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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV) possui distribuicdo mundial e sua
prevaléncia varia amplamente nas diversas regifes geograficas do mundo. No
Brasil, taxas variadas de prevaléncia tém sido encontradas em diferentes areas e
grupamentos populacionais. O presente estudo teve como objetivo investigar a
prevaléncia dos marcadores soroldgicos para hepatite B na populacdo ribeirinha
residente no Pantanal Sul-matogrossense, considerada uma regido com condicdes
sécio-econdmicas e de moradia precarias. A populagédo de estudo foi constituida por
321 individuos residentes em quatro comunidades remotas da Bacia do Alto
Paraguai: Serra do Amolar/Sao Lourenco (n=74), Paraguai Mirim (n=100), Porto da
Manga (n=74) e Passo do Lontra ( n=73). As amostras coletadas foram testadas
para deteccdo dos marcadores HBsAg, anti-HBc total e anti-HBs por ensaio
imunoenzimatico. As amostras HBsAg positivas foram submetidas a pesquisa do
HBeAg e anti-HBe. O HBV DNA das amostras HBsAg reagentes foi detectado pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Do total de 321 ribeirinhos investigados,
com idade variando de 1 a 89 anos (média de 26,7 anos e desvio padrao de + 19,3),
52% (167/321) eram do sexo masculino, sendo que 54,2% eram de cor branca e
43,3% relataram ter companheiro fixo. A maioria (93,4%) dos individuos apresentava
baixos niveis sOcioecondmicos e educacionais, precarias condi¢cdes de higiene e
moradia e suas casas ndo apresentavam sistema de saneamento basico. A pesca
era a principal atividade de subsisténcia. A prevaléncia global da infeccéo pelo HBV
foi de 36,5% com variagdo de 15,1% (comunidade Passo do Lontra) a 61%
(comunidade Paraguai Mirim). A positividade para o anti-HBc total associado ao
HBsAg foi de 1,6 % e a associacdo do anti-HBc com anti-HBs, indicativo de infeccao
passada e resposta imune, foi encontrada em 32,1% (103/321) dos individuos. A
presenca do anti-HBc isolado, foi encontrado em 2,8% (9/321) dos individuos. A
presenca de anti-HBs como marcador isolado, indicativo de antecedente de resposta
vacinal foi detectada em 32,4% (104/321) dos individuos. Das duas amostras HBsAg
positivas, quatro eram anti-HBe reagentes. O HBV DNA foi detectado em 40%
(02/05) das amostras HBsAg reagentes e em 80% (04/05) das anti-HBe positivas.
Os isolados do HBV foram identificados como gendtipos D e F. Esses resultados
reforcam a necessidade de programas adicionais de educacdo em saude e
esquemas alternativos de vacinacdo contra hepatite B visando ao aumento da
cobertura vacinal nas comunidades pantaneiras isoladas do Brasil Central.

Palavras chaves: Hepatite B, Pantanal, Soroepidemiologia.



ABSTRACT

The hepatitis B virus infection (HBV) is spread worldwide and its prevalence varies
largely in several geographical regions in the world. In Brazil, varied prevalence rates
have been found in different areas and population groups. The objective of this paper
is to investigate the prevalence of the serological markers for hepatitis B in the
riverside population living in Pantanal sul-mato-grossense, a region considered to be
socioeconomically poor. The study involved 321 individuals living in four remote
communities in the Alto Paraguai Basin: Serra do Amolar/Sado Lourenco(n=74),
Paraguai Mirim (n=100), Porto da Manga (n=74) and Passo do Lontra ( n=73). The
samples were tested for detection of HBsAg, total anti-HBc and anti-HBs markers
using immune enzymatic essay. The positive HBsAg samples were analyzed for
HBeAg and anti-HBe. PCR was used to detect the HBV DNA of the HBsAg reagent
samples. Out of 321 riverside dwellers with ages ranging form 1 to 89 years (mean
26,7 and standard deviation =+ 19,3), 52% (167/321) were males, 54,2% were
Caucasians and 43,3% reported to have a steady relationship. Most individuals
(93,4%) presented low socioeconomic and educational levels, poor hygiene and
housing conditions and their houses did not did not have proper sewage system.
Fishing was the main subsistence activity. The global prevalence of HBV infection
was 36,5% , ranging from 15,1% (Passo do Lontra community) to 61% (Paraguai
Mirim community). Positivity for total anti-HBc associated with HBsSAg was 1,6%
and the association of anti-HBc with anti-HBs, indicating former infection and
immune response, was found in 32,1% (103/321). Isolated anti-HBc was seen in
2,8% (9/321). The presence of anti-HBs as an isolated marker, indicating antecedent
of vaccine response was detected in 32,4% (104/321) of the individuals. From the
two HBsAg positive samples, four were anti-HBe reagent. HBV DNA was detected in
40% (02/05) of the HBsAg reagent samples and in 80% (04/05) of the positive anti-
HBe. The HBV isolates were identified as genotypes D and F. The findings reinforce
the need for additional programs of health education and alternative schemes against
hepatitis B with a view to increasing the vaccine coverage in isolated communities of
Central Brazil.

Keywords: Hepatitis B, Pantanal, Seroepidemiology.
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1 INTRODUCAO

A hepatite B € uma das mais comuns e graves doencgas infecciosas,
constituindo um importante problema de Saude Publica mundial, devido a elevada
morbimortalidade. Estima-se que, no mundo, existem mais de dois bilhdes de
individuos infectados e destes, 350 milhdes sdo portadores cronicos do virus da
hepatite B. Aproximadamente 15 a 40% dos individuos portadores cronicos
desenvolvem doenca hepética progressiva, incluindo cirrose hepatica e carcinoma
hepatocelular. Destes, de 15 a 25% irdo a 6bito em consequéncia da infeccdo (LOK;
MACMAHON, 2007).

Estudos epidemioldgicos sobre a infec¢do pelo HBV tém demonstrado uma
ampla variagdo nos niveis de endemicidade em todo o mundo. No Brasil, grandes
variacOes de prevaléncia da infeccéo pelo virus da hepatite B (HBV) sao relatadas,
dependendo da regido geografica e do grupo populacional estudado.

Acredita-se que a transmissao da infeccéo pelo virus da hepatite B (HBV) seja
grandemente influenciada por processos sociais. Em investigacdes sobre hepatite B
em populacdes de areas urbanas e rurais, observou-se um risco maior para esta
infeccdo em individuos residentes em zona rural com condi¢cdes sécio-econdmicas
desfavoraveis, situacdo semelhante em que se encontra o homem pantaneiro.

A preservacao do pantanal sul-mato-grossense, tido como santuario ecoldgico
devido a sua exuberancia em fauna e flora, tem sido amplamente estudada,
discutida e divulgada pelos meios de comunicacdo, entretanto, pouco se sabe a
respeito da influéncia do meio ambiente sobre a vida e salde do pantaneiro que
reside em éarea rural com condi¢cdes socioeconémicas e de moradia precérias,
favoraveis a aquisicdo de doencas infecciosas inclusive a hepatite B.

Atualmente, ndo existem dados referentes a prevaléncia da infeccao para o
virus da hepatite B na populacdo pantaneira de Mato Grosso do Sul. Considerando
gue as estratégias de controle dependem primariamente do conhecimento da
epidemiologia da infec¢do, o presente estudo teve por objetivo estimar a prevaléncia
dos marcadores sorolégicos do HBV, investigar os principais fatores de risco
associados a essa infeccdo, bem como identificar os genétipos circulantes do HBV

na populacdo pantaneira. Os resultados obtidos fornecerdo informacfes
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imprescindiveis para o delineamento de programas e medidas efetivas de prevencao

e controle da hepatite B em populacdo pantaneira de Mato Grosso do Sul.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hepatite B - breve histoérico

Relatos de ocorréncia de ictericia epidémica sdo encontrados desde o
periodo anterior a Era Crista cuja primeira referéncia foi atribuida a Hipocrates (400
a.C). A primeira descricdo de hepatite transmitida por inoculagdo direta de sangue
ou por produtos sanguineos foi em 1885, durante uma campanha de imunizacdo
contra o virus da variola em trabalhadores de estaleiros em Bremen, Alemanha,
evidenciando associacao dessa ictericia a uma agente de transmissdo parenteral
(FREITAS, 2003; KRUGMAN; GILES; HAMMOND, 1967; RANGER-ROGEZ; DENIS;
2004).

Estudos clinicos, epidemiologicos e experimentais realizados durante as

décadas de 30 a 60 do século passado, permitiram a diferenciacdo entre dois tipos
de hepatite, reconhecidas como hepatite A e hepatite B (HOLLINGER; LIANG; 2001;
MACCALLUM, 1947).
Em 1965, Baruch Blumberg, Alter e Visnich, observando a reagcdo do soro de um
aborigene australiano com soro de hemofilicos politransfundidos identificaram a
presenca de um isoantigeno, posteriormente denominando-a antigeno Australia (Au)
(BLUMBERG, ALTER, VISNICH; 1965; FONSECA, 2006).

Prince (1968) correlacionou o antigeno Au com o virus da hepatite B. Esse
antigeno, posteriormente, recebeu o nome de antigeno de superficie do virus da
hepatite B (HBsAQ) e foi o primeiro marcador sorologico da infeccdo viral. Em 1970,
Dane, Cameron e Briggs identificaram a particula completa do HBV por meio da

microscopia eletrénica, denominando-a de Particula de Dane.

2.2 O virus da Hepatite B

2.2.1 Classificacado e morfologia do HBV

O virus da hepatite B (HBV) pertence a familia Hepadnaviridae, género
Orthohepadnavirus, no qual também estdo incluidos outros virus DNA
hepatotropicos (SHAEFER, 2007).
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A particula viral completa, denominada particula de Dane, é esféria com
didmetro de 42 nm e apresenta uma estrutura complexa. E formada por um
envelope externo lipoproteico, composto pela proteina HBsSAg, por um
nucleocapsideo icosaédrico, o qual contém a proteina do nucleocapsideo (HBcAQ)
gue envolve o genoma viral (DANE; CAMERON; BRIGGS, 1970).

Particulas subvirais esféricas (20 nm) ou tubulares (22nm), produzidas em
exceso e formadas por proteinas do envelope, ndo infecciosas, sdo também
encontradas no soro de individuos infectados pelo HBV (figura 1) (KHOURI,
SANTOS, 2004; LUSEBRINK; SCHILDGEN; SCHILDGEN, 2009).

Pre 51 Darmain
Pre 52 Darmain
5 Domain
Hi )
Genome & 4
Bk i,
alymerase

Particula viral completa o
Particulas virais incompletas

Figura 1 - Representacdo esquematica das particulas completas e incompletas do
HBV
Fonte: BURNS et al., 1998 (modificado)

2.2.2 Organizacdo gendémica do HBV

O genoma do HBV é formado por uma molécula de DNA circular, de fita
parcialmente dupla, possuindo aproximadamente 3,2 Kb formando um circulo quase
continuo. A fita maior, denominada de negativa ou L (-) tem um comprimento de
3200 nucleotideos. A fita menor, positiva ou S (+), € incompleta e apresenta-se com
tamanho variado. A circularidade da estrutura genémica € mantida pelo pareamento
de bases das terminacdes 5’ das duas fitas, formando um final coesivo de 224 pares
de bases (NORDER et al., 1992; GHANY; LIANG, 2007).

A fita externa L (-) contém quatro sequéncias de leitura aberta (ORF - open

reading frames), designadas de pré-S/S, pré-core/core, P e X (figura 2).
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e 3,5 kb -

Figura 2 - Genoma do HBV com quatro regides de leitura aberta (ORF): pré- S/S,
pré-C/C, P e X.
Fonte: KIDD- LIJIUNGGREN; MIYAKAWA; KIDD, 2002.

Estas quatro regides apresentam-se sobrepostas de forma que o HBV pode
sintetizar aproximadamente 50% mais proteinas do que o esperado para o tamanho
do seu genoma (GANEM; VARMUS, 1987).

O gene pré-S/S inclui as regides pré-S1, pré-S2 e S, com trés codons de
iniciacdo na mesma fase de leitura e codifica a sintese das proteinas do envelope
viral denominadas L (large), M (middle) e S (small). A maior proteina que compde 0
HBsAg, proteina large L (368 aminoacidos), é codificada pelas sequéncias pré-S1,
pré-S2 e S. Essa proteina é responsavel pelos sitios de ligacdo do HBV a receptores
especificos no hepatdcito. A proteina de tamanho intermedario, middle M (281
aminoacidos) € codificada pelas regibes pré-S2/S e S. A proteina M apresenta
funcdo ainda ndo bem elucidada, mas acredita-se estar relacionada com a adsorcéo
e penetracdo do HBV no hepatécito. A menor proteina e a mais abundante proteina
do envelope viral, small S (226 aminoacidos), é sintetizada a partir do codon de
iniciacdo localizado no inicio da regido S. Nela estdo localizados os epitopos

especificos que sdo alvo primario da neutralizacdo viral conferida pela resposta
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imune do hospedeiro (GOMES, 2007; KAO; CHEN, 2002; SEEGER; MANSON,
2000).

A regido pré-core/core possui dois cédons de iniciacdo na mesma fase de
leitura aberta que permitem sintetizar duas proteinas funcionalmente distintas: a
proteina “e” (HBeAg) e a proteina core (HBcAg). O HBeAg é traduzido a partir de um
Unico codon de iniciagdo da regido pré-core. Inicialmente, € produzido um
polipeptideo precursor de 214 aminoacidos que é translocado para o reticulo
endoplasmatico, onde é clivado, resultando na formacdo do HBeAg com 159
aminoacidos. O HBeAg é secretado na circulagdo sanguinea de individuos
infectados, indicando replicacdo viral (GANEM; PRINCE, 2004; GOMES, 2007,
KHOURI; SANTOS, 2004).

A proteina core (HBCAQ) € codificada a partir do codon de iniciacédo da regido
C (core). O HBcAg corresponde a um polipeptideo de 185 aminoéacidos, responsavel
pela formacdo do nucleocapsideo viral, no qual, 180 monémeros desta proteina
esponteneamente se autoagrupam para formar uma particula icosaédrica. O HBCAg
estd presente no tecido hepatico de pacientes infectados pelo HBV, ndo sendo
detectado no soro e induz a producao de anticorpos anti-HBc das classes IgM e IgG
(GANEM; PRINCE, 2004; GOMES, 2007; KHOURI; SANTOS, 2004).

A regido P compreende a maior regido de leitura aberta do genoma do HBV,
abrangendo 75% do genoma viral (LOCARNINI, 2004; SHELDON et al., 2006). O
produto dessa regido € uma proteina de 832 aminoacidos, com quatro dominios
funcionais: o dominio amino-terminal, que atua como proteina terminal, necessario
para o inicio da sintese da fita de DNA de polaridade negativa; uma regiao
denominada de espacadora de funcdo desconhecida; o dominio de transcriptase
reversa e o dominio carboxi-terminal, que exibe atividade de RNAse H (GANEM,;
SCHNEIDER, 2001; GHANY:; LIANG, 2007).

A sequéncia X, menor regido gendmica do HBV, é responsavel pela sintese
da proteina HBxAg de 154 aminoécidos, cujo papel durante a infecdo pelo HBV
ainda ndo foi totalmente definido. Contudo, estudos em animais tém demonstrado
gue esta proteina € importante para a replicacdo viral. Acredita-se que a mesma seja
multifuncional, capaz de ativar varios elementos transcricionais virais e celulares.
(LOK; MACMAHON, 2001; MICHIELSEN; FRANCQUE; VAN DONGEN, 2005).

Estudos tém sugerido que a proteina HBxAg interfere na atividade da p53, a qual
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possui fungéo supressora de tumor e ativadora de apoptose celular, influenciando,
desta forma, na persisténcia e no desenvolvimento de cirrose e carcinoma
hepatoceular em portadores crénicos do HBV (GANEM; VARMUS, 1987; MOOLA;
KEW; ARBUTHNOT, 2002; SEEGER; MANSON, 2000; YOKOSUKA; ARAI, 2006).

