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RESUMO

O virus Epstein-Barr (EBV) é frequente e acomete 95% da populacdo adulta mundial,
com destaque nos paises em desenvolvimento. No Brasil, poucos sdo os dados
epidemioldgicos atuais sobre a infeccdo pelo EBV, principalmente na regido Norte.
Dessa forma, o objetivo do projeto foi identificar o perfil soroepidemiol6gico da
infeccdo por EBV na cidade de Manaus e Presidente Figueiredo ao analisar sua
soroprevaléncia, niveis sericos de 1gG anti-EBV e caracteristicas sociodemogréficas.
Para isso, 0 projeto parte de um estudo transversal originado de um inqueérito de base
populacional previamente realizado. Foram coletadas 579 amostras bioldgicas de
residentes da regido de Manaus e Presidente Figueiredo, com idade de 0 a 81 anos de
idade. Para a determinacdo da soroprevaléncia, foi realizado o diagndstico soroldgico
das amostras de soro para a identificacdo de anticorpos 1gG anti-EBV por meio de
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Todas as andlises estatisticas foram realizadas por
meio do programa STATA 14.2 e Prism 5.0. Em todas as andlises estatisticas foram
consideradas significantes aquelas que obtiveram valor de p <0,05. Os resultados
mostram uma soroprevaléncia de 92,23% para infeccdo por EBV entre os individuos
estudados. Participantes de Manaus (96,32%, p=0,041), mulheres (94,13%; p=0,029),
adultos entre 20 a 29 anos (95,73%; p= 0,024) e individuos com ensino superior (100%;
p=0,001) apresentaram maior soropositividade para infeccdo por EBV e sugerem que
esses grupos estdo mais susceptiveis a infeccdo pelo EBV. Valores de nivel sérico de
IgG anti-EBV foram significativamente maiores em mulheres, participantes com anemia
e individuos de 60 anos ou mais. Os resultados aqui apresentados de importancia para
vigilancia em saude, pois apresentam dados de susceptibilidade para infec¢do por EBV

e auxiliardo em estratégias de contencao e conscientizagéo.

Palavras-chave: soroloprevaléncia; EBV; susceptibilidade, Manaus, Presidente

Figueiredo



ABSTRACT

Epstein-Barr virus (EBV) is widespread, affecting about 95% of the world's adult
population, in which the majority of those infected are from developing countries. In
Brazil, there are few current epidemiological data for EBV infection, especially about
Northern region. Thus, the aim of the project was to identify the seroepidemiological
profile of EBV infection in the city of Manaus and Presidente Figueiredo when
analyzing its seroprevalence, serum levels of anti-EBV IgG and sociodemographic
characteristics. For this, the project starts from a cross-sectional study originated from a
previously population-based survey. A total of 579 biological samples were collected
from residents of Manaus and Presidente Figueiredo, aged O to 81 years. For the
determination of seroprevalence, serological diagnosis of serum samples was performed
for the identification of anti-EBV 1gG antibodies by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). All statistical analyzes were performed using the STATA and Prism 5.0
software. In all the statistical analyzes, those that obtained p value <0.05 were
considered significant. The results show a 92.23% seroprevalence for EBV infection
among the individuals studied. Participants in Manaus (96.32%, p = 0.041), women
(94.13%, p = 0.029), adults between 20-29 years (95,73%; p = 0.024) and people with
higher education (100%; p=0,001) presented greater seropositivity for EBV infection
and also suggesting that these groups are more susceptible to EBV infection. Serum
levels of anti-EBV IgG were significantly higher in women, participants with anemia,
and individuals aged 60 years or older. The results presented here are of importance for
health surveillance, since they present susceptibility data for EBV infection, assisting in

strategies of containment and awareness.

Keywords: soroprevalence; EBV; susceptibility; Manaus, Presidente Figueiredo.
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1. INTRODUCAO

Em 1964, Michel Epstein, Yvonne Barr e sua equipe, por meio de microscopia
eletrbnica, detectaram pela primeira vez o virus Epstein-Barr (EBV) em células
cancerigenas isoladas de um linfoma endémico na Africa, o linfoma de Burkitt
(EPSTEIN; ACHONG; BARR, 1964). Trata-se de um virus de grande incidéncia e
prevaléncia em humanos, que apresenta ampla distribuicdo mundial e estd diretamente
associado a diversas doencas como mononucleose infecciosa (Ml), linfoma de Burkitt
(LB), linfoma de Hodgkin (LH), dentre outras (BELL; RICKINSON, 2003; JHA; PEI,
ROBERTSON, 2016).

O EBV é classificado como herpevirus-humano 4 (HHV-4) e pertence a familia
Herpeviridae e subfamilia Gammavirinae. E um virus icosaedro envelopado, possui
DNA como seu material genético e tem grande afinidade por células epiteliais da
nasofaringe e orofaringe, assim como linfécitos B (OLIVEIRA et al., 2012).Sua
afinidade por células epiteliais da nasofaringe e orofaringe fazem com que sua principal
via de transmissao seja a saliva (CHESNOKOVA; NISHIMURA; HUTT-FLETCHER,
2009a)

No mundo todo, estima-se que 95% da populacdo adulta seja soropositiva para a
infeccdo por EBV, que se caracteriza por ser assintomatica em sua grande maioria e
possui forte relacdo de susceptibilidade com fatores socioeconémicos e
sociodemogréaficos, como renda familiar, escolaridade e faixa etaria (BALFOUR et al.,
2015). De acordo com estudos, paises subdesenvolvidos apresentam uma maior
prevaléncia para a infeccdo quando comparados a alguns paises desenvolvidos
(ALEBOUYEH et al., 1984; SUNTORNLOHANAKUL et al., 2015). No Brasil, a
infeccdo pelo EBV ainda é bastante negligenciada e poucos estudos atuais e referentes a

epidemiologia do virus sdo publicados, principalmente na regido Norte.

A infeccdo por EBV é, muitas das vezes, assintomética na infancia e pode
estabelecer persisténcia de forma latente durante toda a vida do hospedeiro
(ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR, 2011). Por outro lado, o EBV esta relacionado
como causador de diversas doengas, dentre elas a mononucleose infecciosa, causando
febre intensa e inchagos na garganta (NAKAOKA et al., 2013).
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Para a deteccdo do EBV, a sorologia, biopsia de tecido infectado e PCR sdo 0s
principais procedimentos adotados para o diagnéstico do EBV (DE PASCHALE;
CLERICI, 2012; YAP et al., 2007). Quanto ao tratamento para esta infeccdo, a
utilizacdo de nucleosideos aciclicos € o mais indicado, no qual o aciclovir e o
ganciclovir sdo as principais drogas de escolha, pois atuam na inibi¢éo do ciclo litico do
EBV (GERSHBURG; PAGANO, 2005).

A grande abrangéncia da infeccdo pelo virus Epstein-Barr ligado a doengas de alta
morbidade ocasionadas pelo mesmo o tornam alvo de importante estudo que visam
entender de que forma e como se da a infeccdo por esse herpevirus. Dados como estes
sdo de importancia para vigilancia em salde e a busca de medidas profilaticas para a
infeccdo pelo EBV. Através disso, 0 projeto visou caracterizar o perfil
soroepidemioldgico da infeccdo por EBV na regido de Manaus e Presidente Figueiredo

ao analisar sua soroprevaléncia e caracteristicas sociodemograficas.

18



2.REFERENCIAL TEORICO

2.1. Breve historico

No ano de 1958, um cirurgido de Uganda, Dennis Burkitt, identificou pela
primeira vez um linfoma endémico na Africa subsaariana que afetava principalmente
criancas, chamado de linfoma de Burkitt (BURKITT, 1958). Burkitt enviou amostras
desse linfoma aos pesquisadores Michel Epstein e Yvonne Barr, que em 1964
publicaram um artigo na revista Lancet com os achados da anélise desse material.
Através de microscopia eletrdnica os pesquisadores identificaram, nas células do
linfoma, a presenca de particulas virais com caracteristicas similares as apresentadas por
virus da familia Herpesviridae, passando a denomina-las de virus Epstein-Barr
(EPSTEIN; ACHONG; BARR, 1964). Nos anos seguintes diversas pesquisas foram
realizadas com o intuito de descobrir mais caracteristicas do EBV, assim como sua

associacdo com outras doencas.

Em 1966, o EBV foi relacionado a tumorigénese do carcinoma nasofaringeo e
teve sua infeccdo confirmada em 1973 ao ter seu genoma detectado em células epiteliais
oriundas de CN através de imunofluorescéncia indireta (OLD et al., 1966; WOLF, H.,
ZUR HAUSEN, H., BECKER, 1973). No ano seguinte, Henle e colaboradores (1968)
ligaram o EBV como causa da mononucleose infecciosa, que na época era tida como
febre ganglionar aguda, ao encontrarem anticorpos contra o virus em amostras de
pacientes diagnosticados com a doenca. Similarmente, um estudo desenvolvido por
Levine e colaboradores (1971) constataram a presenca de anticorpos contra EBV em
pacientes portadores de linfoma de Hodgkin, no qual verificaram a possivel associacao
desta doenga com a infecgéo pelo virus.

O carcinoma nasofaringeo também é uma patologia humana ligada a infeccao por
EBV. Na China, Zeng e colaboradores (1985), ao analisarem pacientes com CN,
observaram a presenca de IgA anti-VCA para EBV nas amostras e atribuiram o
desenvolvimento da doenca ao virus. Posteriormente, esta associacdo foi fortalecida
através de um estudo que detectou a presenca de duas proteinas de laténcia do EBV,
EBNAL e LMP, em amostras de CN (YOUNG et al., 1988).
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No ano de 1974 a tecnica de imunofluorescéncia anti-complemento foi
desenvolvida para detectar a proteina viral EBNAL (antigeno nuclear do Epstein-Barr)
em células de linfoma de Burkitt de pacientes, no qual de 13 individuos, 11
apresentaram o antigeno através da técnica (REEDMAN et al., 1974). A relacao entre o
virus e o LB ficou clara com a divulgacao do estudo prospectivo realizado por de-Thé e
colaboradores (1978) em criancas de Uganda diagnosticadas com a doenga. No caso,
eles descobriram um alto nivel de particulas virais na maior parte das criancas

estudadas.

Além das associa¢Ges com diversas doencas, 0s pesquisadores sempre procuraram
entender a biologia do EBV, os mecanismos que tangem seu ciclo viral. Em 1982, a
funcdo do antigeno nuclear do Epstein-Barr-2 (EBNAZ2) foi atribuida a imortalizacéo de
células B infectadas (RABSON et al., 1982). Posteriormente, Wang e colaboradores
(1985) observaram que a proteina de membrana latente 1 (LMP1) causava certas
mudancas nas células testadas, como alteracdo morfolégica e resisténcia ao efeito
inibidor de crescimento celular do meio contendo baixo soro e classificaram-na como
um oncogene. No mesmo ano, descobriu-se que outro antigeno viral, o EBNAL, ¢
responsavel pela manutencdo viral na fase de laténcia, permitindo que o DNA do EBV
se mantenha na forma epissomal (YATES; WARREN; SUGDEN, 1985). Porém, o
EBV pode ser reativado pela producdo de um gene viral, 0 BZLF1, como mostrou o
estudo de Countryman e Miller (1985), que observou uma maior intensidade de

replicacéo litica com a expressdo de tal gene.

Em 1984, Baer e colaboradores sequenciaram pela primeira vez o genoma do
EBV, por meio de didedoxinucleotideo/M13, assim como tentarem entender a
expressao de seus genes e suas fungdes em diferentes ciclos do virus. De acordo com o
estudo, o genoma do EBV tem 172.282 pares de base (pb), porém ainda ndo tinham

conhecimento do nimero total de proteinas expressadas.

