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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite B (VHB) é um dos mais sérios problemas de Satde Publica
do mundo. Estima-se que dois bilhdes de pessoas estejam infectadas, com mais de 350
milhdes apresentando marcadores soroldgicos de infecgdo ativa, apesar da prevencdo pela
vacinacdo. No Brasil, a endemicidade do VHB é heterogénea, sendo a doenca mais prevalente
na regido norte do pais. Entre a populacdo indigena, estudos soro epidemiolégicos relatam
altas taxas de prevaléncia de hepatite B na Amazonia brasileira. Pesquisas tém demonstrado
que, em alguns casos, 0os marcadores sorolégicos ndo sdo suficientes para detectar uma
atividade viral e, nessas situacdes, 0s testes moleculares se mostram mais sensiveis e
especificos. O presente estudo se propds determinar a prevaléncia do DNA (&cido
desoxirribonucléico) do virus da hepatite B em povos de etnias indigenas habitantes dos rios
Curuca e Itaquai no Vale do Javari, Amazonas, Brasil, pertencentes as etnias Kanamary,
Matis, Mayoruna, Marubo, Kulina e Korubo. Tratou-se de um estudo descritivo, transversal,
do tipo deteccdo de caso. Foram analisadas 180 amostras pertencentes as comunidades
indigenas de S&o Sebastido, Volta Grande, Pedro Lopes, Massapé, Remancinho e Bananeira.
As amostras foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e semi-nested para
virus da hepatite B, gene S. A prevaléncia encontrada para 0 DNA-VHB gene S foi de 51,1%
(92/180). Entre as amostras positivas para DNA-VHB PCR, 18/49 (36,7%) pertenciam a etnia
Marubo, 68/125 (54,4%) a Kanamary e 6/6 (100%) a outras etnias. Quanto aos dados
sociodemograficos dos casos positivos para DNA-VHB PCR, pdde-se verificar que ndo houve
diferenca significante ao nivel de 5% em relacdo ao género (p= 0,889). No entanto, quando se
analisou a idade foi observado que os indigenas com PCR positiva para DNA-VHB
apresentavam menores mediana de idade (p<0,001) de 23 anos, sugerindo ser a atividade
sexual uma das principais formas de transmissdo do VHB. N&ao foi constatada nenhuma
diferenca estatistica em relacdo as fontes de contagio e a presenca do DNA-VHB, como
também aos aspectos clinicos, com excecao da febre (p<0,001). A alta prevaléncia do DNA-
VHB de 75% (15/20) em gestantes (p=0,009) demonstra associacdo com a transmissdo
vertical. Os resultados comprovam a alta prevaléncia do DNA-VHB no Vale do Javari,
tornando-se importante tracar estratégias de controle e prevencdo mais eficazes no combate a
disseminacédo do VHB.

Palavras Chave: virus da hepatite B, diagnostico do DNA-VHB PCR, prevaléncia do DNA-
VHB, populacéo indigena.
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ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) infection is one of the most serious public health problems in the
world. At least two billion people are infected, with over 350 million showing serological
markers of active infection, despite prevention by vaccination. In Brazil, the HBV endemicity
is heterogeneous, with the most prevalent disease in the north region. Among the indigenous
population, epidemiological serum studies have reported high rates of hepatitis B prevalence
in the Brazilian component of the Amazon rainforest. Studies have shown that in some cases
the serological markers are not enough to detect viral activity, and in these situations,
molecular tests are more sensitive and specific. The proposal of this study was to determine
the prevalence of DNA (deoxyribonucleic acid) of hepatitis B virus in indigenous ethnic
groups (Kanamary, Matis, Mayoruna, Marubo, Kulina and Korubo) in habitants of the rivers
Curuca and Itaquai at the Javari Valley, Amazon, Brazil. This was a descriptive, cross-
sectional study, such as used in case detection. One hundred and eighty (180) samples were
analyzed from the indigenous communities of S&o Sebastido, Volta Grande, Pedro Lopes,
Massapé, Remancinho and Bananeira. The samples were subjected to polymerase chain
reaction (PCR) and semi-nested PCR to Hepatitis B virus, S gene. The prevalence for HBV-
DNA of S gene was 51.1% (92/180). Among the PCR positive samples for HBV-DNA, 18/49
(36.7%) were from Marubo, 68/125 (54.4%) from Kanamary and 6/6 (100%) from other
ethnicities. With regards to socio-demographic data, no significant difference was found
(p=0.889) in relation to gender (statistical analysis at 5%). However, when analyzing age it
was observed that the natives had lower median age (p<0.001) of 23 years old, suggesting that
sexual activity was the main form of HBV transmission. There was no statistical difference
found in relation to sources of infection and the presence of HBV DNA, as well as clinical
aspects, with the exception of fever (p<0.001). The high prevalence of HBV-DNA of 75%
(15/20) in pregnant women (p=0,009) demonstrates association with vertical
transmission. The results confirm the high prevalence of HBV DNA in the Javari Valley,
making it important to devise strategies for control and a more effective prevention in
combating the spread of HBV.

Keywords: Hepatitis B virus, diagnosis of HBV-DNA PCR, prevalence of HBV-DNA, the
indigenous population.
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1. INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da hepatite B (VHB) é um problema de satde global. Mesmo
sendo uma doenca passivel de prevencdo pela vacinagdo, estima-se que dois bilhGes de
pessoas estejam infectadas no mundo, com mais de 350 milhdes apresentando marcadores
soroldgicos de infeccdo ativa. O carcinoma hepatocelular e a cirrose em seus estagios finais
de evolucdo séo os desfechos mais letais do VHB (RONCATO et al., 2008).

Na América do Sul, sobretudo Chile, Argentina, Uruguai e Sul do Brasil, a prevaléncia
para o antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAQ) € de 0,5 a 1,1%. No Nordeste e
Centro-Oeste brasileiro é de 1,5 a 3% e na regido amazonica é de 5 a 15% (GONCALVES-
JUNIOR, 2005).

A regido amazdnica é caracterizada como uma das regides do mundo de maior
ocorréncia da hepatite B e suas consequéncias. No Estado do Amazonas, as calhas dos rios
Jurud, Purus e médio Solimdes sdo consideradas as regides de maior endemicidade, com taxas
significativamente elevadas (ALECRIM et al., 1986; BENSABATH et al., 1987; FONSECA
et al., 1994). Estudos soro-epidemiolégicos na populacdo indigena relatam altas taxas de
prevaléncia (9,7%) em portadores crénicos (BRAGA et al., 2001).

Dados fornecidos pela Fundagdo de Vigilancia em Saide do Amazonas (FVS/AM),
relativos aos anos de 2007, 2008 e 2009 mostram que no Estado do Amazonas foram
notificados 154, 262 e 397 casos de hepatite B, respectivamente. As cidades de Manaus,
Eirunepé, Labrea, Manacapuru e Coari foram que apresentaram maiores notificacdes (FVS,
BRASIL, 1010).

Estudos tém demonstrado que, em alguns casos, 0s marcadores sorolégicos ndo sédo
suficientes para detectar uma atividade viral. E o caso da infeccdo oculta pelo virus da

hepatite B (VHB) que € caracterizada por apresentar o antigeno de superficie do virus da
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hepatite B (HBsSAg) negativo, com ou sem a presenca do anti-HBc total (anticorpo contra o
antigeno do “core” do VHB) ou associado ao anti-HBs (anticorpo contra 0 HBsAg), porém
com positividade persistente para o acido desoxirribonucléico (DNA) do VHB (ALLAIN,
2004; RAIMONDO et al., 2007). Esse caso ocorre devido a presenca de mutagdes nas regides
pré-S e S do virus, resultando na producdo de virus mutantes. O virus ndo € reconhecido por
anticorpos neutralizantes, podendo inclusive escapar de uma resposta imune induzida por
vacina (SILVA; NIEL, 2006).

A deteccdo do DNA do virus é considerada a prova mais confiavel da existéncia de
replicacdo e infecciosidade viral. O DNA pode ser detectado antes do surgimento de
evidéncias bioquimicas, persistindo tanto no curso da doenca aguda como da cronica (SILVA,
NIEL, 2006).

No Vale do Javari, a presenca do virus da hepatite B constitui um problema de Saude
Publica, uma vez que as populagdes indigenas vivem isoladas e distantes geograficamente dos
centros urbanos de diagndstico. Nos ultimos anos, a transmissdao do VHB persiste nessas
populacdes, tornando menor a expectativa de vida de seus portadores, resultado do dificil
prognostico da evolucdo da doenca (CIMI/BRASIL, 2010).

Estudos no Vale do Javari sdo ainda escassos, segundo a FVS/AM nos anos de 2005 a
2009 foram registrados em Atalaia do Norte somente 12 casos de hepatite B (FVS, BRASIL,
1010), dai a necessidade desta pesquisa em determinar a prevaléncia do DNA do VHB em
comunidades indigenas do Vale do Javari.

O presente trabalho forneceu, portanto, subsidios para acbes governamentais na satde

indigena e na promocao do seu etnodesenvolvimento.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Hepatites virais

As hepatites sdo infecgdes causadas por virus que possuem tropismo primario para o
figado, no qual os fendmenos inflamatorios e necréticos sdo responsaveis pelos sintomas mais
frequentes, proeminentes e caracteristicos. Apesar de apresentarem sintomas similares, as
hepatites causam varias doencas, cada qual com aspectos epidemiologicos e evolutivos
diferentes e agentes etioldgicos especificos (BENSABATH et al., 1997).

A distribuicdo das hepatites virais é universal, variando de regido para regido, de
acordo com os diferentes agentes etiologicos. As complicacdes ocorridas da doenca nas
formas agudas, crénicas, bem como o ndmero de individuos atingidos resultam na sua
importancia para a saude publica, o que torna relevante os estudos realizados (FERREIRA;
SILVEIRA, 2004; BRASIL, 2006).

Os agentes etiologicos que causam hepatites virais sdo: virus da hepatite A (VHA),
virus da hepatite B (VHB), virus da hepatite C (VHC), virus da hepatite D (VHD) e virus da
hepatite E (VHE). O VHA, o VHB e 0 VHC sédo prevalentes em toda a Amazonia enquanto
que o VHD esta restrito a determinadas areas da Amazonia Ocidental (BENSABATH et al.,
1997). Esses virus ttm em comum a predilecdo para infectar os hepatocitos, entretanto
divergem quanto as formas de transmissdo e consequéncias clinicas advindas da infeccao,
sendo o homem o Unico reservatorio com importancia epidemioldgica (BRASIL, 2006).

Existem outros virus que também podem causar hepatite, embora seu impacto clinico

e epidemioldgico seja menor, sdo eles: os virus de Epstein-Barr (mononucleose infecciosa), o
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do herpes simples, o citomegalovirus, o da febre amarela, o da rubéola, o de Lassa, o Ebola e
0 Marburg (BENSABATH et al., 1997).

Quanto as formas de transmisséo as hepatites virais sdo classificadas em dois grupos:
0 primeiro, de transmissao fecal-oral (VHA e VHE), com mecanismo ligado a condi¢fes de
saneamento basico, higiene pessoal, qualidade de &gua e dos alimentos. O segundo grupo
possui diversos mecanismos de transmissdo (VHB, VHC e VHD), como o parenteral, sexual,
compartilhamento de objetos contaminados, acidentes perfuro-cortantes, procedimentos
cirrgicos, odontoldgicos e hemodialises. A transmissdo por via sexual € mais comum para o
VHB que para o VHC. Os virus das hepatites B, C, e D possuem também via de transmisséo
vertical. (BRASIL, 2006).

ApoOs entrar em contato com o virus da hepatite, o individuo pode desenvolver um
quadro de hepatite aguda, podendo apresentar formas clinicas oligo/assintomatica com
manifestacdes clinicas ausentes ou leves e atipicas, simulando um quadro gripal. A forma
sintomatica apresenta febre, ictericia e coluria. Apenas os virus B, C e D tém potencial para
desenvolver formas crénicas. Os individuos com infeccdo cronica apresentam maior
propensdo para o desenvolvimento de cirrose e hepatocarcinoma (FOCACCIA, 2005;
BRASIL, 2006).

Os ultimos 50 anos foram de notaveis conquistas ao que se refere a prevencao e ao
controle das hepatites virais. Os mais significativos progressos foram a identificacdo dos
agentes virais, o desenvolvimento de testes laboratoriais, o rastreamento dos individuos

infectados e o surgimento de vacinas protetoras (FERREIRA; SILVEIRA, 2004).
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2.2. Hepatite B

2.2.1 O virus da hepatite B

O VHB ¢é um virus DNA de fita dupla classificado na familia Hepadnaviridae, género
Orthohepadnavirus, espécie Hepatitis B virus (EL KHOURI; SANTOS, 2004; LIANG,
2009). No soro de pacientes infectados podem ser visualizados trés tipos de particulas: uma
particula infecciosa esférica, chamada de particula de Dane, com 42 nm de didmetro (virion);
uma segunda particula esférica, com 22 nm de didmetro; e outra com forma tubular e de
comprimento variavel (Figura 1). Essas duas ultimas estruturas ndo sao infecciosas, sendo

compostas apenas por proteinas de superficie (LIANG, 2009).