2.2.3 Replicacao viral

O hepatdcito é considerado o sitio de replicagdo do virus da hepatite B
(LOCARNINI; OMATA, 2006; SEEGER; MANSON, 2000). Os Hepadnavirus sao os
unicos virus de DNA que replicam seu genoma por meio da transcricdo reversa,
tendo um RNA pré-gendmico como molde. As novas particulas produzidas no
interior da célula infectada séo liberadas por brotamento na membrana celular
(BECK; NASSAL, 2007).

O ciclo de replicagdo do HBV inicia-se com a adsor¢ao da particula viral ao
hepatocito (figura 3), sendo os dominios pré-S1 e S os principais sitios de ligagcéo do
HBV aos receptores presentes na ceélula hepatica. Apos a adsorcéo, o virus penetra
no citoplasma dos hepatécitos e perde o envoltorio glicoprotéico. No interior da
célula, o nucleocapsideo libera o HBV-DNA e este € transportado para o nucleo,
onde por acdo da DNA polimerase da célula hospedeira é convertido em DNA
circular de fita dupla covalentemente ligada (cccDNA —covalently closed circular)
(BECK; NASSAL, 2007; GANEM; SCHNEIDER, 2001; NASSAL, 1999).

A RNA polimerase Il celular transcreve o genoma do HBV a partir da forma
cccDNA em RNA pré-genémico (pgRNA) e gendmicos. Entre estes RNA, alguns
servirdo de mensageiros e irdo ao citoplasma onde serdo traduzidos para gerar a
DNA polimerase do HBV, o HBcAg e o HBeAg. O RNA pré-gendmico €, entao,
encapsidado dentro das particulas do core (HBCcAQ) juntamente com a polimerase
viral. No interior do nucleocapsideo, o pgRNA € convertido na cadeia negativa do
DNA pela transcriptase reversa, seguido da sintese da cadeia positiva, que
permanece incompleta. Apos a sintese das duas fitas de DNA, as particulas do core,
contendo DNA viral, sdo entdo envolvidas pelas proteinas L, M e S no reticulo
endoplasmatico e secretadas para fora do hepatocito ou transportadas para o

nacleo, onde se completa a sintese da cadeia positiva e forma-se novamente o
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cccDNA, dando origem a um novo ciclo de replicagdo (BECK; NASSAL, 2007;
GANEM; SCHNEIDER, 2001; SEEGER; MASON, 2000).

VHB

|
@ ~ Transcrigao
OSOTOO yaverea
|

Proteina Pré-core,
L.,M SeX

RNA pré-genémico

Figura 3 — Representacado esquematica da replicacéo viral do HBV
Fonte: NASSAL (1999)

2.2.4 Variabilidade antigénica e genética do HBV

2.2.4.1 Subtipos sorolégicos

Variacbes antigénicas no HBsAg tém resultado em diferentes subtipos
sorologicos do HBV, o que permitiu a classificacdo do HBV em nove subtipos ou
sorotipos sorolégicos: aywl, ayw2, ayw3, ayw4, adw2, adw4, ayr, adrq” e adrq’, de
acordo com os determinantes e subdeterminantes antigénicos do HBsAg
(BANCROFT; MUNDON; RUSSEL, 1972; COUROUCE-PAUTY; PLANCON;
SOULIER, 1983; LE BOUVIER, 1971; MAGNUS; NORDER, 1995).
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2.2.4.2 Genotipos e subgenotipos

A comparacdo de sequéncias genomicas completas de amostras do HBV
possibilitou a classificacdo desse virus em oito grupos gendmicos, denominados de
A a H, baseada em uma divergéncia intergenotipica na sequéncia completa de
nucleotideos de no minimo 8% (ARAUZ-RUIZ et al., 2002; NAUMANN et al., 1993;
NORDER et al., 1992; OKAMOTO et al., 1988; STUYVER et al., 2000).

Diferencas intragenotipicas de 4% ou mais na sequéncia completa do
genoma tem resultado em classificacdo do HBV em subgendtipos, cujos portadores
apresentam origens étnicas e geograficas distintas (KRAMVIS et al.,, 2002;
SUGAUCHI et al., 2002).

Dentre os isolados do gendtipo A, trés clusters genéticos foram relatados:
subgendtipo A1 (também conhecido como A’ ou Aa) que representa os isolados
oriundos da Africa e Asia; subgenétipo A2, denominados anteriormente com A-A’ ou
Ae, inclui isolados de origem americana e européias e subgenoétipo A3 ou Ac,
descrito em isolados encontrados em Camardes (BOWYER et al., 1997; KRAMVIS
et al., 2002; KURBANOV et al., 2005; SUGAUCHI et al., 2004).

O gendtipo B é subdividido em cinco subgendtipos: B1, BA ou B2, B3, B4 e
B5 (SAKAMOTO et al., 2006; SUGAUCHI et al., 2002). Quanto ao gendtipo C, ja
foram descritos os subgenétipos C1, C2, C3, C4 e C5 (HUY et al., 2004; KRAMVIS;
KEW; FRANCOIS, 2005). O gendtipo D tem sua subdivisdo em cinco subgenotipos
(BANERJEE et al.,, 2006; MIYAKAWA; MIZOKAMI, 2003; SCHAEFER, 2007).
Recentemente, Lusida et al. (2008) identificaram os subgenétipos C6 e D6 de
doadores de sangue provenientes de Papua na Indonésia. A subdivisdo de isolados
do gendtipo F em cinco subgendtipos (la, Ib, II, 1l e 1V) foi proposta por Mbayed et
al. (2001); la e Ib associados ao subgenétipo F1 sdo achados representativos da
América Central e Argentina respectivamente; subgendtipo F2 inclui clusters Il da
Nicaragua, Venezuela e Brasil, Il inclui amostras primeiramente encontradas no
Panama, Venezuela e Colémbia e cluster IV na Argentina e Bolivia. Além desses ja
foram identificados os subgendtipos F3 e F4 (CAMPOS; MBAYED; LEONE vy
PINEIRO, 2005; DEVESA et al., 2004; HUY et al., 2006).



20

2.2.4.3 Mutagdes no genoma

A frequéncia de mutac¢des do HBV tem sido estimada em aproximadamente
1,4 a 3,2 x 10° substituicdes/nucleotideo/sitio/ano, sendo esta taxa 10 vezes maior
gque a encontrada em outros virus DNA. A taxa de mutacdo € influenciada,
principalmente, por fatores relativos ao HBV (genoma compacto e replicacado por
transcricdo reversa), ao hospedeiro (fase clinica da doenca, imunotolerancia,
imunoeliminagdo, imunossupressdo) e a fatores externos como transplante e
tratamentos anti-virais (BAUMERT; THIMME; WEUZSACKER, 2007; SUMMERS;
MANSON, 1982, OKAMOTO et al., 1994).

A proteina S, principal proteina que forma o HBsAg, é capaz de induzir
resposta imunologica protetora (anti-HBs) contra o HBV, sendo este o antigeno
utilizado na formulacéo da vacina recombinante. Estudos revelam que mutac¢des no
epitopo protetor do determinante “a” do HBsAg podem interferir na protecao vacinal,
impedindo o reconhecimento do anticorpo neutralizante derivado da cepa selvagem,
denominado escape vacinal. Interferem ainda, na andlise dos resultados soroldgicos,
bem como prejudicam a terapia baseada na utilizacdo de anticorpos especificos
para suprimir a infecgcdo em individuos transplantados. A mutacdo mais comum do
determinante “a” é a substituicdo da glicina pela arginina no cédon 145 do HBsAg
(sG145R) ou aspartato pela alanina no codon 144 (sD144A) (GONCALES;
GONCALES JR., 2006; WEBER, 2005).

Diversas mutacdes na regido pré-core/core tém sido descritas. A mutacdo na
regido pré-core do HBV DNA que resulta em uma falha na expressao do HBeAg é
uma das mais importantes. A mutacdo mais frequentemente observada € a troca do
aminoacido glicina pelo aminoacido arginina no nucleotideo 1896, que altera o
codon UGG da proteina HBeAg por um codon de terminacdo UAG, denominado stop
codon prematuro, impedindo, desta forma, a producdo de HBeAg. Essa mutacéo é
encontrada ndo s6 em doentes com hepatite fulminante ou hepatite crénica ativa,
mas também em portadores assintomaticos, com hepatite aguda ou auto-limitada
(CARMAN et al., 1989; SUGIYAMA et al., 2007; WEBER, 2005).

A segunda mutacdo mais comum € a mutacdo dupla do promotor basal do
core (BCP) que envolve duas substituicdes de nucleotideos (A1762T e G1764A),

levando a uma queda na regulacédo da producao do HBeAg. Essas mutagOes s&o
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encontradas predominantemente em doentes com um curso mais agressivo da
doenca, tais como hepatite fulminante ou hepatite cronica ativa. (BAUMERT,;
THIMME; WEUZSACKER, 2007; TONG, 2005).

Variantes resistentes a terapéutica podem emergir em pacientes com
tratamento prolongado com anti-retrovirais (50%-60% em trés anos de tratamento
continuo). Estas ocorrem devido as muta¢cdes no motivo YMDD (tirosina-metionina-
aspartato-aspartato) da regido responsavel pelo sitio catalitico da transcriptase
reversa. As substituicdes no codon 550 (metionina) pela valina (M550V) ou por uma
isoleucina (M550l) sdo comumente encontradas em pacientes sob terapéutica
prolongada com lamivudina, um antiviral analogo de nucleosideo que inibe a sintese
do DNA viral. Mutantes com alteracbes nesse gene s&o resistentes ao tratamento
com esse tipo de droga e estdo associados a persisténcia da infeccdo (GONCALES;
GONCALES JR., 2006; SHELDON et al., 2006).

Mutacbes na regido X podem também envolver elementos regulatorios que
controlam a replicagéo viral, como o promotor basal do core. Tais delec¢des regulam
negativamente o promotor pré-core, impedindo, assim, a sintese de proteinas virais
e, consequentemente, dificultam a deteccdo de antigenos pelos testes dignosticos
utilizados rotineiramente (FRANCOIS et al., 2001; LOCARNINI, 2004).

2.3 Transmissao do HBV

O virus da hepatite B é transmitido por meio do contato com fluidos organicos
de hospedeiros infectados tais como: sangue, sémen, secrecdo vaginal e liquido
menstrual (MAST et al., 2005). Ja foi detectado em menores concentracdes na
saliva, na bile e nos fluidos ascitico, pleural e cerebroespinhal de individuos
infectados (HEATHCOTE; GATEAU; SHERLOK, 1974; VAN-DAMME; VELLINGA,
1998). Além disso, o HBV é estavel em superficies ambientais por mais de sete dias,
podendo ocorrer a transmissao indireta por objetos inanimados (ALTER, 2003a;
BOND et al., 1983; MAST et al., 2005).

Atualmente, sdo reconhecidos quatro modos de transmissédo para o HBV: da
mae para o filho no momento do parto (transmissao perinatal); por via intrafamiliar
(transmissdo horizontal) que pode ocorrer por meio de um portador para seus

familiares e outros contactantes; por contato sexual (transmissao sexual) e via
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parenteral por exposicdo percutdnea ao sangue e outros fluidos corpoéreos (ALTER,
2003a; HOU; LIU; GU, 2005, MAHONEY, 1999).

A transmissdo vertical é comum principalmente em regies de elevada
prevaléncia, ocorrendo preferencialmente em neonatos de mées HBSAg e HBeAg
positivas (CHANG, 2007). O risco € maior para criangas nascidas de maes com altos
niveis de replicacdo viral, das quais 90% podem adquirir a infeccdo se ndo houver a
imunoprofilaxia, porém, esse percentual € menor, caso a mae seja HBeAg negativa.
Mulheres com infeccdo aguda pelo HBV, no ultimo trimestre de gravidez apresentam
um risco maior de transmissao do virus para o concepto (HOU; LIU; GU, 2005;
MAST et al., 2005).

A transmisséao parenteral pode incluir transfusdo de sangue e hemoderivados,
hemodialise, acupuntura, uso de drogas injetaveis, tatuagens, piercings e acidentes
pérfuro-cortantes com material contaminado principalmente entre profissionais da
area da saude. O HBV nédo consegue penetrar a pele ou a mucosa, sendo
necessario que, de algum modo, essas barreiras naturais sejam rompidas, mesmo
gue de forma minima ou insignificante (MARGOLIS; ALTER; HADLER, 1991,
SOUTO et al., 1998).

A transmisséo sexual € uma importante via de disseminacéo do HBV e ocorre
principalmente em areas de baixa prevaléncia. A infeccdo ocorre, geralmente, em
individuos adultos com padrdes de transmissdo dependentes do ambiente e de
caracteristicas comportamentais. Individuos que apresentam comportamentos de
risco como relacdes sexuais desprotegidas, multiplos parceiros e histéria de
doencas sexualmente transmissiveis (DST) estdo mais expostos ao HBV (ALTER,
2003b; HEGNIST, 1973; MADDREY, 2000).

A transmissao horizontal no contexto do agregado familiar apresenta risco de
3 a 6%, sendo responsavel por um nimero significativo de infeccées pelo HBV em
todo o mundo, principalmente, em areas de elevada endemicidade como no Sudeste
Asiatico e Africa subsahariana (AKHTAR et al., 2005; BOTHA et al., 1984; KIIRE,
1996). O mecanismo de transmissdo ainda ndo é bem conhecido, porém parece
envolver o contato interpessoal entre pele ndo intacta ou mucosa com secrecdes
gue contenham sangue infectado, ou por contato direto, provavelmente devido a
lesdes de pele, provocadas por escabiose e impetigo (BRASIL et al., 2003; SALKIC

et al., 2007). Alguns fatores exercem influéncia na associacdo entre prevaléncia da
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infeccdo pelo HBV e transmissdo intrafamiliar como: tamanho da familia; nivel
educacional e soécio-econdmico baixos; grau de agregacao familiar, nUmero de
portadores HBsAg e/ou HBeAg na familia que potencializam exposi¢des frequentes
e repetidas de indculos com grande concentracdo do HBV (DEGERTEKIN; GUNES,
2008, EROL et al.; 2003; KARIM; THEJPAL; COOVADIA, 1991; THAKUR et al.,
2003; TOUKAN et al., 1990).

2.4 Diagnostico laboratorial da hepatite B

Do ponto de vista clinico, as hepatites virais apresentam um quadro bastante
similar. O diagndstico etiolégico consiste em identificar o agente causal da infeccéo
e pode ser realizado através de técnicas soroldgicas, imunohistoquimicas ou
moleculares.

Nas técnicas sorologicas, o diagndéstico é realizado rotineiramente por meio
da deteccao de antigenos virais (HBsAg e HBeAg) e de anticorpos (anti-HBs, anti-
HBc IgM e IgG e anti-HBe). Nos métodos moleculares, o genoma viral (HBV DNA)
pode ser detectado qualitativa ou quantitativamente (LEE, 1997; FERREIRA, 2000).

O HBsAg é o primeiro marcador sorologico encontrado em pacientes
infectados pelo HBV, sendo detectado cerca de duas a quatro semanas antes da
elevacao do nivel de alanina aminotransferase (ALT), e, trés a cinco semanas antes
do inicio da fase prodromica da hepatite. Com a resolucéo da infeccao (figura 4), os
titulos de HBsAg declinam lentamente a niveis normais, surgindo entdo anticorpos
anti-HBs que indica recuperacédo e imunidade contra hepatite B (FATTOVICH, 2003).

O antigeno “e” do HBV (HBeAg) aparece concomitantemente com o HBsSAg e
esta presente no soro de pacientes com infeccdo aguda ou cronica. A positividade
para o HBeAg indica uma concentracdo de 10° a 10™ particulas de HBV por mL de
sangue e, portanto, constitui importante marcador sorolégico de infecciosidade. O
seu desaparecimento e o surgimento do anti-HBe sugere diminuicdo ou auséncia de
replicacao viral (FATTOVICH, 2003).