O EBV também apresenta dois gendtipos, EBV-1 e EBV-2. Sample e
colaboradores (1990) descobriram que os dois subtipos diferem em determinadas
sequéncias de nucleotideos dos genes virais responsaveis pela producdo das proteinas
EBNA-3A, EBNA-3B e EBNA-3C. Em 1993, tais proteinas também foram descritas
como essenciais para a transformacdo de células B infectadas pelo EBV(TOMKINSON;
ROBERTSON; KIEFF, 1993).
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No Brasil, os primeiros estudos epidemioldgicos relacionados ao EBV foram
descritos por Black e colaboradores no ano de 1970 e 1974. Eles analisaram a
prevaléncia de diversos herpesvirus, dentre eles o0 EBV, em tribos indigenas isoladas na
Amazonia, como os Tiriyd e Kayapds. Esses estudos ressaltaram a grande abrangéncia
do EBV a nivel global ao ser constatado infeccdo em tribos distantes da sociedade

urbanizada.

Assim, o EBV foi o primeiro virus tumoral a ser descoberto e que continua a ser
estudado e associado a um vasto numero de doencas humanas (JHA; PEI;
ROBERTSON, 2016).

2.2.  Estrutura e genoma do EBV

Dentre os 8 herpesvirus humanos que compdem a familia Herpesviridae, o EBV é
classificado como herpesvirus-humano 4 (HHV-4) e pertence a subfamilia
Gammabherpesvirinae (GRYWALSKA; ROLINSKI, 2015). Apresenta simetria
icosaédrica envelopado, com tamanho aproximado de 150 nm de didmetro e possui
capsideo formado por 162 capsdmeros (Figura 1). Seu genoma viral é constituido de
uma molécula de DNA de fita dupla linear de 172 Kpb, que codifica aproximadamente
100 proteinas virais (ARVEY et al., 2012). Entre o capsideo e o envelope hd um
tegumento de glicoproteinas que é essencial para as fun¢bes do EBV como tropismo
celular e o reconhecimento do receptor da célula hospedeira (ODUMADE;
HOGQUIST; BALFOUR, 2011)
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Figura 1. Estrutura do virus Epstein-Barr (EBV)

Adaptado de Wikimedia Commons

O EBV tem dois genoétipos, EBV-1 e EBV-2, que se diferenciam principalmente
na sequéncia de nucleotideos de genes responsaveis pela expressao de proteinas virais,
como, por exemplo, EBNA-2; com 54% de homologia dentre os dois genétipos; EBNA-
3A, EBNA-3B e EBNA-3C (SAMPLE et al., 1990; SMATTI et al., 2017). Os dois
genotipos também diferem na capacidade de imortalizacdo de células B, no qual o EBV-
1 é mais eficaz comparado ao EBV-2, que por sua vez s6 é capaz de imortalizar células
B de individuos imunocomprometidos (BUCK et al., 1999; RICKINSON; YOUNG;
ROWE, 1987). Quanto sua distribuicdo, o EBV-1 é o0 mais comum e encontrado
globalmente, principalmente no sudeste da Asia e hemisfério ocidental, diferente do
EBV-2 que se esta presente com mais frequéncia no continente africano (ABDEL-
HAMID et al., 1992).

Para o ciclo viral do EBV, composta pelas fases litica, laténcia e reativagéo, varios
genes participam na manutenc¢do de cada uma dessas etapas, conforme mostra a Tabela
1.
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Tabela 1. Genes participantes no ciclo viral do Epstein-Barr e suas respectivas

funcdes.

GENE PROTEINA FUNCAO

FASE PRECOCE-IMEDIATA

BRLF1 Rta Transativag&o, iniciador da fase litica

BMRF1 - Transativagdo

BALF5 DNA polimerase Replicacdo viral, atividade exonucleolitica

Enzima Catalisa a sintese de

BARF1 ribonucleotideoredutase viral desoxirribonucleotideos

BGLF4 EBV-PK Proteina quinase

BSLF1 Primase Replicacdo do DNA viral

BKRF3 Glicosilase de uracila-DNA Reparacdo do DNA viral

BGLF4 - Transativacdo




BLLF1 gp350/220 Nucleocapisideo viral

BKRF2 gp25 (gL) Glicoproteina de fuséo

BALF4 gp110 (gB) Auxilia no tropismo viral

BILF2 gp55-78 Evasdo imunitaria

BPLF1 Deubiquitinase/denedilase Evasdo imunitéria

Manutengéo da forma epissomal;
BKRF1 EBNA-1 regulacdo da transcricdo do DNA viral

BERF1 EBNA-3A Regulacéo na transcricdo do DNA viral

BERF3/4 EBNA-3C Regulacéo na transcricdo do DNA viral

BNLF1 LMP-1 Inibicdo da apoptose da célula hospedeira

Regulacdo da imunidade inata, anti-
EBER1/2 - apoptose

Adaptado: IARC, 1997.



2.3. Cicloviral do EBV

O EBV inicialmente infecta células epiteliais da orofaringe e nasofaringe através
da interacdo entre o componente viral BMRF-2 com integrinas flda célula hospedeira,
seguida pela interacdo com as integrinas ovp6/8, mediada pelo complexo de
glicoproteinas de superficie gH/gL que auxilia na entrada do virus na célula por meio da
endocitose (CHESNOKOVA; NISHIMURA; HUTT-FLETCHER, 2009Db).

Como os demais herpesvirus, 0 EBV tem grande afinidade por linfocitos B naive.
Para a infeccdo dessas células, a proteina viral gp350/220 se liga a proteina celular
CD21, logo outras trés proteinas virais, gp85, gp25 e gp42, interagem com as moléculas
HLA de classe Il das células B, assim ha adsorcdo do virus e o EBV adentra através de
endocitose (HUTT-FLETCHER, 2007; TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005).

Em sequéncia da infeccdo celular ocorre o desnudamento do nucleocapsideo viral
no citoplasma da célula hospedeira e 0 genoma do EBV é transportado até o nucleo,
onde é inserido ao material genético humano, replicado e transcrito por DNA
polimerases caracterizando a fase litica do virus. O EBV também pode entrar em modo
de laténcia viral logo apos ser inserido no DNA da célula hospedeira (TSURUMI,
FUJITA; KUDOH, 2005).

A fase litica do EBV possibilita que o virus se replique, cresca e infecte outras
células. Esta fase é dividida em trés etapas: precoce-imediata, precoce e tardia
(TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005)

2.3.1. Fase precoce-imediata

A fase inicial da replicacdo litica é caracterizada pela producdo de produtos
génicos que atuam como transativadores e que intensificam a expressao de genes na
fase posterior (KEATING et al., 2002).

O gene BZLF1 do EBV codifica a proteina viral Zta (também chamada de
ZEBRA, ou Z) responsavel por dar inicio a todo o processo litico junto com o segundo
produto, a proteina Rta (ou R) codificada pelo gene BRLF1(GERMI et al., 2016; IARC,
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1997). Essas duas proteinas também apresentam importante funcdo na interrupcao do
estado de laténcia do EBV em individuos imunocomprometidos e que leva a reativacao
viral e replicacdo litica (TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005; ZHAO et al., 2015).
Além disso, Li e colaboradores (2016) descobriram que BZLF1 atua na inibicdo da
expressao de citosinas pré-inflamatorias como TNF-a e IFN-y, o que leva a uma maior
eficiéncia da replicacdo litica do EBV, visto que as mesmas funcionam como uma

estratégia antiviral do organismo.

2.3.2. Fase precoce

A fase precoce possui uma maior participacdo de genes liticos e estd ligada
diretamente a replicacdo do DNA do EBV em si. Sdo 0s genes mais importantes nessa
etapa: BMRF1, BALF2, BALF5, BORF2, BARF1, BGLF5, BSLF1, BBLF4, BKRF3
(KEATING et al., 2002; IARC, 1997).

BMR1, assim como BZLF1 e BRLF1, é um transativador na fase precoce e que
regula transcricdo viral (IARC, 1997). De acordo com NAKAYAMA e colaboradores
(2009), BMR1 é um componente importante, pois também atua na forquilha de
replicacdo viral como um fator de progressividade da DNA polimerase. Além disso,
BMR1 age como cofator de BZLF1 na expressdao de BALF2 que por sua vez é
responsavel por produzir proteina de ligacdo ao DNA de fita simples (ssSDNA), a mDBP
(MUMTSIDU et al., 2008).

O gene BALFS5 codifica a DNA polimerase (5 a 3°), capaz de sintetizar cadeias
muito longas de DNA do EBV sem gue haja dissociacdo do molde e atuar na atividade
exonucleolitica da revisdo intrinseca de 3’ a 5’(FUJII et al., 2000; IARC, 1997).

BORF2 junto com BARF1 expressam a enzima ribonucleotideoredutase viral.
Essa enzima catalisa a velocidade da formagao 2’deoxirribonucleotideos, necessarios

para a polimerizacdo do DNA viral e reparacdo (KOLBERG et al., 2004).

BGLF5 codifica a enzima exonuclease alcalina, necessaria para a eficiéncia da
sintese do material genético viral e no bom processamento do genoma viral linear,
devido catalisar a separacdo dos nucleotideos localizados nas extremidades do DNA
viral (HORST et al., 2012; 1ARC, 1997). Tem papel, também, na fuga imune do
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organismo, pois reduz a capacidade da célula hospedeira de expressar complexos de
histocompatibilidade, como moléculas HLA 1 e Il durante a replicacdo do EBV e que
leva ao ndo reconhecimento por células T CD8" e CD4" (FEEDERLE et al., 2009a).
Ainda de acordo com Feederle e colaboradores (2009b), a auséncia desse gene na fase
litica prejudica a encapsidacdo do EBV, assim como a saida nuclear e a posterior

infecgdo do virus a novas celulas.

BSLF1 e BBFL4 codificam as enzimas primase e helicase, respectivamente,
essenciais para a replicacdo do EBV nesta fase. BKRF3 origina a enzima glicosilase de
uracila-DNA encarregada do reparo do DNA viral ao remover a uracila inadequada do
material genético do EBV e auxiliar na eficacia da replicacdo ao interagir com proteinas

do complexo de replicacdo viral (LU et al., 2007; SU et al., 2014).

2.3.3. Fase tardia

Nesta ultima fase da replicacdo litica 0s genes expressos sdo responsaveis pela
producdo de proteinas estruturais para a montagem do nucleocapsideo viral, essencial
para o tropismo do EBV(TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005). Junto ao transativador
Zta, 0 gene BGLF4 participar como regulador desta fase (MCKENZIE et al., 2016).

Um dos principais genes nesta etapa, BLLF1, codifica a glicoproteina gp350/220
que forma o envelope principal do EBV (IARC, 1997). Esta glicoproteina inicia a
ligacdo do EBV a proteina CD21 de células B (HUTT-FLETCHER, 2007). A
gp350/220 também ¢é alvo de estudos para a criacdo de uma vacina profilatica para EBV

devido sua capacidade de infec¢éo inicial do virus (OGEMBO et al., 2015).

Os genes BXLF2, BKRF2, BZLF2 e BALF4 produzem o complexo de
glicoproteinas gp85 (gH), gp25 (gL), pg42 e gpll0, respectivamente (IARC, 1997).
Elas se ligam as moléculas HLA de classe Il de células B e auxilia a adsor¢do do EBV,
assim, ha a entrado do virus por endocitose (ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR,
2011; TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005).

BDLF3, BILF2, BCRF1 e BPLFL1 originam, respectivamente, os produtos gp100-
150, gp55/78, interleucina 10 (IL-8) viral e deubiquitinase/denedilase (MCKENZIE et

al., 2016; IARC, 1997). Tais produtos suprem as respostas imunitarias antivirais do
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EBV no decorrer de sua infeccdo primaria (MCKENZIE et al., 2016). Isso ocorre
principalmente pela agdo de BDLF3 em tentar inibir a expressdo de MHC | e Il ao
internalizar e dificultar o surgimento dessas moléculas na superficie celular (QUINN et
al., 2016). McKenzie e colaboradores (2016) sugerem que inibir a expressdo desses
genes impediria a reinfeccdo do EBV em novas células e possibilita o desenvolvimento

de uma forma de tratamento para infeccéo pelo virus.

2.4. Laténciado EBV

Apbs a infeccdo celular, o EBV pode passar por um estagio de laténcia,
geralmente em linfdcitos B, no qual, diferente da fase litica, inexiste a producdo de
particulas virais (ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR, 2011). Nesta fase, 0 DNA
viral deixa de ser linear, como na fase litica, e passa a ser epissomal (Figura 2), assim
sua replicacdo € mediada pela DNA polimerase do EBV (RIBEIRO-SILVA;
ZUCOLOTO, 2003).