Hepatitis B Particle Types

> S’

ARG PN
. BOIE Socreted Sphere

Secreted Filament

Figura 1. Particula do virus da hepatite B
Fonte: http://evunix.uevora.pt/~sinogas/TRABALHOS/2001/Imuno01 Hepatite%20B files/image007.jpg.
Acesso: 11 fev 2010.

As particulas de Dane sdo constituidas por um envoltério lipidico externo que contém
0 antigeno de superficie do VHB (HBsAg) e uma regido nuclear densa (core). Esse nlcleo

central possui uma proteina interna (Antigeno nuclear do virus da hepatite B — HBCAgQ) que


http://evunix.uevora.pt/~sinogas/TRABALHOS/2001/Imuno01_Hepatite%20B_files/image007.jpg
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induz a formag&o de anticorpos especificos (Anticorpo contra o antigeno do Core do virus da
hepatite B — Anti-HBc) pelos individuos infectados. O antigeno do core (HBcAg) ndo €
secretado, por isso é muito dificil sua deteccdo no sangue circulante, diferente do que ocorre
nos hepatocitos de individuos com doenca aguda ou crénica, no qual sua presenca €
abundante, sendo detectado por meio da técnica da imunoperoxidase (GONCALVES-
JUNIOR, 2005).

Na zona central da particula de Dane, encontra-se o &cido nucléico viral (Acido
desoxirribonucleico — DNA do VHB) e enzimas como a DNA-polimerase e a fosfoquinase.
Na parte central do virus, estd presente, ainda, o antigeno “e” do virus da hepatite B (HBeAg),
que e secretado, podendo ser facilmente detectado no sangue. Este antigeno se associa a
replicacdo e a infectividade viral e induz a formacdo de um anticorpo especifico chamado
anticorpo contra o antigeno “e” do virus da hepatite B (Anti-HBe) que normalmente se
relaciona com a parada da replicacéo viral (GONCALVES-JUNIOR, 2005).

Conforme a figura 2, o genoma VHB ¢é circular, com uma cadeia parcialmente
duplicada (uma cadeia longa e outra um pouco mais curta) e com um genoma composto de
aproximadamente 3.200 nucleotideos. Nesse genoma identificam-se quatro estruturas génicas:
S, C, P, X que possuem diferentes fungbes (SILVA; PINHO, 2001).

- Gene S: inclui a p2s (proteina de cadeia curta ou S), a ps3 (proteina de cadeia média
ou pré-S,) e a pi3g (proteina de cadeia longa ou pré-S;). A p2s é predominante e representa o
principal antigeno de superficie (HBsAg) que vai induzir a formacdo do anticorpo contra o
antigeno de superficie do VHB (Anti-HBs). O HBsAg possui diversas proteinas
(determinantes antigénicos), denominadas “a”, “d”, “y”, “w”, e “r”, que, mediante suas
combinacdes, permitem a caracterizacdo de varios subtipos. O antigeno “a” ¢ comum a todos

0s subtipos do HBsAg. As combinagbes mais comuns sdo adw, adr e ayw. Utilizando



18

métodos de biologia molecular essas variantes do VHB s&o classificadas em oito gendtipos
(A, B, C, D, E, F, G, H) (GONCALVES-JUNIOR, 2005).

- Gene C: é precedido da regido pré-C (pré-core) e codificam o antigeno do core
(HBcAg) e o antigeno “e” (HBeAg) do VHB (SILVA; PINHO, 2001).

- Gene P: codifica a DNA-polimerase, uma enzima especifica fundamental para a
duplicacdo do DNA, que também possui atividade de transcri¢cdo reversa (GONCALVES-
JUNIOR, 2005).

- Gene X: codifica o antigeno HBX; é necessario para a replicacdo e transativacao
transcricional dos genes virais e tem um possivel papel no desenvolvimento do

hepatocarcinoma celular (EL KHOURI; SANTOS, 2004).

genomic RNA

Figura 2. Constituicdo do genoma do VHB com suas estruturas génicas
Fonte:http://www.klinikum.uni-heidelberg.de/1-Morphology-Genome-Organization.104932.0.html. Acesso: 13
fev 2010.

Convém registrar, que o virus da hepatite B resiste até uma semana em superficie seca,
sendo estavel em temperaturas préximas de 30°C por pelo menos 6 meses e -20°C por 15 anos
(PERRENOUD, 1995; HOLLINGER, 2001). O VHB ¢ bastante resistente ao calor e a outros
agentes fisicos; o tratamento de plasma infectado pelo calor, a 60°C, durante cinco horas é

insuficiente para inativar o virus. A autoclavacao (121°C) durante 30 a 60 minutos e a acdo do
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hipoclorito de sodio destroem o poder infectante do virus (EL KHOURI; SANTOS, 2004;
RACZ; CANDEIAS, 2008a).
O VHB esté presente em altas concentragdes no sangue, e em moderada quantidades

no sémen, no fluido vaginal e na saliva (GONCALVES-JUNIOR, 2005).

2.2.2 Replicagdo do VHB

O mecanismo da replicacdo ndo esta completamente definido, evidéncias indicam que
se inicia pela ligacdo do VHB por meio de um peptideo codificado pela regido pré-S;, a um
receptor especifico localizado na membrana do hepatdcito, esta ligacdo permite que o virus
penetre no hepatocito e perca seu envoltorio (CHISARI, 2000; MARINHO; AGOSTINHO,
2003).

A figura 3 ilustra 0 mecanismo de replicacdo viral, em que o DNA-VHB ¢é liberado
para dentro do nucleo, onde se completa a sintese da cadeia positiva do DNA (incompleta). O
genoma do VHB ¢é convertido numa cadeia circular fechada de DNA com ligac6es covalentes
superespiraladas (ccc-DNA) pela DNA polimerase virica. O ccc-DNA é o modelo que origina
0 RNA mensageiro (RNAm) para a sintese das proteinas viricas e 0 RNA pre-genoma de 3,5
Kb que servira de molde para a transcricdo reversa (LIANG, 2009).

Enguanto isso, no citoplasma da célula hospedeira, sdo sintetizadas as proteinas do
core, as quais vao encapsular o RNA pré-genoma e a DNA-polimerase. No citoplasma,
particularmente no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi, ocorrera a transcricao
reversa do pré-genoma, sendo entdo sintetizada a cadeia longa do DNA viral. O pré-genoma,
que produziu a cadeia longa, por meio da DNA-polimerase, produzira a cadeia curta do DNA
viral, e este capsideo sera envolvido pelo envelope externo do HBSAgQ e esta estrutura viral

completa deixaré a célula (GONCALVES-JUNIOR, 2005).



20

VHB

Hepatécito

Citoplasma

' Envelopes do HBsAg
DNA- pol

.
:' DNA ‘\TR
DNA i parciaimente )DNA
duphcado
v RNAm pré-
gendmico

encapsulado

ccc-DNA RNAmM

Nucleo

Figura 3. Replicagéo do Virus da Hepatite B
Fonte: Gongalves-Junior, 2005.

2.3 Epidemiologia do VHB

A hepatite causada pelo virus da hepatite B (VHB) € um dos mais sérios problemas de
Salde Publica no mundo. Apesar da vacinacdo, testes sorologicos em servicos de
hemoterapia, e programas de prevencdo a doencas sexualmente transmissiveis, 0 nimero de
individuos infectados com o VHB continua crescendo, variando de 0,1 a 20%, tornando-se
endémica em muitas partes do mundo (LEE, 1997).

A prevaléncia do VHB nas populacdes de diferentes locais apresenta grande variagéo,
sendo que as regides e paises sdo classificados conforme o nivel de endemicidade: alta, média
e baixa. Regibes de alta endemicidade sdo aquelas em que mais do que 7% dos individuos da
populacdo sdo portadores cronicos de VHB e entre 50 e 90% apresentam evidéncias
sorolégicas de infeccdo prévia (RONCATO et al., 2008). Estéo incluidos nesse grupo Africa,
grande parte da Asia e Artico (LEE, 1997), e regides da Amazonia brasileira (VICTORIA et
al., 2008). Na Africa e a Asia, o carcinoma hepatocelular associado a hepatite B é uma das

principais causas de morte por neoplasias (GONCALVES-JUNIOR, 2005).
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Regides com 1 a 7% de portadores cronicos e 30 a 50% de individuos com evidéncias
soroldgicas de infecgdo prévia sdo de endemicidade média, pertencem a este grupo sul e leste
europeu, Russia, Asia Central, Japdo, extremo norte africano e Brasil. As populacdes que
apresentam menos de 1% de portadores cronicos e de até 20% de evidéncia soroldgica séo
consideradas de baixa prevaléncia, sdo eles oeste da Europa, América do Norte, Australia,
Nova Zelandia e sudeste da América do Sul (RONCATO et al.,, 2008). A distribuicdo

geografica da prevaléncia da infeccdo crénica pelo VHB esta representada na figura 4.

Prevaléncia de VHB
H>7% -Alta

O 1-7 % - Intermedidria
B <1% - Baixa

Adaptado do COC

Figura 4. Distribuicdo geogréafica da prevaléncia da infeccéo cronica pelo VHB
Fonte: http://www.praticahospitalar.com.br/pratica%2041/imgs/fig-01-mat-08.jpg. Acesso: 6 fev. 2010.

O Ministério de Saude estima que, no Brasil, pelo menos 15% da populacédo ja teve
contato com o VHB e que 1% da populacdo apresenta doenca crénica relacionada a este virus
(BRASIL, 2002).

O Brasil é classificado como area de incidéncia média pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), no entanto estudos de prevaléncia detectaram diferencas de indices de infec¢do

nas regibes geograficas: 8 a 15% na regido Amazonica, 2,5% nas regibes Centro-Oeste e


http://www.praticahospitalar.com.br/pratica%2041/imgs/fig-01-mat-08.jpg

22

Nordeste, 2% na Sudeste e 1% na regido Sul (GONCALVES-JUNIOR, 2005; COSER, et al.,
2008).

Esses achados corroboram com o estudo de soroprevaléncia da hepatite B realizado
por Clemens et al. (2000), que avaliaram a prevaléncia de anticorpos contra o antigeno do
Core do VHB (anti-HBc) nas regides Sudeste, Sul, Norte e Nordeste do Brasil. Na regido
Norte foi encontrado uma taxa de 21,45%, demonstrando uma regido de alta endemicidade.
Taxas menores foram encontradas na regido Sudeste (5,5%), Nordeste (1,2%) e Sul (7,6%).

Frente ao exposto, verifica-se que o quadro epidemioldgico da hepatite B no Brasil é

influenciado pelas diferencas geogréaficas, climaticas, econdmicas e étnicas.

2.3.1 Hepatite B na Amazonia

Estima-se que no Brasil a endemicidade do VHB n&o seja uniforme em todo pais,
sendo mais prevalente na regido Norte, especialmente na Amazoénia Ocidental (BRASIL et al.,
2003).

Estudo realizado por Aquino et al. (2008), no qual estimou a prevaléncia dos
marcadores sorologicos para a hepatite B (HBsAg, anti-HBc total e anti-HBc IgM) em
individuos do Estado do Para, atendidos no Laboratério de Saude Publica, no periodo de
janeiro de 2002 a dezembro de 2005, demonstrou que 3,6% individuos foram reativos para o
HBsAg; 37,7% para o anti-HBc total e 3,1% para o anti-HBc IgM.

Paula et al. (2001), em estudo no qual analisaram comunidades ribeirinhas da Bacia
Amazodnica Ocidental, ao longo dos rios Purus e Acre, mostraram a alta endemicidade ao
VHB, com sorologia positiva de 5,2% para HBsAg.

As pesquisas acima mencionadas corroboram com o estudo realizado no Estado do

Amazonas por Brasil et al. (2003), que avaliou a prevaléncia de marcadores soroldgicos para
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0 VHB em contatos domiciliares no Estado do Amazonas, foram estudados 97 pacientes e
258 familiares que tinham contato direto com os pacientes. Destes 258 familiares, 31 (12,1%)
apresentaram reatividade para HBsAg e 133 (51,6%) foram reativos para Anti-HBs e/ou anti-
HBc total. Dos 97 pacientes 48,5% eram portadores inativos do VHB.