O HBcAg, potente imundgeno expresso em hepatdcitos infectados, estimula
uma efetiva resposta humoral com producdo de anticorpos anti-HBc. A fracdo IgM
do anti-HBc é detectado geralmente no curso da infeccdo aguda, desaparecendo

durante a fase de convalescenca. Posteriormente, o marcador anti-HBc total
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aparece e permanece detectavel por toda a vida, sendo considerado marcador de
exposicdo ao HBV (KAO, 2008, MAHONEY, 1999).

HBV EVOLUGCAO NORNMAL
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Pré-Inctérica Inctérica Convalescenca

Anti-HBc IgG

HBV-DNA

| 1 | 1 | 1 1/ £ 1 (]
I L T 1 T 1 7 7/ 1 1

9] 1 2 3 4 5 6 12 24
Meses apds a infecgao pelo VHB

Figura 4 — Perfil soroldgico da hepatite B no seu curso normal.
Fonte: ALQUEZAS; BASSIT; SABINO, 2001.

A persisténcia do HBsAg no soro por mais de seis meses indica evolugéo
para hepatite B crénica (BOWDEN, 2006; HOLLINGER; LIANG, 2001) (figura 5). Os
marcadores HBsAg e anti-HBc total permanecerdo por toda a vida nos pacientes,
enquanto o HBeAg podera ser detectado ou ndo. Pacientes infectados com isolados
gue apresentam mutacdo na regido pré-core podem apresentar significativa
replicacdo viral mesmo na auséncia de HBeAg (CHANG, 2007; FERREIRA, 2000;
RIZZETTO; CIANCIO, 2008).

O emprego de técnicas moleculares permitiu a deteccdo do HBV DNA em
amostras de sangue ou bidpsias hepaticas na auséncia do HBsAg, caracterizando
esta infeccdo como oculta (CONJEEVARAM; LOK, 2001; MINUK et al., 2005;
TORBENSON; THOMAS, 2002)
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HBV EVOLUGCAO PARA A CRONICIDADE
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Figura 5 - Perfil sorologico da hepatite B cronica
Fonte: ALQUEZAS; BASSIT; SABINO, 2001.

2.5 Aspectos clinicos e tratamento da hepatite B

A historia natural da infeccdo pelo virus da hepatite B caracteriza-se pela
variabilidade no seu curso e complicagdes. O curso da doenca varia de acordo com
alguns fatores como: idade no momento da infeccdo, sexo, estagio da doenca no
momento do diagnostico, nivel de replicacdo viral, estado imunoldgico do
hospedeiro, resposta imunologica do hospedeiro e concomitante infeccdo com
outros virus, especialmente HIV, virus da hepatite C e virus da hepatite D
(MENDONCGCA; VIGANI, 2006; SHAMLIYAM et al., 2009).

2.5.1 Hepatite B aquda

O periodo de incubacédo da hepatite B aguda varia de 50 a 180 dias, com
duracdo média de 75 dias e, caracteriza-se pela presenca do antigeno de superficie
do HBV (HBsAg) e auséncia de sintomas. O surgimento de sintomas inespecificos
como anorexia, hausea, voOmitos, fraqueza, intolerancia alimentar, artralgia,
desconforto abdominal e febre caracterizam o periodo pré-ictérico. No momento em

gue surgem estes sintomas ocorre elevacdo das transaminases e 0s anticorpos anti-
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HBCcAg das classes IgM e IgG estao presentes no soro. No inicio da doenc¢a aguda
0s marcadores de replicagéo viral, HBeAg e HBV-DNA, s&o encontrados em altas
concentracbes. O anti-HBc IgM também se apresenta com titulos elevados neste
momento. A partir da resposta imunolégica do hospedeiro ocorre progressivo
decréscimo da replicacao viral e reducao nestes titulos. A maioria dos adultos com
infeccdo aguda pelo HBV desenvolvem doenca auto limitada (90%) com resolucéo
do quadro em até 6 meses. No entanto, uma minoria (< que 1%) evolui para hepatite
fulminante em decorréncia da lise macica, imuno-mediada, dos hepatécitos
infectados (FATTOVICH, 2003; MENDONCA; VIGANI, 2006).

2.5.2 Hepatite B crbnica

A infeccao cronica pelo HBV é caracterizada pela persisténcia do HBsAg por
um periodo maior que 6 meses, altos niveis de HBV-DNA. O paciente com infecgao
cronica pelo HBV pode transitar entre doenca ativa e inativa, dependendo da
interagao “virus e hospedeiro”. Quando a resposta imune € suficiente para controlar
a replicacédo viral a doenca estabiliza-se (fase nao replicativa) e o individuo torna-se
um portador inativo do HBV. Por outro lado, quando a resposta imune nao é
suficiente para controlar a replicacdo viral, a doenca progride com atividade
inflamatoria e fibrose hepatica. Dentre os individuos com infeccdo crénica,
aproximadamente 70% evoluem para estabilizacdo da infeccédo, 30% apresentam
progressdo da doenca com evolucdo para cirrose e destes, 25% desenvolvem
descompensacdo hepatica em 5 anos, e 5 a 10% desenvolvem carcinoma
hepatocelular (HCC) (FERREIRA; BORGES, 2007; FONSECA, 2007).

O risco de evolucdo para cirrose em pacientes com infec¢do cronica pelo
HBV varia de 2 a 6% ao ano. Alguns fatores, incluindo idade avancada, replicacéo
viral persistente com longos periodos de necroinflamacéo hepatica, uso crénico de
alcool ou de drogas hepatotéxicas, influenciam a taxa de progressao para cirrose. A
média de idade dos pacientes com diagnéstico de cirrose em estagio inicial é
aproximadamente de 40 anos (FERREIRA; BORGES, 2007; VILLENEUVE, 2005).

A hepatite B crénica € um fator de risco para o desenvolvimento do
hepatocarcinoma. Os infectados ao nascer possuem um risco de desenvolver

hepatocarcinoma em uma taxa de 5% por década, 0 que representa uma
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possibilidade 100 vezes superior ao que acontece na populagcdo em geral. Os
pacientes com elevada carga viral, presenca do HBeAg e transaminases elevadas
apresentam maior possibilidade de desenvolver hepatocarcinoma. Os mecanismos
pelos quais o virus da hepatite B induz o carcinoma hepatico ainda ndo estdo
completamente esclarecidos (FATTOVICH, 2003; SHAMLIYAM et al., 2009).

2.5.3 Tratamento

O grande contingente de individuos infectados pelo HBV com indica¢éo para
tratamento especifico é representado principalmente pelos doentes com hepatite B
cronica e cirrose hepética. Nos pacientes com hepatite B cronica, a terapia antiviral
tem sido indicada somente aos individuos que apresentam inflamacao hepatica de
intensidade moderada a grave (MUTIMER et al., 2000). As metas no tratamento da
hepatite B séo: eliminar o virus, com conseqiente remissdo da doenca hepatica
necroinflamatoria, melhorar o quadro clinico e histolégico, prevenir a progressao do
dano hepdatico incluindo a cirrose, o hepatocarcinoma e a morte do paciente
(FERREIRA; BORGES, 2007; SHAMLIYAM et al., 2009).

Nos EUA, sete medicamentos foram aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento da hepatite B: interferon alfa, interferon
peguilado, lamivudina, adefovir dipivoxil, entecavir, telbivudine e tenofovir. Alguns
paises, incluindo o Brasil, ainda ndo aprovaram a disponibilidade de todos estes
medicamentos. Os cinco ultimos sdo analogos de nucleosideos utilizados por via
oral, que inibem a transcricdo reversa, durante o ciclo de replicacdo viral no
hepatocito. No caso de criancas infectadas, por enquanto, somente estdo aprovados
o interferon alfa e a lamivudina (SHAMLIYAM et al., 2009)

2.6 Prevencéao e controle

As principais medidas de prevencao e controle da infec¢do pelo HBV incluem:
vacinacdo das populacdes suscetiveis, triagem soroldgica para deteccdo do HBsAg
e anti-HBc em unidades hemoterapicas, monitoramento da hepatite B em gestantes,

profilaxia pds exposi¢cdo ou durante o parto, programas de reducdo de danos em
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usuarios de drogas e adocdo de medidas de biosseguranca por profissionais de
saude (BRASIL, 2008).

A primeira vacina contra o HBV foi licenciada em 1981 e era derivada de
plasma humano de portadores cronicos do HBV. No entanto, a possibilidade de
ocorrer transmissao de outros patdgenos veiculados pelo plasma, juntamente com o
avanco da engenharia genética, levou ao desenvolvimento de vacinas
recombinantes de segunda geragdo, mais seguras, compostas de HBsAg. A
inclusdo da vacina contra a hepatite B nos Programas de Imunizacdo em diversos
paises ocorreu a partir de 1991, seguindo as recomendacdes da Organizacdo
Mundial da Saude, OMS e foi oferecida apenas a grupos em alto risco para essa
infeccdo como usuarios de drogas injetaveis, profissionais do sexo, trabalhadores da
saude e individuos politransfundidos (KAO; CHEN, 2002; MAST et al.,, 2005;
SHOUVAL, 2003).

Em 1992, no Brasil, a vacina passou a ser oferecida para pacientes em risco
como profissionais da saude, pacientes em hemodialise, usuarios de drogas e em
areas de alta endemicidade. Em 1997, o Programa Nacional de Imunizacdo (PNI)
passou a recomendar a vacinacao universal contra hepatite B para menores de um
ano. A partir de 2001, o esquema vacinal proposto foi estendido a individuos com
idade de até 19 anos e em 2007, a menores de um ano, preferencialmente nas
primeiras 12 horas de vida (BRASIL, 2003; 2008; LOPES, 2006).

A vacina contra hepatite B deve ser administrada por via intramuscular, na
regido deltéide ou no vasto lateral da coxa, em criancas pequenas com idade menor
gue 12 meses. Trés doses da vacina induzem titulos protetores de anticorpos (anti-
HBs = 10 Ul/mL) em mais de 90% dos adultos e jovens sadios, e em mais de 95%
dos lactentes, criancas e adolescentes. A imunogenicidade diminui para 40 a 60%
com o avanco da idade sendo menor em maiores de 40 anos (BRASIL, 2008;
LOPES, 2006).

Por prevenir a infeccdo pOs exposicdo, a imunoprofilaxia por meio da
associacdo da vacinacdo e gamaglobulina hiperimune (HBIG) apresenta niveis
elevados de eficacia e tem sido recomendada apds acidentes com material bioldgico
positivo ou fortemente suspeito de infeccdo por HBV, comunicantes sexuais de
casos agudos de HBV, vitimas de abuso sexual e imunodeprimidos. A HBIG também

€ administrada em neonatos de maes HBsAg reagentes, nas primeiras horas de vida
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para prevenir a infeccdo perinatal pelo virus da hepatite B. Para individuos que néo
respondem a vacina, uma dose (0,06 mg/Kg/peso) de HBIG pode significar 70% a
90% de protecao, quando administrada dentro de sete dias de exposicao percutanea
(BRASIL, 2008; FERREIRA; SILVEIRA, 2004).

2.7 Epidemiologia da infec¢éo pelo HBV
A infeccdo pelo HBV encontra-se distribuida universalmente, embora sua

prevaléncia apresente consideravel variagdo étnica e geogréafica (figura 6)
(LAVANCHY, 2004; MADDREY, 2000).

Hepatitis B Surfaca
Antigen Frevalence
=B% High i
2%-7% Intermediate 3
<79 Low i

Figura 6 - Representacdo esquematica da distribuicdo geografica mundial da

hepatite B cronica
Fonte: WEINBAUM et al., 2008

A infeccdo pelo HBV apresenta alta endemicidade (prevaléncia > 8% de
HBsAg), nas regibes da Africa subsahariana, China, sudeste Asiatico, Bacia
Amazobnica, parte da Oceania e do Caribe, ilhas do Oceano Pacifico e grande parte
do Oriente Médio, além de populacées como aborigines australianos e esquimés da
Groenlandia e Alasca (ALTER, 2003a; CUSTER et al., 2004; HOU; LIU; GU, 2005;
LAVANCHY, 2004; SHEPARD et al., 2006; TANAKA, 2000). Nesses locais, 0 risco
do individuo adquirir a infeccao é superior a 60% e ocorre principalmente no periodo
perinatal ou na infancia, apresentando, portanto, maiores chances de evolucéo para
a cronicidade (ALTER, 2003a; LOU; LIU; GU, 2005; SHEPARD et al., 2006).

As areas que apresentam endemicidade intermediaria (prevaléncia de HBsAg

entre 2% e 8%) incluem o Leste Europeu, Mediterraneo, Asia Central, Israel,
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Turquia, Japao, parte das Américas do Sul e Central e Russia (CUSTER et al., 2004;
HOU; LIU; GU, 2005; LAVANCHY, 2004; PARANA; ALMEIDA, 2005; SHEPARD et
al., 2006). Nessas areas, a possibilidade de um individuo adquirir a infeccao pelo
HBV é de 20 a 60%, podendo ocorrer em diferentes faixas etarias (SHEPARD et
al.,2006).

América do Norte, Europa Ocidental, Nova Zelandia, Austrdlia e sul da
América Latina apresentam uma endemicidade baixa para o HBV. A prevaléncia
para HBsAg é menor que 2%, e o risco de adquirir a infecgdo durante a vida do
individuo € de 20% (SHEPARD et al., 2006; TENGAN; ARAUJO, 2006).

O Brasil, embora considerado uma area de endemicidade que varia de baixa
a intermediaria, apresenta uma variacdo significativa nas taxas de prevaléncia de
HBsAg nas diferentes regides, sendo as mesmas crescentes no sentido sul-norte. A
Bacia Amazonica constitui uma area de alta endemicidade, com prevaléncia de 3,3%
a 15%. No Nordeste, taxas de 0,8% e 0,6% foram encontradas no Ceara e Rio
Grande do Norte, respectivamente. Prevaléncias de 0,4% e 1,7% foram observadas
em Porto Alegre e no Rio de Janeiro, respectivamente, quando estudadas as regioes
Sudeste e Sul (GASPAR; YOSHIDA, 1987; SOUTO, 1999; TANAKA, 2000; TANNO;
FAY, 1999; VIANA et al., 2005).

Pesquisas realizadas em alguns municipios situados na Regido Centro-Oeste
revelaram taxas baixas a moderadas em Mato Grosso do Sul, Goias e sul de Mato
Grosso, e altas taxas na regido norte de Mato Grosso (porcdo amazoénica) de HBsAg
(SOUTO; FONTES; GASPAR, 1998; SOUTO, 1999). Em Goiania-GO, foram
encontradas diferentes taxas de prevaléncia para o HBsAg de 0,5% em gestantes
(CARDOSO et al., 1996), 2% em meninos de/na rua (FERREIRA et al., 2006), 2,4%
em pacientes em tratamento hemodialitico (OLIVEIRA et al., 2006) e 0,6% em
adolescentes de baixa renda (PORTO et al., 1994). Em Mato Grosso do Sul, estudos
conduzidos em populacao de primodoadores mostrou prevaléncia de 9,4% para anti-
HBc e 0,7% para HBsAg (AGUIAR, 2001), em usuarios de drogas ilicitas foi
encontrado uma prevaléncia de 0,4% (RODRIGUES, 2006) de HBsAg, em dentistas
de Campo Grande-MS, uma prevaléncia de 0,6 % (BATISTA et al., 2006).

