite tipo B
(IGHAHB), sendo esta utilizada em portadores do virus ou; (2) de forma natural na
infecgdo crbnica, causada pela presséo seletiva exercida pelo sistema imunologico,
gerando um anti-HBs que nao neutraliza o HBsAg coexistente [Pondé, 2011; Alavian
et al., 2013; Gao et al., 2015; Coppola et al., 2015; Zhang et al., 2007].

Foram descritas 54 mutacdes no determinante “a” associadas ao perfil
anémalo HBsAg e anti-HBs positivos. Dentre essas, as mais frequentemente
descritas até agora foram a G145R (substituicdo de uma glicina por uma arginina na
posicao 145), associada a vacinag¢ao contra hepatite B e também ao uso da IGHAHB
e 1126S (substituicdo de isoleucina por serina na posicao 126), relacionada com a
infeccdo crbnica que implica na alteracdo de antigenicidade do HBsAg, e
consequente escape imune do HBV [Cuestas et al., 2006; Mathet et al., 2006; Lada
et al., 2006; Lu et al., 2006; Colson et al., 2007; Zhang et al., 2007; Sayiner et al.,
2007; Velu et al., 2008; Jang et al., 2009; Van Dommelen et al., 2010; Hsu et al.,
2010; Huang et al., 2010; Wang et al., 2010; Chen et al., 2011; Liu et al., 2012; Hsu
et al., 2013; Pancher et al., 2015; Pu et al., 2015; Ding et al., 2015; Ding et al., 2016;
Liu et al., 2016].

No Brasil, Bertolini et al. [2010] estudaram 25 criangas nascidas de maes
portadoras do HBsAg, que foram submetidas a vacinacado e ao IGHAHB, no qual
encontraram apenas uma criangca que apresentava este perfil atipico, mas nao foi
identificada a mutagdo G145R, a mais tradicionalmente associada a infec¢do viral

que sofreu acao de vacinacao e IGHAHB [Carman et al., 1990].
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Ainda nao ha informacdes sobre a frequéncia desse perfil sorolégico no Brasil
em estudo envolvendo amostras de regides especificas. Populacbes estas que
podem estar susceptiveis a infeccao pelo HBV mesmo tendo sido vacinadas e
tenham desenvolvido o anti-HBs.

Assim o objetivo desse estudo foi identificar individuos positivos para esse
perfil em uma pesquisa de prevaléncia de hepatites virais, incluindo o HBV realizado
nos municipios de Axixa, Morros, Icatu, Humberto de Campos e Urbano Santos,
localizados no Estado do Maranh&o, regiao Nordeste do Brasil, onde foi realizado
estudo de prevaléncia do HBV.

MATERIAL E METODOS

Sujeitos e amostra

Trata-se de um estudo transversal com individuos que participaram de um
estudo de prevaléncia de hepatites virais realizado em uma regido do Estado do
Maranhao (municipios de Humberto de Campos, Axixa, Morros, Icatu e Urbano
Santos) (Fig. 1), realizado entre Marco de 2012 a Dezembro de 2013 onde foi
identificada uma endemicidade intermediaria da infeccao, prevaléncia de 2,30%

(dados ainda nao publicados).

Fig. 1. Municipios em que o estudo foi realizado.
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Testes sorolégicos

Todas as amostras foram submetidas a realizagdo do HBsAg, anti-HBs e Anti-
HBc, utilizando a técnica de imunoenzimatico (ELISA) com utilizacao de kits
comerciais (Diasorin, ltalia). Os resultados dos anti-HBs foram obtidos em
absorbancia e convertido em Ul/ml, sendo definido como positivo os titulos
superiores a 10 Ul/ml. E os com HBsAg positivos foram submetidos a pesquisa de
HBeAg e anti-HBe utilizando mesma metodologia dos demais marcadores.

Os portadores que apresentaram simultanea positividade para HBsAg e anti-
HBs foram submetidos repeticao dos testes. Naqueles confirmados foram realizados

a determinagdo da carga viral e genotipagem do virus.

Analise da sequéncia do gene S

A extracdo do DNA do HBYV foi realizada nas amostras nas quais foi possivel
a detecgédo, empregando-se o Kit QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®) a partir
de 200 puL, seguindo instrucdes do fabricante.

A quantificagdo da carga viral foi feita através de PCR em tempo real, tal
como descrito na literatura [Sitnik et al., 2010].

A genotipagem foi realizada através da utilizacdo de primers para
amplificagdo de um fragmento de 1306 pares de bases (pb), que compreende todo o
gene Pré-S/S do HBsAg e parte da polimerase. Todas as sequéncias dos primers e
procedimentos de amplificacdo e sequenciamento ja foram descritos [Barros et al.,
2014; Gomes-Gouvéa et al., 2015].

A eletroforese foi realizada pelo sequenciador automatico o ABI 3500 DNA
Sequencer (Applied Biosystems).

Mutaco6es no gene S

As sequéncias dos fragmentos sequenciados foram traduzidas para
aminoacidos e comparadas a sequéncia de aminoacidos de uma sequéncia
referéncia consenso em relacao a cada subgendétipo.