Considerando a importancia dos inquéritos de base populacionais no planejamento das
intervengdes em saude, foi realizado um estudo por Kiesslich et al. (2003), sobre a
prevaléncia de marcadores soroldgicos e moleculares do VHB, incluindo deteccéo dos niveis
de VHB-DNA em 1.460 gestantes residentes no interior do Estado do Amazonas. As sub-
regides do Jurua (HBsAg 8,7%, anti-HBc 75,9%, anti-HBs 73,4%) e Purus (HBsAg 4,8%,
anti-HBc 70,7%, anti-HBs 70,7%) apresentaram maiores indices de marcadores soroldgicos.
Entre as 46 gestantes reativas para HBsAg, 36 (78,3%) foram positivas para DNA-VHB pela
PCR.

A populacdo indigena no Brasil é estimada em aproximadamente 460.000 indios, que
perfaz cerca de 0,25% da populacdo brasileira (FUNAI/BRASIL, 2010). De acordo com
estudo realizado por Braga et al. (2001), em sete grupos indigenas do Estado do Amazonas,
encontraram uma taxa de portadores cronicos do HBsAg de 9,7%. A taxa de prevaléncia de
infeccdo passada em individuos anti-HBc reativos foi de 54,5%, esses dados confirmam o
carater endémico desta infeccdo em populacGes indigenas na Amazonia.

Pesquisadores acreditam que a implantacdo da vacinacdo contra hepatite B a partir de
setembro de 1989, na cidade de Labrea, Estado do Amazonas, bacia do Rio Purus, reduziu a
prevaléncia de portadores do antigeno de superficie do VHB (HBsAg). Segundo essa
pesquisa, na qual se avaliou a prevaléncia da infeccdo pelos virus da hepatite B (VHB), a taxa
de prevaléncia do anti-HBc total encontrada foi de 49,9%; e de HBsAg foi de 3,3%. Essa taxa

de prevaléncia de portadores do HBsAg no local identifica um padrdo de endemicidade
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moderada, diferente do apresentado anteriormente a introducdo da vacina, no qual o HBsAg
era de 15,3% (BRAGA et al., 2004).

A ocorréncia de coinfec¢do pelo plasmodium com o virus da hepatite B em érea
endémica na AmazoOnia Brasileira estaria diretamente relacionada ao padrdo de circulacéo
desses agentes na populacédo e a prevaléncia de portadores do HBsAg. Em estudo realizado no
municipio de Labrea, foi encontrada uma elevada prevaléncia de 51,4% de anticorpos contra
antigenos do Plasmodium vivax ou Plasmodium falciparum na populacdo estudada, com
provavel predominancia de casos passados por malaria vivax e moderada endemicidade de
3,3% de HBsAg (BRAGA et al., 2005). Estudos experimentais e epidemiologicos indicam a
possibilidade de transmissdo do VHB por insetos hematdfagos, sugerindo que esse tipo de
transmisséo contribua para a elevada endemicidade em regides tropicais (IVERSSON et al.,
1990; CHANTEAU et al., 1993).

O advento da biologia molecular e da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do VHB
conduziu a uma revisdo dos padrdes soroldgicos da infeccdo. O DNA-VHB pode ser
detectado entre os individuos HBsAg negativos, positivo ou ndo para Anti-HBc total. Esse
padrdo sorolégico molecular é denominado hepatite oculta, e estd associado a virus mutante
(DATTA et al., 2007; RAIMONDO et al., 2007). No intuito de averiguar a presenca de
hepatite oculta na Amaz6nia Ocidental, associando sua presenca com passado de ictericia,
HBsAg negativo e anti-HBc total positivo, Barros-Junior et al. (2008) realizaram um estudo,
cujos resultados demonstraram a ocorréncia da hepatite B oculta entre 0s pacientes, porém
com taxas de prevaléncia abaixo do esperado para a regido. De 51 pacientes anti-HBc total
reativo testado, nove (17,6%) foram positivos para DNA-VHB. A detec¢do do DNA-VHB foi
realizada por PCR, utilizando o sistema Semi-Nested PCR. Os pesquisadores explicam que a
baixa prevaléncia encontrada possa ter ocorrido pelo fato de apenas ter sido utilizada a regido

S do genoma do VHB como alvo na PCR.
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O VHB é o mais frequente causador de Insuficiéncia Hepéatica Aguda Grave (Hepatite
fulminante), especialmente em regides de alta prevaléncia da infeccdo, tal como ocorre no
Jap#o, no sudeste asiatico, em paises da Europa e Africa, no Oriente Médio e na Amazonia.
Foram descritos casos de Insuficiéncia Hepatica Aguda Grave em paciente com infecgdo
oculta pelo VHB, em que todos os marcadores soroldgicos e viroldégicos do VHB estéo
ausentes, exceto o DNA-VHB por PCR em concentra¢des minimas (PRADO, 2005).

Reforcando o uso da biologia molecular no diagnéstico do VHB, um estudo foi
conduzido com 55 pacientes oriundos do oeste da Amazonia Brasileira, que eram DNA-VHB
positivo, apds soroconversdo de HBeAg, visando descrever as caracteristicas clinicas e
moleculares de pacientes que eram portadores cronicos de HBsAg. A presenca de
esplenomegalia foi a mais frequente (40%) entre 0s pacientes, e trés tipos de genotipos de
VHB foram encontrados: A, D e F (VICTORIA et al., 2008).

De acordo com estudo realizado por Oliveira et al. (2008), um fragmento de 600 pares
de base (pb) que codificam o antigeno de superficie do VHB foi amplificado e sequenciado,
oriundos de cinco estados da Amazonia brasileira (Amazonas, Para, Acre, Rondbnia e
Tocantins). Um total de 44 sequéncias de nucleotideos foi usado para estimar os parametros
moleculares genéticos e analise filogenética, isolado de pacientes de trés estagios da doenca:
portadores assintomaticos, hepatite aguda e doencas cronicas do figado. A analise filogenética
sugere o genotipo A, predominante na regido Amazonica.

Diante do exposto, as pesquisas mostram que a regido amazonica apresenta niveis de
endemicidade superiores aqueles encontrados nas demais regides brasileiras. Contudo, 0s
principais mecanismos de propagacdo da hepatite B na Amaz6nia, ainda ndo foram totalmente

identificados e podem envolver fatores que sao especificos para a regido.
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O diagndstico soroldgico baseia-se na deteccdo de antigenos e de anticorpos

circulantes. Os marcadores disponiveis para a analises laboratoriais sdo os seguintes: HBsAg,

anti-HBs, HBeAg, anti-HBe, anti-HBc IgM e anti-HBc total.

Quadro 1

Marcadores sorolégicos do VHB

Abreviatura Definicéo Significado Clinico
HBsAg Antigeno de superficie | - Primeiro marcador da infec¢do por VHB
do virus da hepatite B | - Aparece de um a trés semanas antes dos sintomas.
- Sua presenca junto com o anti-HBc indica
presenca de infeccdo.
- Persisténcia por mais de seis meses indica
infeccdo crénica.
- Desaparece nos primeiros seis meses da doenca
quando a evolucgéo € para a cura.
Anti-HBc 1gG | Anticorpo 1gG contra | - Marcadores contato prévio com o virus da
ou Total 0 HBcAg hepatite B.
- Ndo indica imunidade.
Anti-HBc Anticorpo IgM contra | - N&o ¢ induzido pela vacinacao.
IgM™* 0 HBcAg - *Aparece com o inicio dos sintomas.
- *Marcador da infec¢do aguda recente.
- *Pode persistir por seis meses
HBeAg Antigeno de | - Aparece pouco antes dos sintomas.
replicacdo viral - Indica alta infectividade.
- Sua persisténcia no soro indica replicacdo viral
independente da fase da doenca (aguda ou crbnica).
Anti-HBe Anticorpo contra 0 | - Aparece dentro de poucas semanas ap0s a perda
HBeAg do HBeAg.
- Indica declinio de infectividade.
Anti-HBs Anticorpo contra 0 | - Aparece um a trés meses ap0s a vacinacao contra
HBsAg a hepatite B ou ap0s a recuperacdo de uma infec¢édo

aguda.
- Indica imunidade a hepatite B.

Fonte: BRASIL. Ministério da Saude, 2005.
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2.5 Biologia molecular do VHB

A aplicacdo das técnicas de biologia molecular para o diagndstico dos virus é de
grande importancia nos estudos do VHB, pois sdo utilizadas técnicas de deteccdo de acidos
nucléicos, que identificam sequéncias de nucleotideos virais especificos.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é o protétipo das técnicas de amplificacdo de
DNA alvo. A PCR emprega iniciadores curtos de oligonucleotideos (primers) e uma DNA
polimerase termoestavel, como a Taq polimerase para amplificar segmento do DNA alvo, em
geral de 100 a mil pares de bases. A PCR ¢ feita por meio de ciclos que consistem na
desnaturacdo, ligacdo de primer e extensdo, sendo que cada passo ocorre em temperaturas
diferentes. A progressédo dos ciclos é feita por meio de um termociclador, que controla as
temperaturas da reacdo. Apds a amplificacdo, o produto amplificado, também chamado
amplicon, € detectado por meio da eletroforese em gel, em geral de agarose. Uma das
vantagens da PCR € a estabilidade do DNA que permite a identificacdo viral mesmo em
condicBes em que o virus perdeu a viabilidade (RACZ, 2008b).

A PCR ¢é um método rapido, direto e extremamente sensivel, pois permite detectar
entre 10 e 100 copias do virus por mililitro de soro e apresenta alta especificidade, desde que
a regido gendmica a ser amplificada seja encontrada apenas no virus (SILVA; NIEL, 2006).

O teste da PCR para 0 DNA-VHB pode ser aplicado na avaliacdo da infeccdo pelo
VHB, no diagndstico de hepatite fulminante, no monitoramento da resposta ao tratamento e

no diagndstico da hepatite B oculta (COSER et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a prevaléncia do DNA do virus da hepatite B em povos de etnias indigenas

habitantes dos rios Curucé e Itaquai no Vale do Javari, Estado do Amazonas.

3.2 Objetivos Especifico

3.2.1 Descrever aspectos epidemioldgicos e estimar 0s possiveis fatores de riscos da

ocorréncia do virus da hepatite B na populacdo em estudo;

3.2.2 Analisar a prevaléncia do DNA-VHB nas diferentes etnias indigenas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de estudo

Realizou-se um estudo descritivo transversal do tipo deteccdo de caso, no qual foi
estimada a prevaléncia do DNA do virus da hepatite B em povos de etnias indigenas que
habitam os rios Curuca e Itaquai no Vale do Javari no Estado do Amazonas-Brasil, realizado
por meio da técnica molecular denominada Reag&o em Cadeia da Polimerase (PCR).

O presente estudo fez parte do projeto de maior amplitude: “Epidemiologia molecular
do virus da hepatite B em populacdo indigena do Vale do Rio Javari no Estado do
Amazonas”, aprovado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), registro n°
15276, parecer n® 216/2009, aprovado no dia 24 de abril de 2009 (Anexo 2) e no Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), protocolo

n® 189/08, aprovado no dia 05 de dezembro de 2008 (Anexo 3).

4.2 Universo de estudo

4.2.1 Populacao de estudo

A populacdo de estudo foram os habitantes das comunidades indigenas de Séo

Sebastido, Volta Grande e Pedro Lopes (Rio Curuca), Bananeira, Remancinho e Massapé (Rio

Itaquai) das etnias Kanamary, Mayoruna, Marubo e Kulina, localizadas no Vale do Javari,

Estado do Amazonas.



4.2.1.1 Caracterizacdo da area de estudo
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A Terra Indigena Vale do Javari esté localizada no municipio de Atalaia do Norte, no

extremo ocidente do Amazonas, fronteira com o Peru (Figura 5). E uma das regides com

populacdo indigena mais dispersa do pais. Os indios estdo espalhados em uma érea de 8,5

milhdes de hectares. Foi homologada pelo Governo Federal por meio do Decreto s/n de 30 de
abril de 2001 publicado no Diario Oficial da Unido em 02 de maio de 2001, abrange o0s
territérios dos povos Kanamary, Matis, Mayoruna, Marubo, Kulina, Korubo e indios isolados
(FUNASA/BRASIL, 2008; UNIVAJA/BRASIL, 2010;

O acesso ao Vale do Javari saindo de Manaus se fez por via aérea até Tabatinga (2,40

horas) e por meio de barco até Atalaia do Norte (2 horas). Até o medio do rio Curuca foram

BRASIL, 2010).

13 horas e ao rio Itaquai foram 9 horas de barco com motor de 200 Hp.
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Figura 5. Mapa do Vale do Javari.
Fonte: FUNASA, Boletim Informativo Especial, abril 2008.
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O Vale do Javari representa a maior concentracdo de grupos autdbnomo numa area,
com potencial da fauna e flora, recursos hidricos e biolégicos de grande importancia hoje para
o mundo. No entanto, a intensa exploragcdo dos seus recursos naturais pelos cagadores,
pescadores e madeireiros peruanos e brasileiros com fins comerciais comprometeu a
sobrevivéncia dos povos indigenas da regido. A presenca ndo indigena provocou indmeras
epidemias, como a hepatite, e caracterizou-se por sucessivos massacres daqueles que resistiam
a invasdo de seus territdrios (CIMI/BRASIL, 2010).