Considerando-se os estudos realizados em populacdes rurais do Brasil, um
estudo realizado por Passos et al. (1992) no municipio de Cassia dos Coqueiros- SP

encontrou uma prevaléncia de 0,1% para o HBsAg e de 7,6% para o marcador de
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prevaléncia global. No estado da Bahia, Almeida et al. (2006) encontraram
prevaléncia para anti-HBc de 9,3% e de 2,6% para o marcador HBsAg. Na regiao
Centro-Oeste, investigacOes sobre hepatite B em populagdes rurais de Mato Grosso
demonstraram uma prevaléncia global de 22,8% em nativos da cidade de Nossa
Senhora do Livramento (regido do Pantanal ao sul do Estado) (SOUTO et al., 1997)
e de 31% no vilarejo Ranchéo, pertencente ao municipio de Nova Mutum (SOUTO et
al. 2001). Estudos realizados em populacdes afro-descendentes da regido Centro-
Oeste verificaram elevadas taxas de soroprevaléncia para a infec¢ao pelo HBV em
comunidades de Goias (35,4%) e de Mato Grosso do Sul (19,8%), respectivamente
(MATOS et al.,, 2009; MOTTA-CASTRO et al.,, 2005). Estes e outros estudos

realizados em populacdes rurais no Brasil e no mundo estéo listados na figura 7.

Prevaléncia
Referéncia N° HBsAg (%) Anti- HBc (%)
Yodfat et al., 1982 (Israel) 1411 3,3 31,6
Tabor et al., 1985 (Zambia) 662 6,0 55,0
Lingao et al., 1986 (Filipinas) 2842 12,0 58,0
Graham; Blanco; Magee, 1992 (Texas) 4452 0,1 -
Passos et al., 1992 (Brasil, Sdo Paulo) 1951 0,1 7,6
Souto et al., 1997 (Brasil, Mato Grosso) 740 1,2 22,8
Souto et al., 1998 (Brasil, Mato Grosso) 783 3,9 54,7
Souto et al., 1998 (Brasil, Mato Grosso) 374 10,4 53,8
Martinson et al., 1998 (Ghana) 1385 20,9 74,7
Chowdhury et al., 1999 (india) 960 5,3 -
Singh et al., 2000 (india) 44 8,0 50,0
Souto et al., 2001 (Brasil, Mato Grosso) 149 3,0 31,0
Motta-Castro et al., 2003 (Brasil, MS) 260 9,2 27,3
Sonwane; Birare: Kulkarni, 2003 (Ambajogai) 12240 2,78 4,8
Braga et al., 2005 (Brasil, Amazonas) 605 3,3 49,9
Kurien et al., 2005 (india) 1981 5,7 27,4
Motta-Castro et al., 2005 (Brasil, MS) 1058 2,2 19,8
Almeida et al., 2006 (Brasil, Bahia) 460 2,6 9,3
Nguyen et al., 2007 (Vietna) - 19,0 68,2
Matos et al., 2009 (Brasil, GO) 878 1,8 35,4
Merat et a., 2009 (Ird) 6583 2,6 16,4

Figura 7 — Estudos sobre a prevaléncia da infeccdo pelo HBV realizados em
populacdes rurais no Brasil e no mundo.
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2.7.1 Distribuicdo geografica dos subtipos e genétipos

A analise genética permitiu classificar o HBV em nove subtipos virais e oito
genotipos distintos (A-H) encontrados em diferentes regides geograficas e que
possuem associacfes com diferentes grupos de risco para infeccdo (KRAMVIS;
KEW; FRANCOIS, 2005; RONCATO; BALLARDIN; LUNGE, 2008).

Em relacdo a distribuicAo mundial, o subtipo aywl é mais encontrado no
Vietnd, ayw2 no Mediterraneo, Africa central e Grécia, ayw3 na india, Antilhas,
América do Norte e Sul, ayw4 na Africa Ocidental, ayr no Vietna, adrq na Polinésia
Francesa, adrg+ no Sul e Leste Asiatico, adw2 no centro e norte Europeu, leste da
Africa do Sul e adw4 na Polinésia Francesa, Arquipélago de Marquesa e Argentina
(NORDER et al., 2004).

No Brasil, estudo realizado por Gaspar e Yoshida (1987) subtipando amostras
das cinco regides brasileiras, detectou prevaléncia dos subtipos ayw2, ayw3, adw2 e
adw4. O subtipo adw4 e adw2 foram predominantes na regidao Norte, adw2 no
Nordeste, ayw3 e ayw2 no Sul, adw2 e ayw3 no Sudeste e adw2 na regidao Centro
Oeste.

O gendtipo A é predominantemente encontrado no noroeste da Europa,
América do Norte, india e Africa subsahariana (KRAMVIS; KEW; FRANCOIS, 2005;
NORDER et al., 1993). Os genétipos B e C sdo predominantes na Asia, sendo o
genodtipo B encontrado na Indonésia, China e Vietna e o gendtipo C encontrado na
Asia ocidental, Coréia, China e Japdo (SUGAUCHI et al., 2002, OKAMOTO, et al.,
1988). Apesar de ser encontrado em todo mundo, o gendtipo D tem maior
prevaléncia na regido do Mediterraneo e india. O gendtipo E (NORDER;
COUROUCE; MAGNIUS, 1994) é encontrado predominantemente na Africa
ocidental e, o mais divergente entre todos os gendétipos, genétipo F (CAMPOS;
MBAYED; LEONE y PINEIRO, 2005; NAUMANN et al.,, 1993) é encontrado
predominantemente entre as populacdes indigenas nas Américas Central e do Sul
(Argentina, Venezuela, Coldmbia, Bolivia, Costa Rica, El Salvador e Nicaragua) e
sua origem esta ligada a populacdo aborigine do Novo Mundo. O gendétipo G
(STUYVER et al., 2000) circula nos Estados Unidos e na Europa. A distribuicdo
geografica do gendtipo H (ARAUZ-RUIZ et al.,, 2002; BOWYER et al., 1997;
MAGNUS; NORDER, 1995) parece ser restrita as Américas Central e do Sul.
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Diversos estudos conduzidos no Brasil, em diferentes grupos populacionais,
demonstraram a circulacdo dos gendtipos A, B, C, D e F, com predominio dos
genotipos A, D e F (figura 8) (ARAUJO et al., 2004; DE CASTRO; NIEL; GOMES,
2001; MATOS et al., 2009; MORAES; GOMES; NIEL, 1996; MOTTA-CASTRO et al.,
2005; SITNIK et al., 2004; TELES et al., 2002).

.
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Figura 8 - Mapa do Brasil mostrando a distribuicdo dos genétipos do HBV
Fonte: MELLO et al., 2007 (modificado)
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3 POPULACAO PANTANEIRA DE MATO GROSSO DO SUL

O Pantanal, uma das maiores planicies de sedimentacdo do mundo, ocupa
grande parte do Centro Oeste brasileiro, localizado em parte dos Estados do Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, estende-se pela Argentina, Bolivia e Paraguai. Com
uma area de 110.776.237 km2 (31% da area total de Mato Grosso do Sul), o
Pantanal sul-mato-grossense abrange sete municipios: Corumbd, Ladéario, Porto
Murtinho, Miranda, Aquidauana, Anastacio e Dois Irmdos do Buriti (GRESSLER;
VASCONCELOS; SOUZA, 2005).

O Pantanal apresenta declividade quase nula, o que favorece as frequentes
inundacdes, causadas pelas enchentes peridédicas provocadas pelos rios da regiao.
Essa imensa planicie & pontilhada por raros morros isolados e rica em depressodes
rasas. Tem seus limites marcados por variados sistemas de elevagcdes como
chapadas e serras e é cortada por grande quantidade de rios, todos pertencentes a
Bacia do Rio Paraguai (FARIAS; CRUZ; OLIVEIRA, 2007).

A paisagem pantaneira altera-se profundamente nas duas estacdes bem
definidas do ano: a seca e a chuvosa. O ritmo de vida do Pantanal é ditado pelas
aguas, sendo o rio a Unica via de transporte para grande parte da populacao, pois no
periodo chuvoso, muitas estradas ficam alagadas e intransitaveis, apresentando,
desta forma, dificuldades com meio de transporte e de comunicacdo (MAGALHAES,
1992).

No Pantanal sul-mato-grossense, as comunidades que vivem no entorno dos
rios ao longo da Bacia do Rio Paraguai constituem as populacdes ribeirinhas
pantaneiras localizadas em areas distantes e de dificil acesso. O homem pantaneiro
nativo da regido e inserido nesta imensa area do Pantanal habita um mundo onde as
condicbes sdo muito particulares. Integrado a tudo que o rodeia, habituado a
conviver com alteracfes constantes do ambiente, sabe que as enchentes periddicas,
causa de prejuizos e dificuldades, sdo também responsaveis pela riqueza da regiao.
No decorrer do tempo, o homem pantaneiro assimilou héabitos indigenas,
paraguaios, bolivianos e de outros povos que |4 se estabeleceram (MAGALHAES,
1992).

Durante a presente investigacdo observou-se que o modo de vida dos

pantaneiros é bastante simples. A principal atividade ocupacional é a pesca
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artesanal e a coleta e venda de iscas vivas. As casas ndo possuem banheiro e
apresentam poucos cémodos (sala, quarto e cozinha), sendo rusticas e feitas de
pau-a-pique, construidas com troncos (figura 9) e cobertas com folhas de caranda
da prépria regido. O chéao € feito de terra batida, os méveis resumem-se a bancos,

camas, armarios e o cozimento dos alimentos é feito no fogéo a lenha.

Figura 9 — A e B: Casas da comunidade S&o Lourenco

As casas estdo dispostas de frente para o rio, onde se desenrola a vida
publica, as festividades, as negociacdes e as relacdes sociais. Nos locais alagaveis,
as casas sao feitas de palafitas, onde a comunidade fica segura do aumento do nivel

das aguas nos periodos de cheia (figura 10).

Figura 10 — A e B: Casas da comunidade Porto da Manga, regido alagavel

Nas areas atras das casas sao realizadas algumas atividades agricolas de
subsisténcia como plantagdes de mandioca, arroz e feijdo e a criagdo de animais
domésticos (FARIAS; CRUZ; OLIVEIRA, 2007).

Os banhos, assim como a lavagem de roupas e de utensilios domésticos

(figura 11) sdo realizados no rio. Ndo possuem unidade de saude local, nem
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qualquer infra-estrutura de saneamento bdasico, como &gua tratada e rede de
esgotos, nem energia elétrica. Sua alimentacdo consiste basicamente de arroz,
feijdo, mandioca, farinha, peixe e, raramente, carne. Muitos alimentos retirados
diretamente da natureza, como frutos silvestres, raizes e animais que cacam ou

pescam sdo também utilizados.

Iil = mq W‘rv—'l‘ T

& 3

A

Figura 11 - Mulheres da Comunidade Paraguai Mirim lavando os utensilios no rio

A taxa de natalidade é considerada alta o que justifica o predominio de
criancas. Existem escolas construidas com o apoio do Governo municipal de
Corumba que oferecem o ensino fundamental completo e o ensino médio (figura 12).
O transporte dos alunos para as escolas € realizado por meio de barcos e canoas
(figura 13).

Figura 12 - Escola da comunidade Sao Lourenco
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Figura 13 — A e B: Transporte da populacao
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil soroepidemiolégico da infeccdo pelo virus da hepatite B
em populagéo pantaneira de Mato Grosso do Sul.

4.2 Objetivos especificos

Para a consecucdo do objetivo geral foram estabelecidos como objetivos
especificos:
a) estimar a prevaléncia da infeccdo pelo HBV em populacdo pantaneira de
Mato Grosso do Sul;
b) investigar os principais fatores de risco associados a infeccao;

c) identificar os genétipos do HBV circulantes nessa populacao;
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5 METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

Trata-se de estudo analitico transversal.

5.2 Populacéo estudada

A populacgéo de estudo foi constituida por 321 individuos residentes em quatro
comunidades remotas da Bacia do Rio Paraguai: Serra do Amolar/S&o Lourengo
(n=74/121), Paraguai Mirim (n=100/190), Porto da Manga (n=74/230) e Passo do
Lontra (n=73/150) (figura 14). Estas comunidades pertencem ao municipio de
Corumbda, Mato Grosso do Sul (MS). Os pantaneiros estudados vivem em areas
distantes e de dificil acesso, as margens da Bacia do Rio Paraguai.

Serra
Amolar/Sao
Lourenco

Paraguali
Mirim

Porto da Manga

Passo do Lontra

Figura 14 - Localizac&o geografica das comunidades pantaneiras em estudo
Fonte: AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2007
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Por se tratar de amostra de conveniéncia, ndo ha, a priori, definicAo do
namero de sujeitos. Foram incluidos no estudo todos os moradores das
comunidades acima citadas que aceitaram participar do presente trabalho.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (Anexo A).

5.2.1 Comunidade Serra do Amolar/Sao Lourenco

Esta comunidade, localizada a 217 km de Corumba (via fluvial), caracteriza-se
por estar entre a foz dos rios Paraguai e Sao Lourenco, constituindo uma planicie
inundavel entre baias e corixos e com uma vegetacao riparia. E a comunidade mais
distante e de dificil acesso, o que contribui para seu isolamento. E constituida por
121 moradores, entre criancas e adultos. Esta comunidade conta com uma unidade
educacional que atende principalmente as criancas e adolescentes em idade
escolar. A atividade econémica gira em torno da pesca de iscas vivas e também do
trabalho como brigadistas do Parque Nacional do Pantanal mato-grossense,
aproximando o pantaneiro dos processos de conservacado da biodiversidade (figura
15).

Figura 15 - A e B: Comunidade Serra Amolar/S&o Lourenco
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5.2.2 Comunidade Paraquai Mirim

A comunidade Paraguai Mirim, localizada a 170 km de Corumba (via fluvial), &
formada por 190 pessoas, distribuidas em, aproximadamente, 24 familias com
predominio de criancgas (figura 16).

Esta regido é caracterizada por planicie inundavel e a populacdo esta
distribuida em uma extensa area ao longo do rio paraguai-mirim. E caracteristica da
regido uma vegetacdao ripéaria e ciliar. A atividade econdémica principal é a pesca e
coleta e venda de iscas vivas. Existe uma escola que atende as criancas e

adolescentes da comunidade.

Figura 16 — A e B: Populacdo da comunidade Paraguai Mirim

5.2.3 Comunidade Porto da Manga

Localizada na estrada Parque do pantanal sul-mato-grossense a 385 km da
capital Campo Grande. A comunidade Porto da Manga é constituida por 230
moradores aproximadamente entre adultos e criancas. Esta comunidade conta com
uma unidade de ensino e a principal atividade econémica de coleta de iscas vivas e
pesca artesanal recebe o apoio e incentivo de projetos de instituicdes nao-
governamentais. Nesta regido, caracterizada por planicie inundavel, os habitantes
constroem as palafitas, casas suportadas por toras de arvores, que evitam que as

aguas alcancem o interior das casas (figura 17).
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Figura 17 — A e B: Comunidade Porto da Manga

5.2.4 Comunidade Passo do Lontra

Localizada na estrada Parque do Pantanal, a 300 km da Capital Campo
Grande. A comunidade Passo do Lontra composta por 150 pessoas, distribuidas
em, aproximadamente, 23 familias. E constituida basicamente por pescadores,
piloteiros de barcos e trabalhadores que vivem dos servi¢cos dos hotéis da regiéo.
Nesta regido esta localizada a Base de Estudos do Pantanal da UFMS que oferece

atendimento médico e odontolégico periodico (figura 18).

Figura 18 — A e B: Base de estudos do Pantanal da UFMS, Passo do Lontra

O deslocamento da equipe de saude de Corumba até as comunidades Serra
do Amolar/Sdo Lourenco e Paraguai Mirim, foi realizado por via fluvial. Foram
utilizados dois barcos pequenos com o0s quais foram percorridos 220 Km em,
aproximadamente 7 horas de duracdo (figura 19). A Estrada Parque do Pantanal

permitiu 0 acesso as comunidades Passo do Lontra e Porto da Manga.
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Figura 19 — Deslocamento da equipe de saude até as comunidades

5.3 Procedimentos para coleta dos dados

O presente estudo contou com o apoio logistico (transporte fluvial,
alimentacdo e estada) da Organizacdo Nao Governamental (ONG) Ecologia e Agao
(ECOA).