Durante a fase litica 0 EBV chega a expressar até 100 genes, porém na fase de
laténcia ha expressdo chega a ser acerca de 10 genes (FITZSIMMONS; KELLY, 2017).
Essa diminuicdo na expressdo génica é importante para que o virus permaneca na célula
de forma “silenciosa” a fim de evitar seu reconhecimento pelo sistema imune
(RIBEIRO-SILVA; ZUCOLOTO, 2003). Esses genes produzem proteinas de laténcia
que auxiliam na manutencdo viral durante esse periodo, como 0s antigenos nucleares do
Epstein-Barr (EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-B, EBNA-3C e EBNA-LP) e
proteinas de membrana latente (LMP-1 e LMP2A), além de RNAs néo codificantes, 0s
EBERs (1e 2) (TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005).

Os EBNAs possuem funcdes variadas e essenciais na manutencdo desse periodo,
como o EBNA-1 que mantem o DNA viral na forma de epissomo circular dentro da
célula infectada e EBNA-LP, tida como leaderprotein, necesséria para a transformacéo
de células B e se liga as proteinas pRb e p53, que tem papeis importantes no ciclo
celular (KANG; KIEFF, 2015; TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005).

LMP-1 estd ligada a sobrevivéncia das células B infectadas por meio de um
mecanismo anti-apoptose, pois o dominio carboxi-terminal dessa proteina inibe a morte
celular programada (PRATT; ZHANG; SUGDEN, 2012). LMP-2 atua na inibicdo da
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imunoglobulina de superficie na mobilizacdo de calcio, além de evitar a reativacao do
EBV durante o processo de imortalizagdo celular (ANTONIO; RABENHORST, 2006;
MILLER et al., 1995).

EBER.,
= <R
1
1 /

Cp or Wp

GENOMA DO EBV

EBNA-LP

EBNA1
EBNA2

EBNA3C
EBNA3B
EBNA3A

Figura 2. Genoma de laténcia do EBV

Adaptado de Young; Dawson; Eliopoulos (2000)

Os EBERs sdo transcritos pela RNA polimerase 111, possuem 167 (EBER-1) e 172
(EBER-2) nucleotideos e sdo os componentes mais abundantes em células infectadas
pelo EBV (IWAKIRI, 2014). E um dos principais motivos para o surgimento de
tumores relacionados ao EBV, como linfoma de Burkitt, pois tem acdo oncogénica e,
além disso, apresentam capacidade de evitar a apoptose ao bloquearem o efeito da
proteina c-Myc, pro-apopitdtica (ANTONIO; RABENHORST, 2006; IWAKIRI, 2014).

O periodo de laténcia do EBV ¢ dividido em trés fases principais: Il1, Il e 1. Cada
uma destas fases € caracterizada pela expressdo especifica de EBNAs, LMPs e EBERs e
no comportamento da célula hospedeira (Quadro 1) (BABCOCK; HOCHBERG;
THORLEY-LAWSON, 2000; TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005).
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Quadro 1. Proteinas de laténcia do EBV produzidas de acordo com a fase de

laténcia
GENE BKRF1 | BYRF1 | BERF1 | BERF2 | BERF3/4 | BWRF1 | BNLF1 | BNRF1 EBER
PRODUTO | EBNA- | EBNA- | EBNA- | EBNA- | EBNA- | EBNA- | LMP-1 | LMP- | EBER- | EBER-
1 2 3A 3B 3C LP 2A 1
LATENCIA
0
LATENCIA
X X
I
LATENCIA
X X X X X
I
LATENCIA
" X X X X X X X X X

Durante infeccdo primaria de células B naive, o EBV inicia o programa de
laténcia 111 ou fase de crescimento, pois a célula é estimulada a proliferar e onde ha a
participacdo de todas as proteinas de laténcia (KANG; KIEFF, 2015). Em seguida, no
programa de laténcia 1l, essas células B se transportam para 0 centro germinativo e o
EBV inibe alguns de seus genes e passa a expressar apenas EBNA-1, LMP-1, LMP-2 e
EBERs que auxiliam na diferenciacdo dessas células em células B de meméria (KANG;
KIEFF, 2015). Entdo, na Gltima etapa, laténcia I, as células B de meméria sdo langadas
na corrente sanguinea e 0 EBV expressa somente EBNA-1 e EBERs, que possibilitam a
replicacdo viral enguanto ocorre a divisdo celular (KANG; KIEFF, 2015; PRATT;
ZHANG; SUGDEN, 2012). Algumas literaturas (CHIJIOKE; LANDTWING; MUNZ,
2016; KANG; KIEFF, 2015) ainda citam o programa 0 como um dos programas de
laténcia do EBV, caracterizado pela inibicdo completa dos genes de laténcia e que

ocorre logo apds o programa .

Através desse processo, 0 EBV permanece em estado de laténcia durante toda a
vida do hospedeiro, a0 menos que ocorra sua reativacao através de fatores diversos
(KANG; KIEFF, 2015; RIBEIRO-SILVA; ZUCOLOTO, 2003).
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2.5. Reativagdo

Alguns fatores ocasionam a reativacdo do EBV do estado de laténcia, o que inicia
0 processo de replicacdo litica em células hospedeiras, reinfeccdes e surgimento de
doencas relacionadas (LI et al., 2016a; ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR, 2011).
A expressdo dos genes BZLF1 e BRLF1 é um fator crucial para a reativacdo do virus,
pois 0s mesmos codificam as proteinas transativadores Zta e Rta, respectivamente,
responsaveis por iniciarem todo o processo litico do virus ao estimularem a cascata de
expressao de outros genes (TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005).

O estresse oxidativo celular é um fator que leva a reativacdo do EBV. Um estudo
utilizou peroxido de hidrogénio (H,O;) e sulfato de ferro (FeSO,) em ceélulas B
infectadas por EBV e em estado de laténcia e observou que houve uma alta expressao
de BZLF1 durante o processo, o que levou a reativacdo do virus (LASSOUED et al.,
2010). A hipdxia também pode induzir a reativagdo, como mostra Jiang e colaboradores
(2006) que avaliaram o efeito da hipdxia em células B95-8 infectadas e concluiram que
houve um aumento significativo na producéo de Zta, assim como o numero de DNA do
EBV.

O estresse é um fator psicologico que também leva a reativacdo de virus herpes
(GLASER et al., 1991; HUANG et al., 2011). Um estudo analisou pessoas ansiosas que
tinham infecgdo por EBV e constatou que individuos mais ansiosos apresentaram um
titulo mais elevado de 1gG-VCA para o virus do que aqueles menos ansiosos, devido a
influéncia negativa da ansiedade sobre o sistema imunolégico, o que leva a reativacao
viral (FAGUNDES et al., 2014).

A proteina EBNA-1, apesar de seu papel constatado na fase de laténcia, é o unico
antigeno nuclear do EBV que é expresso na replicacao litica e também gera a reativacao
do virus (TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005). Sivachandran e colaboradores (2012)
realizaram a interagdo de EBNA-1 com a proteina da leucemia promielocitica (PML 1V)
e células sem PML e observou que EBNA-1 ndo promovia infeccdo litica nestas

Gltimas.
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2.6. Transmissdo do EBV

Por infectar primariamente células epiteliais da orofaringe e nasofaringe, a
principal via de transmissdo do EBV ¢ a saliva (ANTONIO; RABENHORST, 2006;
OLIVEIRA et al., 2012). LANG e colaboradores (1977) estudaram trés populagdes da
Malinésia, isoladas e distintas entre si, porém observaram altos padrfes de aquisi¢ao
precoce de anti-EBV entre as trés populagdes. Quando analisado mais profundamente,
observaram que as maes dessas regifes tinham um costume de mastigar o alimento
antes de darem aos seus filhos. Assim, as criancas sdo mais suscetiveis a infeccdo
priméaria por EBV, pois, também, estdo em constantemente em contato com secregdes
orais ou utensilios que colocam na boca (ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR,
2011).

Além da transmissdo por via oral, 0 EBV é comumente transmitido via transfuséo
sanguinea, mesmo ap0s o processo de leucorreducdo realizado por hemocentros
(SMATTI et al., 2017). Transplantes de 6rgdos ou células troncos também séo vias para
infeccdo para o EBV. Um estudo realizado por Trottier e colaboradores (2012)
procuraram detectar a presenca de EBV em pacientes pediatricos ap0s enxerto de
células-tronco hematopoiéticas e observaram uma associacdo entre transfusfes de CTH
e 0 EBV.

Algumas literaturas citam a relacdo sexual como uma via possivel para a infec¢do
por EBV (HALVORSEN et al., 2006; HIGGINS et al., 2007). NAHER e colaboradores
(1992) observaram que tanto o trato genital masculino quanto o feminino apresentam
subclinicamente 0 EBV, da mesma forma que a cavidade oral, sugerindo a via sexual
como forma de transmissdo do virus. Quanto a transmissao vertical, ela ainda é rara
(OLIVEIRA et al., 2012).
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2.7.  Epidemiologia da infec¢do pelo EBV

2.7.1. Epidemiologia da infeccdo por EBV no mundo

O EBYV esté disseminado e infecta 95% da populacdo mundial (BALFOU et al.,
2015). Fatores como geografia, idade e sociodemografia estdo fortemente atreladas a

susceptibilidade de infeccdo pelo EBV.

Em paises subdesenvolvidos, a infec¢cdo primaria pelo EBV ocorre na faixa etaria
de 5 a 10 anos. No entanto, na maioria dos casos, essas criancas sdo assintomaticas para
estd infeccdo (ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR, 2011). Por outro lado, em paises
desenvolvidos, como EUA e alguns paises da Europa, a infec¢do primaria é geralmente
constatada entre adolescentes e adultos, seguida de sintomas de mononucleose
infecciosa (BALFOUR et al., 2013; FOURCADE et al., 2017). Esta bimodalidade para
infeccdo por EBV e o surgimento de sintomas pode ser explicado, pois, como a
principal forma de transmissdo do virus € a saliva, a carga viral adquirida por uma
crianga através de um objeto contaminado é menor do que a obtida por um adolescente
durante um beijo (KIMURA, 2006).

Paises em desenvolvimento geralmente apresentam uma maior soroprevaléncia
em sua populacdo adulta. A superpopulacdo, saneamento basico e satde publica dessas
regides sdo citadas como principais motivos para a ocorréncia da alta taxa de infectados
pelo EBV (ALEBOUYEH et al., 1984; SUNTORNLOHANAKUL et al., 2015).

A variacdo geografica também esté relacionada na prevaléncia dos genotipos do
EBV. Como visto, os tipos 1 e 2 do virus sdo encontrados em todo o globo, porém o 1 é
mais prevalente, exceto em algumas regides da Africa, no qual o tipo 2 possui maior
prevaléncia (SAMPLE et al., 1990).

Fatores socioecondmicos e sociodemograficos estdo relacionados a
susceptibilidade para infeccdo por EBV. Estudos mostram que familias de baixa renda
e/ou baixa escolaridade tem uma alta soropositividade para infeccdo por EBV
(FLEISHER et al., 1979; HESSE et al, 1983; MEKMULLICA;
KRITSANEEPAIBOON; PANCHAROEN, 2003). O compartilhamento de materiais

contaminados entre membros de uma grande familia, como mostrado por Ozkan e
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colaboradores (2003) podem ser habitos de risco para infec¢do por EBV em familia com

baixa renda e um alto nimero de familiares morando em um mesmo local.