As mutacdes foram investigadas em toda regido MRH entre os residuos 100 a

169 que inclui o determinante “a” (aa 124 a 147).
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RESULTADOS

Dentre os 92 individuos com HBsAg positivo e DNA quantificado, trés tinham
o perfil anémalo HBsAg e anti-HBs positivos (3,26%).

Os trés portadores foram identificados como A, B e C.

As caracteristicas demograficas e epidemiolégicas dos portadores foram
descritas na Tabela I.

Tabela I. Caracteristicas epidemiol6gica dos portadores com concomitancia de
HBsAg e anti-HBs.

Portador A B C

Sexo Feminino Masculino Masculino
Municipio Morros Morros Humberto de Campos
Zona Rural Rural Urbana
Idade (anos) 62 30 61
Profissao Lavrador Lavrador Pescador
Vacina Nao sabe Nao Nao

Vida sexual Inativa Ativa Ativa
Relacéo sexual estavel Um parceiro  Um parceiro  Mais de um parceiro
Uso de preservativo Nunca Nunca As vezes
Perfuro cortante compartilhado Niao Sim Sim

As caracteristicas sorolégicas e viroldgicas sdo descritas na Tabela Il, a qual
demonstrou que todos os portadores eram anti-HBc positivo e HBeAg negativo e os
foram identificados como subgendtipo D4.

Tabela Il. Marcadores sorolégicos e moleculares dos portadores com concomitancia
de HBsAg e anti-HBs.

Portador A B C
Anti-HBs (Ul/ml) 18,1 260,6 100,4
HBV DNA (IU/ml) 1306,57 1176,4 9164,4
Anti-HBc + + +
Anti-HBe + + -
HBeAg - - -
Genétipo D D D
Subgenoétipo D4 D4 D4
Mutacées Y134N/ T140I ND ND

ND: ndo detectado
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Apenas um individuo apresentou duas mutacées do gene S, dentro do

determinante “a”. Apresentaram uma substituicdo de uma tirosina por uma
asparagina na posicdo 134 e uma treonina por uma isoleucina na posicao 140

(Y134N/T1401) (Fig. 2).

Fonte: Adaptada de Leyva et al. (2011)

Fig. 2. Representacdo esquematica das mutagdes no determinante “a”.

DISCUSSAO

Este estudo, envolvendo uma populagédo que representou cinco municipios do
Estado do Maranhdo (Nordeste do Brasil), identificou trés individuos com perfil
anémalo HBsAg e anti-HBs positivos e com HBV-DNA detectavel entre 92
portadores do HBsAg (3,26%). Esta frequéncia, coincide com resultados de estudos
ao redor do mundo, onde a prevaléncia variou de 2,43% a 8,9% [Liu et al., 2012;
Zhang et al., 2007; Lada et al., 2006; Pancher et al., 2015; Colson et al., 2007; Liu et
al., 2016; Ding et al., 2015; Huang et al., 2010; Ding et al., 2016; Chen et al., 2011;
Pu et al., 2015]. As pequenas diferencas observadas podem estar relacionadas com
metodologias diversas adotadas e pelas diferentes regides geograficas estudadas.
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A principal justificativa, para o aparecimento dessa simultanea positividade de
HBsAg e anti-HBs, tem sido a selecao de variantes de escape imunol6égico do HBV
devido a mutac¢des na MRH da proteina S do antigeno de superficie, o alvo principal
do anti-HBs, especificamente no determinante “a”, pois as substituicbes de
aminoacidos nessa regido podem alterar a estrutura conformacional,
imunogenicidade do HBsAg e a estrutura do epitopo do antigeno, levando a um
escape de reconhecimento pelo sistema imunoldgico [Lada et al., 2006; Ding et al.,
2016]. A existéncia dessas mutagdes em certos grupos populacionais € determinada
pela endemicidade da infecgcdo, prevaléncia de transmissao vertical e extensao da
imunoprofilaxia nas campanhas de vacinacdo, uma vez que esses fatores podem
favorecer a emergéncia de escape imune do HBV [Lazarevic et al., 2010; Zaaijer et
al., 2008].

Entre os pacientes avaliados nesse estudo, apenas um apresentou mutacdes
no gene S dentro do determinante “a”. As mutag¢des que se fizeram presentes foram
Y134N e T140I, que ja foram descritas em outros estudos que avaliaram esse perfil
sorologico atipico.

A Y134N foi encontrada em individuos com esse mesmo perfil, no estudo
realizado por Pu et al. [2015] e Li et al. [2009] em comunidades chinesas. Esta
também, foi identificada em portadores do HBV com outras caracteristicas que nao a
presenca desse perfil atipico, como em portadores do HBV com mutagdes de
resisténcia a analogos de nucleos(t)ideos, que realizaram transplante hepético,
sendo a maioria portadores de hepatite B oculta [Rahimi et al., 2015] e em individuos
com hepatite B oculta e carcinoma hepatocelular [Pollicino et al., 2007]. Assim, nao é
uma mutacao especifica do perfil anémalo HBsAg/anti-HBs positivos, mas é possivel
gue a sua presenca favorega o desenvolvimento dessa alteracao.