Hoje os indigenas vivem com falta de alternativas econ6micas para geracao de renda,
apesar das riquezas naturais que a regido oferece. No campo da saude, a situacdo do Vale do
Javari € preocupante, caracterizada pela presenca da hepatite A, B, C e D, malaria, filariose,

meningite e tuberculose (COIAB/BRASIL, 2010).
4.2.2 Participantes e Critérios de Elegibilidade

As comunidades indigenas de Sdo Sebastido, Volta Grande e Pedro Lopes (rio
Curucd), Massapé, Remancinho e Bananeira (rio Itaquai) foram estimadas em 582 habitantes
(FUNASA/BRASIL, 2010), calculou-se o “n” amostral baseando no estudo com amostras

finitas, utilizando a seguinte equacéo:
Z’pgN
d*N-D+Z*pg

Em que:

Z = abscissa da norma padrdo=1,96
N = tamanho da populacao padrao
p = estimativa de proporc¢édo
q=1-p

d = erro amostral
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Considerou-se uma prevaléncia de 15% de positividade nesta populagdo, com
intervalo de confianga de 95% e admitindo-se um erro amostral de 5% estimou-se uma
casuistica de 147 amostras. A amostra foi acrescida de 10% elevando o universo de estudo
para 162. O estudo foi realizado com 180 amostras.

Os participantes foram selecionados por método aleatorio estratificado, pois a inclusao
dos mesmos para compor a amostragem seguiu a ordem casual de chegada ao local da coleta,
dependendo da anuéncia da comunidade indigena.

Fizeram parte da pesquisa jovens e adultos habitantes das comunidades indigenas de
S&o Sebastido, Volta Grande e Pedro Lopes (rio Curuca), Massapé, Remancinho e Bananeira
(rio Itaquai) do Vale do Javari das etnias Kanamary, Mayoruna, Marubo e Kulina com
historia clinica relacionada a hepatites virais ou ndo, que se dispuseram a participar da
pesquisa, mediante a concordancia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo 1).

A apresentacdo do TCLE foi realizada mediante visita do pesquisador, juntamente
com representantes da Associacdo Marubo de Sdo Sebastido (AMAS), Unido dos Povos
Indigenas do Vale do Javari (UNIVAJA) e Secretaria de Estado para os Povos Indigenas
(SEIND). A estratégia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e da coleta de sangue
foi utilizar um cartaz contendo figuras para a obtencdo da amostra sanguinea em uma
linguagem simples e a mais correspondente a cultura da comunidade, em seguida fez-se a
leitura do TCLE, com traducdo para Kanamary, Kulina, Marubo e Mayoruna, de acordo com
a lingua da comunidade.

As comunidades indigenas de S&o Sebastido (S 05°51°37.3> W 072°04°53.2"), Volta
Grande (S 05°37°21.6> W 072°03°26.8") e Pedro Lopes (S 04°32°22.6> W 071°24°04.3°)

no rio Curucé foram visitadas em setembro/2009; comunidade de Massapé (S 06°14°26.8>° W
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070°36” 32.6”’), Remancinho (S 05°57°55.5°> W 070°37°07.9°") e Bananeira (S 05°56°28.4"’

W 070°34°52.1°") no rio Itaquai em margo/2010.

4.2.3 Amostra

Neste estudo foi coletado sangue venoso (5 mL), utilizando seringa e agulha 25 x 7
descartavel (BD/Becton Dickinson) e adicionado em tubo vacutainer contendo EDTA. A
coleta foi realizada por um técnico de satde designado pela FUNASA/Atalaia do Norte. Uma
vez que a localizag@o geografica da area ndo apresentou recursos para manter as amostras a -
20°C, essas foram acondicionadas em container a temperatura ambiente, pois conforme
Perrenoud (1995) e Hollinger (2001), o VHB ¢ estavel em temperatura proxima de 30°C por
pelo menos 6 meses.

O transporte posterior da coleta foi feito utilizando o transporte aéreo, com destino a
Manaus/AM. Em Manaus as amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm. durante 5 minutos
para separar o plasma, identificadas com o niimero de registro e armazenadas a -20°C.

Os procedimentos laboratoriais moleculares foram realizados no Laboratorio de
Virologia/Coordenacdo de Pesquisa em Ciéncias da Saude do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazdnia (CPCS/INPA).

Apos o término dos procedimentos laboratoriais moleculares, os resultados foram
disponibilizados a SEIND, permitindo que fossem orientados na adocdo de medidas

preventivas e encaminhados a tratamento quando necessario.



4.3 Procedimentos

4.3.1 Fluxo de procedimento

A sequéncia das etapas do estudo encontra-se ilustrada na Figura 1.
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4. 3.2 Instrumentos de coleta de informacdes

O instrumento de coleta de dados foi composto por um formulério (Apéndice 1) com
dados de identificacdo e historia clinica, o qual foi aplicado ap6s a adesao dos individuos por
intermédio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Em caso de menores de idade o
consentimento foi dado pelo responsavel.

O formuléario foi dividido em trés partes. A Parte | continha identificacdo do
participante envolvendo nome, idade, sexo, naturalidade, endereco e tempo em que vive no
local. A Parte Il foi composta por busca de fontes provaveis de contagio. A Parte 111 envolveu
aspectos clinicos no momento da coleta da amostra, os quais foram registrados pelo
pesquisador.

As informacbes obtidas no formulario foram transcritas para uma matriz, em um
processo de codificacdo, na qual os dados brutos foram transformados sistematicamente e

agregados em categorias para analise dos resultados.

4.4 Procedimentos laboratoriais

O método de identificacdo do DNA viral da hepatite B foi realizado por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Foi feita a extracdo do DNA-VHB, o produto da PCR foi
submetida ao Semi-nested PCR, com iniciadores tipo especifico que amplificam seguimentos
do gene S do VHB, logo os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etideo (1,0 pg/mL), visualizado em um transluminador de luz

ultravioleta, segundo metodologia descrita por Oliveira (2007).
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4.4.1 Extracdo do DNA do VHB

A extragcdo do DNA foi executada utilizando-se 0 método fenol/cloroférmio segundo
Karasawa et al. (1995), modificado por Oliveira, (2007). Em um microtubo de 2,0 mL novo
estéril, adicionou-se 250 pL de plasma, em cdmara de exaustdo. Adicionou-se: 3,0 pL de
Tris-HCL-1,0M; 3,0 pL de EDTA-0,5M; 15 pL de SDS-10% e 50 pL de Proteinase-K
(10mg/ml). A mistura foi bem homogeneizada em voértex e incubou-se a 56°C por 2 horas.
Apds esse tempo, adicionou-se 1 Volume de Fenol hidratado e tamponado, homogenizou-se
bem em vortex e centrifugou-se a 5.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.
Recolheu-se a fase aquosa para outro microtubo e adicionou-se 1 volume de cloroférmio
hidratado. Homogenizou-se bem em vértex e em seguida centrifugou-se a 5.000 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente. Repetiu-se 0 procedimento do cloroférmio hidratado duas
Vezes.

Para a precipitacdo do DNA viral foi adicionado a fase aquosa 0,1 Volume de NaCL
3,0 M e 2,5 Volume de etanol absoluto a -20°C. Homogeneizou-se e incubou-se a -20°C por
12 horas. Apds esse periodo centrifugou-se a 10.000 g por 20 minutos a 4°C. Descartou-se
todo o sobrenadante e deixou-se os microtubos invertidos na camara de fluxo para evaporar
todo o etanol. Resuspendeu-se 0 sedimento em 50 pL de tampéo de resuspensdo (Tampdo TR:
Tris-HCL 10 mM, EDTA 0,5 mM pH 8,0), incubou-se por cerca de 3 horas na geladeira para
completa eluicdo e em seguida guardou-se a -20°C até o seu uso na PCR. Foi utilizada uma
amostra controle positivo na extracgdo.

Utilizou-se também neste estudo o conjunto de reagentes Easy-DNA Kit (Invitrogen)

para extracdo do DNA das amostras positivas para VHB.
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4.4.2 Procedimento molecular

Uma vez extraido, o DNA viral foi submetido a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), seguindo o protocolo Oliveira (2007). O produto amplificado foi
submetido a Semi-Nested PCR com iniciadores tipo-especificos, que amplificam o
seguimento do gene S do virus da Hepatite B, descrito por Oliveira (2007).

Para confirmacdo do tipo viral, as sequéncias dos primers foram submetidas a analise
pela ferramenta BLAST do GenBank (http/www.ncbi.nlm.nih.gov), na qual apresentou 100%
de genoma completo para DNA-VHB e ao gene S. As sequéncias desses primers se

encontram no Quadro 2.

Quadro 2

Sequéncia dos primers para amplificacdo do gene S.

Nome Sequéncia Qtde Posu;aovr:_(')é:jenoma
2821(+) | 5>-GGG TCA CCA TAT TCT TGG GAA CA-3* | 23 nt 2821-2150
783 (-) | 5’-CTC ACG ATG CTG TAC AGACTT-3’ 21 nt 783-762
P1(+) |5-TGC CTC TCA CAT CTC GTC AA-3’ 20 nt 104-123

4.4.2.1 Amplificacdo do gene S por PCR

Neste procedimento, foram utilizados na PCR os pares iniciadores 2821 e 783, sentido
senso e antissenso, respectivamente, que amplificaram o seguimento genémico S inteiro
(OLIVEIRA, 2007), originando um produto de 1.200 pb. A reacdo de amplificacdo foi
realizada com um volume final de 25 pL, contendo os seguintes componentes: 12,80 uL de

agua BioMol, 2,5 pL de tampdo 10X PCR, 0,5 pL de mix dNTP (10mM), 1,0 uL de MgCl,
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(50mM), 0,20 pL de Tag DNA polimerase (5U/ul), 2,5 pL de iniciador 2821 senso (10
pmoles/uL), 2,5 pL de iniciador 783 antissenso (10 pmoles/uL), 3 uL DNA amostra.

Na reacdo incluiu-se uma amostra controle positivo de DNA-VHB e uma amostra
controle negativo de DNA-VHB.

As reagdes foram realizadas em um termociclador Biosystems®, onde se utilizou um
total de 35 ciclos com a seguinte programacao: a 94°C por 5 minutos (pré-aquecimento), a
94°C por 30 segundos (desnaturagéo), a 57,1°C por 2 minutos (hibridacéo), a 72°C por 30

segundos (extensdo), a 72°C por 7 minutos (extensdo final) e - 4 °C (CASTILHO, 2010).

4.4.2.2 Semi-Nested PCR.

O produto da primeira reacdo da PCR foi submetido a semi-Nested PCR, o qual foi
diluido em agua livre de DNAse e RNAse na proporcdo 1:100. Os componentes utilizados
foram os mesmos da PCR, com excecdo dos iniciadores, desta vez foram utilizados os
iniciadores especificos P1(+) e 783 (-), originando um produto de 680 pb (OLIVEIRA, 2007).

A mistura da reacdo e o produto da PCR a 1:100 foram submetidos a incubacdo em
termociclador Biosystems®, utilizando o mesmo programa de amplificacdo da PCR segundo
Castilho (2010).

Foi incluida na reacdo uma amostra controle positivo de DNA-VHB e uma amostra

controle negativo de DNA-VHB.
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4.4.3 Eletroforese dos produtos de PCR amplificados (gene S)

Os produtos da reacdo da semi-Nested PCR foram visualizados em gel de agarose
1,5% corado em brometo de etideo (1,0 pg/mL) e submetidos a um campo elétrico. No gel
foram aplicados 5,0 puL do produto da semi-Nested PCR misturados com 3,0 pL de loading
buffer. Foi utilizado o padrédo de peso molecular Ladder de 100 pb (Invitrogen). Para
migracdo das amostras em gel na cuba de eletroforese, foi aplicada uma voltagem de 100
volts por cerca de 1 hora.

Ao término da migracdo eletroforética, a visualizacdo do fragmento de DNA foi
realizada em um transluminador UV PW Sys 300 e o registro foi feito em um sistema de foto-
documentacdo com o equipamento Alpha DigiDoc Pro, lente Canon LA-DC 58F e maquina

digital Canon Power Shop A-640.

4.5 Analise dos resultados

Os dados foram apresentados por meio de graficos e tabelas de frequéncia, onde se
calculou as frequéncias absolutas simples e relativas para os dados categéricos. Na estimativa
da prevaléncia de hepatite B por meio da PCR foram calculados ainda os intervalos de
confianca ao nivel de 95% (1C95%).