Nos EUA, estado de Minesota, Condon e colaboradores (2014) realizaram um
estudo epidemiolégico sobre infeccdo por EBV em criancas e adolescentes de 18 meses
a 19 anos. O estudo identificou uma soroprevaléncia de 73,2%, no qual a maioria dos
soropositivos para o0 virus, quando estratificados em raga/etnia, eram negros, seguidos
de asiaticos, hispanicos e por ultimo brancos. Quanto a idade, a maior soropositividade
foi observada entre meninos com idade entre 15 a 19 anos. O estudo também verificou
que a soroprevaléncia dos estudados diminuiu com o aumento da escolaridade dos

familiares, porém n&o associado a fator socioeconémico

Ozkan e colaboradores (2003) realizaram uma pesquisa na provincia de Elazig,
Turquia, com individuos de 1 ano a maiores de 60 anos e observaram uma
soroprevaléncia de 99,4% para 1gG anti-VCA para EBV nas amostras estudas. Houve
um aumento significativo da soropositividade para EBV de acordo com a idade, familia
com muitos integrantes, exposicao a locais publicos e baixa renda. No entanto, fatores
como género e grau de instrucdo ndo apresentaram associagdo significativa com a

infeccdo por EBV.

Em Qatar, amostras de soro de doadores de sangue saudaveis foram analisadas
quanto a presenca de IgG anti-EBV para um estudo de soroprevaléncia (SMATTI et al.,
2017). A pesquisa identificou uma alta soroprevaléncia (97,9%) e, também, constatou
uma maior prevaléncia do tipo 1 do EBV (72,5%), comparado ao gendtipo 2 (4,1%).
Observou que havia significancia entre a positividade da infecgdo por EBV e 0 aumento
da idade dos participantes da pesquisa.

2.7.2. Epidemiologia da infec¢do por EBV no Brasil
A infecgéo por EBV esté ligada a uma alta prevaléncia mundial e doencas de alta
morbidade. Estudos buscam entender melhor a epidemiologia e biologia desse

herpesvirus. Todavia, no Brasil, ha uma caréncia de estudos atuais e voltados a entender

esses fatores no pais.
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Apesar de antigos, estudos realizados por Black e colaboradores (1970 e 1974)
com tribos indigenas isoladas na Amazodnia mostram a grande abrangéncia da infeccéo
pelo EBV ao atingir regides mais isoladas do Brasil. Em questdo, o trabalho mostrou
uma alta prevaléncia de infec¢do por herpevirus, dentre eles o Epstein-Barr, em tribos
como os Tiriyo e Kayapos. Essa pesquisa reforcou a ideia que o EBV possui grande

abrangéncia, a ponto de infectar humanos de regides isoladas do mundo.

Em Séo Paulo, um estudo observou diferentes porcentagens de positividade para
anti-EBV em distintos grupos etarios (CARVALHO et al., 1973; PANNUTI, 1981).
Criancas de 0 a 9 anos apresentaram uma média de soropositividade de 41,6%, no qual
a faixa etéria de 6-9 anos apresentou uma maior porcentagem, 69,2%. Entre individuos
com idade de 15 a 40 a porcentagem média de positividade foi 87,5%, ndo havendo
distingdo entre a soropositividade entre esses grupos etarios. Outro estudo realizado na
cidade de Séo Paulo também avaliou a prevaléncia de anticorpos do EBV em individuos
saudaveis e pacientes com AIDS (KUSCHNAROFF et al., 2007). Para o grupo de
saudaveis, foi encontrada uma prevaléncia de 94,4%, enquanto que para 0 grupo com

AIDS houve uma prevaléncia de 100%.

Um estudo realizado em Vitdria, Espirito Santo, observou uma prevaléncia de
74% para infeccdo por EBV em amostras de criancas e adolescentes de 1 a 21 anos
(FIGUEIRA-SILVA; PEREIRA, 2004). A maior soropositividade para a infeccdo
ocorreu em criangas maiores de 10 anos, de baixa renda e baixa escolaridade materna.
Os dados associam, novamente, a infeccdo por EBV a fatores de susceptibilidade

citados anteriormente.

2.8.  Principais doencas associadas a infecgdo por EBV

A infeccdo por EBV estd associada a diversas doencas de alta morbidade em
humanos. Linfoma de Burkitt, mononucleose infecciosa e linfoma de Hodgkin sdo os

exemplos principais.

O linfoma de Burkitt foi a primeira manifestacdo clinica associada a infec¢do por
EBV. Ele foi descoberto por Denis Burkitt em 1958 na regido de Uganda. A ligacdo
entre o virus e a doenca foi evidenciada por meio de identificacdo de particulas virais

em células infectadas do linfoma por Michel Epstein, Yvonne Barr e colaboradores
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(EPSTEIN, 1965). A doenca esta presente principalmente em regides como EUA,
Europa e Africa, porém esta Gltima apresenta maior prevaléncia, cerca de 97% (IARC,
1997).

Ao que tudo indica, a evolucdo da doenca ocorre devido a translocagdo génica do
proto-oncogene, que € expresso em altas taxas no linfoma e o EBV esta relacionado
como um dos fatores para essa desordem (BRADY; MACARTHUR; FARRELL, 2007;
MARINKOVIC et al., 2004). c-Myc esta ligado a expressao de genes relacionados a
proliferacdo celular, diferenciacdo de apoptose, assim sua transcricdo desregulada leva a
processos tumorigénicos como o LB (MARINKOVIC et al., 2004).

A manifestacéo clinica do linfoma de Burkitt varia de acordo com a faixa etaria e
0 género do individuo, deste modo é classificado em linfoma endémico e ndo endémico
(NEPARIDZE; LACY, 2014). O linfoma endémico acomete criangas de 2 a 16 anos,
idade media de 7 anos e ocorre na regido da mandibula. O tipo ndo endémico atinge
pessoas com cerca de 35 anos. No entanto, ambos os tipos sdo mais frequentes em
individuos do sexo masculino (BRADY; MACARTHUR; FARRELL, 2007,
NEPARIDZE; LACY, 2014). De modo geral, os sintomas apresentados pela doenca
sdo: inchaco da mandibula e maxila, afrouxamento molar e pré-molar em criancas,
tumores intra-abdominais, alargamento de glandulas par6tidas, seios, testiculos, tireoide
ou até rins, dentre outros (BRADY; MACARTHUR; FARRELL, 2007).

Apesar da forte associacdo do linfoma de Burkitt com o EBV, é importante
ressaltar que existem trés formas de adquirir a doenca: forma esporadica, a mais comum
adquirida pela infeccdo por EBV; endémica, através da infeccdo por maléria; e
imunodeficiéncia associada, que ocorre por meio da infeccdo por HIV(BRADY;
MACARTHUR; FARRELL, 2007; NEPARIDZE; LACY, 2014).

A mononucleose infecciosa (MI) é a principal doenca relacionada a infeccao por
EBV. E conhecida como “doenga do beijo” devido sua forma mais comum de
transmissao ser a saliva (OLIVEIRA et al., 2012). A doenga é mais comum entre jovens
de 15 a 20 anos e de paises desenvolvidos, tais como EUA, paises europeus, Canada,
Nova Zelandia e Austrélia (OLIVEIRA et al., 2012; SIMON; MUNGER; ASCHERIO,
2011).

Os sintomas para MI sdo: febre (cerca de 87% dos casos), inflamagdo do anel

linfatico de Waldeyer, Gvula e palato com aspecto gelatinoso, inchaco dos linfonodos
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cervicais € o sintoma mais tipico da doenca, edema de palpebras, dentre outras
(OLIVEIRA et al., 2012).

Ndo h& tratamento especifico para a doenca (ODUMADE; HOGQUIST,;
BALFOUR, 2011). Os sintomas séo geralmente tratdveis com analgésicos para dores de
garganta, medicamentos para febre e o aciclovir que combate o virus. Corticoides séo
usados apenas em casos mais graves, pois seu uso continuo aumenta a susceptibilidade
a infecgdes secundarias (NAKAOKA et al., 2013).

O linfoma de Hodgkin foi descoberto em 1832 pelo pesquisador Thomas Hodgkin
que o classificou como uma neoplasia linfoproliferativa (HODGKIN, 1832). Em 1991,
Weiss e colaboradores associaram a infec¢do por EBV ao linfoma por meio da detec¢édo
do genoma viral em 12 de 23 casos estudados e de viral em 11 de 23 casos (WEISS et
al., 1991). Em populagdes ocidentais o EBV foi identificado em tecidos tumorais de LH
em torno de 40-50% dos casos. Também, o fato de que pessoas que tiveram
mononucleose infecciosa apresentarem um risco de 4 vezes de obterem o LH, reforcam

a associagdo da infeccdo por EBV na doenga (IARC, 1997).

O linfoma de Hodgkin tem células caracteristicas chamadas Reed-Stenberg que
apresentam grande tamanho, sdo bilobadas, proeminente nucléolos e localizadas entre
linfocitos e células inflamatodrias, facilitando o diagnostico da doenca através de biopsia
(PILERI et al., 2002). Outro fato importante é que um modelo de idade bimodal para a
distribuicdo da doenca pela infeccdo por EBV demonstrou que criancas abaixo de 15
anos e grupos de idosos sdo 0s mais suscetiveis a serem acometidos (FLAVELL;
MURRAY, 2000).

2.9. Diagnéstico do EBV

Diversas técnicas sdo utilizadas para a deteccdo do EBV, principalmente para
especimes tumorais e neoplasicos causados pela infeccdo do virus. Essas técnicas
utilizam diferentes biomarcadores para identificacdo da infec¢do, como, por exemplo, as
soroldgicas, que captam anticorpos para o virus, e moleculares, que identificacdo o
DNA viral (ANTONIO; RABENHORST, 2006).
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O ensaio imunoenzimatico (ELISA) € a técnica soroldgica mais utilizada para
deteccdo de infecgOes virais (GARTNER et al., 2003). Ela consiste na captacdo de
anticorpos anti-EBV e a identificacdo desses determinados anticorpos é um indicativo
para o grau de infeccdo viral do individuo, no qual IgM anti-EBV € uma infeccao
primaria e 1gG anti-EBV para infeccdo aguda (GOH et al., 2017; ODUMADE;
HOGQUIST; BALFOUR, 2011). No entanto, é necessario realizar o teste de avidez
para 1gG, pois este anticorpo é pouco avido até 4 meses apds a infeccdo por EBV,
podendo gerar um resultado falso-positivo para infeccdo tardia (DE PASCHALE;
CLERICI, 2012)

O ensaio de imunofluorescéncia indireta € uma técnica soroldgica muito eficaz na
deteccdo de anti-EBV (GOH et al.,, 2017). O diagndstico da infeccdo também é
realizado atraves da deteccdo de imunoglobulinas IgM e IgG produzidas por anticorpos
heterofilos contra o antigeno do capsideo viral (VCA). J& Western blot, segundo Hess
(2004), também possibilita o diagnostico através da detecgdo de anticorpos especificos

para variados antigenos do EBV.

Para pacientes com suspeita de mononucleose infecciosa, o0 teste quantitativo de
Paul-Bunnell-Davidsohn é o mais utilizado para diagndstico. Assim como as técnicas de
imunofluorescéncia indireta e western blot, o diagnéstico € realizado através da
deteccdo IgM ou IgG (OLIVEIRA et al., 2012). Esses anticorpos estdo presentes em até
90% de pacientes jovens e adultos, e de 40-50% em criancas (NAKAOKA et al., 2013;
SIMON; MUNGER; ASCHERIO, 2011).

A técnica de PCR é um método molecular utilizado de forma rotineira em
laboratérios para deteccdo e quantificacdo de material genético do EBV a partir de
fluidos corporais, como sangue total ou plasma, ou de amostras de tecidos (HUH et al.,
2017; MUDERRIS et al., 2013; ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR, 2011). Além
disso, esta tecnica possibilita a determinacao dos genotipos do EBV, se EBV-1 ou EBV-
2, atraves dos métodos de gPCR ou Nested-PCR (MUDERRIS et al., 2013). No entanto,
diferencas quanto quantificagdo nos ensaios de carga viral foram observadas dentre
alguns laboratérios (HAYDEN et al., 2012). Como solucéo, a Organiza¢do Mundial da
Salde determinou um padrdo internacional para a sensibilidade, linearidade e o fator de

conversdo ao utilizar amostra de sangue total (FRYER et al., 2016).
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A hibridizacdo in situ também é bastante utilizada e eficaz para a detec¢do do
EBV. Essa técnica utiliza sondas especificas para EBERs, devido este ser um
componente viral de alta expressdo e se localizar em diversos tecidos, no qual
possibilita identificar células infectadas por EBV através de um contexto histo ou
citopatolégico (ANTONIO; RABENHORST, 2006; IARC, 1997).