A T140I, identificada aqui no mesmo paciente, também foi descrita por Ding et
al. [2015] em chineses portadores cronicos do HBV que apresentavam a
simultaneidade do HBsAg e anti-HBs. Similarmente, foi identificada em criangas
imunizadas de maes HBsAg positiva [Hsu et al., 2010; Hsu et al., 2013; Jaramillo;
Navas, 2015], em portadores crénicos do HBV com cirrose hepatica ou carcinoma
hepatocelular [Yamani et al., 2015], portadores de hepatite B oculta [Huang et al.,
2012; Lazarevic, 2014] e em portadores do HBV que néo receberam vacina e nem
IGHAHB [Komatsu et al., 2012].
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Neste estudo, ndo foi identificada a substituicdo de glicina (G) com a arginina
(R) na posicédo 145 (G145R) no determinante “a” inserido na MHR da proteina S, a
variante mais comumente associada com a resisténcia induzida pela vacina e
IGHAHB. De fato, ndo havia relatos de que estes individuos tenham sido submetidos
a vacinagao HBV.

No Brasil, foi encontrado apenas um estudo que analisou esse perfil [Bertolini
et al., 2010], porém também néo foi encontrada a mutacdo G145R, e sim a presenca
de uma treonina (T) na posi¢cao 140 e uma glutamina (Q) na posi¢cdo 129 dentro do
determinante “a” e outras na regido da proteina S, que também podem interferir na
imunogenicidade da vacina e da IGHAHB.

Dois pacientes com o perfil atipico HBsAg e anti-HBs positivos nesta pesquisa

nao apresentaram mutagdes no determinante “a” do gene S. A possibilidade para
justificar esse achado seria possiveis mutacdes em outros locais da regiao Pré-S/S,
que nao foram pesquisadas nesse estudo, e que ja foram descritas em portadores
desse perfil [Pu et al., 2015; Chen et al., 2011; Liu et al., 2016], como a L209V
descrita por Mathet et al. [2006].

Em conclusao, em um estudo de base populacional para prevaléncia do HBV,
foram identificados individuos com perfil atipico de HBsAg e anti-HBs positivo
(3,26%), com identificacdo de mutagdes no determinante “a” do gene S, que podem
significar modificagdes na antigenicidade do HBsAg favorecendo escapes imunes do
HBV. Esse achado em uma comunidade pode ter grande importancia,

especialmente na avaliacao dos programas de imunizacao.
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Mutation in the A-Determinant of the S Gene of the Hepatitis B Virus
Associated With Concomitant HBsAg and anti-HBs in a Population in

Northeastern Brazil

INTRODUCTION

It is estimated that approximately 240 million people are chronic carriers of the
hepatitis B virus (HBV) [Lozano et al., 2012; World Health Organization, 2015a]. The
prevalence of HBV infection varies greatly in different parts of the world, which are
defined as areas of high, intermediate, or low endemicity [World Health Organization,
2015b]. A recently published review study reported that the overall prevalence in
Brazil is <1%, with the exception of some areas in regions of the Amazon and some
rural areas in the northeastern and midwest states, where intermediate endemicity is
found (2%—-8%) [Souto, 2015].

In HBV infection, the disappearance of HBsAg and emergence of anti-HBs
imply the development of immunity against the virus because anti-HBs neutralizes
the virus [Gerlich, 2007]. The presence of anti-HBs after vaccination has the same
implication [Colson et al., 2007; Jang et al., 2009]. The concomitant presence of
HBsAg and anti-HBs has been described since the 1970s, and this status presents a
challenge for the clinical monitoring of carriers. This status may be of great
epidemiological importance because of the inactivity of the anti-HBs resulting from
vaccination in the face of infection with viruses that have undergone the
transformation required for antigenic escape [Liu et al., 2012; Ding et al., 2016].

The prevalence of this profile worldwide has been reported to vary between
2.43% and 8.9% in studies of populations with varying endemicity [Liu et al., 2012;
Zhang et al., 2007; Lada et al., 2006; Pancher et al., 2015; Colson et al., 2007; Liu et
al., 2016; Ding et al., 2015; Huang et al., 2010; Ding et al., 2016; Chen et al., 2011;
Pu et al., 2015].

HBV envelope proteins are encoded by the Pre-S/S regions of the viral

genome. They are composed of the large (L), middle (M), and small (S) fractions. S
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protein, which corresponds to HBsAg, contains the major hydrophilic region (MHR)
(aa 99 and 169), which in turn contains the a-determinant (aa 124—147); preservation
of this determinant is important in HBsAg formation because it ensures that the
immunogenicity of HbsAg is maintained [Zhang; Ding, 2015]. This determinant
corresponds to the main site where HBsAg is recognized by lymphocytes and by
anti-HBs, causing virus neutralization [Caligiuri et al 2016].

One of the main mechanisms by which HBsAg and anti-HBs occur
concomitantly is the isolated mutation in the MHR, particularly in the a-determinant;
this causes relevant changes in the antigenic properties of HBsAg and leads to
variants that are not susceptible to the neutralizing action of anti-HBs [Pondé, 2011;
Shi et al., 2012; Brunetto, 2014].

These mutations occur mainly because of the following reasons: (1) immune
pressure from HBV vaccination or as a result of the action of human hepatitis B
immune globulin (HBIG) administered to carriers of the virus; (2) natural response in
chronic infection, caused by the selective pressure exerted by the immune system,
generating an anti-HBs that does not neutralize the coexistent HBsAg [Pondée, 2011;
Alavian et al., 2013; Gao et al., 2015; Coppola et al., 2015; Zhang et al., 2007].