Previamente a data da coleta das amostras, foi realizada uma ampla
divulgacao dos objetivos do presente estudo a populagcéo pantaneira e agendamento
das “Ag¢des em Saude”, utilizando o radio que constitui o Unico meio de comunicacéo
existente na regido.

No periodo de abril a setembro de 2008, foram realizadas duas “A¢des em
Saude” que consistiram em atendimento meédico-laboratorial, dispensacdo de
medicamentos e educacdo em saude. A equipe multidisciplinar era formada por
médicos, enfermeiros, farmacéuticos bioquimicos e estudantes da area de saude. As
familias foram atendidas nas escolas das comunidades, conforme a distribuicdo de
senhas por ordem de chegada.

Apbs informacao prévia sobre os objetivos e metodologia da pesquisa, 0s
individuos consentiram em participar da investigacao por meio da assinatura no
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A). A populacdo menor de
18 anos participou do estudo, ap0s a autorizacao dos pais ou responsaveis. Cada
participante foi submetido a entrevista individual realizada por pesquisadores da
equipe devidamente treinados, sobre as caracteristicas s6cio demograficas e fatores
de risco relacionados a infec¢éo pelo HBV, utilizando-se um questionario padrao
(Apéndice B).
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Foi coletada uma amostra de sangue por técnica de puncéo venosa periférica,
utilizando-se tubo de coleta a vacuo com gel separador. Sem ultrapassar o tempo
maximo de cinco horas, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm, em
temperatura ambiente, durante dez minutos para obtencdo de soro. O soro foi
fracionado em quatro aliquotas, identificadas com o niumero de cada participante.
Mantendo-se a condicao de resfriamento, as aliquotas foram transportadas para o
Laboratorio de Imunologia Clinica do Departamento de Farmacia-Bioquimica e
estocadas em freezer a -20°C até a realizacdo das andlises soroldgicas e

moleculares.

5.4 Diagnostico laboratorial

5.4.1. Testes sorolégicos

Os exames sorologicos envolvidos na pesquisa para deteccdo da infeccao
pelo virus da hepatite B (HBV) foram realizados no Laboratério de Imunologia
Clinica do Departamento de Farmacia-Bioquimica da UFMS. Inicialmente, todas as
amostras foram testadas para a deteccdo dos marcadores HBsAg, anti-HBc, anti-
HBs por meio do ensaio imunoenzimatico de terceira geracgdo MONOELISA, HBsAg
Plus, MONOELISA anti-HBc Plus e MONOELISA Anti-HBs, respectivamente (Bio-
Rad® Laboratories), seguindo as instrucdes do fabricante. As amostras reagentes ao
HBsAg foram testadas para deteccdo do anti-HBc IgM, HBeAg e anti-HBe. As
amostras inicialmente reativas ao anti-HBc total foram submetidas a retestagem em

duplicata.

5.4.1.2 Deteccéo do HBsAg

A deteccdo do marcador HBsAg foi realizada empregando-se reagentes
comerciais (MONOLISA HBsAg ULTRA, Bio-Rad®, France). Este teste consiste em
uma técnica imunoenzimatica ELISA baseada no principio “antigeno sandwich”. Em
uma placa, previamente sensibilizada com anticorpos monoclonais anti-HBs, foram
adicionados os soros controles, as amostras e o conjugado anti-HBs marcado com

peroxidase. ApGs este procedimento, a placa foi incubada e, posteriormente, lavada
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com tampdo fosfato. Em seguida, a solucdo de cromogeno/substrato
(tetrametilbenzidina/perdxido de uréia) foi adicionada. Apds este procedimento, a
placa foi novamente incubada e a reacao interrompida pela adicao do acido sulfarico
IN.

Conforme instrugcdes do fabricante, a leitura espectrofotométrica foi realizada
em 450/620nm, sendo consideradas positivas as amostras com absorbancias
maiores ou iguais ao valor do cut-off, obtido através do calculo da soma
(Cnx+0,050), onde Cnx é a média das absorbancias dos controles negativos.

5.4.1.3 Deteccéo do anti-HBc total

Para deteccdo do marcador anti-HBc empregou-se reagente comercial
(MONOLISA anti-HBc PLUS Bio-Rad®, France). Este teste consiste em uma técnica
imunoenzimatica ELISA baseada no principio tipo “indireto” que permite a deteccao

simultanea de anticorpos totais (IgG e IgM) especificos para o0 HBCAg.

Em uma microplaca sensibilizada com o antigeno core do virus da hepatite B
recombinante (fase sdlida), as amostras e o0s controles foram incubados. Apos
lavagem com tampéao fosfato, foi adicionada a solucéo de conjugado (anticorpos de
cabra anti-lgM e/ou anti-IlgG humanos, marcados com peroxidase). Em seguida
foram realizadas incubacdo e lavagem. ApoOs este procedimento, adicionou-se a
solucdo de cromogeno/substrato, e a placa incubada durante 30 minutos em
temperatura ambiente e protegida da luz. Posteriormente, a reacdo foi interrompida

com acido sulfarico 1N.

Conforme instrucdes do fabricante, a leitura espectrofotométrica foi realizada
em 450/620 nm, por meio de um leitor de placa, onde foram consideradas positivas
as amostras cuja razao fosse igual ou superior ao valor do cut-off obtido por meio do
célculo da média da densidade optica (DO) dos controles positivos (Cp) dividido por
5 (DOCp/5). A intensidade da coloracao € proporcional a quantidade de anticorpos

anti-HBc ligados na fase sdlida.



46

5.4.1.4 Deteccéo do anti-HBs

A deteccdo do marcador anti-HBs foi realizada empregando-se reagente
comercial (MONOLISA HBsAg ULTRA Bio-Rad®, France). Este teste consiste em
uma técnica imunoenzimatica ELISA baseada no principio direto tipo “sandwich” em
microplacas sensibilizadas com HBsAg (ad e ay). As amostras e controles foram
adicionados as suas respectivas camaras e a microplaca foi incubada e em seguida
lavada. Ap6s a adicdo do conjugado (HBsAg marcado com peroxidase), a placa foi
incubada novamente e apds lavagem, a mistura de substrato/cromégeno foi
adicionada, sendo a placa novamente incubada. A reacdo foi bloqueada pela agao
do &cido sulfurico, e a leitura realizada em filtro duplo (450nm e 620nm). Foram
consideradas positivas as amostras com razao igual ou superior ao valor do cut-off
obtido por meio do calculo da média da DO dos calibradores (DO¢;=-10 mUl/mL). A
intensidade da coloracéo € proporcional a concentracéo de anti-HBs na amostra. Os
valores de absorbancia medidos por espectrofotometria para cada amostra foram
comparados a um valor limite (Vs), sendo que Vs corresponde a média das DO dos

calibradores (DOc3).

5.4.1.5 Deteccéo do HBeAg e anti-HBe

A deteccdo de HBeAg e anti-HBe foi realizada no Laboratério Central de
Saude Pdblica de Mato Grosso do Sul-LACEN, por meio do método
Enzimaimunoensaio por microparticulas (MEIA) no equipamento da ABBOTT-
AXSYM SYSTEM.

Para a deteccdo do HBeAg, as amostras e todos 0s reagentes necessarios
para o teste sdo pipetados pela probe de amostragem dentro de varios pocos de
uma célula de reacdo (RV). Se o HBeAg estiver presente na amostra, este liga-se as
microparticulas recobertas de HBeAg formando um complexo HBeAg-anti-HBe na
mistura da reacdo. Uma porcdo da mistura de reacdo € transferida a matriz de fibra
de vidro (matrix cell). O conjugado anti-HBe marcado com fosfatase alcalina é
dispensado sobre a matriz de fibra de vidro, ligando-se ao complexo antigeno-
anticorpo. A matriz é lavada para a remoc¢do dos materiais nao ligados as

microparticulas. Em seguida, é adicionado o substrato 4-metilumbiliferil fosfato. O



47

conjugado de fosfatase alcalina catalisa a remog&o do grupo fosfato do substrato,
resultando no produto fluorescente, 4-metilumbiliferona. Esse produto fluorescente é
medido pelo sistema 6tico MEIA. A presenca ou a auséncia de HBeAg na amostra é
determinada pela comparacéo da taxa de formagédo do produto fluorescente com a
taxa de corte (cut off), calculada a partir de uma calibracdo indice. Se a taxa de
formacgao do produto fluorescente da amostra for superior ou igual a taxa de corte, a
amostra é considerada positiva para o marcador HBeAg.

Para a deteccdo do anti-HBe, as amostras e o0 reagente neutralizante
(rHBeAg) necessarios para o teste sdo pipetados pela probe de amostragem dentro
de vérios pocos de uma célula de reacdo (RV). Se o anti-HBe estiver presente na
amostra , este liga-se ao reagente neutralizante, formando um complexo antigeno-
anticorpo na mistura da reacdo. O diluente da amostra e as microparticulas
revestidas com o anti-HBe sdo misturados em outro po¢co da mesma célula de
reacdo e adicionadas ao complexo antigeno-anticorpo anteriormente formado.
Todos os rHBeAg nao ligados do reagente neutralizante irdo se ligar as
microparticulas. Uma porcao da mistura de reacéo é transferida a matiz de fibra de
vidro (matrix cell). O conjugado anti-HBe marcado com fosfatase alcalina é
dispensado sobre a matriz de fibra de vidro, ligando-se ao rHBeAg nas
microparticulas. A matriz é lavada para a remoc¢ao dos materiais ndo ligados as
microparticulas. Em seguida, € adicionado o substrato 4-metilumbiliferil fosfato. O
conjugado de fosfatase alcalina catalisa a remocdo do grupo fosfato do substrato,
resultando no produto fluorescente, 4-metilumbiliferona. Esse produto fluorescente &
medido pelo sistema 6tico MEIA. A presenca ou a auséncia de anti-HBe na amostra
€ determinada pela comparacao da taxa de formacao do produto fluorescente com a
taxa de corte (cut off), calculada a partir de uma calibracdo indice. Se a taxa de
formacédo do produto fluorescente da amostra for menor ou igual a taxa de corte, a

amostra é considerada positiva para o marcador anti-HBe.

5.4.1.6 Deteccédo do anti-HBc IgM

A deteccdo do marcador anti-HBc IgM foi realizada empregando-se
reagentes comerciais (MONOLISA anti-HBc IgM PLUS Bio-Rad, France). Este teste
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consiste em uma técnica imunoenzimatica ELISA baseado no principio tipo

“sanduiche” que permite a captura de anticorpos séricos IgM na fase solida.

Em uma microplaca sensibilizada com anti-HBc IgM obtido em cabra foram
distribuidos o diluente, as amostras e os controles. ApGs este procedimento, a placa
foi incubada durante uma hora e meia a 37°C e se estiverem presentes anticorpos
anti-HBc IgM estes se ligam aos anti-HBc IgM fixado na fase sélida. Posteriormente
a lavagem, foi adicionada a solu¢do de conjugado (HBcAg marcados com
peroxidase) e a placa foi incubada por duas horas a 37° e, em seguida lavada com
tampdo Tris. ApoOs eliminacdo do conjugado, foi adicionada a solucédo de revelagéo
de atividade enziméatica (tampdo do substrato da peroxidase + cromégeno -
tetrametilbenzidina TMB), apGs este procedimento, a placa foi incubada durante 30
minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Posteriormente, a reacgao foi

interrompida pela adicdo da solucdo de paragem (acido sulfarico 1N).

Apés o termino da reacdo e conforme instrucbes do fabricante, a leitura
espectrofotométrica foi realizada em 450/620 nm, por meio de um leitor de placa,
onde foram consideradas positivas as amostras cuja razdo (DO amostra/valor do cut
off) seja igual ou superior a 1. O valor do cut-off pode ser obtido por meio do calculo
da média da densidade Optica dos controles negativos (DOCn) somados a meédia da
DO dos controles positivos (DOCp) dividido por 7 (DOCn + (DOCp/7). A intensidade
da coloracéao é proporcional a quantidade de anticorpos anti-HBc IgM ligados na fase

sélida.

5.5 Deteccdo do HBV-DNA

Todas as amostras positivas para HBsAg foram submetidas a deteccdo do
DNA viral utilizando a metodologia de semi-nested PCR no aparelho BIOER XP,
China, e genotipadas por meio da Analise do polimorfismo de comprimento dos
fragmentos e restricdo (RFLP) realizado no Laboratério de Biologia Molecular e

Cultura de células da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
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5.5.1 Extracdo do DNA viral

A extracdo do DNA viral foi feita a partir do sistema de Kits da Invitrogen
(PureLink ™ viral RNA / DNA) seguindo as instru¢cdes do fabricante. Inicialmente,
200uL de soro foram adicionados em 25uL de proteinase K, seguido da adicéo de
200uL de Tampéao de Lise (RNAcarrier + tampao de lisado). O soro juntamente com
a solucéo de lise foram incubados a 56°C por 15 minutos. Apés este procedimento,
0 DNA foi precipitado adicionando 250pL de etanol 100%. Em seguida, o material foi
transferido para um tubo coletor contendo uma coluna “viral spin” e centrifugado a
6.800 rpm por 1 minuto. ApdOs centrifugacdo, eliminou-se o sobrenadante e o
material foi transferido para outro tubo de lavagem limpo, seguido de centrifugacéo e
lavagem com etanol a 70%. ApOs nova centrifugagdo, a coluna “viral spin” foi
transferida para um tubo de recuperacdo e o DNA foi eluido com 50uL de agua
estéril RNAse livre. Os tubos foram identificados e o DNA estocado a —20°C para

posterior amplificagao.

5.5.2 Amplificacdo do DNA viral- Semi-nested PCR

Apoés a extracdo do DNA, realizou-se a amplificacdo da regido pré-S/S do
HBV-DNA por meio da metodologia semi-nested PCR, segundo Motta-Castro et al.
(2005). Para a primeira amplificacdo (PCR-1), foi adicionado ao HBV-DNA extraido
uma mistura contendo os primers PS1 e S2/S22 (Invitrogen®) (figura 20),
responsaveis pela amplificacdo dos fragmentos de DNA do nucleotideo 2826 ao 841
do genoma; agua miliQ, dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) tampéo, cloreto de
magnésio (MgCl,) e Tag DNA polimerase. Dois microlitros do HBV DNA extraido de
cada amostra, juntamente com o0s controles positivos (amostra positiva para HBV-
DNA) e negativos (dgua miliQ) foram misturados aos componentes descritos acima,
e em seguida esta mistura foi levada ao termociclador, com o seguinte programa:
94°C por 3 minutos (desnaturacéo inicial), 30 ciclos de 95°C por 30 segundos cada;
52°C por 40 segundos e 72°C por 2 minutos (desnaturacdo, anelamento e extensao,
respectivamente), seguindo um periodo de alongamento final de sete minutos a

72°C. O produto final desta PCR-1 era composto de 1236 pares de base (pb).
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Primers Sentido Sequéncia
PS1 sense CCATATTCTTGGGAACAAGA
S2 anti-sense GGGTTTAAATGTATACCCAAAGA
S22 anti-sense GTATTTAAATGGATACCCACAGA
SR anti-sense CGAACCACTGAACAAATGGC

Figura 20 - Sequéncia dos primers utilizados na PCR-1 e PCR-2

O produto final da PCR-1 foi amplificado novamente utilizando os primers PS1
e SR. A reacéo foi realizada nas mesmas condi¢des da primeira amplificacdo sendo
adicionado ao produto final da PCR-1 (2 yL) a mistura da reacdo. O material foi
levado ao termociclador com o programa: 94°C por 3 minutos (desnaturacéo inicial),
30 ciclos de 94°C por 20 segundos cada; 55°C por 20 segundos e 72°C por 1 minuto
(desnaturacdo, anelamento e extensdo, respectivamente) e 72°C por 7 minutos
(alongamento final). O produto final da PCR-2 era composto de 1099 pares de bases
(pb).