Southern Blot também é um método utilizado para o diagnostico da infeccdo por
EBV. De acordo com Ambinder e Mann (1994), Southern blot consiste na
caracterizacdo de ceélulas infectadas pelo virus em sua forma latente e possibilita a

deteccdo da integracéo viral no genoma do hospedeiro.

2.10. Tratamento

A infeccdo por EBV tem como tratamento principal a utilizacdo de farmacos
nucleosidicos (GERSHBURG; PAGANO, 2005). Ensaios clinicos mostram que esses
medicamentos agem inibindo a replicacéo viral, pois sdo anabolizadas intracelularmente
a forma ativa de nucleosideo trifosfato e, em seguida, atuam como substratos
danificados na polimerizacdo do material genético, assim, interrompem a sintese de
DNA do virus (GERSHBURG; PAGANO, 2005; WOOD; BALFOUR, 1999). Os
farmacos mais citados pela literatura sdo: aciclovir, valaciclovir, ganciclovir

(valgaciclovir).

Atualmente, o aciclovir veio a ser substituido por sua versdo mais eficaz, o
valaciclovir, que no organismo € convertido para aciclovir pela enzima hidrolase e
apresenta biodisponibilidade até 5 vezes mais que o seu antecessor (HOSHINO et al.,
2009; WOOD; BALFOUR, 1999). Em seu estudo, Hoshino e colaboradores (2009)
observaram que o valaciclovir reduzia a quantidade de células B infectadas por EBV e
indicou que o uso prolongado deste medicamento pode eliminar o virus do organismo
humano na auséncia da reativacdo viral. Outros estudos também confirmam a eficécia
do valaciclovir no tratamento da infec¢do por EBV (IRA, 2012; VEZINA et al., 2010).

A combinagdo de determinados farmacos como ciclofosfamida, rituximab,
dexorrubicina e prednisolona, vincristina ou metotrexato, vincristina e procarbaniza, é
outro meétodo terapéutico antiviral bastante utilizado (KURIYAMA et al.,, 2014;

LAMAR et al., 2016). Porém algumas doencas relacionadas ao EBV inexiste tratamento
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especifico e sdo tratadas sintomaticamente. Por exemplo, a mononucleose infecciosa, no
qual o paciente é tratado com analgésicos para a dor de garganta, ingestdo de muita &gua
devido a febre, descansos prolongados, dentre outros (NAKAOKA et al., 2013;
ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR, 2011).

Para uma possivel vacina profilatica, estudos revelam que a glicoproteina gp350
do EBV é uma forte candidata como imundgeno, visto que esta proteina auxilia na
entrada do virus nas células hospedeiras e principal alvo de anticorpos neutralizantes
(WEISS et al., 2017). Entretanto, para producdo de tal vacina ainda & necessario
solucionar problemas como o0s potenciais efeitos oncogénicos da introducdo de
DNA/RNA do EBV em pacientes, a producgdo limitada e liberagdo de particulas virais
utilizadas na vacina, entre outros (ODUMADE; HOGQUIST; BALFOUR, 2011;
WEISS et al., 2017).
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3. OBJETIVO

3.1.  Objetivo Geral

e Estimar a soroprevaléncia e descrever a infeccdo pelo virus Epstein-Barr em

Manaus e Presidente Figueiredo.

3.2.  Objetivos Especificos

e Estimar a soroprevaléncia do EBV em residentes de Manaus e Presidente

Figueiredo;

o ldentificar as possiveis caracteristicas sociodemogréficas e fatores de riscos

relacionados a infeccédo pelo EBV;

e Auvaliar a relacdo entre os niveis séricos de IgG anti-EBV e os fatores

sociodemograficos da populacao estudada.

41



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Modelo de Estudo

Estudo transversal originado de um inquérito de base populacional previamente

realizado.

4.2. Comité de Etica

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM) sob numero CAAE 42203615.4.0000.5020, por meio de
parecer 974.428 de 04/03/2015 (Anexo)

4.3. Populacdo de Estudo

Os individuos participantes da pesquisa foram individuos de 1 a 81 anos de idade,

de ambos 0s sexos, cor e raca, moradores da cidade de Manaus e Presidente Figueiredo.

4.3.1. Populacédo de Manaus

Os participantes de Manaus foram convidados de forma aleatdria e voluntaria a
participar da pesquisa aplicada no segundo trimestre de 2015 e concordaram na coleta
de material biologico. O questiondrio continha dados de caracteristicas
socioecondmicas, qualidade de vida, fatores comportamentais, historico de doencas,
acesso e gasto com insumos e servicos de saude e condi¢des de habitacdo e saneamento.
Dos 4.000 (quatro mil) participantes, 77% deles informaram que gostariam de participar
da segunda fase da pesquisa que envolve a coleta de material bioldgico para realizagdo
de exames laboratoriais. O projeto em questdo faz parte de um segundo momento de
estudo que ja foi finalizado, que consistiu em verificar aspectos ambientais,

socioeconémicos, agravos em saude e qualidade de vida.
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Os individuos da pesquisa foram contatados por meio de ligacéo telefénica para se
pronunciarem quanto ao real interesse em aprofundar a pesquisa com a coleta de sangue
periférico para realizacdo de exames laboratoriais hematoldgicos, bioquimicos e

imunoldgicos.

4.3.2. Populacéo de Presidente Figueiredo

Quanto aos participantes de Presidente Figueiredo, estes eram pacientes atendidos
em postos de saude da cidade e que foram convidados a participar da pesquisa. Os
procedimentos quanto a coleta de amostras sé foi realizada ap6s assinatura do TCLE e
preenchimento do questionario epidemioldgico, assim como 0s participantes de

Manaus.

4.4,  Critérios de Inclusao

Foram elegiveis individuos residentes da cidade de Manaus e Presidente
Figueiredo que aceitaram participar da pesquisa, coleta de material biolégico e que
concordaram em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice).

4.5. Critérios de Excluséo

Foram excluidos individuos que desistiram da pesquisa e aqueles que
apresentaram amostras inadequadas para as analises, com doencas cronicas e agudas ou

que ndo permitiram coleta de novas amostras.

4.6. Obtencdo de amostras bioldgicas

A coleta de material bioldgico teve inicio em dezembro de 2015. Os participantes
de Manaus tiveram uma visita agendada em seu domicilio para o preenchimento do

TCLE, instrucbes quanto ao objetivo da pesquisa, coleta do material biologico e
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perguntas quanto ao inquerito epidemioldgico. Quanto o procedimento para
participantes de Presidente Figueiredo, este foi realizado no posto de satde local com
todo procedimento de coleta de dados similares aos descritos anteriormente para

participantes de Manaus.

Apb6s a coleta, as amostras foram enviadas ao Laboratorio de Virologia e
Imunologia do INPA para processamento e armazenamento a -80° C para posterior uso

nas analises de ensaio imunoenzimatico (ELISA).

4.8. Diagnostico soroldgico da infeccdo por EBV

O plasma ou soro dos individuos foram testados para a presenca de 1gG anti-EBV
(IgG anti-VCA, 1gG anti-EBNA1 e 1gG anti-EA) por meio de um ensaio
imunoenzimatico, realizado de acordo com as informacGes do fabricante (Serion ELISA
classic, SerionGmbH, Germany). Em resumo, as amostras de soro juntamente com 0s
controles foram adicionadas em uma microplaca de 96 micropogos revestidos com
antigenos provenientes do EBV. Ap6s um periodo de incubacdo de 1 hora a 37°C, a
placa foi lavada 5 vezes com solucdo de lavagem para que houvesse a eliminacdo dos
anticorpos inespecificos que ndo se ligaram aos antigenos virais presentes na placa. Em
seguida, sera adicionado um conjugado composto por um anti-lgG ligado a enzima
peroxidase, e novamente a placa foi incubada por mais 1 hora a 37°C.

Apbs esse periodo, foi adicionado o substrato (perdxido de hidrogénio-TMB) a
placa, que foi mais uma vez incubada a 37°C por 30 minutos. Depois, adicionou-se a
solucdo de parada e a densidade Otica (DO) resultante do teste foi medida em
espectrofotbmetro utilizando um filtro de 405nm. A positividade do teste foi

determinada de acordo com a férmula cut-off indicada pelo fabricante.

4.9. Variaveis

As varidveis utilizadas para associar a infeccdo por EBV foram: sexo
(masculino/feminino), faixa etaria, cidade (Manaus/Presidente Figueiredo), grau de
instrucdo (ndo estuda, sem instrucdo, ensino fundamental, ensino médio e ensino

superior) e anemia.
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4.10. Analise dos dados

Foi obtida estatistica descritiva de todas as caracteristicas socio demograficas
obtidas, no qual seré calculada medidas de tendéncia central (média, moda, mediana) e
de dispersdo (desvio padrdo, variancia, erro padrdo). Para identificar os fatores
relacionados a susceptibilidade a infec¢do por EBV, foi empregado analise bivariada e

como medida de efeito a razdo de prevaléncia.

Foi realizada a estimativa de regressdo logistica para a presenca de 1gG anti-EBV
e regressdo linear considerando como desfecho o valor de absorbancia de IgG (nivel
sérico) com a idade. Para a correlagdo entre niveis séricos de 1gG anti-EBV com as
variaveis sexo e anemia foi utilizado o teste de Mann-Whitney U. Quanto a correlacao
entre o nivel sérico de IgG anti-EBV com a variavel grau de instrucdo, usou-se o teste
de Kruskal-Wallis. Todas as andlises estatisticas forma realizadas por meio do programa
STATA 14.2 e Prism 5.0v. Em todas as analises foi considerado significante os
resultados que obtiveram valor de p <0,05.

4.11. Garantias éticas

Asseguramos ao participante da pesquisa confidencialidade, bem como o direito
de recursar-se a responder as perguntas que ocasionem constrangimento de qualquer
natureza. Todas as informacGes geradas pelo presente estudo foram conduzidas no mais
absoluto sigilo e os pacientes tiveram acesso aos dados gerados pelo estudo sempre que

desejarem.

4.12. Riscos e beneficios

Os riscos para 0s participantes da pesquisa foram considerados minimos, uma vez
que os mesmos foram apenas submetidos a coleta de sangue e a uma entrevista onde

foram coletados dados sociodemogréaficos.

Caso 0 paciente estivesse constrangido a responder alguma pergunta do
questionario epidemioldgico, 0 mesmo podia declinar de responder qualquer pergunta
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que o deixasse desconfortavel. As informacdes coletadas auxiliaram o esclarecimento
em relacdo a morbidade, patogenia e 0s principais comportamentos de risco associados
a infecgdo por EBV.
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5. RESULTADOS

5.1. Soroprevaléncia para infeccdo por EBV

Foram analisadas um total de 579 amostras de soro de residentes da cidade de
Manaus e de Presidente Figueiredo quanto a presenca de IgG (anti-VCA, anti-EBNAL e
anti-EA), por meio de um ensaio imunoenzimatico (ELISA). Destas, 534 apresentaram
soropositividade para a infeccdo por EBV, enquanto que 45 foram soronegativas. A
soroprevaléncia total verificada entre os participantes do estudo foi de 92,23% (Tabela
2).