Na analise da idade, foram calculadas a mediana e os quartis (Q;), pois a mesma nédo
apresentava distribuicdo normal ao nivel de 5% de significancia. Na comparacdo das tabelas
de dupla entrada, foi calculado o teste do qui-quadrado de Pearson, sendo que na
impossibilidade de sua aplicacdo, utilizou-se o teste exato de Fisher. Na comparacdo das
medianas da idade em relacdo ao resultado da PCR aplicou-se o teste ndo-paramétrico de

Mann-Whitney (VIEIRA, 2004).



40

O software utilizado na analise foi o programa Epi-Info versdo 3.5.1 para Windows,
que é desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC (www.cdc.org/epiinfo), e o nivel de

significancia fixado para os testes foi de 5%.


http://www.cdc.org/epiinfo

5. RESULTADOS
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Foram analisadas 180 amostras coletadas nos rios Curucé e Itaquai no Vale do Javari,

Amazonas. Dessas amostras 49/180 (27,2%) pertenciam a etnia Marubo, 125/180 (69,4%) a

Kanamary e 6/180 (3,3%) a outras etnias. A populacdo de estudo foi constituida por 87/180

(48,3%) individuos do sexo masculino e 93/180 (51,7%) do feminino, segundo Tabela 1.

Distribuicdo segundo a frequéncia das etnias e dos dados sociodemogréaficos da populagéo

Tabela 1

indigena do Vale do Javari, Amazonas.

Variaveis (n = 180) f: %
Etnia
Marubo 49 27,2
Kanamary 125 69,4
Outras 6 3,3
Género
Masculino 87 48,3
Feminino 93 51,7
Idade em anos completos (n = 137)
11 |--- 15 6 4.4
15 |--- 20 28 20,4
20 |--- 25 20 14,6
25 |--- 30 22 16,1
30|---35 16 11,7
35 |--- 40 12 8,8
40 |--- 45 11 8,0
45 |--- 50 5 3,6
50 |--- 55 7 5,1
> 55 10 7,3
Mediana 27,0 -
Q1-Qs 20 -39
Amplitude 11-77

f; = frequéncia absoluta simples; Q; = quartil.
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A mediana da idade entre os individuos estudados foi de 27 anos com amplitude de
11-77 anos, a faixa de idade de maior frequéncia foi de 15 a 20 anos (20,4%), e os Quartis Q;-
Qs foram de 20-39, os quais estdo apresentados na Tabela 1. Entre os participantes 43
indigenas ndo souberam informar a idade.

Das 180 amostras analisadas pelo estudo, noventa e duas foram DNA-VHB PCR
positivas para gene S, significando uma prevaléncia para o DNA-VHB de 51,1% com IC 95%
de 43,6-58,6 e oitenta e oito foram DNA-VHB PCR negativa (48,9%) com IC 95% de 41,4-

56,4, como podem ser vistas na Figura 7.

48,9%
1C95% (41,4- 56,4)

51.1%

IC95% (43,6-58,6

n=180
B PCR Positivo B PCR Negativo

Figura 7. Distribuicdo segundo o resultado da PCR para DNA-VHB na populagdo indigena do Vale do

Javari, Amazonas.

Entre as 92 amostras positivas para 0 DNA-VHB PCR, 18/49 (36,7%), com IC 95%
de 23,4-51,7 pertenciam a etnia Marubo; 68/125 (54,4%), com IC 95% de 45,3-63,3 a

Kanamary e 6/6 (100%) a outras etnias, conforme Tabela 2.
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Tabela 2

Distribuicdo segundo a frequéncia da PCR positiva para DNA-VHB em relacdo as etnias da
populacdo indigena do Vale do Javari, Amazonas.

Etnia filn % 1IC95%
Marubo 18/49 36,7 23,4 -51,7
Kanamary 68/125 54,4 45,3 - 63,3
Outras 6/6 100,0 -

f; = frequéncia dos casos positivos por meio da PCR.

Dentro os casos para DNA-VHB PCR positivos para gene S, 50,6% foram do sexo
masculino e 51,6% do feminino. Na Tabela 3 pode-se visualizar a distribuicdo dos dados
sociodemograficos dos casos positivos e negativos para DNA-VHB. Dentre as amostras
investigadas, pode-se verificar que ndo houve diferenca significante ao nivel de 5% em
relacdo ao sexo (p= 0,889). No entanto, quando se analisou a comparacao da média de idade
em relacdo ao resultado da PCR para DNA-VHB foi observado que os indigenas com PCR
positiva apresentavam menores média de idade (p<0,001), em relacdo a PCR negativa,

respectivamente, 23 anos e 33 anos.

Tabela 3

Distribuicdo segundo os dados sociodemograficos em relacdo ao resultado da PCR para
DNA-VHB na populacdo indigena do Vale do Javari, Amazonas.

PCR
Variaveis Positivo Negativo
f; % f; %  Total p

Género (n = 180) 0,889*

Masculino 44 50,6 43 494 87

Feminino 48 51,6 45 48,4 93
Idade <0,001**

Mediana 23,0 33,0

Q1/Qs 18 - 22 -

fi = frequéncia absoluta simples; Q; = quartil; * Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney; Valor de “p” em negrito italico indica diferenga estatistica ao nivel de 5%.
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Quanto as fontes de contagio em relagdo ao resultado da PCR para DNA-VHB, no
contato com pessoas suspeita de hepatite ndo foi constatada diferenca estatistica significantes
(p=0,164) ao nivel de 5%. O mesmo ocorreu com suspeita de hepatite no grupo familiar,
tatuagem (p=0,420), extracdo dentaria (p=0,781), compartilhamento de roupa intima, escova
de dente (p=0,364), aparelho de barbear, ferimento na pele e afastamento da aldeia (p=0,271),
como pode ser observado na Tabela 4. Estas varidveis ndo foram preenchidas no formulario

na sua totalidade pela populagdo em estudo.

Tabela 4

Distribuicdo segundo a frequéncia das fontes de contagio em relacéo ao resultado da PCR
para DNA-VHB na populacéo indigena do Vale do Javari, Amazonas.

PCR
Variaveis Positivo Neaativo
f; % f; % Total D
Contato com pessoa suspeita de 0,164*
Sim 18 391 28 60.9 46
Nao 12  60.0 8 40.0 20
N&o sabe 14 350 26 65.0 40
Suspeita de hepatite no grupo familiar folalel
Sim 20 417 28 58.3 48
Nao 8 57.1 6 42.9 14
N&o sabe 1 20.0 4 80.0 5
Tatuagem 0.420*
Sim 34 531 30 46.9 64
Nao 39 464 45 53.6 84
Extracdo dentéaria 0.781*
Sim 60 513 57 48.7 117
Nao 21 538 18 46.2 39
Compartilhou roupa intima -
Sim - - 1 100.0 1
Nao 32 464 37 53.6 69
Compartilhou escova de dente 0.364**
Sim 1 25.0 3 75.0 4
Nao 31 477 34 52.3 65
Aparelho de barbear -
Sim - - 2 100.0 2
Nao 31 470 35 53.0 66
Ferimento frequente na pele -
Sim - - 2 100.0 2
Nao 22 400 33 60.0 55
Afastamento da aldeia 0.271*
Sim 24 K33 21 46.7 45
Nao 17 415 24 58.5 41

f; = frequéncia absoluta simples; * Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste exato de Fisher; *** N&o foi
possivel aplicar a estatistica de teste devido as restricdes de Cochran (VIEIRA,2004).
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Na Tabela 5 tem-se a distribuicdo segundo a frequéncia dos aspectos clinicos em
relacdo ao resultado da PCR para DNA-VHB, dos participantes que declararam apresentar
quadro de febre, 80% (12/15) foram positivos e 20% (3/15) foram negativos, com diferenca
estatistica de 5% (p<0,001). Dentre os que ndo tinham este aspecto clinico, 28,6% (12/42) e
71,4% (30/42), respectivamente, apresentaram resultados positivos e negativos para DNA-
VHB.

No estudo, 20 indigenas declararam estado de gravidez (21,5%), com positividade de
75% (15/20) para DNA-VHB, cuja diferenca estatistica ao nivel de 5% foi de p=0,009. No
entanto, ndo foi constatada a mesma diferenca estatistica para vacina contra hepatite B
(p=0,748), como também em relacdo a vacina contra hepatite B (p=0,748), mal-estar no corpo
(p=0,799), nduseas (p=0,550), ictericia, dor na regido do figado (p=0,146), mialgia (p=0,552),
atralgia (p=0,832) e urina escura (p=0,438), conforme Tabela 5. Nem todos os participantes

informaram no formulario o seu aspecto clinico.
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Distribuicdo segundo a frequéncia dos aspectos clinicos em relacéo ao resultado da PCR para
DNA-VHB na populagdo indigena do Vale do Javari, Amazonas.

PCR
Variaveis Positivo Negativo
fi % fi % Total P
Febre <0,001*
Sim 12 80,0 3 20,0 15
N&o 12 28,6 30 71,4 42
Gravida 0,009*
Sim 15 750 5 25,0 20
N&o 21 404 31 59,6 52
Vacinado contra hepatite B 0,748**
Sim 54 49,5 55 50,5 109
N&o 1 50,0 1 50,0 2
Mal-estar no corpo 0,799*
Sim 13 48,1 14 51,9 27
N&o 58 50,9 56 49,1 114
Nauseas 0,550**
Sim 3 60,0 2 40,0 5
Néo 8 50,0 8 50,0 16
Ictericia -
Sim 1 100,0 - - 1
N&o 10 625 6 37,5 16
Dor na regido do figado 0,146*
Sim 17 654 9 34,6 26
N&o 55 49,5 56 50,5 111
Mialgia 0,552*
Sim 8 53,3 7 46,7 15
N&o 10 435 13 56,5 23
Atralgia 0,832*
Sim 7 46,7 8 53,3 15
Néo 13 433 17 56,7 30
Urina escura 0,438**
Sim 2 66,7 1 33,3 3
N&o 22 440 28 56,0 50

f; = frequéncia absoluta simples; * Teste do qui-quadrado de Pearson; ** Teste exato de Fisher; *** N&o foi
possivel aplicar a estatistica de teste devido as restri¢des de Cochran (VIEIRA,2004); Valor de “p” em negrito
itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de 5%.



47

Considerando-se os afluentes e as comunidades indigenas do Vale do Javari das
amostras DNA-VHB PCR positivas, 24/55 amostras foram procedentes do rio Curuca
(43,6%), com IC 95% 30,3-57,7; sendo 8/37 pertencentes & comunidade indigena de S&o
Sebastido (21,6%), 10/12 de Volta Grande (83,3%) e 6/6 de Pedro Lopes (100%). As
amostras oriundas do rio Itaquai DNA-VHB PCR positivas foram 68/125, com 54,4% de
prevaléncia, IC 95% 45,3-63,3. Destas, 32/56 eram da comunidade indigena de Massapé
(57,1%), 13/38 de Remancinho (34,2%) e 23/31 de Bananeira (74,2%), como se pode

observar na Tabela 6.

Tabela 6

Distribuigdo segundo a frequéncia da PCR positiva para DNA-VHB em relagdo aos afluentes
e as comunidades onde residem as populacéo indigena do Vale do Javari, Amazonas.

Afluentes/Comunidade filn % 1IC95%
Rio Curuca 24/55 43,6 30,3-57,7
S50 Sebastido 8/37 21,6 9,8 -38,2
Volta Grande 10/12 83,3 51,6 - 97,9

Pedro Lopes 6/6 100,0 -

Rio Itaquai 68/125 54,4 45,3 - 63,3
Massapé 32/56 57,1 43,2 -70,3
Remancinho 13/38 34,2 19,6 — 51,4
Bananeira 23/31 74,2 55,4 -88,1

Geral 92/180 51,1 43,6 — 58,6

f; = frequéncia dos casos positivos por meio da PCR.

Na Figura 8, tem-se a visualizacdo do perfil eletroforético em gel de agarose 1,5%
obtido ap6s a amplificacdo do DNA-VHB gene S via semi-nested PCR, utilizados os pares de

iniciadores 2821-783 e P1-783. O produto obtido foi equivalente a 680 pb.
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Figura 8. Resultado representativo da eletroforese em gel de agarose 1,5% das amostras amplificadas
por semi-nested PCR para DNA-VHB gene S. Canal 1: marcador de PM=100 pb (Invitrogen Life
Technologies); canais 2 a 7: amostras positivas; canal 8: controle positivo; canal 9: controle negativo.
Bandas acima e abaixo de 680 pb sdo inespecificas, decorrentes da natureza do prime e das amostras.
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6. DISCUSSAO

Os estudos epidemioldgicos sobre a hepatite B no Brasil sdo escassos, mesmo sendo
um problema de saude publica. Sua frequéncia é ainda subestimada, considerando que muitos
individuos infectados sdo assintomaticos e as infeccGes sintomaticas sdo insuficientemente
notificadas, o VHB continua a se disseminar no mundo (FERREIRA; SILVEIRA, 2004).