Fifty-four mutations in the a-determinant associated with the atypical profile of
positivity for both HBsAg and anti-HBs have been described. Among these
mutations, the most frequently described so far have been G145R (glycine-to-
arginine substitution at position 145; associated with hepatitis B vaccination and the
use of HBIG) and [126S (isoleucine-to-serine substitution at position 126; related to
chronic infection that alters the antigenicity of HBsAg, and consequent immune
escape by HBV) [Cuestas et al., 2006; Mathet et al., 2006; Lada et al., 2006; Lu et
al., 2006; Colson et al., 2007; Zhang et al., 2007; Sayiner et al., 2007; Velu et al.,
2008; Jang et al., 2009; Van Dommelen et al., 2010; Hsu et al., 2010; Huang et al.,
2010; Wang et al., 2010; Chen et al., 2011; Liu et al., 2012; Hsu et al., 2013; Pancher
et al., 2015; Pu et al., 2015; Ding et al., 2015; Ding et al., 2016; Liu et al., 2016].

In Brazil, Bertolini et al. [2010] studied 25 children born to HbsAg-positive
mothers and who received vaccination and HBIG. They found that only one child who
showed this atypical profile. However, the G145R mutation, which is more
traditionally associated with the viral infection that has been affected by the action of
vaccination and HBIG, was not identified in this child [Carman et al., 1990].
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There is still no information about the frequency of this profile in Brazil in
serological studies involving samples from specific regions. These populations may
be susceptible to HBV infection even though they have been vaccinated and
developed anti-HBs.

Therefore, the objective of this study was to identify individuals who were
positive for this profile in a survey of the prevalence of viral hepatitis, including that of
HBV infection. This survey took place in the municipalities of Axixa, Morros, Icatu,
Humberto de Campos, and Urbano Santos, in the state of Maranh&o, northeastern
Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Subjects and sample

This was a cross-sectional study of individuals who participated in a survey of
the prevalence of viral hepatitis conducted in a region of the state of Maranhao (in
the municipalities of Humberto de Campos, Axixa, Morros, Icatu, and Urbano Santos)
(Fig. 1). The survey was conducted from March 2012 to December 2013 and
identified the intermediate endemicity of this infection, with a prevalence of 2.30%

(data not yet published).

Fig. 1. Municipalities in which the study was conducted.
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Serological testing

All samples were evaluated for HBsAg, anti-HBs, and anti-HBc via the
enzyme-linked immunosorbent assay technique (ELISA) using commercial kits
(Diasorin, ltaly). The results for anti-HBs were obtained in absorbance and converted
to 1IU/ml, with positive results defined as titers >10 IU/ml. The HbsAg-positive
samples were tested for HBeAg and anti-HBe using the same methodology used for
the other markers.

Samples from the carriers who concomitantly tested positive for HBsAg and
anti-HBs underwent repeated tests. For samples with confirmed results, viral load
was determined and virus genotyping was performed.

Analysis of S gene sequencing

DNA was extracted from the HBV using the samples in which detection was
possible using 200 uL of QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®), according to the
manufacturer's instructions.

The viral load was quantified using real-time PCR, as described in the
literature [Sitnik et al., 2010].

Genotyping was performed using primers to amplify a fragment with 1306
base pairs (bp), which consists of the entire Pre-S/S gene of HBsAg as well as a part
of the polymerase. All the sequences of the primers and the amplification and
sequencing procedures have been described [Barros et al., 2014; Gomes-Gouvéa et
al., 2015].

Electrophoresis was performed using an automatic sequencer (ABI 3500 DNA
Sequencer; Applied Biosystems).

Mutations in the S gene
The sequences of the analyzed fragments were translated into amino acids

and compared to the amino acid sequence of a consensus reference sequence for

each subgenotype.
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The mutations were investigated throughout the MRH region between
residues 100 and 169, which includes the a-determinant (aa 124—-147).

RESULTS

Among the 92 patients with positive HBsAg and for whom DNA was quantified,
three had the atypical profile with HBsAg and anti-HBs positivity (3.26%).

The three carriers were identified as A, B, and C.

The demographic and epidemiological characteristics of the carriers are

described in Table I.

Table |. Epidemiological characteristics of the carriers with concomitant HBsAg and

anti-HBs.
Carrier A B C
Sex Female Male Male
Municipality Morros Morros Humberto de Campos
Area Rural Rural Urban
Age (years) 62 30 61
Profession Farmer Farmer Fisherman
Vaccine Unknown No No
Sexual activity Inactive Active Active
Stable relationship One partner  One partner More than one partner
Condom use Never Never Sometimes
Shared needles or sharp instruments No Yes Yes

Serological and virological characteristics are described in Table IlI; all the
patients were positive for anti-HBc and negative for HBeAg, and they were identified

as subgenotype D4.

Table II. Serological and molecular markers for the carriers with concomitant HBsAg

and anti-HBs.
Carrier A B C
Anti-HBs (1U/ml) 18.1 260.6 100.4
HBV DNA (IU/ml) 1306.57 1176.4 9164.4
Anti-HBc + + +

Anti-HBe + + -
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HBeAg - - -
Genotype

Subgenotype D4 D4 D4
Mutations Y134N/T140I ND ND

ND: not detected
Only one individual presented two mutations of the S gene, within the a-

determinant. These were a thyrosine-to-asparagine substitution at position 134 and a
threonine-to-isoleucine substitution at position 140 (Y134N/T140l) (Fig. 2).