Tabela 2. Soroprevaléncia da infeccdo pelo EBV em residentes de Manaus e Presidente Figueiredo

Anti-EBV (IgG) N Total (%)
Soropositivos 534 92,23
Soronegativos 45 7,77

Total 579 100,00

Os dados de soropositividade para infeccdo por EBV também foram estratificadas
quanto ao local de origem das amostras (Tabela 3). A prevaléncia observada foi maior
entre os individuos residentes de Manaus (96,32%) em relacdo aos individuos residentes
de Presidente Figueiredo (90,97%), o que sugere que a populacdo de Manaus esta mais

susceptivel a infeccdo por EBV (p=0,041)
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Tabela 3. Soroprevaléncia da infeccdo por EBV quanto a cidade origem das amostras dos

participantes

] Positivos Negativos
Cidade N (%) p
(%) (%)
Manaus 136 (23,49) 131 (96,32) 5 (3,68) 0,041
Presidente Figueiredo 443 (76,51) 403 (90,97) 40 (9,03)
Total 579 534 45 -

Ao analisarmos a prevaléncia do EBV de acordo com o sexo dos individuos
estudados, foi verificado que a soroprevaléncia entre mulheres (94,13%) foi
ligeiramente maior em comparacdo a observada entre homens (89,14%), sendo que das
358 amostras de soro de mulheres analisadas, 21 (5,87%) foram soronegativas,
enquanto que entre homens foi observada soronegatividade em 24 amostras (10,86%)
de um total de 221 amostras (Tabela 4). Este dado sugere que mulheres residentes de
Manaus e de Presidente Figueiredo estdo mais susceptiveis a infeccdo por EBV em

compara¢do aos homens (p=0,029).

Tabela 4. Soroprevaléncia da infeccdo por EBV em de acordo com o0 sexo dos participantes

Positivos Negativos
Sexo N (%) p
(%) (%)
Feminino 358 (61,83) 337 (94,13) 21 (5,87) 0,029
Masculino 221 (38,17) 197 (89,14) 24 (10,86)
Total 579 534 45

Ao se avaliar a soroprevaléncia do EBV de acordo com a idade dos participantes
da pesquisa (Tabela 5), foi verificada maior soroprevaléncia entre individuos que se
encontram na faixa etaria de 20 a 29 anos (95,73%), seguida por aqueles que estdo entre
50 e 59 anos (95,65%). A menor soroprevaléncia observada foi entre os individuos com
idades de 1 a 10 anos (77,19%). Os resultados sugerem que individuos entre 20 a 29

anos sdo mais susceptiveis a infec¢do pelo EBV (p=0,024).
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Tabela 5. Soroprevaléncia da infeccéo por EBV de acordo com a Idade.

Idade N* 196 _E_VB *% p
Positivo
1-10 S7 44 77,19 0,024
11-19 69 63 91,34
20-29 117 112 95,73
30-39 112 106 94,64
40-49 68 62 91,18
50-59 69 66 95,65
=60 77 71 92,20

*NUmero total de participantes que informaram a idade (N=569).

Ao analisarmos a varidvel grau de instrucdo em relagdo ao numero de
participantes que informaram sua escolaridade (N=531), foi verificado que a maior
percentagem de infectados por EBV estdo entre aqueles com ensino superior (100%),
seguido de individuos com ensino médio (94,67%) e ensino fundamental (90,08)
(Tabela 6). A menor soroprevaléncia foi observada entre participantes que ndo estudam
(72,72%), que compreende a criangas que ndo se encontram no periodo escolar. Este
resultado sugere que pessoas com nivel superior sao mais sujeitas a infeccdo pelo EBV

(p=0,001).
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Tabela 6. Soroprevaléncia da infeccédo por EBV de acordo com o grau de instrucéo.

1gG EBV

Grau de instrugdo N* Positivo % p
N&o estuda** 22 16 72,72 0,001
Sem instrugdo 45 40 88,89

Ensino Fundamental 131 118 90,08
Ensino Médio 319 302 94,67
Ensino Superior 14 14 100%

*Namero total de participantes que informaram a escolaridade (N=531). ***Criangas que ainda nao se
encontram no periodo escolar.

Individuos com anemia também foram incluidos na analise quanto a infeccao por
EBV (Tabela 7). A soropositividade para EBV dos participantes da pesquisa que ndo
possuiam anemia foi maior (92,71%) em comparacdo aqueles portadores de anemia

(90,91%), porém esta diferenca ndo foi estatisticamente significante (p=0,476).

Tabela 7. Soroprevaléncia da infeccédo por EBV de acordo com individuos com anemia.

_ Positivos Negativos
Anemia N p
(%) (%)
Anemia 154 140 (90,91) 14 (9,09) 0,476
Sem Anemia 425 394 (92,71) 31 (7,29)
Total 579 534 45
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5.2.  Niveis séricos de 1gG anti-EBV

No intuito de verificar os possiveis fatores associados aos niveis séricos de 1gG
verificados nos individuos, este estudo analisou os valores de absorbancia de IgG de

acordo com alguns fatores sociodemograficos da populacédo estudada.

Ao se avaliar os niveis séricos de IgG observados de acordo com o sexo, mulheres
apresentaram niveis mais alto de 1gG (média de OD=1.526) comparado a homens

(média de OD=1.425) (Figura 3.A), com significancia quanto a associacao (p=0,023).

Em relagdo a varidvel anemia, os dados demonstram que participantes da pesquisa
com anemia apresentam valores séricos de IgG ligeiramente maiores (média de
OD=1.554) que individuos sem anemia (média de OD=1.465), com significancia
estatistica (p<0,001) (Figura 3.B).

Quanto ao grau de instrucao, verificou-se que os titulos de 1gG foram maiores em
individuos sem instrucdo (média de OD=1.751), com associacéo significativa (p=0,001)
(Figura 3.C). Também, pode ser observado que individuos com curso superior tambem
apresentaram niveis altos de 1gG sérica (média de OD=1.493). Contudo, devido a um
namero amostral pequeno (n=14), ndo é possivel avaliar a influéncia deste fator sobre
os titulos de 1gG sérico observados. Individuos que ndo estudam apresentaram os niveis
mais baixos de 1gG sérico (média de OD=1.160), porém esses individuos correspondem
a criangas que ainda ndo estédo em idade escolar (1 a 5 anos).
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Figura 3. Niveis séricos de IgG de acordo com fatores sociodemogréaficos (450nm) (A)
Género versus niveis de 1gG sérico; (B) Anemia versus niveis séricos; (C) Grau de instrugdo
versus niveis de IgG sérico.

Ao se avaliar os niveis de séricos de IgG dos participantes deste estudo com base
na absorbancia detectada em cada amostra (450nm) por regressao linear, foi evidenciada
uma correlagdo entre altos niveis de IgG com o aumento da idade (p<0,001), no qual

individuos maiores de 60 anos apresentaram alto nivel sérico de IgG (Figura 4).
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Figura 4. Valores de séricos de IgG através de absorbancia (450nm) em relacdo a idade dos

participantes. p<0,001
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6. DISCUSSAO

6.1. Resultados principais

O EBV é um herpesvirus que apresenta alta prevaléncia, infectando cerca de 95%
da populacdo mundial (BALFOUR et al., 2015). A susceptibilidade para essa infeccéo
estd relacionada a fatores como geografia, ambiente, economia e demografia. Na
maioria dos casos, a infeccdo primaria pelo EBV € assintomatica na infancia, porém o
virus possui grande importancia clinica por estar relacionado ao acometimento de
diversas doengas humanas de alta morbidade e dificil tratamento, como, por exemplo,
linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin e mononucleose infecciosa (ODUMADE;
HOGQUIST; BALFOUR, 2011). No entanto, a infeccdo pelo EBV ainda é bastante
negligenciada no Brasil e poucos estudos sdo produzidos acerca da epidemiologia do
mesmo, principalmente na regido Norte do pais. Deste modo, esta pesquisa possui
importancia em nivel de vigilancia em salde para a regido, pois busca entender a

soroprevaléncia e os fatores de susceptibilidade associados a infeccao pelo EBV.

Neste estudo foi verificada uma prevaléncia total de 92,23% para residentes de
Manaus e de Presidente Figueiredo, sendo que em Manaus a prevaléncia observada foi
de 96,32%, o0 que sugere maior susceptibilidade a infeccdo por EBV em residentes da
cidade de Manaus (p=0,041). Estas prevaléncias sdo similares as observadas em outras
populacbes de paises em desenvolvimento. Em um estudo realizado na provincia de
Elazig, Turquia, com participantes de 0 a maiores de 60 anos e de ambos 0s sexos, foi
observada uma prevaléncia de 99,4% para infeccdo por EBV (OZKAN et al., 2003).
Outro estudo realizado em Qatar verificou uma prevaléncia de 97,9% entre 673
doadores de sangue com idades entre 18 a 70 anos (SMATTI et al., 2017).

No Brasil, os estudos relacionados a soroprevaléncia por EBV sdo escassos e
desatualizados, principalmente na regido Norte. No entanto, trabalhos mais antigos
demonstram uma menor soroprevaléncia para infeccdo por EBV gquando comparados ao
presente estudo. Em Belém do Pard, Monteiro e colaboradores (1998) analisaram
amostras de soro de pacientes de um ambulatério local e verificaram uma

soroprevaléncia de 72,5% para IgG anti-EBV. Ja na cidade de Vitoria, Espirito Santo,
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foi observada uma soroprevaléncia de 74% para EBV em criancas e adolescentes entre
1 a21 anos (FIGUEIRA-SILVA; PEREIRA, 2004).

A alta prevaléncia observada neste estudo, principalmente na cidade de Manaus,
pode ser explicado devido ao fato de que, geralmente, regides em desenvolvimento ou
grandes centros urbanos, apresentam maior soroprevaléncia pelo EBV (OZKAN et al.,
2003; SMATTI et al., 2017b; SUNTORNLOHANAKUL et al., 2015). Isto pode
ocorrer, em parte, devido a fatores como condi¢cdes de superpopulacdo, falta de
saneamento basico adequado e escassez de informacbes acerca da infeccdo por
herpesvirus, propiciando a alta transmissdo pelo EBV (ALEBOUYEH et al., 1984;
SUNTORNLOHANAKUL et al., 2015).

Este estudo observou maior soropositividade para EBV em mulheres (94,13%) do
que em homens (89,14%), sugerindo que mulheres sdao mais suscetiveis infec¢do pelo
EBV comparado aos homens (p=0,029) nas regides estudadas. Diferente de nossos
dados, alguns estudos ndo mostram que a infeccdo por EBV esta diretamente
relacionada ao sexo, apesar de algumas vezes evidenciar prevaléncia aumentada em
mulheres, porém sem significancia estatistica (BALFOUR et al., 2013; CHEN et al.,
2015; HAQUE et al., 1996; SMATTI et al., 2017). SMATTI e colaboradores (2017) em
um estudo realizado em Qatar, demonstraram que a soroprevaléncia para infeccéo pelo
EBV foi maior entre individuos do sexo feminino (100%) em comparacdo aos
individuos do sexo masculino (97,9%) em doadores de sangue, porém sem
significancia estatistica (p=0,581). Da mesma forma, Chen e colaboradores (2015)
analisaram a soroprevaléncia para EBV em homens e mulheres com idade de 1 a
maiores de 60 anos, residentes de 16 municipios de Taiwan, no entanto ndo observaram
associacdo estatisticamente significativa entre o sexo dos individuos e a infec¢do por
EBV (p=0,369).

Embora os estudos citados ndo tenham observado significancia estatistica entre a
infeccdo pelo EBV e 0 sexo dos individuos estudados, Crawford e colaboradores
(2002), investigaram 1006 alunos da Universidade de Edimburgo, Reino Unido, com
idade entre 18 e 21 anos e observaram uma soroprevaléncia maior entre mulheres
(79,2%) do que em homens (67,4%) com significancia estatistica (p<0,001). O estudo
em questdo ainda sugeriu que mulheres que possuiam multiplos parceiros eram mais

suscetiveis a infecgcdo pelo EBV do que mulheres com parceiro fixo (p=0,001).
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Além na transmissdo via saliva, 0 EBV ja foi encontrado subclinicamente no trato
genital de homens e mulheres (NAHER et al., 1992). Estudos no Brasil mostram que
mulheres sexualmente ativas representam um grupo de risco para determinadas
infeccbes (PAULA et al., 2015). Todavia, a varidvel de mdltiplos parceiros nao foi
analisada no presente estudo, impossibilitando associar a susceptibilidade da infeccédo

por EBV ao comportamento sexual da populagdo estudada.