A regido Amazonica apresenta a mais alta endemicidade de VHB, inclusive entre as
populacdes indigenas (AZEVEDO et al., 1996; FERRARI et al., 1999; BRAGA et al., 2001),
entretanto, 0s aspectos epidemioldgicos e a transmissdo da infeccdo do VHB na regido
Amazonica ndo estdo claros, especialmente as condigdes que favorecem esta alta prevaléncia
(BENSABATH et al.,1987; FONSECA, 1988).

O resultado desse estudo confirma a alta prevaléncia do DNA-VHB nas comunidades
indigenas dos rios Curuca e ltaquai do Vale do Javari no Amazonas, com prevaléncia
estimada de 51,1%. Este dado condiz com os achados de Dias (2009), realizado no municipio
de Labrea, Estado do Amazonas, no qual analisou 86 amostras, sendo 45,3% DNA-VHB PCR
positivos para gene S e com a pesquisa de Victoria et al. (2008), no qual estudaram 55
pacientes oriundos do oeste da Amazonia Brasileira, onde 40% foram positivos para DNA-
VHB PCR gene S.

Estudo de Oliveira (2007), demonstrou em 80 amostras, oriundas do ambulatério de
hepatite da Fundacdo de Medicina Tropical e do municipio de Labrea, Estado do Amazonas,
uma positividade de 85% de DNA-VHB PCR para gene S, superior ao nosso estudo.
Acreditamos que essa diferenca de prevaléncia deve-se ao fato das amostras serem de

pacientes com HBsAg, HBeAg ou anti-HBc-total positivas, diferente do presente estudo, no
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qual foram incluidas aleatoriamente. Segundo Fonseca (2007), os marcadores sorol6gicos
auxiliam no diagndstico da infeccdo do VHB.

O resultado obtido na pesquisa de Barros-Junior et al. (2008), em 51 pacientes da
Amazonia brasileira resultou em uma positividade de 17,6% para DNA-VHB PCR gene S.
Este resultado apresentou-se mais baixa do que no presente estudo.

Estudo realizado por Almeida et al. (2008), na vila de Cavunge, regido semiarida do
estado da Bahia, nordeste do Brasil, em 11 soros de pacientes com anti-HBc positivo,
encontrou 18% de DNA-VHB PCR positiva.

De acordo com estudo de Motta-Castro et al. (2008), numa comunidade Afro-
brasileira em Furnas dos Dionisios em Mato Grosso do Sul, Brasil, foram encontrados 24,7%
de positividade em 239 amostras para DNA-VHB PCR gene S.

Os resultados dos diferentes estudos mencionados acima reafirmam que, no Brasil, a
endemicidade do VHB é muito heterogénea.

Em paises asiaticos, especialmente na China, a hepatite B é endémica. Em estudo
realizado na cidade de Hainan, relata positividade para DNA-VHB de 35,2% ( LUO, et al.,
1991). Em outro estudo na cidade de Tongji, foi encontrado prevaléncia de 30% para DNA-
VHB (ZHANG et al., 1993).

Em Hong Kong foi realizada uma pesquisa em trés grupos populacionais. No grupo |
composto por 28 pacientes com cirrose criptogénica foi encontrada positividade de 32% para
DNA-VHB PCR gene S. No grupo Il ndo foi encontrado o DNA-VHB em 49 pacientes sem
doenca hepatica. O grupo Il constituido por 26 pacientes com cirrose hepatica pelo VHB
apresentou positividade de 54% para DNA-VHB PCR gene S (CHAN et al., 2002).

O continente Africano € considerado de alta prevaléncia para VHB (LEE, 1997).
Estudo realizado por Mendy et al. (2006), em Gambia, o DNA-VHB foi detectado em 77%

nos pacientes com HBeAg negativo e 100% naqueles que apresentavam HBeAg positivo.
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Na literatura hd um grande nimero de trabalhos usando os marcadores sorolégicos nas
populacbes indigenas. Dentre esses, destaca-se o trabalho de Braga et al. (2001), em sete
grupos indigenas do Estado do Amazonas, no qual encontrou variacdo de infec¢do passada
(anti-HBc) de 19,7% entre os Jamamadi a 78,6% entre os Kanamary e média de 54,5%. Nos
portadores de HBsAg variou de 0 a 20,6% entre os Kanamary, Deni, Jamamadi, Mura-Pirah&
e Paumari com média de 9,7%.

Outros estudos realizados entre populagfes nativas da Amaz6nia, mostraram taxas de
soropositividade do HBsAg entre 0% a 31% (ALECRIM et al., 1986; BENSABATH et al.,
1987; FONSECA, 1988; BRAGA et al., 1991). Nunes et al. (2007), também avaliaram a
prevaléncia dos marcadores sorologicos do VHB nas comunidades indigenas Apyterewa e
Xingu, do grupo Parakand no Par, Brasil. Na aldeia Apyterewa identificaram prevaléncia de
infeccio pregressa pelo VHB de 55,7% para anti-HBc total */ anti-HBs" e 5,4% para
HBsAg. No Xingu, a prevaléncia foi de 49,5% e 1,1%, respectivamente.

O Vale do Javari possui seis etnias contactadas com culturas ndo indigenas, séo elas:
Kanamary, Matis, Mayoruna, Marubo, Kulina e Korubo (FUNASA/BRASIL, 2008). No
presente estudo constatou-se a prevaléncia de 54,4% de DNA-VHB para etnia Kanamary,
Marubo 36,7% e outras etnias 100%.

Os Marubos foram contactados com culturas ndo indigenas ha 150 anos e 0s
Kanamary ha 35 anos. O perimetro de fronteira entre o Brasil e Peru facilitou o acesso ao
Vale do Javari, ocasionando a exploracdo ambiental e a disseminacdo de doencas
(CIMI/BRASIL, 2010; UNIVAJA/BRASIL, 2010). E discutivel se este fato podera vir a ser
elemento de propagacao do VHB nas aldeias.

Estudos realizado por Braga et al. (2001); Ferraroni et al. (1982, apud FERREIRA et
al., 2006), em diferentes tribos Amazonicas demonstraram que a infeccdo pelo VHB foi

menos prevalente em populagdo indigena com menor contato com culturas ndo-indigenas, o
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que ndo foi observado no presente trabalho. Entretanto, vale ressaltar que a coleta das
amostras no rio Curucd em setembro/2009 coincidiu com a entrada da Influenza A (H1N;) no
Brasil, causando medo e desconfianga na anuéncia dos indigenas em participar da pesquisa, 0
que resultou na coleta de somente 55 amostras, 0 que poderia ter ocorrido viés de selecéo,
visto que a grande maioria dos Marubos viverem aldeados nesse rio.

Ao analisar os participantes do presente estudo quanto ao género, houve predominio
do sexo feminino, uma vez que as mulheres cuidam dos servicos domésticos e da roga,
estando mais presentes nas aldeias e 0os homens ausentes, cacando ou fora da aldeia. O estudo
de Viana et al. (2005), no oeste do Estado do Acre, Brasil, onde os participantes eram
Amerindios e ndo-Amerindios, tambem se caracterizou por predominio do sexo feminino em
relacdo ao masculino.

No presente estudo, em relacdo ao resultado da PCR positiva para DNA-VHB, foi
constatado que ndo houve diferenca significativa entre os géneros. Esse dado discorda de
varios estudos que indicam a prevaléncia no sexo masculino (ALMEIDA et al., 2008;
VICTORIA et al., 2008). Entretanto, a literatura tem apontado que essa diferenca parece ndo
estar relacionada a maior suscetibilidade do sexo masculino para aquisicdo da infecgdo, mas
sim aos aspectos comportamentais adotados por esses individuos, tais como uso de drogas,
promiscuidade e a ndo utilizacdo de preservativos (PELEGRINI et al., 2007).

No estudo de Nunes et al. (2007), em populagdo indigena, a ocorréncia maior foi do
sexo feminino, porém, o estado de portador e de previamente infectados pelo VHB foi mais
frequente no masculino. Para os pesquisadores, 0s homens provavelmente estdo mais
expostos devido a maior frequéncia de viagens para fora da area indigena, as perfuracdes para
utilizacdo de adornos e ao consumo de alcool.

A transmissdo do VHB se faz através de solucdo de continuidade (pele e mucosas);

relagbes sexuais; exposicdo percutanea (parenteral) a agulhas ou outros instrumentos
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contaminados; transfusdo de sangue e hemoderivados; uso de drogas intravenosas;
procedimentos odonto-médico-cirdrgicos, quando ndo respeitadas as regras de
biossegurancas; transmisséo vertical e contatos domiciliares (FERREIRA,; SILVEIRA, 2004).

Quanto a faixa etéaria dos participantes no presente estudo, revelou populagdes jovens
indigenas com mediana de 23 anos de idade positivos para DNA-VHB PCR. Esse resultado
demonstra que a transmissao sexual é significante nessa populacdo, que conta com individuos
potencialmente transmissores, em idade sexualmente ativa. Varios estudos reforcam esse
comportamento (CLEMENS et al., 2000; PAULA et al., 2001; OLIVEIRA, 2007).

Ao analisar as fontes de contagio, tem sido sugerido que a transmissao do VHB entre
familiares é importante em areas de alta endemicidade, pois segundo Szmuness et al. (1975,
apud LOBATO et al., 2006), varios fatores estdo relacionados a esse fato, tais como: partilhar
acessorios de higiene pessoal, numero de familia, presenca de mais de um portador de HBsAg
entre os familiares, grau de replicacdo dos portadores e origem étnica.

O estudo de Lobato et al. (2006) em mulheres gravidas envolvidas no programa pré-
natal no municipio de Rio Branco, Acre, Brasil, confirma a transmissao intrafamiliar do VHB
entre irmdos, seguida de pais, parceiro sexual, filhos e o uso compartilnado de escova de
dente. Nesse sentido, Brasil et al. (2003) comprovam em seu estudo que 0s irmaos s&o,
provavelmente, os responsaveis pela disseminacdo e perpetuacdo do virus na familia.

Diversos trabalhos sugerem que em areas endémicas, uma das formas de transmissao
do VHB seria, mecanicamente, por meio de mosquitos (IVERSSON et al., 1990; BRAGA et
al., 2005). Nesse proposito, Chanteau et al. (1993) analisaram pools da fémea do Simulium
buissoni pela PCR para detectar DNA-VHB e a prevaléncia de lesdes na pele de criancas
vivendo na ilha de Naku-Hiva, na Polinésia Francesa. A fémea adulta do Simulium buissoni
alimenta-se de sangue, resultando em reagfes dolorosas e alérgicas no hospedeiro. De 45

pools testados (proveniente de 10 insetos), somente 3 foram positivos para DNA-VHB usando
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gene X e S. Essa pequena quantia de DNA-VHB encontrada nos insetos nédo prova a hipotese
da transmissdo direta do VHB pelo inseto Simulium buissoni. Por outro lado, o inseto causa
coceira na lesdo e a contaminacdo pelo contato proximo entre criangas por meio de maos e
unhas dos dedos contaminados € outra provavel explicacdo para transmisséo indireta do VHB
pelo inseto Simulium buissoni na ilha Naku-Hiva.

No presente estudo, ndo foi constatado nenhuma diferenca estatistica significante em
relagdo as fontes de contagio e o resultado da PCR (contato com pessoa suspeita de hepatite
no grupo familiar, tatuagem, extracdo dentaria, compartilhamento de roupa intima, escova de
dente, aparelho de barbear, ferimento na pele e afastamento da aldeia). Torna-se importante
ressaltar que nem todas as variaveis foram respondidas no formulario aplicado aos
participantes, talvez pela dificil logistica na execucdo da pesquisa, associada a dificuldade de
comunicacdo com os indigenas, o que resultou em um ndmero inferior a totalidade, nédo
espelhando as provaveis fontes de contdgio do VHB, portanto, serdo necessarias futuras
investigacOes visando maiores esclarecimentos.

Varios estudos relatam aspectos clinicos como fatores de risco de infeccdo pelo VHB.
No estudo de Barros-Junior et al. (2008), foram observadas associac@es significativas para a
presenca reativa do HIV e ictericia. De acordo com estudo de Victoria et al. (2008), as
manifestacdes clinicas encontradas em pacientes com hepatite B foram dispepsia, fadiga e
perda da libido, sendo que os sinais fisicos foram esplenomegalia, eritema palmar e aumento
do figado. Entretanto, Almeida et al. (2008), ndo detectaram nenhum aspecto clinico anormal
no referido estudo.