Os produtos amplificados pela segunda PCR foram analisados por corrida
eletroforética em tampao TBE (89nM de Tris, 89mM de acido borico e 2,5 mM de
EDTA, pH 7,5-7,8) utilizando gel de agarose preparado a 1% em tampédo TBE (10
vezes diluido), para a confirmacdo de amplificacdo. Foram misturados 5 pL de
material amplificado a 5 yL de azul de bromofenol (corante marcador da corrida).
Esta mistura foi aplicada ao gel, e foi submetido a eletroforese a 100V e 400 mA
durante duas horas. Apoés a corrida, o gel foi colocado em uma solucédo de brometo
de etidio preparado com solucdo tampédo e as bandas formadas foram visualizadas
por meio de um transluminador de luz ultravioleta e comparadas aos controles

positivos.

5.5.3 Genotipagem por RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphysm- Andlise

do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricao)

O produto da segunda amplificacdo foi genotipado pelo método de RFLP
utilizando 3 enzimas de restricAo ou endonucleases, conforme descrito por De
Castro et al. (2000). Resumidamente, os produtos de PCR sintetizados com os

oligonucleotideos PS1-SR foram digeridos independentemente com BamHI, Stul e
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EcoRIl, preparadas segundo as recomendacdes do fabricante, tendo como
componentes agua milQ, tampé&o especifico para cada enzima e enzima.

Dez microlitros do produto obtido apés a PCR-2 com igual volume de cada
enzima foram incubados em banho maria a 37°C por quatro horas. Todos os
produtos de digestdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%.
Utilizou-se também um marcador de peso molecular (100bp DNA Ladder -
Invitrogen®). O gel foi corado por brometo de etidio e as bandas coradas foram
visualizadas com luz ultravioleta e comparadas as bandas do marcador de peso
molecular.

Este método permite através da interpretacdo dos padrdes eletroforéticos, a
distincdo entre os gendtipos que circulam no Brasil: A (A1-A5), D (D1-D14) e F (F1-
F3).

5.4.2 Andlise estatistica

Os dados das entrevistas e o0s resultados dos testes sorolégicos e
moleculares foram digitados em microcomputador e analisados no programa Epi Info
2000, versao 3.4.1, desenvolvido pelo Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta. Foi realizada analise estatistica descritiva com calculo de médias, medianas,
frequéncias e intervalos de confianca. Para comparacdo de prevaléncias foram
utilizados o teste de Qui-quadrado e o nivel de significancia estabelecida como p <
0,05. Foram calculados Odds ratio e seus respectivos intervalos de confianca para
avaliar associacdo entre fatores de risco analisados e a infeccdo pelo HBV na
populacdo estudada. ApoOs o calculo da estimativa de risco dos fatores associados a
exposicdo ao HBV (positividade ao marcador anti-HBc) pela andlise univariada,
realizou-se a andlise multivariada, por regressao logistica mdultipla, por meio do
pacote estatistico SPSS, versado 17.0 for Windows para identificar possiveis variaveis

confundidoras.

5.6 Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul com o protocolo n°® 926 (ANEXO A).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas sécio-demograficas

As caracteristicas soécio-demograficas dos 321 pantaneiros estudados
encontram-se apresentadas na Tabela 1. A idade variou de 1 a 89 anos, com
dimunuicao progressiva conforme o aumento da idade.

Com relagdo ao sexo, observou-se uma equivaléncia entre as populacdes
masculina e feminina, 167 individuos (52%) eram do sexo masculino e 154 (48%) do
sexo feminino.

Quanto ao estado civil, 104 (42,8%) individuos foram incluidos na categoria
de sem companheiros (solteiros e separados), e 139 (57,2%) na categoria de
individuos com companheiro (casados, viivos e unido consensual).

O nivel de escolaridade foi predominantemente baixo. Individuos sem
escolaridade (18,6%) e com apenas o ensino fundamental (74,7%), constituiram o
maior grupo com 93,4% dos individuos (280/300).

Em relacdo a naturalidade, observou-se que grande parte da populacao
(92%) era constituida por individuos naturais de Mato Grosso do Sul.

Do total dos pantaneiros estudados, 48,4% relataram renda familiar menor
gue um salario minimo e 51,6% de um a trés salarios minimos. Quanto a atividade
ocupacional, 26,4% informaram que exerciam atividades relacionadas a pesca.

Quando as comunidades foram analisadas separadamente observou-se que
nas comunidades Sao Lourenco e Paraguai Mirim, houve um maior grau de
agregacao familiar, chegando a 18 pessoas residindo na mesma casa. A
comunidade que apresentou menor grau de agregacédo foi a comunidade Passo do

Lontra (dados ndo mostrados).
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Tabela 1 — Distribuicdo da populacdo pantaneira segundo caracteristicas soécio

demograficas, Mato Grosso do Sul, 2008 (n=321)

Variaveis

NO

%

Idade (anos)*
<10
11-20
21-30
31-40
41 -50
51 -60
261

Sexo
Feminino

Masculino
Estado Civil*

Com Companheiro
Sem companheiro
Escolaridade®
Médio e Superior
Fundamental
Analfabeto
Naturalidade®
MS
Outros estados
Renda Familiar (salarios minimos)®
<1SM
la3SM
Atividade Ocupacional®
Pesca
Outros (dona de casa, estudantes e servicos
gerais)
NUmero de pessoas por habitacdo’
<10
210

87
62
44
45
41
22
17

154
167

139
104

20
224
56

288
25

152
162

79
220

202
115

27,4
19,5
13,8
14,2
12,9

6,9

53

48,0
52,0

43,3
32,4

6,6
74,7
18,6

92,0
8,0

48,4
51,6

26,4
73,6

63,7
36,3

Ysem informagcéo para 3 participantes, “’Criangas < de 14 anos (n=78), ©’Sem informagcéo para 21 participantes,
“sSem informacdo para 8 participantes, ®Sem informacdo para 7 participantes, ©Sem informacéo para 22

participantes,”’Sem informagao para 4 participantes.

6.2 Marcadores soroldgicos da infeccéo pelo virus da hepatite B

A tabela 2 mostra a prevaléncia dos marcadores soroldgicos para o virus da

hepatite B na populacdo estudada.

Dos 321 ribeirinhos, 117 apresentaram positividade para o anti-HBc,

considerado marcador de exposicdo prévia, o que resultou em uma prevaléncia

global de 36,5%.
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A presenca do marcador HBsAg associado ao anti-HBc foi detectada em
1,6% (5/321) dos individuos estudados. Nenhuma amostra HBSAg positiva
apresentou reatividade para o anti-HBc IgM. Em 32,1% (103/321) dos individuos, o
marcador anti-HBc estava associado ao anti-HBs, e em nove (2,8%) este marcador
foi detectado isoladamente. Verificou-se positividade isolada ao marcador anti-HBs
em 32,4% (104/321) dos individuos, sugerindo imunidade ao HBV. Por outro lado,
em 31,1% (100/321), nenhum marcador para hepatite B foi detectado, sendo estes
individuos, portanto, considerados susceptiveis a infec¢do pelo HBV.

Tabela 2 — Prevaléncia dos marcadores sorologicos da infecgéo pelo virus da
hepatite B na populacdo pantaneira, Mato Grosso do Sul, 2008 (n= 321).

Categoria Marcadores N° % (IC 95%)*
Sorologicos

Infectados HBsAg/Anti-HBc 5 1,6 1,1-1,9
Anti-HBc isolado 9 2,8 2,3-3,3

Anti-HBc/Anti-HBs 103 32,1 27,0-37,2

Total (anti-HBc positivo) 117 36,5 31,2-41,7

Vacinados Anti- HBs isolado 104 32,4 27,3-375
Suscetiveis Nenhum marcador 100 31,1 26,1 — 36,2

Wntervalo de Confianca

Quando as comunidades pantaneiras foram analisadas separadamente
observou-se uma ampla variacao nas taxas de prevaléncia para o HBV que variaram
de 15,1% na comunidade Passo do Lontra a 61% na comunidade Paraguai Mirim
(tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo da populacdo pantaneira nas comunidades segundo
prevaléncia da infeccdo pelo virus da hepatite B, Mato Grosso do Sul,
2008 (n=321).

Comunidades (n) N° Prevaléncia (%) IC* (95%)
P. Mirim (100) 61 61 51,0-70,0
S. Lourenco (74) 26 35,2 24,0-46,0
P. da Manga (74) 19 25,7 15,7-35,6
P. do Lontra (73) 11 15,1 6,9-23,3

W ntervalo de confianca
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Na figura 21 sao apresentadas as prevaléncias dos marcadores anti-HBc e

anti-HBs de acordo com a faixa etaria.

90%
80%
70%
60%
50%
40% .3
30%
20%

10%
0%

<10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 =261

—f—anti-HBc —l—anti-HBs

Figura 21 — Prevaléncia para os marcadores anti-HBc e anti-HBs de acordo com a
faixa etaria da populacdo pantaneira estudada, Mato Grosso do Sul,
2008 (n=321).

Observou-se um aumento progressivo da prevaléncia do anti-HBc com o
aumento da idade. Individuos com idade < 10 anos apresentaram 16,1% para o anti-
HBc e essa positividade alcangou 76,5% no grupo com idade = 61 anos (IC 95%,
p<0,001).

Ao analisar a distribuicdo da positividade isolada para o anti-HBs, de acordo
com a faixa etaria, observou-se que a maioria dos soropositivos era constituida por
criancas menores de 10 de anos (56,3%). Em individuos na faixa de 11-20 anos, um
indice de 40,3% foi observado, seguindo-se um declinio para 36,4% de 21-30 anos,

chegando a 0% nos maiores de 61 anos (figura 21).

6.3 Variaveis associadas a infeccéo para o virus da hepatite B

Na analise univariada, o aumento da idade, estado civil, analfabetismo,
pertencer as comunidades Serra Amolar/Sao Lourenco e Paraguai Mirim, atividade
ocupacional relacionada a pesca, numero de individuos por habitacdo, cirurgia e o
nao uso de preservativo mostraram-se associados a infec¢éo pelo HBV (tabela 5).

Outras variaveis como hemodialise, hemotransfusdo, histéria de priséo,
tratamento odontologico, compartilhamento de objetos pessoais, uso de drogas
ilicitas, histéria de DST e tabagismo foram pouco relatados pelos individuos com

marcadores de infeccdo pelo HBV e ndo alcancaram significancia estatistica.
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Tabela 5 - Analise univariada dos fatores de risco associados a infeccdo pelo virus
da hepatite B na populacdo pantaneira, Mato Grosso do Sul.

Variavei HBV Odds ratio
ariavels Positivo/total % (IC% 95%) D
Sexo
Feminino 62/154 40,3 1,0
Masculino 55/167 32,9 0,73 (0,46 — 1,15) 0,21
Idade(anos)®
<10 14/87 16,1 1,0
11-20 20/62 32,3 2,48 (1,06 - 5,84)
21-30 18/44 40,9 3,61 (1,46 -9,1) _
31-40 21/45 46,7 4,56 (1,87 — 11,26) 0,00"
41- 50 19/41 46,3 4,5(1,8-11,39)
51 -60 12/22 54,5 6,26 (2,03 — 19,65)
> 61 13/17 76,5 16,95 (4,26 — 73,5)
Estado Civil®
Com companheiro fixo 70/139 50,4 1,0
Sem companheiro fixo 32/104 30,8 0,4 (0,26 — 0,75) <0,01
Raca®™
Negro/Mulato 49/132 37,1 1,0
Branco 62/174 35,6 0,94 (0,57 —1,54) 0,88
Amerindio 5/14 35,7 0,94 (0,26 — 3,31) 0,85
Grau de instrugao"
Médio 4/20 20,0 1,0
Fundamental 721224 32,1 1,89 (0,57 — 6,98) )
Analfabeto 41/56 73,2 10,9 (2,79 — 46,7) 0,02
Naturalidade'
MS 101/288 35,1 1,0
Outros estados 13/25 52,0 2,0 (0,89 -4,6) 0,09
Comunidade
Passo do Lontra 11/73 15,1 1,0
Porto da Manga 19/74 25,7 2,01 (0,82 -5,0) 0,14
Serra o Amolar/S&o Lourengo 26/74 35,1 3,05(1,3-7,36) <0,01
Paraguai Mirim 61/100 61,0 8,9 (4,0 - 20,3) <0,01
Atividade Ocupacional'”’
Outros 67/220 30,5 1,0
Pesca 48/79 60,7 0,28 (0,16 — 0,50) <0,01
NGmero pessoas por habitagao™®
1/11 9,1 1,0
2-4 29/110 26,4 3,6 (0,44 - 78,0) )
5-10 72/175 41,1 7,0 (0,89 - 149,1) 0,00"
>10 13/21 61,9 16,2 (1,53 - 409,2)
Hepatite na Familia®
Nao 87/253 34,4 1,0
Sim 22/47 46,8 1,7(0,9-3,2) 0,14
Cirurgia™”
Nao 80/241 33,2 1,0
Sim 36/74 48,6 1,9(1,1-3,2) 0,02
Tatuagem*™"
Nao 110/256 43,0 1,0
Sim 5/24 20,8 0,3(0,12-0,9) 0,06
Uso de preservativo™
Sempre 19/61 31,1 1,0
Ocasionalmente 31/67 46,3 1,9 (0,87 -4,2) '
Nunca 43/78 55,1 2,7 (1,27 — 5,84) 0,01**

Wintervalo de confianca; “Sem informagdo para 3 participantes; “'Criangas < 14 anos (n=78); “Sem informagéo para 1

participante; ®Sem informacéo para 21 participantes; ©Sem informagso para 8 participantes; ”’Sem informacdo para 22

participantes; ®Sem informacao para 4 participantes; ©Sem informacédo para 21 participantes; ““Sem informagéo para 6

ggrtizcipantes; Dsem informagao para 41 participantes;*? Criancas < 14 anos (n=78) e sem informagao para 37 participantes;
X® para tendéncia.
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ApOs a andlise multivariada, ajustada para varidveis confundidoras, verificou-
se que o aumento da idade, naturalidade, pertencer a comunidade Paraguai Mirim
e residir em habitacdes com mais de 10 individuos permaneceram como fatores de

risco associados a infeccao pelo HBV (tabela 6).

Tabela 6 - Andlise multivariada dos fatores de risco associados a infec¢édo pelo HBV

na populacao pantaneira de Mato Grosso do Sul-MS.

Fatores de risco

Odds ratio ndo ajustada

QOdds ratio ajustada

(IC* 95%) (IC 95%)

Sexo®

Feminino 1,0 1,0

Masculino 0,7 (0,5-1,5) 1,4 (0,7-277) 0,37
Idade(anos)?