Quanto a soropositividade da infeccdo por EBV de acordo com a faixa etaria dos
participantes, foi observado que adultos acima de 20 anos de idade apresentaram maior
soroprevaléncia (média de 93,88%) comparado a criancas e adolescentes de 1 a 19 anos
(média de 84,26). Esses dados sugerem que a soroprevaléncia a infeccdo por EBV esta
associado com a idade (p=0,024), dados semelhantes aos observados por outros estudos
(SMATTI et al., 2017; SUNTORNLOHANAKUL et al., 2015). Haque e colaboradores
(1996) analisaram 502 amostras de soro de um grupo de pessoas com idade entre 15
dias e 90 anos em Bangladesh. Os pesquisadores identificaram um grande numero de
infeccdo primaria em criangas de 2 a 10 anos (69,65%) e em individuos acima de 25
anos (87,8%). Outro estudo realizado com 538 amostras de soro de individuos com
idades entre 6 meses a maiores de 40 anos residentes da provincia de Khon Kaen,
Tailandia, também constatou que o aumento da soroprevaléncia pelo EBV estava
diretamente relacionado ao fator idade, visto que os individuos mais velhos
apresentaram maior soroprevaléncia (p=<0,05), enquanto que criancas de 6 a 8 anos de
idade apresentaram maiores valores de incidéncia para a infeccdo por EBV
(SUNTORNLOHANAKUL et al., 2015).

Em paises em desenvolvimento, estudos apontam que a infeccdo primaria por
EBV ocorre na faixa dos 5 anos de idade e aumenta exponencialmente de acordo com a
idade, diferente do que ocorre em paises desenvolvidos (ALEBOUYEH et al., 1984;
FOURCADE et al., 2017; TAKEUCHI et al., 2006). Adultos acima de 20 anos estdo
entre os grupos de risco para infec¢do por EBV, como relatado por alguns estudos, pois
estdo expostos a fatores que favorecem a transmissdao por EBV, como contato com
saliva infectada por meio do beijo, e por relagdes sexuais (CRAWFORD et al., 2002,
2006; NAHER et al., 1992). Como dito anteriormente, o fator comportamento sexual
poderia ter sido analisado neste estudo através do inquérito epidemioldgico, com a
finalidade de analisar de forma mais ampla quais fatores poderiam estar relacionados a

maior prevaléncia por EBV em adultos com idade entre 20 e 29 anos.
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De acordo com este estudo, individuos com ensino superior sdo mais susceptiveis
a infeccdo por EBV (p=0,001), visto que os participantes que tinham ensino superior
apresentaram maior prevaléncia (100%), seguido daqueles com ensino médio (94,67%).
Esses dados corroboram com resultados encontrados por Chen e colaboradores (2015),
que analisaram 1411 amostras de soro de residentes de Taiwan e observaram que
participantes com nivel superior tinham maior soropositividade para EBV. Entretanto,
diferente dos dados aqui apresentados, a maioria dos estudos associam a infecgéo por
EBV a individuos com menor grau de instrucdo ou filhos de pais com baixo grau de
instrugdo (DELANEY; THOMAS; BALFOUR, 2015; FIGUEIRA-SILVA; PEREIRA,
2004). Embora os resultados demonstrem maior prevaléncia no grupo com ensino
superior, uma amostra maior do que a utilizada pelo presente estudo (N=14) deve ser
analisada, a fim de confirmar a alta positividade para infeccdo por EBV nesses

individuos.

O comportamento sexual entre jovens universitéarios ja foi relatado como fator de
risco para infeccdo pelo EBV por alguns estudos (CRAWFORD et al., 2002, 2006).
Como citado anteriormente, aléem da transmissdo via oral, 0 EBV também pode ser
transmitido por via sexual (NAHER et al., 1992). Quanto a baixa escolaridade, esta
remete, na maioria dos casos, a pessoas com baixo poder econémico, fator este que
também esta ligado a susceptibilidade a infeccdo pelo EBV (OZKAN et al., 2003).
Familias com baixo poder aquisitivo de paises em desenvolvimento possuem um
namero alto de integrantes, o que possibilita um maior compartilhamento de materiais
contaminados entre 0s mesmos como, por exemplo, copos e talheres, propiciando um
fator de risco para a infeccdo pelo EBV, de acordo com alguns estudos
(SUNTORNLOHANAKUL et al., 2015, STANCIU; MIHAILESCU, 2014).

No presente estudo, a prevaléncia do EBV também foi avaliada em participantes
que apresentaram anemia. Alguns relatos de caso associam a infeccdo por EBV a
pacientes com algum tipo de anemia (HAMILTON et al., 2015; KHAN, 2012; LAU et
al., 1994). Este estudo ndo verificou a relacdo como fator predisponente a infeccédo por
EBV, pois individuos sem anemia apresentaram prevaléncia de 92,71% para EBV,
enguanto que a prevaléncia observada em individuos com anemia foi de 90,91%
(p=0,476). Todavia, é importante ressaltar que mais estudos com maior N amostral sao

necessarios para verificar esta possivel correlacéo.
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Neste estudo foram realizadas também anéalises quanto aos niveis séricos de 19G
anti-EBV com relacdo a escolaridade, sexo, faixa etdria e anemia. Esta analise é
relevante, visto que o nivel sérico de anticorpos IgG contra especificas proteinas do
EBV (EBNA1, VCA, EA) ja foram associados ao risco de desenvolvimento de
neoplasias como linfoma de Hodgkin, uma vez que ja foi evidenciado altos niveis sérico
de 1gG anti-EBV em individuos portadores desta neoplasia (COGHILL;
HILDESHEIM, 2014; EVANS; GUTENSOHN, 1984).

Quando associado ao sexo, observou-se que mulheres apresentam altos niveis de
IgG, com média de OD=1.526, comparado aos homens, com média de OD=1.425,
estatisticamente significante (p=0,023). Porém, ndo ha estudos que relacionem o alto
nivel sérico de IgG anti-EBV com o sexo. No entanto, outras pesquisas mostram que
mulheres diferem de homens em relacdo a resposta imune, como maior producédo de
anticorpos e citocinas. Tais respostas elevadas, como no caso de 1gG, podem levar a
uma alta deteccdo de elevados niveis séricos de IgG anti-EBV em mulheres, o que
poderia esta relacionado a complicagdes resultantes da infeccdo por este virus e por
outros agentes infecciosos, como, por exemplo, HIV e HHV2 (FISCHER et al., 2015;
KLEIN; HUBER, 2010; ROBINSON et al., 2011). Contudo, outros estudos sao
necessarios para melhor compreender a relacdo entre niveis séricos IgG e o sexo dos

individuos no que diz respeito a patogénese da infeccdo por EBV.

O estudo também observou um elevado nivel sérico de IgG anti-EBV para
individuos com anemia (média de OD=1.554) quando comparado aqueles sem anemia
(média de OD=1.465), com associac¢do significativa (p<0,001). Esse resultado corrobora
com o de outros estudos que observaram um aumento de IgG anti-EBV em pacientes
com algum tipo de anemia (FADEYI et al., 2015; LEE et al., 2016). Fadeyi e
colaboradores (2015) realizaram um relato de caso de um homem de 31 anos que
apresentava anemia hemolitica autoimune e uma elevada titulacdo de 1gG anti-EBV.
Doengcas cronicas e certos tipos de anemia, estdo relacionadas a reativacdo do EBV do
estado de laténcia, fazendo com que este se replique com intensidade (THOMASINI et
al., 2017; TOUSSIROT; ROUDIER, 2008). Deste modo, altas taxas de 1gG séricos
apresentados no estudo, podem estar relacionados ha reativacfes constantes do EBV e

producdes de IgG em individuos com anemia.

Referente ao grau de instrucéo foi verificado que os niveis séricos de IgG estavam
mais elevados nos individuos sem instru¢cdo (média de OD=1751) e menor em

58



participantes que ndo estudam (media de OD=1.160) (p<0,001). Porém, é importante
ressaltar, como dito anteriormente, que a maioria dos individuos dentro do grupo que
ndo estudam, sdo criancas que ainda ndo estdo em idade escolar. Embora ndo haja
estudos que associem o nivel sérico de IgG anti-EBV com a escolaridade, observa-se
que a maioria dos participantes sem instrugdo possuem 50 anos ou mais. O fator etario,
conforme serd discutido a seguir, esté relacionado ao elevado nivel sérico para 1gG anti-
EBV.

Quanto o nivel sérico de IgG anti-EBV de acordo com a faixa etéaria, foi
observado um aumento exponencial com o aumento da faixa etaria, sendo que
individuos de 60 anos ou mais apresentaram os maiores niveis de IgG (p<0,001). Esses
dados corroboram com resultados observados por estudos anteriores (DOLKEN et al.,
1984; KURE; KIKUCHI; YOSHIE, 1986; VENKITARAMAN; LENOIR; JOHN,
1985). Harada e colaboradores (2004) observaram um crescente aumento de titulos de
IgG anti-EBNA1/2 de acordo com a idade em individuos saudaveis de uma populacao
japonesa. Sabe-se que todos os integrantes da familia Herpesviridae, apos infeccdo
primaria, possuem capacidade de persisténcia em células B (TSURUMI; FUIJITA;
KUDOH, 2005). No entanto, como dito anteriormente, assim como outros herpesvirus,
0 EBV possui a capacidade de reativar e se replicar com intensidade apds esse processo
e entrar novamente em laténcia (LI et al., 2016a; TSURUMI; FUJITA; KUDOH, 2005).
Por meio deste processo, hd um estimulo na producéo elevada de anticorpos 1gG pelo
organismo. Adultos e idosos estdo constantemente expostos a fatores que levam a
reativacdo do EBV, como, por exemplo, o estresse (FAGUNDES et al., 2014; GLASER
et al., 1991). Outro fator diz respeito a resposta imunoldgica em idosos que pode ser
afetada devido doencas autoimunes e uso de determinados medicamento, gerando
reativacdo do EBV (THOMASINI et al., 2017; TOUSSIROT; ROUDIER, 2008).
Porém, estudos adicionais sdo necessarios para melhor compreender o significado dos

altos niveis séricos de 1gG dentro do contexto da infeccdo por EBV.

Em suma, os resultados aqui apresentados encontraram uma alta soroprevaléncia
para a infeccdo por EBV tanto em residentes da cidade de Manaus quanto Presidente
Figueiredo. Variaveis como cidade, sexo, faixa etaria e escolaridade se mostraram como
fatores de susceptibilidade a infeccdo pelo EBV. Individuos residentes de Manaus,
mulheres, adultos de 20 a 29 anos e participantes da pesquisa que tinham ensino

superior apresentaram maior soroprevaléncia para EBV. Quanto a niveis séricos de 1gG
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anti-EBV, individuos com anemia apresentam elevada deteccéo de 1gG e observou que
0 nivel sérico do IgG aumentou com a idade dos individuos. Para dados mais
especificos para infeccdo por EBV, a realizagdo da deteccdo de IgM anti-EBV é
necessaria para distinguir infeccdo aguda, passada ou uma reativacdo pelo virus. Estes
resultados sdo de grande importancia para a vigilancia epidemioldgica da infeccdo por
EBV em nossa regido ao caracterizar epidemiologicamente esta infecgdo, demonstrando
qual o grupo populacional de maior risco e os fatores relacionados a estes riscos. Assim,
estes achados poderdo servir de base para estudos prospectivos que visem
principalmente o desenvolvimento de estratégias profilaticas de combate a infeccdo por

EBV junto a estas populagdes.

6.2. LimitagOes

E importante ressaltar que este estudo apresentou algumas limitagdes, como, por
exemplo, as amostras provenientes de Manaus poderiam ter uma amostra maior que
abrangesse toda regido metropolitana. Infelizmente isto ndo foi possivel devido a
problemas técnicos no decorrer do projeto. No entanto, o projeto abrangeu duas regifes
principais, Manaus e Presidente Figueiredo. Seria importante, também, a realizacdo de
testes de avidez de IgG para poder classificar as infeccbes em passadas ou recentes,

porém tais testes foram inviaveis devido a falta de recursos financeiros.