Na avaliacdo dos aspectos clinicos relacionados ao resultado da PCR para DNA-PCR,
0 presente estudo ndo apresentou significancia estatistica para as variaveis: mal-estar no
corpo, nauseas, ictericia, dor do figado, mialgia, atralgia e urina escura. Em contrapartida, a

febre apresentou significancia nos participantes que declararam apresentar esse sintoma com



55

PCR positiva (80%). A proposito, a febre sugere a ocorréncia também de outras doencas
febris, ndo sendo exclusiva da hepatite B. Na Amazonia, a infeccdo pelo VHB e pelo
Plasmodium é muito comum, ocorrendo coinfec¢cdes (BRAGA et al., 2005). Estudo realizado
por Viana et al. (2005), relata também associacéo de histéria de malaria e ictericia.

No Vale do Javari a presenca da malaria é considerada de alta endemicidade
(FUNASA/BRASIL, 2008; CIMI/BRASIL, 2010). Acreditamos que serdo necessarios outros
estudos acerca das doencas as quais apresentam o mesmo quadro de febre, em especial os
arbovirus, presentes na Amazonia. Fonseca et al. (2004) em estudo realizado em criancas e
adolescentes do Estado do Amazonas no Norte do Brasil, reforca essa correlagdo, de que
virus hepatotropico e arbovirus em areas endémicas estdo associados a um risco substancial
de insuficiéncia hepatica fulminante.

Em area onde a hepatite B € altamente endémica, o virus é frequentemente transmitido
durante a infancia, seja através de maes portadoras para o recém-nascido, ou durante a
gravidez ou parto. A chance de transmissdo aumenta a medida que se aproxima o término da
gravidez e ¢ muito maior nas portadoras agudas do que nas cronicas (ROINGEARD et al.,
1993).

No presente estudo, 75% das gravidas que participaram da pesquisa apresentaram-se
positivas para DNA-VHB pela PCR. Esse resultado sugere a existéncia da transmissao
vertical do VHB no Vale do Javari, infelizmente em nosso estudo nao foi possivel verificar a
sua ocorréncia, uma vez que ndo incluiu amostras de recém-nascidos e criancas, tendo
amplitude somente de 11 a 77 anos de idade. O percentual de 75% de DNA-VHB encontrado
nas gestantes revela a vulnerabilidade a infeccdo e a transmissdo do virus, apesar da

disponibilidade da vacina contra a hepatite B.
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A infeccéo pelo Virus da Hepatite B (VHB) ocorre na infancia em 40% dos casos e é
assintomatica em 90%. Quando a infeccdo é adquirida no periodo perinatal, o risco de
cronicidade é de 70 a 90% (MELLO; PIMENTEL, 2004).

Kiesslich et al. (2003) estudaram 1.460 gestantes atendidas pelo programa pré-natal,
no Estado do Amazonas, das 46 gestantes reativas para 0 HBsAg, 78,3% foram positivas para
DNA-VHB PCR. O niveis de DNA-VHB foi superior a 10° cépias/ml em 4 gestantes (8,7%).
Esse achado indica infeccdo ativa e risco potencial de transmissdo vertical. No estudo de
Pelegrini et al. (2007), no municipio de Sdo Bernardo do Campo, Sdo Paulo, a gravidez
mostrou-se estatisticamente significante na associacdo de fator de risco e a prevaléncia de
infeccdo pelo VHB.

A vacinacdo contra a hepatite B € a maneira mais eficaz na prevencdo de infeccéo
aguda ou crbnica, e também na eliminacdo da transmisséo do virus em todas as faixas etarias
(CDC, 2002). Ela, porém, ndo se mostrou significante no presente estudo. Apesar da
FUNASA desenvolver acdes de campanha de imunizacdo no Vale do Javari
(FUNASA/BRASIL, 2008), ndao foram suficientes para evitar a presenca do DNA-VHB em
49,5% dos indigenas vacinados, esses dados convalidam a necessidade de promover e
readequar o programa de vacinacgdo contra a hepatite B no Vale do Javari.

No presente estudo, a prevaléncia do DNA-VHB nos rios Curuca e Itaquai foi de
43,6% e 54,4%, respectivamente. E interessante observar que as comunidades indigenas mais
proximas a cidade de Atalaia do Norte apresentaram maiores indices, conforme constatado em
Pedro Lopes (100%) no rio Curuca e Bananeira (74,2%) no rio Itaquai, sugerindo a influéncia
dos fatores ambientais, geograficos e epidemioldgicos, em especial o contato com populacdes
circunvizinhas ndo indigenas na vinculacdo da disseminacdo do VHB. Varios estudos
sustentam essa hipdtese (BRAGA et al., 2001; QUINTERO et al., 2001; FERREIRA et al.,

2006).
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Mediante o exposto, os resultados comprovam a alta prevaléncia do DNA-VHB no
Vale do Javari, tornando-se importante tracar estratégias de diagndstico, controle e prevencao
mais eficazes no combate & disseminacdo do VHB. E discutivel se fatores ambientais,
culturais, sociais, econémicos, genéticos, geograficos ou histéricos possam ter alguma
influencia na transmissao do VHB no Vale do Javari.

Estudos futuros serdo necessarios para verificar a associacao entre VHB e VHD, como
também identificar os gendtipos do VHB que circulam no Vale do Javari, a fim de avaliar
melhor a associacdo entre o tipo de genotipo, evolucdo clinica da infeccdo, resposta ao

tratamento e origem étnica.
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7. CONCLUSAO

7.1 Os resultados confirmam a alta prevaléncia de 51,1% do DNA-VHB nas comunidades
indigenas dos rios Curuca e Itaquai do Vale do Javari;

7.2 O aumento de prevaléncia do DNA-VHB em jovens de idade com mediana de 23 anos
indica que a atividade sexual ¢ uma significativa via de transmissdo desse virus, nessa
populacéo;

7.3 A presenca da febre como aspecto clinico estatisticamente significante, ndo € restrito a
infeccdo pelo VHB, 0 que sugere a ocorréncia de outras doengas febris que necessitam ser
esclarecidas;

7.4 A alta prevaléncia de 75% do DNA-VHB em gestantes sugere uma associacdo com a
transmisséo vertical;

7.5 A vacinacgdo contra a hepatite B ndo apresentou significancia estatistica na populacdo em

estudo. Dentre os indigenas vacinados 49,5% apresentaram positivos para DNA-VHB.
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APENDICE 1: Formulario

Projeto: Epidemiologia molecular do virus da hepatite B em populacdo indigena do Vale do
Rio Javari no Estado do Amazonas.

Formulario Localidade(GPS): Data: / /
I. Identificacdo do participante

1. Nome: 2. Sexo: Masc.( ) Fem.( )
3.1dade: 4.Naturalidade:

5.Enderego:

6. Tempo em que vive nesse local:

I1. Busca de fontes de contagio
1. Tem contato com alguém com suspeita de hepatite? Sim( ) N& ( ) Néaosabe( )
2. No seu grupo familiar tem alguma pessoa com suspeita de hepatite? Sim( ) Né&o ( )

N&o sabe ().

3. Se sim. Qual o parentesco? Companheiro ( ) Pai( ) Maée( ) Filho(a) ( )

4. Tem tatuagem? Sim () Quanto tempo? Fez aqui na aldeia? Sim( ) Né&o ( ).
Onde fez? Ha quanto tempo?

5. Fez extracdo dentaria? Sim () Nao (). Foi feitaaqui na aldeia? Sim( ) Néo( ).
Onde foi feita Hé& quanto tempo?

6. Ja raspou os cabelos da cabeca? Sim () N&o (). E seu costume? Sim( ) Néo( )
7. Compartilha um dos seguintes objetos?

Roupa intima: Sim( ) Nao ( ). Escova de dente: Sim( ) Né&o ( ).

Aparelho de barbear: Sim () Né&o ( ).

8. Tem ferimento freqlente na pele? Sim( ) Nao( ).

Qual o motivo ? (tipo de trabalho)
9. Ja se afastou da sua aldeia por algum tempo? Sim () N&o (). Pode dizer para onde foi e

quanto tempo ficou fora? Tempo: . Local:

10. Em caso de ser mde: Quantos filhos tem? . Algum tem suspeita de hepatite? Sim ()
N&o (). Como ficou sabendo que era hepatite B? Avaliacdo clinica? Sim () Ndo ( ). Se
sim. Desde quando tem essa informacdo? . Quem fez esse diagnaostico clinico?

I11. Aspectos clinicos no momento da coleta da amostra
1. Febre: Sim( ) Nao( ).Gravida? Sim( ) N&o ( ). Quantos meses?
2. Seu companheiro tem ou € suspeito de ter hepatite? Sim ( ) Ndo ( ) N&o sabe ( )
Suspeito( ).

3. Foi vacinado (a) contra hepatite B? Sim( ) Nao( ) Naolembra( )

4. Mal estar no corpo? Sim () Nao (). Nauseas: Sim () Ndo ( ). Sinais de ictericia? Sim
( )Néo( ).

5. Queixa de dor na regido do figado? Sim () Ndo ( ). Mialgias? Sim () Né&o ( ).
Atralgia: Sim () Ndo ( ). Exantema: Sim( ) Nao( ).

6. Cor da urina: escura pela manhd? Sim () N&o ( ). Ha quanto tempo?
Cor das fezes: ndo escura? Sim () N&o (). Ha quanto tempo ?
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ANEXO 1: Termo de Consentimento Livre Esclarecido

MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA
INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZOI\!IA
COORDENACAO DE PESQUISA EM CIENCIAS DA SAUDE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estratégia de apresentacdo dessa atividade: Sera apresentado um cartaz contendo
uma imagem em que uma técnica esta procedendo a coleta em um dos bragos de um rapaz.
Sera feita uma explicacdo por um técnico designado pela Federagdo dos Povos Indigena-
FEPI, que explicard os procedimentos minimos necessarios para a obtengdo da amostra
sanguinea em uma linguagem simples e a mais correspondente a cultura da comunidade. Apés
essa apresentacao, o técnico da FEPI, fara a leitura do seguinte documento, estando presente o
pesquisador responsavel.

Eu, Cristovdo Alves da Costa pesquisador do Instituto de Pesquisa da Amaz6nia, do
Laboratorio de Virologia e Imunologia, venho me apresentar ao Sr. Maior de idade e
responsavel pela pessoa menor de idade, residente aqui na sua comunidade e pedir sua
autorizacdo para coletar um pouco de seu sangue. Esse sangue sera usado para ajudar nas
pesquisas de virus do Projeto de Pesquisa “Epidemiologia Molecular do Virus da Hepatite
B em Populacio Indigena do Vale do Rio Javari no Estado do Amazonas”. Se 0 Sr.
autorizar esta coleta, serd feito um exame no Seu sangue para procurar 0 Virus que causa a
doenca chamada hepatite. A parte do sangue que ndo for usada sera guardado no Laboratorio
de Virologia e Imunologia do INPA em Manaus-AM, somente até o final desse projeto, por
possivel necessidade de se confirmar o resultado do exame. Depois de terminado o projeto o
seu sangue ndo serd usado em mais nada de nossa pesquisa. A coleta de 5 ml de sangue sera
realizada em uma veia de um dos bracos, fazendo possivelmente, uma leve dor quando se fura
com a agulha — que é estéril (ndo leva nenhum bicho para dentro do seu corpo) — da seringa
no ato da coleta, como um espinho na sua pele, podendo fazer uma pequena mancha roxa que
desaparece em 3 a 4 dias. Antes de se fazer a coleta do sangue, precisamos que o Sr. responda
perguntas sobre a sua vida do dia-a-dia aqui e fora da sua comunidade. O Sr. s6 responde a
pergunta que o Sr. quiser responder. O Sr. concorda em responder as perguntas do nosso
formulario? Se ndo, podemos ter, com sua permissdo sO 0 seu sangue na pesquisa.

Risco: Ndo tem risco do Sr. ficar doente por causa da retirada dessa quantidade de
sangue, ndo vai entrar doenga no seu corpo por causa disso.

Beneficios: 1) O sangue doado pelo Sr. vai ajudar a saber quantas pessoas da sua
comunidade esta com o bichinho (virus da hepatite B) que esta causando a doenca conhecida
como hepatite. Vamos informar aos seus lideres comunitario e esses vao levar essas
informacGes para a FEPI e FUNAI, que providenciardo encaminhamento de tratamento para
as pessoas que estiverem com a doenca hepatite (Conforme a FEPI se responsabilizou —
Termo de Anuéncia Prévia, Esclarecida, Livre e Informada, item 9.2).