<10 1,0 1,0

11-20 2,5(1,1-6,0) 3,1(0,9-19,9) 0,06

21-30 36(1,5-9.1) 10,5(2,5-43,1) 0,00

31-40 4,6 (2,0-11,2) 9,1(2,3- 36,5) 0,00

41 -50 45 (1,8-11,4) 18,0 (4,1 - 79,0) 0,00

51-60 6,3 (2,0-19,7) 13,6 (2,7-67,9) 0,00

2 61 17,0 (4,3-73,5) 54,3 (8,2 — 357,9) 0,00
Estado Civil®

Com companheiro 1,0 1,0

Sem companheiro 0,4 (0,3-0,8) 1,1 (0,4 - 3,0) 0,80
Grau de Instrug&o®

Médio 1,0 1,0

Fundamental 1,9 (0,6 — 7,0) 2,7(0,5-13,3) 0,22

Analfabeto 11,0 (2,8 — 46,7) 4,1 (0,7 — 22,6) 0,11
Naturalidade®

MS 1,0 1,0

Outros estados 2,0(0,9-4,6) 4,0 (1,2-14,0) 0,03
Comunidade®

Passo do Lontra 1,0 1,0

Porto da Manga 2,0 (0,8 -5,0) 2,0(0,7-5,9) 0,18

Serra Amolar/Sao Lourengo 3,0(1,3-7,4) 2,5(0,8-7,6) 0,09

Paraguai Mirim 8,9 (4,0 — 20,3) 28,3 (8,1-98,5) 0,00
Ocupa(;éob

Outros 1,0 1,0

Pesca 0,28 (0,16 — 0,50) 0,7 (0,3-1,5) 0,30
Nimero pessoas por habitagéo®

1 1,0 1,0

2-4 3,6 (0,44 - 8,0) 3,2(0,3-33,4) 0,32

5-10 7,0 (0,89 - 149,1) 7,9 (0,7 - 85,8) 0,09

> 10 16,2 (1,53 - 409,2) 17,0 (1,1 - 256,9) 0,04
Cirurgia®

N&o 1,0 1,0

Sim 19(1,1-3,2) 1,3 (0,6 - 2,9) 0,49
Tatuagem®

N&o 1,0 1,0

Sim 0,3(0,1-0,9) 0,4 (0,1-1,7) 0,23
Uso de preservativob

Sempre 1,0 1,0

Ocasionalmente 1,9(0,8-4,2) 0,8 (0,3-2,3) 0,70

Nunca 2,7(1,3-5,8) 0,8 (0,2-2,3) 0,60

WC 95%: intervalo de confianca; ® ajustado por sexo, idade, grau de instrugao, naturalidade, comunidade, numero de pessoas

no lar e cirurgia; ® ajustado por idade = 14 anos e todas as outras variaveis.



58

6.4 Estudo dos agrupamentos familiares em relacdo a positividade dos

marcadores de infec¢cdo para o virus da hepatite B

A transmissdo do virus da hepatite B é um evento que pode ocorrer em
individuos de uma mesma familia quando um dos membros apresenta positividade
para o marcador HBsAg. Embora as rotas de transmissao sejam dificeis de serem
estabelecidas, foram desenhados cinco agrupamentos familiares mostrando a
positividade para o HBV em alguns dos membros das diferentes familias e os
diferentes perfis soroldgicos, permitindo sugerir possiveis rotas de transmissao
intrafamiliar do HBV nas familias F5, F7, F30, F31 e F32. Os Heredogramas das
familias dos individuos reativos ao HBsAg estéo evidenciados na figura 22.

Na comunidade S&ao Lourenco, a familia F5 possui um individuo portador
cronico (13 anos), cujos pais e um irmao (16 anos) sdo reagentes para 0S
marcadores anti-HBc e anti-HBs. A familia F7 possui um individuo portador crénico
(44 anos), cuja esposa e um dos filhos sdo reagentes para os marcadores anti-HBc
e anti-HBs.

Na comunidade Paraguai Mirim, das trés maes que apresentavam reatividade
para o anti-HBc e anti-HBs, todas tinham filhos com positividade para os marcadores
HBsAg associado ao anti-HBc e 2 delas tinham filhos reativos ao anti-HBc associado
ao anti-HBs (F30, F31 e F32).
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Familia 05: Comunidade S&o Lourenco

‘T—. [l HBsAg + anti-HBc

35 anos 39 anos

O Anti-HBs isolado
[] Nao realizado
PT-17 PT-19 @

. anti-HBc + anti-HBs

16 anos 13 anos 10 anos 8 anos 4 anos

Familia 07: Comunidade Séo Lourenco

38 anos 44 anos

COHE @

19anos 17 anos 15anos 13 anos 11 anos

Familia 31: Comunidade Paraguai Mirim

30 anos

oom O

9anns  7anns 7 anns
. Genc’)ti_poD L
Familia 30: Comunidade Paraguai Mirim

28 anos

LLLTTL

10 anos 8 anos

Familia 32: Comunidade Paraguai

33 anos

13anos 10anos 8 anos
Genétipo F

Figura 22: Heredograma das familias dos portadores crénicos da hepatite B
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6.5 Caracteristicas moleculares dos pacientes HBsAg positivos

A tabela 7 apresenta as caracteristicas sorolégicas e moleculares das cinco
amostras HBsAg positivas. Somente quatro (80%) amostras foram positivas para o
marcador anti-HBe. O HBV DNA esteve presente em duas (40%) das cinco amostras
HBsAg reagentes.

As amostras reagentes para marcador HBsAg foram submetidas a deteccgao
do HBV DNA, sendo este detectado por semi-nested PCR em duas duas amostras
HBsAg positivas (40%).

Tabela 7 - Caracteristicas sorolégicas e moleculares das amostras HBsAg positivas.

Amostra HBeAg Anti-HBe HBYV DNA Genotipo
PT- 35 - + - -
PT - 36 - - - -
PT - 170 - + + F
PT - 175 - + - -
PT - 180 - + + D

As amostras HBV DNA positivas foram genotipadas pela técnica RFLP sendo estas

pertencentes ao genotipos D e F.



61

7 DISCUSSAO

De uma maneira geral, no Brasil, h4 escassez de informac¢des precisas sobre
0 estado de saude da populacdo brasileira, especialmente da populagéo rural.
Estudos epidemiolégicos abordando a distribuicdo da hepatite B em grupos
populacionais, com caracteristicas semelhantes as do presente estudo, sdo pouco
frequentes (SOUTO et al.,, 1997). Neste contexto, a presente pesquisa visou
estimar a prevaléncia da infeccdo pelo virus da hepatite B em comunidades
ribeirinhas do Pantanal sul-mato-grossense.

Constitui-se, portanto, o primeiro estudo sobre a infeccdo pelo virus da
hepatite B na populagéo pantaneira de Mato Grosso do Sul, esclarecendo aspectos
nao apenas quanto a caracterizacdo da infeccdo pelo HBV, mas também quanto
aos principais fatores de risco associados a esta infeccdo e quanto as condicdes
sécio-demograficas e econdmicas da populacdo pantaneira, uma vez que, a
presenca de hepatite B numa comunidade tem sido, com frequéncia, associada a
fatores relacionados a pobreza (PASSOS et al., 1993).

No presente estudo, ndo foi observada diferenca na distribuicdo da populagcéo
em relacdo ao sexo feminino (48%) e masculino (52%). A média de idade dos
pantaneiros foi de 26,7 anos sendo que, aproximadamente, 46% da populacao
estudada eram compostas, predominantemente, por individuos com idade inferior a
20 anos. Dados semelhantes foram encontrados em estudos conduzidos no vilarejo
Cavunge, Bahia (ALMEIDA et al., 2006) e em comunidades afro-descendentes de
Mato Grosso do Sul e Goias (MATOS et al., 2009; MOTTA-CASTRO et al., 2003;
2005). O predominio de individuos com idade inferior a 20 anos pode ser justificado
pela elevada taxa de natalidade de 5 a 7 filhos por mulher, pela falta de
planejamento familiar devido ao dificil acesso aos métodos contraceptivos e
migracao para as regides urbanas em busca de mais oportunidades de trabalho.

O nivel educacional dos pantaneiros estudados revelou-se baixo, pois a
maioria (74,7%) cursou apenas o ensino fundamental e 18,7% eram analfabetos.
Estes dados estdo de acordo com diversos estudos conduzidos em populaces
rurais (MATOS et al., 2009; MERAT et al., 2009, MOTTA-CASTRO et al., 2005).
Somente a partir de 2004, foi oferecida educacéo de ensino basico com construcdo

de escolas nas comunidades estudadas.
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Foi detectado ainda, um baixo nivel s6cio econémico, devido ao predominio
de renda familiar inferior a trés salarios minimos e devido as condi¢cfes higiénico-
sanitarias e de moradia precarias. Essas caracteristicas também foram observadas
em outros estudos realizados em popula¢fes rurais do Brasil e de outros paises
(CHOWDHURY et al., 1999; MATOS et al., 2009; MOTTA-CASTRO et al., 2005;
PASSOS et al., 1992).

A elevada prevaléncia global da infec¢do pelo HBV de 36,5% encontrada na
populacdo pantaneira estudada assemelha-se as prevaléncias encontradas em
populagc@es rurais como as comunidades afro-descendentes Furnas dos Dionisios
(42,4%) e Kalungas (35,4%) de Mato Grosso do Sul e Goiés, respectivamente
(MATOS et al., 2009; MOTTA-CASTRO et al., 2005) e em Mato Grosso (31%)
(SOUTO et al., 2001). Estes e outros estudos (KEW et al., 1996; KIIRE et al., 1996)
demonstraram que o risco de infec¢do pelo HBV foi maior em individuos residentes
em zona rural e com condi¢cbes sociais menos favorecidas. A prevaléncia global
encontrada na populacdo pantaneira foi menor que a observada numa regiao
considerada de alta endemicidade como a regido Amazoénica (49,9%) (BRAGA et al.,
2005). Esta prevaléncia foi maior que a encontrada em primodoadores (9,4%) de
Campo Grande-MS (AGUIAR et al. 2001).

Ainda, a prevaléncia global da infeccdo pelo HBV, segundo a faixa etaria,
demonstrou que ha tendéncia de crescimento da taxa de infeccéo
proporcionalmente ao aumento da idade. Este resultado foi confirmado pela analise
multivariada que demonstrou associacao significativa (p< 0,01) para essa variavel
com tendéncia ao aumento da prevaléncia da infeccao pelo HBV com o aumento da
idade dos individuos estudados. Esta situacdo pode sugerir a participacdo da
atividade sexual como importante via de transmissdo do HBV. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos realizados no Brasil (BRAGA et
al., 2005; MATOS et al., 2009; MOTTA-CASTRO et al., 2005; PASSOS et al., 1992;
SILVEIRA et al., 1999; SOUTO et al., 2001).

A positividade ao anti-HBc de acordo com a faixa etaria revelou que 16,1%
das criancas até 10 anos de idade ja foram expostas ao HBV, esse indice se
mostrou alto em relacdo aos estudos de Motta-Castro et al. (2005) no qual apenas
8,1% das criancas menores que 10 anos ja tinham tido contato com o HBV, no

estudo de Matos et al. (2009) onde 7,4% das criangcas encontravam-se na mesma
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situacao e no estudo relatado por Clemens et al. (2006) em quatro centros do Brasil,
em Manaus onde 5,2% das criangas < 10 anos ja tinham sido expostas ao HBV.
Estes dados refletem a aquisicdo da infec¢cdo pelo HBV no inicio da vida, situacao
que € caracteristica de regibes endémicas, onde a disseminacdo ocorre
preferencialmente na infancia, por meio de contatos com portadores do virus B no
ambiente familiar e social (EROL et al., 2003; RONCATO; BALLARDIN; LUNGE,
2008; THAKUR et al.,, 2003). Estudos demonstram que em &reas rurais a
disseminacdo do HBV entre criancas € favorecida pela higiene pessoal precaria,
com grandes chances de transmisséao por meio de lesdes de pele e cabelo (micoses,
escabioses, pediculoses e parasitoses como larva migrans), fluidos, secrecbes e
picadas de insetos (BRASIL et al., 2003; KIIRE, 1996; MARTINSON et al., 1998). Na
ocasidao da coleta, quando foram realizados os exames clinicos, todas essas
caracteristicas foram observadas na maioria dos pantaneiros, inclusive na populacéo
infantil.

A soroprevaléncia para o HBsAg verificada nos pantaneiros foi de 1,6%
(5/321). Esse indice foi proximo aos encontrados por Souto et al. (1997) na regido
alagada do Pantanal situada ao sul de Mato Grosso (1,2%) e em populagdes afro-
descendentes do Brasil central (1,8% em Goias e 2,2% em Mato Grosso do Sul). As
guatro amostras HBsAg positivas pertenciam a criancas com idade que variaram de
9 a 13 anos. Segundo Karim, Thejpal, Coovadia (1991), o risco de se tornar portador
croénico do HBV é maior quando a infec¢cao ocorre na infancia. Estes dados refletem
também a aquisicdo da infeccdo pelo HBV nos primeiros anos de vida, sugerindo
existéncia de provaveis mecanismos de transmissao horizontal, como observado em
outras areas endémicas para essa infeccdo (DEGERTEKIN; GUNES, 2008;
LAVANCHY, 2004).

Aproximadamente 32,4% dos pantaneiros estudados apresentaram
positividade isolada para o marcador anti-HBs, este indice foi semelhante ao
encontrado na populacéo afro-descendente de Goias (MATOS et al., 2009), superior
as taxas encontradas na comunidade Cavunge da Bahia (6,8%) (ALMEIDA et al.,
2006) e nos afro-descendentes do Mato Grosso do Sul (9,1%) (MOTTA-CASTRO et
al., 2005). Ao estratificar este indice por faixa etaria, observou-se que a maioria dos
vacinados era criancas com idade menor ou igual a 10 anos (56,3%), ou jovens

entre 11 a 20 anos de idade (40,3%). Estes percentuais sao baixos, uma vez que,
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considera-se como boa cobertura vacinal, quando 95% da populagdo alvo
encontram-se imunizados (BRASIL, 2008). Nas demais faixas etarias, foram
encontradas frequéncias muito baixas de vacinacao (15,6% a 0,0%). Portanto, a
distribuicdo da infeccdo pelo HBV de acordo com a idade mostra valores
inversamente proporcionais aos de vacinacdo prévia contra esta infeccéo,
evidenciando a necessidade de vacinacao contra hepatite B em todos os individuos,
independente de idade.

Grande parte dos individuos (31,1%) ndo apresentou positividade para
qualquer marcador da hepatite B, evidenciando numero elevado de pessoas ainda
suscetiveis a infeccdo pelo HBV e a necessidade urgente de implantacdo de
esquemas alternativos de vacinacdo neste grupo populacional, considerando as
particularidades de populacbes isoladas geograficamente e de dificil acesso que
apresentam dificuldades com meios de transporte e comunicacdo como as do
presente estudo.

Observou-se uma ampla variagdo da infeccdo pelo HBV, quando as
comunidades pantaneiras foram analisadas separadamente. A menor prevaléncia
(15,1%) foi encontrada na comunidade Passo do Lontra, enquanto a mais elevada
(61%), na comunidade Paraguai Mirim. Individuos que residem na comunidade
Paraguai Mirim apresentaram 28,3 (IC 95%: 8,1 — 98,5) vezes mais chance de
positividade para o HBV quando comparados aos das outras comunidades,
sugerindo que alguns fatores observados na comunidade Paraguai Mirim como alto
grau de agregacao familiar, maior numeros de filhos, condi¢des higiénico-sanitarias
e de moradia extremamente precarias e dificil acesso as informacfes de educacao
em saude, possam ter contribuido para a maior prevaléncia da infeccdo pelo HBV
nesta comunidade. Caracteristicas socio-demogréaficas semelhantes foram
observadas em diversos estudos de transmissao intra-domiciliar da infeccdo pelo
HBV influenciado por processos sociais (KARIM; THEJPAL; COOVADIA, 1991;
KIIRE, 1996; MARTINSON et al.,1998; MERAT et al., 2009).

As associacfes observadas ha andlise univariada entre a positividade para a
infeccdo pelo HBV e a auséncia de companheiros fixos e 0 ndo uso de preservativos
estdo de acordo com os dados na literatura, que apontam a atividade sexual como
uma das principais causas de transmissdo do HBV (PASSOS; FIGUEIREDO, 2004;

ROSENBLUM et al., 1992). Embora na andlise multivariada, estas variaveis ndo
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tenham permanecido como fatores associados a infeccao pelo HBV, o resultado da
analise univariada sugere a importancia dos comportamentos sexuais de risco como
multiplos parceiros e relagdo sexual sem protecdo. No Brasil, Rodrigues (2006)
relatou associacao significativa do uso irregular de preservativos com a infecgéo
pelo HBV em usuarios de drogas de Campo Grande, MS.