Source: Adapted from Leyva et al. (2011)

Fig. 2. Schematic representation of the mutations in the a-determinant.

DISCUSSION

This study involved a population from five municipalities in the state of
Maranh&o (northeast of Brazil) and identified three individuals with atypical profile for
HBsAg and anti-HBs positivity, and detectable HBV DNA among 92 HBsAg carriers
(3.2%). This frequency is in line with results from studies around the world, in which
the prevalence varied from 2.43% to 8.9% [Liu et al., 2012; Zhang et al., 2007; Lada
et al., 2006; Pancher et al., 2015; Colson et al., 2007; Liu et al., 2016; Ding et al.,
2015; Huang et al., 2010; Ding et al., 2016; Chen et al., 2011; Pu et al., 2015]. The
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minor differences observed may be related to the variety of methodologies adopted
and the different geographical regions that were studied.

The main reason attributed for the appearance of the concomitant positivity for
HBsAg and anti-HBs has been the selection of variants for HBV immune escape.
This is considered to occur because of mutations in the MRH of the surface antigen
S protein, the primary target of anti-HBs, specifically the a-determinant, because
amino acid substitutions in this region alter the conformational structure, the
immunogenicity of HBsAg, and the structure of the T cell epitope, leading to an
escape of recognition by the immune system [Lada et al., 2006; Ding et al., 2016].
The existence of these mutations in certain population groups is determined by the
endemicity of infection, prevalence of vertical transmission, and extension of
immunoprophylaxis in vaccination campaigns, because these factors can promote
the emergence of HBV immune escape [Lazarevic et al., 2010; Zaaijer et al., 2008].

Among the patients evaluated in this study, only one showed mutations in the
S gene within the a-determinant. The mutations that were present were Y134N and
T1401, which have already been described in other studies that evaluated this
atypical serological profile.

Y134N was found in individuals with the same profile in a study conducted by
Pu et al. [2015] and Li et al. [2009] in Chinese communities. It was also identified in
HBV carriers with other characteristics apart from the presence of this atypical profile;
these include HBV carriers with resistance mutations to nucleoside and nucleotide
analogs who received liver transplants, carriers of occult hepatitis B [Rahimi et al.,
2015], and individuals with occult hepatitis B and hepatocellular carcinoma [Pollicino
et al., 2007]. Therefore, this is not a specific mutation of the atypical profile for HBsAg
and anti-HBs positivity; however, it is possible that its presence favors the
development of this alteration.

T1401, which was identified here in the same patient, was also described by
Ding et al. [2015] in Chinese chronic carriers of HBV with concurrent HBsAg and anti-
HBs. Similarly, it was identified in immunized children born to HbsAg-positive
mothers [Hsu et al., 2010; Hsu et al., 2013; Jaramillo; Navas, 2015], in chronic
carriers of HBV with cirrhosis or hepatocellular carcinoma [46], carriers of occult
hepatitis B [47, 48], and HBV carriers who did not receive the vaccine or HBIG [49].

In this study, the replacement of glycine (G) with arginine (R) at position 145

(G145R) in the a-determinant inserted into the MHR of the S protein, the variant most
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commonly associated with vaccine-induced resistance and HBIG, was not
ascertained. In fact, there were no reports that these individuals were vaccinated for
HBV.

In Brazil, only one study that examined this profile has been reported [Bertolini
et al., 2010], but the G145R mutation was also not detected in it; instead, a mutation
involving threonine (T) was at position 140 and a glutamine (Q) at position 129 within
the a-determinant and other mutations in the region of the S protein, which can also
affect the immunogenicity of the vaccine and of HBIG, were reported.

Two patients with atypical profile for HBsAg and anti-HBs positivity in this
study did not show mutations in the a-determinant of the S gene. This finding can be
explained by mutations in other areas of the Pre-S/S region, which were not
examined in this study and have already been described in patients with this profile
[Pu et al., 2015; Chen et al., 2011; Liu et al., 2016], such as L209V described by
Mathet et al. [2006].

In conclusion, in this population-based study to identify the prevalence of HBV,
individuals with atypical profile for HBsAg and anti-HBs positivity were identified
(3.26%). Mutations were also observed in the a-determinant of the S gene, which can
indicate changes in the antigenicity of HBsAg favoring HBV immune escapes. This
finding in communities can have great importance, especially for evaluating

immunization programs.
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ESTUDO DAS HEPATITES B, C E D NOS MUNICIPIOS DE URBANO SANTOS,
HUMBERTO DE CAMPOS E DA REGIAO DO BAIXO MUNIM, MARANHAO,

BRASIL.
Ficha n.® Data do preenchimento / /
Municipio Zona
N? setor censitario
I. IDENTIFICACAO
Nome:
Apelido:
2. Data de nascimento / Idade: Idade:
3. Sexo: (1)Masculino (2) Feminino Sexo:

4. Grau de instrucao

(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) Nao se aplica

(9) Nao quer responder

Grau de instrucao:

5. Local de nascimento:

Lnascimento:

6. Residéncia atual: Resdatual:
Mora ha quanto tempo: Moratempoa;
Ponto de referéncia:

7. Ultima procedéncia: Utimaproa;
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8. Outros locais onde morou/trabalhou:

Loctrabalhou:

9. Ha quanto tempo morou/trabalhou

Tempotrabalhou:

10. Cor (impressao do entrevistador Cor:
(1) Preta (2) Branca
(3) Marrom (4) Vermelha
(5) Amarela .. (6) Outra:
11.Religiao Religiao:
(0) Nenhuma (1) Catdlico
(2) Evangélica (3) Outra:
12.Estado civil Estado civil:
(1) Solteiro (2) Casado
(3) Separado judicialmente (4)
Divorciado
(5) Viavo (6) Uniao
estavel/mora junto
Il —- OCUPACAO
13. Atual: Atualocupacao:
14. Pregressa: Pregressocupacao:
lll - RENDA FAMILIAR
15. Renda familiar em salarios minimos: Rendafam:
(0)  menos de 1 salario minimo;
(1) 1 a 3 salarios minimos;
(2) 4 a6 salarios minimos;
(3) 7 a 11 salarios minimos;
(4)  mais de 11 salarios minimos
IV - IMUNIZACAO
16. Cartao de vacina: (1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe Cartvacina:
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17. Vacinacao para hepatite B VacinaHB:
(1) Sim (2) Nao (3) Nao
sabe
Quantas doses? VacHBdose:
(1) 1 dose
(2) 2doses
(8) 3 doses
18. Fez anti-Hbs (Teste para Hepatite pos-vacina)? AntiHbs:
(1) Sim. Se sim, ha quanto tempo? ( ) tempAntiHBS:
(2) Nao
19. Doador* Doador:
(1) Sim. Se sim, n° doagdes por ano: ( )
(2) Nao Anodoador:
(3) Nao se aplica
20. Ultima aceita: Ultimaaceita:
/ /
21. Transfusao sanguinea Transfussangue:
(1) Sim
(2) Nao Datatransfussangue:

22. Se sim, data da ultima transfusao:
23. Local da ultima transfusao:

Localultimasangue:

VI - DROGAS

24. Alcool: (1) Sim  (2) Nao (3) Nao se aplica Alcool:
Tempo de Consumo (anos): Alcooltemp:
Frequéncia: Alcoolfreq:

(1)  diariamente (2) semanalmente  (3)

esporadicamente
Quantidade (fechar em numero exato/copos): Alcoolquant:

Alcooltipo:

Tipo de bebida: Alcoolabst:
Abstinéncia ha (meses):

25. Drogas llicitas Drogailic:
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(1
(2
(3
(
(

Usa
Ja usou

Nunca usou

~—— ~—r ~—  ~—

4

8) nao se aplica

N&o respondeu

26. Via: (1) Inalatéria (2) Endovenosa

Dorgavia:

27. Seringa propria: (1) Sim (2) Nao

Drogaseringaprop:

28. Tipo de droga: Drogatipo:
VIl - ATIVIDADE SEXUAL
29. Vida sexual: Vidasex:
(0) Nunca teve (1) Ativa
(2) Inativa (9) Nao quer responder
(3) Nao se aplica
30. Pratica sexual (pregressa e atual) Pratsex:
(1) Homem/Mulher (2) Homem/Homem
(3) Mulher/Mulher (4) Mulher e Homem (bissexual)
31. Relacao sexual estavel: Sexestavel:

(1) 1 parceiro
(2) Mais de 01 parceiro

(9) Nao quer responder

32. Numero de parceiros (+ 3 parceiros em 6 meses):

Sexparceirnumero:

(1) Sim (2) Nao (9) Nao quis responder

33. Preservativo: Sexpreserv:

(1) Sempre  (2) As vezes

(8) Nunca (9) Nao quer responder

Em caso positivo, usa preservativo para : Sexpreservpara:
(1) Protecao contra DST (2) Contraceptivo  (3) Nao sabe

VIII-PACIENTE SUBMETIDO A:

Endoscopia: (1) Sim (2) Nao Endoscopia:

Qts vezes: Endoscopiavezes:
Local: Endoscopialocal:
Cirurgia: (1) Sim (2) Nao Cirurgia:
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Qual
Ha quanto tempo (anos):

Cirurgiaqual:
Cirurgiatemp:

Tratamento Odontolégico: Tratodonto:

(1) extracao (2) extragao + canal

(3) Canal (4) Nunca fez

(5) Outro:
Tratodontotemp:

Ha quanto tempo fez o tratamento (anos): Odontologo:
Odontologognd:

Foi com odontélogo (1) Sim Odontologoloc:

Qnd?: Local Protetico:

Proteticognd:

Foi com protético (1) Sim Proteticoloc:

Qnd?: Local

Tatuagem (1) Sim. Qnd?: Local (2) Nao |Tatuagem:
Tatuagemqgnd:
Tatuagemloc:

Piercing (1) Sim. Qnd?: Local (2) Nao |Piercing
Piercinggnd:
Piercingloc:

Acupuntura (1) Sim. Qnd?: Local (2) Nao |Acump:
Acumpqgnd:
Acumploc:

Injeces com seringa de vidro e agulha de metal no passado Seringvidro:

antes 19937

(1) Sim (2) Nao (3) ndo lembra

IX-PERFURO-CORTANTES (Materiais usados)

Alicate: Alicate:

(1) No saléo (4) Salao-individual

(2) Saldo-compartilhada  (5) Casa-individual

(3) Casa-compartilhada.  (6) Outros materiais:

Barbeadores Barb:

(1)No saldo (3) Casa-individual
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(2) Casa-compartilhada

Navalha Navalha:
(1) No salao (3) Casa-individual
(2) Casa-compartilhada
Pinca depilatéria (1)No salao (2) Casa-individual Pinga:
(3) Casa-compartilhada
X- EXPOSICAO A MATERIAL BIOLOGICO
Lesao de pele (ferimento, perfuracao) em acidente, no Leséo:
trabalho, etc. Lesaognd:
(1)Sim (2)Nao (3) Nao lembra Lesaovezes:
Qdo Qts vezes?
XI-ANTECEDENTES PESSOAIS
HIV (1)Sim (2)Nao (3) |IRC (1)Sim  (2)Nao [Hiv:
N&o sabe (3) Nao sabe Dst:
DST'S (1)Sim (2)Nao (3) [Hepatite B (1)Sim (2)Nao |Icter:
Nao sabe (3) Nao sabe Irc:
Ictericia (1)Sim (2)Nao (3) |Hepatite C (1)Sim (2)Nao |HpB:
N&o sabe (3) Nao sabe HpC:
Outros: Outroantecp:
Xl - ANTECEDENTES FAMILIARES
Contato com portadores de Hepatite B-C (1)Sim ContatoHpBC:
(2)Nao PortHpBC:
Quem era o portador
(1) pai (4) mae
(2) Filhos (5) irmaos
(8) esposo(a)/companheiro(a) (6) ndo domiciliar
O portador apresentou Portapresent:
(1) Ictericia (2) IRC-Dialise
(3) Outros Outroantfam:
Xlll — ADULTO/ADOLESCENTE (SE SEXO FEMININO)
Gestante: (1)Sim (2)Nao Gest:
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Se sim, més de gestacao: Gestmes

Realiza pré-natal? (1)Sim (2)Nao Prenatal

Nutriz: (1)Sim (2)Nao

GESTA: PARA: ABORTO: Nutriz:

Quando ocorreu o ultimo parto? Gesta:

Onde? Para:

Tipo de parto? (1) Vaginal (2) cesarea Aborto:
Ultimopart:
Ondeparto:
Tipoparto:

XIV — DE QUAL RACA VOCE SE CONSIDERA?

(1) Negra Raca:

(2) Branca

(3) Indigena

(4) Mestica

(5) Outra. Qual? Outraraca:

Possui parentesco estrangeira conhecida?

(1)Sim (2)Nao
De que origem vocé se considera? Origem:

(1) Européia (2) Africana  (3) Amerindia

(4) outra
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dados serdo analisados utilizando o programa EPI-INFO (2000) do CDC de
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Atlanta /EUA e Excel (Windows 2007). A estimativa dos alelos sera feitos a partir do método de contagem e
também seré utilizado o programa ADMIX.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Conhecer a prevaléncia das hepatites virais B, Ce D e caracterizar os genétipos e subgenttipos desses
virus nos municipios de Urbano Santos, Humberto de Campos e de municipios da regido do Baixo Munim
(Axixa, Morros ¢ lcatt)-MA e realizar estudos imunogenéticos e de ancestralidade nessa populagéo.
Objetivo Secundario:

Identificar os individuos com sorologia positiva para os marcadores HBSAg, anti-HBc efou anti-HBs e anti-
HCV. Identificar os individuos que apresentam o marcador soroldgico para a hepatite D (anti-HDV) entre os
portadores do HBsAg. Caracterizar os genotipos, subgendtipos (HBV) e subtipos (HCV) dos virus da
hepatite B, C e D através da técnica de sequenciamento direto. Estimar a ancestralidade genomica nessa
populagdo através de marcadores moleculares. Verificar a diversidade genética do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) classe | e II, genes KIR e IL28B.Verificar a existéncia de associagéo entre maior
percentagem de marcadores africanos e portadores das hepatites comparadas com néo portadores.
Verificar a existéncia de associagdo entre maior percentagem de marcadores africanos e genétipos virais.
Verificar a existéncia de associagéo entre os alelos de MHC, KIR e IL28B com a presenca da infecgdo viral
pelos HBV e HCV.

Avaliaggo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Desconforto na coleta de sangue, assim como a possibilidade de formag&o de edema na area da pulséo
venosa.

Beneficios:Os pesquisadores destacam que os beneficios estao vinculados as agdes de sadde de
prevengio, diagnéstico precoce e tratamento além de informagdes precisas sobre as reais prevaléncias
destas infecgdes trazendo impacto social de grande relevancia.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
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Protocolo com tematica com relevante com proposta de diagnéstico precoce e conhecimento da
prevaléncia das hepatites na regiso estudada trazendo impacto social de grande relevancia.Estudo
aprovado anterior & plataforma Brasil e inserido com emenda solicitando inclusé@o de novos participantes,
prorrogagéo de execugéo e substituicdo da palavra "prevaléncia para Estudo” do titulo do estudo, sendo
justificado que a alterag&o nao reflete na metodologia. A inclusdo de novos pesquisadores e prorrogacgdo do
tempo esta associada ao nimero da amostra( 4.000 participantes.)