Mesmo apds sua autorizacdo, tera o direito e a liberdade de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, independente do motivo e sem nenhum prejuizo de
atendimento clinico. Vocé, ndo terd nenhuma despesa e também ndo receberd pagamento
nenhum por isso. A sua participacdo ajudara os pesquisadores a saber se 0 virus que causa a
doenca hepatite do tipo B estd presente em sua comunidade. O resultado laboratorial sera
enviado a Fundacdo Estadual dos Povos Indigenas — que se responsabilizard pelo envio aos
Orgéos responsaveis pelos servicos de saude indigena que deverdo proceder com o tratamento,
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a Associacdo Marubo de Séo Sebastido (AMAS) ao CIVAJA, a FUNAI e ao lider de sua
comunidade que deverd informar ao participante da pesquisa.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados, porém sua identidade sera
mantida em sigilo para sempre. Se vocé quiser saber mais detalhes e os resultados da
pesquisa, faca contato comigo pelo telefone (92) 3643-3288, de segunda a sexta-feira, das
8:45 as 17:45, ou por meio de um computador ligado na rede internet no e-mail:
crvcosta@inpa.gov.br. O Sr(a) ficard com uma cdpia impressa do seu consentimento.
Consentimento Apo6s-informacéo
Eu, (nome do participante adulto ou nome do responsavel por
menor) , por me considerar devidamente informado e esclarecido
sobre o contetdo deste documento e da pesquisa a ser desenvolvida, livremente dou meu
consentimento para inclusdo como participante da pesquisa e atesto que me foi entregue uma
cbpia desse documento.

Assinatura do participante adulto ou responsavel por menor
Ou impresséo do polegar caso ndo saiba assinar

impresséo
datiloscopica (p/ ndo
alfabetizado)

Pesquisador responsavel pelo projeto
Cristovédo Alves da Costa
INPA/CPCS: Lab. de Virologia
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ANEXO 2: Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Satide
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 216/2009
Registro CONEP: 15276 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Registro no CEP: 189/2008 Processo n° 25000.016051/2009-21
Projeto de Pesquisa: “Epidemiologia molecular do virus da hepatite B em populacao
indigena do vale do rio Javari no Estado do Amazonas”,

Pesquisador Responsével: Cristovao Alves da Costa

Instituicao: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia - INPA

CEP de origem: CEP; INPA

Area Tematica Especial: Populagédo indigena

Patrocinador: Ministério da Salde, Fundagdo Nacional da Salde/ Organizacao
2anamericana de Salde.

Sumadrio Geral do Protocolo

Esta pesquisa tem por objetivo tragar um perfil epidemiolégico sobre a prevaléncia
do virus da hepatite B na populagao do vale do rio Javari que se localiza a oeste do estado
do Amazonas e tem uma populagéo indigena estimada em 3.200 pessoas, divididas em 5
povos distintos culturalmente e pertencentes as etnias Mayoruna, Matis, Kanamari, Marubo
e Korubo.

No Estado do Amazonas, a infeccao pelo virus das hepatites e suas sequelas
clinicas, representam um dos mais sérios problemas de Salde Plblica. Ao considerar que
populagées isoladas ou geograficamente distantes dos centros urbanos necessitam de
atencao quanto ao estado de infeccdo pelo virus da hepatite tipo B, este projeto de
pesqunsa se propde a detectar por meio de técnica de biologia molecular no sorc humano o
virus da hepatite B em amostra populacnonai de cada etnia do vale do rio Javari e
apresentar aspectos epidemiolégicos da ocorréncia do virus da hepatite nessa mesma a
populacgao.

Trata-se de um estudo transversal, prospectivo, qualitativo com amostragem
orobabilistica estimada em 279 amostras de soro humano. Participardo da pesquisa adultos
& criancas de ambos sexos que apresentarem, no momento da visita, quadro clinico
‘suspeito para a doenca hepatite viral tipo B. Serdo excluidas pessoas sem suspeita da
doenga. Antes da coleta da amostra de sangue seré aplicado um questionario com dados
de identificacao pessoal e histdria clinica de cada participante da pesquisa. O questionério
sera aphoado pela técnica de enfermagem da associagéo indigena, que utilizara lmguagem
em que as pessoas indigenas possam entender. Os dados obtidos por meio desse
questionario serdo organizados em um banco de dados que geraré dados epidemiolégicos
sobre a poputagéo em estudo. O modelo do questionario encontra-se anexado ao projeto.

As amostras de sangue de 5ml serdo colhidas por pungdo venosa, usando-se
seringa com volume de 10mi com agulha correspondente e de acordo com o perfil fisico
corporal de cada pessoa participante. Todos os procedimentos laboratoriais encontram-se
descritos e esclarecidos que o Unico propésito das amostras de sangue serd o de
determinar a presenca ou néo do virus da Hepatite B, e ap6s o registro dos resultados,
essas amostras serdo destruidas por meio de autoclavacéo esterilizante e descartadas
biologicamente. Outro aspecto constante do projeto é que os indigenas que apresentarem
positividade para o virus da hepatite B serdo encaminhados para tratamento junto ao érgao
responsavel pela promogéo da salde indigena — FUNASA.
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{ontinuagao do Parecer Conep 216/09.

Local de Realizagao

A pesquisa sera realizada, no vale do rio Javari, localizado a oeste do estado do
Amazonas, nas aldeias das etnias Mayoruna, Matis, Kanamari, Marubo e Korubo estando
prevista a realizagéo de cinco vistas do pesquisador para o trabalho de campo.

Apresentacéo do Protocolo

O Projeto de pesquisa encontra-se muito bem estruturado. A folha de rosto encontra-
se preenchida e assinada. O cronograma prevé um periodo de quatro anos de duracéao,
com inicic previsto para fevereiro de 2009. O orgamento apresentado estima um
investimento no valor de R$ 143.211.80 (cento e quarenta e trés mil, duzentos e onze reais
e oitenta centavos), financiamento aprovado pelo MS/FUNASA- Organizacao
Panamericana de Satde.

*Como provéveis beneficios esta previsto que as comunidades dos povos Mayoruna,
Maruba, Matis, Kulina e Kanamari receberdao  subsidios para a implementagdo de
programas de interrupgdo da transmissao da hepatite B, uma vez que serd detectada a
enfermidade e as pessoas acometidas serao indicadas para tratamento nos érgaos de
salde. Também, seré produzido um relatério direcionado as autoridades de satde para que
possam implementar acées referentes a atengao da hepatite B nas diversas comunidades
/10 Vale do Javari e serd elaborado um banco de dados das pessoas infectadas, que
facilitard a veiculacdo do tratamento da hepatite B pelos 6rgaos de salde Quanto aos
riscos, particularmente, sao admissiveis dificuldades e limitagbes da regido e confiitos
locais, mas poderdo ser minimizados através de consultas constantes as comunidades
indigenas, sobretudo, as liderangas locais e regionais, a fim de fortalecer a colaboracéo das
mesmas no projeto.

O modelo de TCLE apresentado esta redigido em linguagem clara e objetiva e o
conteGdo contempla as informacgdes essenciais sobre a pesquisa, portanto atende os
requisitos éticos previstos nas Resolugbes CNS 196/1996 e 301/2000.

Acham-se anexados ao projeto os seguintes documentos: Parecer do CEP de
aprovacao do projeto de pesquisa e uma carta esclarecendo a fungéo de pesquisador como
vice coordenador do CEP, mas se ausentou por ocasiéc da apreciagédo do seu projeto de
Pesquisa; termo de anuéncia prévia devidamente assinado pelas liderancas indigenas das
diferentes etnias envolvidas na pesquisa.

Diante do exposto, a Comissac Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de
acordo com as atribuicoes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovacac do projeto de pesquisa proposto, com a seguinte recomendacao:

» Que o Comité de Etica em Pesquisa providencie junto ao pesquisador, e
aprecie antes do infcio do estudo, a apresentacao de um novo cronograma

atualizado da pesquisa, estabelecendo data de inicio e concluséo.

Situacdo : Projeto aprovado com recomendagao

Brasilia, 24 de abril de 2009.

Gysélle Saddi Tannous
Coordenadora da CONEP/CNS/MS
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ANEXO 3: Comité de Etica e Pesquisa — CEP

- €W
CEP- INPA

INSTITUTO NACIONAL DE
PESQUISAS DA AMAZONIA

PARECER CONSUBSTANCIADO SOBRE PROTOCOLOS DE
PESQUISAS COM SERES HUMANOS

IDENTIFICACAO DO PROTOCOLO

Protocolo de Pesquisa n°: ‘ 189/08 ‘ Data de entrada:’ 20/10/08

Titulo do Projeto: Epidemiologia molecular do virus da hepatite B em populagio
indigena do vale do Rio Javari no Estado do Amazonas.

Areas do Conhecimento: 4. Ciéncias da Saude

Grupo Tematico: \ Grupo I - 1.6 Populag¢des Indigenas

Data de Inicio: | 02/2009 | Data de Termino:| 08/2010 | Valor Orgamento:| RS 143.211,80

Pesquisador Responsavel: l Cristovao Alves da Costa
Financiamento: [Nao:|  [Sim:| x | Orgdo: | MS/FNs/OPS
|Curriculos no CNPq: \ todos l

iCum’culos anexos ao Projeto: l do pesquisador ‘
]Instituigﬁo Responsavel: l Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA ‘

Resumo do Projeto:

Esta pesquisa tem como objetivo tracar um perfil epidemiolégico sobre a prevaléncia do
virus da hapatite B na populagéo do vale do rio Javari que se localiza a oeste do estado do
Amazonas e tem uma populagédo indigena do vale do rio Javari que se localiza a oeste do
estado do Amazonas, estimada em 3.200 pessoas divididas em 5 povos distintos
culturalmente. Sao das etnias Mayoruna, Matis, Kanamari, Marubo e Korubo. Para esse
estudo pretende-se fazer uma viagem para aldeias das diferentes etnias, totalizando cinco
viagens ao longo do projeto. Seréo colhidas amostras de sangue de cada etnopopulagdo e
estes serdo submetidos a um diagnéstico laboratorial de virus por meio de métodos de
biologia molecular. Os trabalhos de pesquisa viral serdo desenvolvidos no Laboratorio de
Virclogia e Imtnolegia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia. Também farao parte
dessa pesquisa a Fundagdo Estadual dos Povos Indigenas - FEPI, que tratara das
necessidades operacionais para a implantagéo deste projeto. Os dados obtidos formardo um
diagnéstico geral da populagdo em relacdo a prevaléncia do virus da hepatite B na area de

estudo.

Objetivos (conforme Projeto de Pesquisa)

4. OBJETIVOS, METAS E INDICADORES QUANTITATIVOS PARA CADA META
(acrescentar ou excluir linhas conforme necessidade).
Indicador

OBJETIVOS : METAS o
Quantitativo

Objetivo Geral: Pesquisa epidemiologica sobre o virus da hepatite B em amostra populacional de etnia

indigena dos povos habitantes do vales dos rios Javari, Jaquirana, Itui, Curugd e Itaquai no estado do

Amazonas, Brasil.
1. Detectar por meio de técnica de [1. Detectar o virus da hepatite tipo B em uma Indice de




[§)

biologia molecular no soro humano |amostra da populagdo ou em toda a populagdo de | Percentual
o virus da hepatite B em amostra |cada etnia dependendo da quantidade de pessoas | atingido.
populacional de cada etnia do vale |residentes no local.
do rio Javari. 2. Registro do perfil clinico da populagdo no Indice de
momento da visita para coleta de amostra Percentual
sanguinea dos participantes da pesquisa. atingido.
2. Apresentar aspectos 1. Apresentar perfil da ocorréncia do virus da [ndice de
epidemiolégicos da ocorréncia do  |hepatite tipo B nas etnias formadoras da populacao | Percentual
virus da hepatite na populagdo do |do vale do Javari, AM. atingido.
vale do rio javari.

PARECER FINAL

Ap6s andlise por pareceristas e membros do Comité de Etica em Pesquisa com Seres.
Humanos do INPA, informo-lhe que seu protocolo de pesquisa teve a indicagdo de APROVACAO.

Indicagdo: Aprovar

Comentarios:

O projeto é de extrema relevancia cientifica como também ao que se refere a implementacdo de
politicas publicas voltadas para Satde Indigena. Na regifio do vale do javari vérias etnias indigenas
sofrem com a infecgdo e seqiielas causadas pelo virus da Hepatite tipo B. O pesquisador tem o termo
de anuéncia das associagdes e comunidades das Etnias envolvidas que estdo interessadas no
desenvolvimento desta pesquisa e reconhece todos os procedimentos éticos tomados para garantir o
resultado esperado da mesma (uma enfermeira indigena daquela regido fard parte da equipe);
Ressalta-se ainda todo um cuidado que o pesquisador teve na elaboragdo dos termos de
consentimento. O protocolo estd em de acordo com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas
complementares.

Informo-lhe que devera apresentar ao CEP-INPA, ao final da pesquisa, cépia do produto
fim do projeto, que servira como relatério de conclusdo da pesquisa. Assim, e conforme cronograma
apresentado no protocolo, solicita-se que o mesmo seja entregue até novembro de 2010.

Data de liberagéo do Parecer: 05/12/2008 na 42° Reunido Ordindria do CEP-INPA.

Atenciosamente,

Coordenado stituto do CEP-INPA
PO n° 313/2004
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