Foi verificada uma elevada prevaléncia de infeccdo pelo HBV entre os
individuos analfabetos. Apesar dessa variavel ndo ter permanecido estatisticamente
associada a infeccao na analise multivariada, este achado ndo surpreende, uma vez
gue representa um fato comumente relatado por diversos autores. Geralmente, essa
variavel tem sido relacionada a baixas condi¢cbes soécioecondémicas, reduzidos
padrées de higiene e 0 acesso mais restrito aos servicos de saude (MATOS et al.,
2009; PASSOS et al., 1992). Além disso, o grau de instrugdo tem importante papel
no conhecimento dos modos de transmissdo e na adocédo de medidas preventivas
(MERAT et al., 2009).

Merece ser ainda destacada a importancia de procedimentos invasivos como
um dos mecanismos de transmissao desse agente viral (CDC, 2001). Entretanto, a
associacdo observada na andlise univariada entre a positividade para anti-HBc e
antecedente de cirurgia ndo permaneceu como um fator associado a infeccao pelo
HBYV ap0os analise multivariada.

A elevada prevaléncia da hepatite B entre imigrantes, também foi observada
na comunidade Cassia dos Coqueiros-SP (PASSOS et al. 1993), em Vilarejo
Ranchdo-MT (SOUTO et al., 2001) e em adolescentes de baixa renda de Goiania-
GO (OLIVEIRA et al., 2006). Verificou-se uma frequéncia maior de positividade para
o HBV em pantaneiros naturais de outros estados, sugerindo que O processo
migratorio possa ser o responsavel pela introducdo do HBV nas comunidades
estudadas.

Diferentes modos de transmissdo horizontal, incluindo contatos entre
familiares infectados, tém sido documentados em regides de alta endemicidade para
a hepatite B (BOTHA et al., 1984; EROL et al., 2003; THAKUR et al., 2003). A
transmissao horizontal pode ser favorecida por fatores relacionados ao ambiente
familiar como condicbes de moradia e higiénico-pessoal precarias e grande,
agregacdo familiar (DEGERTEKIN; GUNES, 2008; KARIM et al., 1991;
MARTINSON et al., 1998; SZMUNESS; HARLEY; PRINCE, 1975). Neste estudo,
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observou-se uma freqiéncia maior deste marcador em individuos que residiam em
casas com numero de habitantes maior ou igual a 10. Este resultado permaneceu
associado a infeccdo apds analise multivariada, evidenciando que a transmissao
intrafamiliar € uma via importante para a disseminacéo e propagacao do HBV no
ambiente familiar (BRASIL et al., 2003; DEGERTEKIN; GUNES, 2008; MARTINSON
et al., 1998).

A transmissdo do HBV é um evento relativamente comum entre individuos
que residem com portadores crbnicos (KIIRE, 1996). Quando os individuos
soropositivos para o HBsAg foram agrupados em familias, observou-se a
importdncia do contato interpessoal como um dos provaveis mecanismos de
transmisséao.

Dos cinco individuos HBsAg positivos, quatro eram filhos de maées
soropositivas para o marcador de infeccdo passada. Destes, trés tinham irmaos
soropositivos somente para o anti-HBc associado ao anti-HBs. Estes resultados
demonstram que os familiares podem ser considerados como um reservatorio para
a transmissdo da infeccdo e que possivelmente os irmdos sdo de grande
importancia para a circulacdo destes virus, adquirindo a transmissao, um carater
predominantemente, horizontal e familiar conforme observado em outros estudos
(BRASIL et al. 2003; HEGNIST et al., 1973). Além disso, 0 numero baixo de
portadores cronicos ratifica a ocorréncia da transmissdo horizontal no grupo
populacional estudado.

Diversos estudos tém sido publicados a respeito da transmissdo vertical
(méaeffilho durante a gestacéo ou parto) do HBV, que parece ser mais frequente em
areas hiperendémicas (CHANG, 2007; HOU, LIU, GU et al.,, 2005). Como no
presente estudo ndo evidenciamos a presenca de maes portadoras do HBsAg, nem
de filhos menores que 1 ano reativos para este marcador, a existéncia de
transmissao vertical ndo pdde ser suposta. Somente um caso de pai portador
cronico (PT36) foi identificado, sendo este pertencente a familia F7 da comunidade
Serra do Amolar/Sao Lourenco. Somente um filho deste pai foi infectado pelo HBV,
tendo sido os demais imunizados passivamente. Casos de pais portadores crénicos
com filhos suscetiveis foram evidenciados em estudos em que a transmissao de

pais HBsAg positivos para seus filhos é relativamente limitada em contradicdo com a
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transmissdo de maes portadoras (HEGNIST et al., 1973; SZMUNESS; HARLEY;
PRINCE, 1975).

Estudos moleculares reportam a circulagdo dos genétipos A, B, C, D e F no
Brasil, sendo os gendtipos A, D e F 0os mais prevalentes no Pais (ARAUJO et al.,
2004; CARRILHO et al., 2004; MELLO et al., 2007; MORAES; GOMES; NIEL, 1996;
MOTTA-CASTRO et al., 2005; SITNIK et a., 2004; TELES et al.,1999; 2002). A
caracterizagdo gendmica das amostras HBV DNA positivas possibilitou a
identificacdo dos genodtipos D e F na populacdo estudada. A identificacdo do
genotipo D na populacdo estudada esta de acordo com estudos conduzidos por
Mello et al. (2007) que relataram a presenca do genétipo D em doadores de sangue
da regido Centro-Oeste. O gendétipo F, isolado de uma crianca natural de Corumba,
fronteira com a Bolivia, reflete a circulacdo deste gendtipo entre os paises das
Américas do Sul e Central, ja que este € autdéctone nessas regides, particularmente
na Argentina, Nicaragua, Brasil, Bolivia, Panama, Venezuela e Colémbia (BLITZ et
al., 1998; CAMPOS; MBAYED; PINEIRO, 2005; MELLO et al., 2007)

Portanto, a elevada prevaléncia da infeccdo pelo HBV encontrada na
populacdo pantaneira pode ser justificada pela presenca de fatores de risco sociais e
comportamentais que apresentam importante papel na transmissdo horizontal
(intrafamiliar) e sexual do virus da hepatite B nessas comunidades. Além disso,
considerando o grande namero de individuos suscetiveis a essa infeccéo, fazem-se
necessario programas adicionais de educacdo em saude e esquemas alternativos
de vacinacdo contra hepatite B, para que uma maior cobertura vacinal possa ser
alcancada, melhorando, assim, a prevencdo e controle desse agravo nas

comunidades pantaneiras de Mato Grosso do Sul.
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8 CONCLUSOES

e Foi observada uma elevada prevaléncia global para a infecgdo pelo HBV
(36,5%) nas comunidades pantaneiras estudadas, variando de 15,1% na
comunidade Passo do Lontra a 61% na comunidade Paraguai Mirim;

e ap0s analise multivariada, fatores de risco como aumento da idade, residir na
comunidade Paraguai Mirim, ser natural de outro Estado e agregacao familiar
maior ou igual a 10 individuos permaneceram associados a infec¢do pelo
HBV na populacéo estudada;

e foram encontrados os gendtipos D e F nas amostras HBsAg positivas;

e ha forte evidéncia de transmissdo intradomiciliar demonstrada pela
positividade entre os familiares dos individuos portadores crénicos da hepatite
B;

e 0s achados epidemiolégicos ressaltam a necessidade urgente de implantacéo
de medidas de controle e prevencdo da hepatite B nas comunidades

pantaneiras estudadas.
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9 PERSPECTIVAS

e Ampliar o estudo de prevaléncia da infeccao pelo HBV para outras
comunidades ribeirinhas da regido do Pantanal,

e avaliar a prevaléncia da infeccdo oculta pelo HBV nas comunidades
pantaneiras estudadas;

e imunizar os individuos suscetiveis a infeccado pelo HBV e avaliar a resposta
vacinal;

e analisar o relacionamento filogenético entre os isolados do HBV dessas
comunidades, considerando a agregacao familiar, bem como com outros

isolados do Brasil.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

InstituigGes: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul / Universidade Federal

de Goias

Projeto de Pesquisa: “Epidemiologia molecular da infecgdo pelo virus da hepatite B

na populacao pantaneira de Mato Grosso do Sul”

Investigadores: Ana Rita Coimbra Motta de Castro, Glaucia Bigaton, Alcione Stief,

Maria de Fatima Cepa Matos, Inés Aparecida Tozetti, Regina Maria Bringel Martins

A Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, associada a Universidade
Federal de Goias, vem solicitar a participacao do(a) senhor(a), como
voluntéario(a), nesta investigacdo sobre hepatite B. E importante que o(a)
senhor(a) leia atentamente este documento, para entender 0s principios gerais
gue se aplicam a todos os participantes: i) sua participacédo é totalmente
voluntéria e ii) sua saida do projeto pode ser feita a qualquer momento, sem

nenhum prejuizo a sua pessoa.

Informacbes gerais sobre hepatite B: Esta infeccdo constitui um importante
problema de Saude Publica no Brasil e no mundo, sendo comum em nosso meio e,
para preveni-la é importante a vacinacdo contra hepatite B. A sua transmissao
ocorre principalmente através do sangue e derivados, uso de seringas e agulhas
com sangue ou secrec¢des infectadas, contato sexual, transmisséo vertical, ou seja,
da mae para filho durante o parto. As pessoas que adquirem esta infeccdo podem
desenvolver uma doenca grave com risco de evoluir para cirrose e cancer de figado.
Objetivos da pesquisa: Avaliar a frequéncia e possiveis fatores de risco para
infeccdo pelo virus da hepatite B na populacédo pantaneira desse Estado, bem como
caracterizar o virus nas amostras positivas.

Exames e procedimentos: Serd realizada a coleta de sangue para exames
laboratoriais de hepatite B. De acordo com os resultados destes exames, poderao

ser estabelecidas condutas preventivas e diagndsticas.
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Beneficios: O Sr (a) podera obter beneficio pessoal ao ser informado sobre a
presenca ou ndo de marcadores da hepatite viral B, além de receber orientacdes
guanto a necessidade de vacinagdo contra hepatite B. De qualquer maneira, sua
participagao hoje n&o implica em tomar nenhuma medicag¢do, ou mesmo decidir se
vai fazer tratamento.

Inconvenientes: Pode ocorrer dor e/ou hematoma no local da pungéo venosa, com
duracéo de 3-5 dias.

Riscos potenciais: Os exames e os procedimentos que o Sr(a) serd submetido(a)
ndo sao causadores de risco, pois fazem parte da rotina na pratica médica e
laboratorial.

Dados complementares: Considerando a importancia deste trabalho para Saude
Pdblica, o material e os dados poderédo ser posteriormente utilizados para fins de
investigagéo clinico-laboratorial devidamente vinculados a novos projetos de
pesquisa garantindo-se a confidencialidade e a certeza do encaminhamento dos
mesmos. O material biologico sera armazenado por 5 anos a -20° sob

responsabilidade institucional da Prof® Ana Rita C. M. Castro.

Duvidas e informacdes favor entrar em contato com Prof2 Ana Rita C. M. Castro
(3345-7559) ou com Comité de Etica em Pesquisa (3345-7187).

Autorizacao para a pesquisa: ( )sim ( )néo

Assinatura: Data:
_
Assinatura Pesquisador: Data:

A
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APENDICE B
EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA INFECCAO PELO HBV EM POPULACAO PANTANEIRA-MS

N°: Data: [/ [ INDEX  ( )
Nome: Familia : Nome ( )
Sexo: Masc. (2) Fem. (1) Sex. ( )
Idade: Ida. ( )
Cor: Negro (1) Branco (2) Cor ( )
Naturalidade: Nat. ( )
Estado Civil: Com companheiro (1)  Sem companheiro (2) Est.Civ. ( )
N° Filhos: N°Filhos ( )
N° pessoas/Lar: Pess/lar ( )
Profissdo: Prof. ( )
Grau Instrucdo: EF (1) EM (2) Superior (3) Nenhum (4) Instrug. ( )
Renda Familiar:< 1 salario (2) 1 a 3 salarios (2) > 4 salarios (3) R.Fam. ( )
Teve Ictericia ou hepatite anterior? Nao(1) sim(2) s/inf (9) Ict/Hep. ( )
Hepatite na familia? Nao(1) Sim(2) s/inf.(9) Hep.Fam. ( )
Caso afirmativo: Irmao (1) Pai (2) Mae (3) Esposo(a) (4) Filho(a)(5) Outro(6) Cont.Hep ( )
Antecedentes: a) Cirurgia: N&o(1) Sim(2) s/inf.(9) Cirurg ( )
b) Hemotransfusdo N&o(1) Sim(2) s/inf.(9) N° Transf. Transf.  ( )
¢) Tatuagem: N&o(1) Sim(2) s/inf.(9) Tatoo. ( )
d) Hemodialise: N&o(1) Sim(2) s/inf.(9) Hmd. ( )
e) Acupuntura: N&o(1) Sim(2) s/inf.(9) Acup. ( )
f) Priséo: N&o(1) Sim(2) s/inf.(9) Pris. ( )
g) Compart. Obj.pessoais:  N&o(1) Sim(2) s/inf.(9) Compt. ( )
Qual? Lamina(1) alicate(2) escova(3) outros(4) Obj.cort. ( )

h)Tratamento dentario: Ndo(1) Sim(2) s/inf.(9) Dentista: graduado(1) pratico(2) Trat Dent.( )
i) Uso de drogas ilicitas: Nao(1) Sim(2) s/inf.(9) Tipo: ndo injetavel(1) injetavel (2) Dgas. ( )

j) Uso de bebida alcodlica: N&o(1) Sim(2) s/inf.(9)Quantidade diaria?____ Alcool. ( )
Tem ou teve atividade sexual: Ndo(1) Sim(2) s/inf.(9) Ativ.Sex ( )
Orientacdo sexual: heterossexual(1l) bissexual(2) homossexual(3) Orn. Sex. ( )
Multiplos parceiros: (5 ou +) no passado: N&o(1) Sim(2) s/inf.(9) Par/pas ( )
(2 ou +) no presente: Nao(1) Sim(2) s/inf.(9) Par/pst  ( )

Uso de preservativos: sempre(1) ocasionalmente(2) nunca(3) Preserv. ( )



DST: Nao(l) Sim(2) s/inf.(9) DST ( )

Fumante: N&o(1) Sim(2) s/inf.(9) Fumo ( )
Doenca (s): Dca ( )
Vacina contra hepatite B: Sim(1) Nao(2) sf/inf.(9) Ano: __ Vac. ( )
Caso afirmativo: N° Doses: Doses: ( )
HBsSAg (_ ) : SNR (1) REAGENTE(2) Anti-HBs (__): SNR (1) REAGENTE(2)
HBeAg (_):SNR (1) REAGENTE(2) Anti-HBe (_): SNR (1) REAGENTE(2)

Anti-HBc total (__): SNR (1) REAGENTE(2) IgG( ) IgM()
Genaotipo: ( )
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
UFMS



Universidage Federal de Mato Grosso do Sul
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

Carta de Aprovacdo

A minﬁﬁ assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 926 da
@Pesquisadora Ana Rita Coimbra Motta de Castro intitulado “EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR, DA IWQ*’ECC/’ZTO PELO VIRUS DA HEPATITE B NA
@O@ULﬂCﬁO PANTANEIRA DE MATO GROSSO DO SUL’, e o seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, foram revisados por este comité e aprovados em
reunido ordindria no dia 29 de junho de 2007, encontrando-se de acordo com as

resoluces normativas do Ministério da Sailde.

Coordenador do\Commité deEitica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 29 de junfo de 2007. ~

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
hitp://wvaw, propp.ufms br/bioeticalcep/

bioetica@propp.ufms.br
fone OXX67 345-7187
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