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O protocolo cumpre com as exigéncias em relagéo aos "Termos de Apresentagdo Obrigatéria": Folha de
rosto, Projeto de pesquisa, Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) orgamento e curriculo do(s)
pesquisador(es). Apresenta justificativa para solicitagdo de emenda.Atende, portanto as exigéncias da
Resolugdo CNS/MS n° 466/12.

Recomendagédes:

Nao ha.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Protocolo aprovado antes da plataforma Brasil com insercdo de emenda com solicitagées referente a
prorrogagao do tempo de coleta, inclusdo de novos pesquisadores e modificagdes no titulo original.
Documentos apresentados para justificativa da solicitag&o foram analisados sendo a emenda considerada
aprovada.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcio da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

PROTOCOLO APROVADO por atender aos requisitos fundamentais da Resolugdo CNS/MS n° 466/12).
Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser inseridas & plataforma encaminhada ao CEP-
HUUFMA de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Relatérios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente ap6s a coleta de dados e ao término
do estudo.
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As hepatites virais sdo doencas que afetam o figado e que possuem grande
importadncia na saude publica. Estas doencas na maioria das vezes nao tém
sintomas e quando apresentam podem ser fatais. Por esta razdo convidamos o
Senhor (a), a participar da pesquisa “Estudo das Hepatites B, C e D nos
municipios de Urbano Santos, Humberto de Campos e da Regiao do Baixo
Munim, Maranhao, Brasil,” a ser realizada, nos municipios de Urbano Santos,
Axixa, Morros, Icatu e Humberto de Campos, coordenada pela Professora Doutora
Adalgisa de Sousa Paiva Ferreira, residente a rua, Mitra, Ed. Maison Lafite Ap 1101.
Renascenca Il, Sao Luis — MA. Telefone: (98) 3227-39.08; Fax-(98)32270131; e-mail
adalgisa@terra.com.br. Este projeto tem como objetivo verificar o nimero de
pessoas contaminadas com os virus das Hepatites B (HBV), C (HCV) e D (HDV) na
populagdo dos municipios ja citados. Também serao feitos exames de sangue para
mostrar se ha uma maior facilidade ou dificuldade para o aparecimento e
desenvolvimentos dessas hepatites, de onde ela vem, (da Africa, Europa ou
Ameérica) e se algum desses virus tem alguma relacdo com as ragas (branca, negra,
indigena). Serdo coletadas amostras de 15 mL de sangue. A coleta de sangue
podera causar um leve desconforto local, ou mesmo sensibilizacdo e escurecimento
do local de coleta, porém se o senhor (a) pressionar com algoddao a parte
puncionada, mantendo o brago estendido, sem dobra-lo, a possibilidade de ficar roxo
ou dolorido € muito pequena.

O material utilizado para coleta de sangue sera descartado em recipientes
apropriados para materiais pérfuro-cortante e todos os tubos de sangue serdo
mantidos em caixas térmicas com gelo. Todas as amostras de sangue serao
utilizadas exclusivamente para este projeto. Ao término desta pesquisa o restante do
material serd descartado.

Em caso de dividas e/ou questionamentos relacionados com a ética da
pesquisa, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital da
Universidade Federal do Maranhdo-HUUFMA, situado na Rua Baréo de ltapary, 227,
Centro, CEP 65020-070, S&ao Luis-MA, telefone: (98) 2109 1250, email:
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cep@huufma.br. Quaisquer outras dulvidas a respeito da pesquisa, entrar em
contato com a Prof. Dra. Adalgisa de Sousa Paiva Ferreira pelo telefone (98) 2109
1294.

Para realizar esta pesquisa, contamos com sua colaboragdo no sentido de
responder as perguntas do formulario. Informamos que a pesquisa nao lhe trara
nenhum prejuizo, ndo afetara em nada se vocé tiver fazendo algum tratamento. Nao
havera nenhum gasto com sua participagdo como também nao recebera nenhum
pagamento. Os exames serdo totalmente gratuitos. Sera garantido sigilo sobre as
informacgdes pessoais, tais como nome e RG. Sua participagdo nao é obrigatoria,
mas € importante e, a qualquer momento podera desistir de participar e retirar seu
consentimento, como também podera se recusar a responder quaisquer das
questbes que lhes causar constrangimento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo
em sua relacao com os pesquisadores ou com a instituicao.

Caso o exame seja positivo para algum dos virus das hepatites, entraremos
em contato para devida orientacdo. O resultado sera de fundamental importéancia
para melhorar o atendimento a populagédo acometida da Hepatite B, C e D como
também sera usado para fins cientificos e sera publicado para uso da comunidade
académico-cientifica. Se concordar em participar, favor assinar as duas vias desse
documento no final pagina sendo uma sua e outra do pesquisador. Agradecemos
pela sua participacdo e nos colocamos a sua disposicdo para quaisquer
esclarecimentos.

NOME E ASSINATURA DO SUJEITO OU RESPONSAVEL (menor de 18

anos):

Sé&o Luis (MA) / /

(Assinatura) (Nome por extenso)

Assinatura do (a)

Pesquisador
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