Quanto as andlises de nivel sérico de 1gG anti-EBV, apenas foi possivel a
avaliacdo total dessas proteinas (EBNAL, VCA e EA), ndo possibilitando distin¢do dos
niveis séricos de 1gG especifico para cada antigeno de EBV. Para estudos futuros, faz-se
necessario a deteccdo separada de nivel sérico de IgG para antigenos especificos do
EBV, auxiliando na possibilidade de um diagnéstico prévio para doengas ocasionadas
pelo EBV

Inicialmente este estudo tinha como objetivo estimar a prevaléncia dos genotipos
1 e 2 do EBV na populacdo estudada. Todavia, devido a varias complicacdes técnicas,
ndo foi possivel realizar a genotipagem a tempo habil até a finalizagdo deste projeto.

Entretanto, estas analises ainda serdo feitas futuramente.
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7. CONCLUSAO

Residentes das cidades de Manaus e Presidente Figueiredo apresentaram

uma alta soroprevaléncia para infeccdo por EBV;

Residentes de Manaus, mulheres, adultos entre 20 a 29 anos e individuos
com ensino superior apresentaram maior soropositividade para infecgéo por
EBV, sugerindo que esses grupos sdo mais susceptiveis a infeccdo pelo

virus;

Valores de nivel sérico de 1gG anti-EBV foram significativamente maiores

em mulheres, participantes com anemia e individuos de 60 anos ou mais;

Os resultados aqui apresentados contribuem com outros trabalhos referentes
a epidemiologia do EBV e sdo de alta importancia para vigilancia em saude,
pois apresentam dados de susceptibilidade para infeccdo por EBYV,
auxiliando em estudos prospectivos que visem estratégias de contencdo e

conscientizacao para infeccdo por EBV.
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APENDICES

APENDICE A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UFAM
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONASL

Faruldade de Madicina
Departaments de Saude Coletva

Comndames o (a) S (a) para parpcipar da Pesquizsa "FATORES ASSOCIADOS AD ACESSO E LSO
DE INSUMOS E SERVICOS DE SAUDE NA ZOMA METROPOLITANA DE MAMNAUS®, sob a responsabilidade
do pesquisadoer Prof. Dr. Marcus Tolenting Silva, a qual pretende descrever a situaceo de acesso,
utilizacdo e guahdade da atencdo a saude na Zona Metropolitana de Manaus.

Sua particopacao & voluntana e se dara por meio de uma entrevista, onde faremos pergunias a
respeito de sua vida e caractenisticas pessoais, da sua condic3o de salde e sobre acesso aos servicos de
saude, 530 previstos de 20 a 30 minutos de duracao.

Os ngcos decorrentes de subd paticipacdo na pesquiss S50 MINIMOS OU  INEcStentes, Al
informagdes gue serac formeodas sao confidencais. Quando os resultados do trabatho forem divulgados,
serag de forma global & angnimes. Mao havera detalhamento de cada individuo, entdo a sua privacidade
sera mantida. N3o sera necessario efetuar qualguer pagamento. Se voce aceitar participar, estara
contribuinde para conbecer a situagio atual e apontar possiveis solughes do acesso a servigos de saude.

Se depois de consentir em sua partidpacao o Sr (@) desistir de continuar participando, tem o
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em gualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da
coleta dos dados. independente do motive & sem nenhum prejezo a sua pessoa. O (a) 5 (a) ndo tera
nenhuma despesa & tambem ndo recebers nenhuma remuneracio. Os resultados da pesquisa serdo
analisados e publicados, mas sua wWentidade n3o serad divulgada, sendo guardada em sigilo. Para
gualguer outrz informacae, o (a) Sr (a) podera entar em contato com o pesquisador na Faculdade de
Medicina da UFAM, no endereco Rua Afonso Pena. 1053, pelos telefones [92) 3343-7957 ou [92) 98413-
4388 ou (92) 98400-2172 ou podera entrar em contato com o Comite de Etica em Pesquiza - CEP/UFAM,
na Rua Teremna, 495, Adnandpolis, Manaus-AM, telefone {92) 1305-5130.

Consentimento Pos-Informacao

Eu, o Fui informado sobre o que
o pesquisador quer fazer & porque precsa da minha colaboracie, e entendi a explicacde. Por isso, eu
concordo em participar do projeto, sabendo que n3o vou ganhar nada e gue posso sair gquando quiser.
Este decumento € emitido em duas vias gue serdo ambas assinadas por mim e pelo pesguisader, ficando
uma via com cada um de nos.

Assinatura para autorizacao:

ou Impressao digital:

Assinatura do entrevistador:

Assinatura do pesquisador responsavel:

Cidades: . Amazonas, ! !




APENDICE B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

TITULO DA PESQUISA: “Analise molecular, imunologica, bioquimica e
hematoldgica das infecgdes pelos virus Ctitomegalovirus (CMV) e Epstein-Barr (EBV)

e 0 desenvolvimento da autoimunidade”

Convidamos o (a) Sr (a) para participar desta pesquisa sob a responsabilidade do
pesquisador Dr.Gemilson Soares Pontes. Abaixo seguem os dados para sua informacao
referentes ao estudo que o Sr (a) estd sendo convidado paraparticipar de forma

voluntaria.

Objetivo: Estimar a prevaléncia da infeccdo por CMV e EBV na cidade de
Manaus, AM.

Justificativa: Investigar a infeccdo pelo CMV e EBV na Amazonia Ocidental,
principalmente na area metropolitana de Manaus, é de grande importancia, pois as
informacBes geradas a partir deste estudo poderdo esclarecer a epidemiologia destes
virus na regido e no Brasil, além de permitir um maior esclarecimento sobre a
imunopatologia destas infec¢bes. Sugestdes educativas serdo implementadas a partir dos
dados gerados no estudo, tais como, orientacdo sobre higiene pessoal e cuidados com

aglomeragdes, por exemplo, de modo a minimizar a propagagao dos virus.

Metodologia: As amostras coletadas serdo devidamente transportadas ao
laboratorio de Virologia do INPA onde serdo submetidas a analise soroldgica por meio
de um ensaio imunoenzimético (ELISA) para verificar a presenca de anticorpos anti-
CMV e anti-EBV.

Garantia de manutencdo do sigilo e da privacidade do participante:
Asseguramos ao participante da pesquisa confidencialidade, bem como o direito de
recusar-se a responder as perguntas que ocasionem constrangimentos de qualquer

natureza. Todas as informacgdes geradas pelo presente estudo serdo conduzidas no mais
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absoluto sigilo e os pacientes terdo acessoaos dados gerados pelo estudo sempre que

desejarem.

Desconfortos, riscos: Os riscos referentes a esse estudo sdo considerados
minimos uma vez que serdo coletadas amostras sanguineas por profissionais altamente

treinados.

Forma de acompanhamento, assisténcia e garantia de indenizacdo: No caso
de haver algum incidente em decorréncia do processo de coleta das amostras
sanguineas, o pesquisador responsdvel garante assisténcia médica e indenizagdo

adequada, caso seja necessario.

Beneficios: Se vocé aceitar participar deste estudo, estara contribuindo para uma
melhor compreensédo sobre a epidemiologia soroldgica e molecular do CMV e EBV na
Amazonia ocidental, assim como permitira um maior esclarecimento sobre a patogenia
decorrente da infeccdo por estes virus, o que pode auxiliar em uma melhor compreenséo
da evolugéo, assim como no tratamento, de muitas patologias a curto e a longo prazo.
Tais informacges serdo de grande importancia para vigilancia epidemioldgica do CMV

e, consequentemente, para o combate a infeccao por estes virus.

Garantia de plena liberdade ao participante da pesquisa: Sua participacdo é
voluntaria e se dara por meio da assinatura deste termo onde sua participacdo sera
oficializada e confirmada. Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de
continuar participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do

motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa.

O (a) Sr (a) ndo terd nenhuma despesa e também ndo recebera nenhuma
remunera¢do. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua
identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra
informacao, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesquisador Gemilson Soares
Pontes sempre que desejar no endereco Av.André Araujo,— aleixo -1, 69077-000
Manaus - AM, pelo telefone (92) 3643-3288.

Consentimento Pés—Informacao
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Eu, , discuti

com o pesquisador sobre a minha decisédo em participar nesse estudo e acredito ter sido
suficientemente esclarecido a respeito das informacdes sobre o estudo acima citado que
li ou que foram lidas para mim. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacao é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a
perda de atendimento nesta Instituicdo ou qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.
Eu receberei uma cépia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a
outra ficara com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente
de que eu (ou meu representante legal) e o pesquisador responsavel deveremos rubricar

todas as folhas desse TCLE e assinar na ultima folha

Nome do participante da Pesquisa

Data: / /

Assinatura do participante

Nome do representante legal Impressdo do dedo polegar.

Caso ndo saiba assinar

Assinatura do representante legal
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APENDICE C: Inquérito Epidemioldgico - Manaus

TITULO DA PESQUISA: Analise Molecular, imunologica e Hematoldgica das

infecgBes por Citomegalovirus e Epstein-Barr e o desenvolvimento de autoimunidade.

Este inquérito tem por objetivo diagnosticar e caracterizar em termos moleculares,
imunolégicos, bioquimicos e hematolégicos as infec¢bes por CMV em individuos
residentes de Manaus e investigar as possiveis associa¢cfes com o desenvolvimento da

autoimunidade.

NO

1. Género: () Masculino () Feminino

2. ldade:

3. Grupo étnico: () Negro () Branco ()Pardo () Indigena () Outro:

4. Estado civil: () Solteiro (a) () Casado (a) () Unido Estavel

5. Renda familiar: () até um salario minimo () 2 a 5 salarios minimos () 6 a 9 salarios
minimos

() acima de 10 salarios minimos.

6. Grau de Instrucéo: () Alfabetizado (a) () 1° Grau completo () 2° Completo
() Nivel Superior QOutros:

7. Ocupacéo:

8. Orientagédo Sexual: () Heterossexual () homossexual (') bissexual

9. Parceiro fixo () Mdaltiplos parceiros () () N&o declarar
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10. Faz uso de preservativo? () Ndo () Sim () Nem sempre

11. Faz ou ja fez 0 uso de drogas injetaveis? N&o () Sim ()

12. Foi diagnosticado com alguma doenca sexualmente transmissivel nos Gltimos 6
meses?
()N&o ()sim (Qual? )

13. Foi submetido a algum processo de transfuséo de sangue no Gltimo ano?

()N@ ()sim Qual componente? Quantas vezes:

14, Tem filhos? ( ) N&o ( ) Sim Quantos?

15. Algum aborto? ( ) Ndo ( ) Sim Quantos?

16. Algum filho com deficiéncia? ( ) Ndo ( ) Sim Qual?

17. Possui Tatuagem e/ ou piercing () Nao () Sim

18. Tem algumas das doencas abaixo:

() Diabetes Mellitus () Lupus ( )Artrite Reumatoide () Doenca Renal

() Outras:
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APENDICE D: Inquérito Epidemioldgico — Presidente Figueiredo

QUESTIONARIO_PROJETO_PRESIDENTE_FIGUEIREDO_ITACOATIARA

Nome: {NOME} Sigla: {sig} Telefone: ( )
Filiagfio:
Enderego:
Registro: {REG} Data de Nasc.: / A
Idade: {I} Género: {GENER} ( ) Masculino [0] ( ) Feminino[1]
01. Qual a sua renda ( ) Niao () Atel () Ate2 () Ate3 () Maisde4d
Salarial: trabalha salario salarios salarios salarios
02. Vocé estuda? {EST} ( ) NAO[0] ( ) SIM[1]
03. Nivel de escolaridade: {NESC} ( ) Alfabetiz[0] ( ) Até4FM[1] ( ) Até8FM[2] ( ) Até3 MD[3]
Superior incompleto « ) Superior ( )
04. Niuamero de irmfos: {NIRM} () 0f[0) () 1] () 202] () 3[3] ( ) 4ou+[4]
05. Familiares com Anemia? {FANEM} ( ) Nenhum[0] ( ) Pai[l] ( ) Miae[2] ( ) Irmdo [3]
06. Idade primeira menstruagio: {IPM} ( ) Nio menst.[0] ( ) 09-11[1] () 12-14[2] () 15-17[3]
07. J& engravidou? {ENGRA} ( ) NAO[0] () sSmM[1]
08. Esté gravida? {GRA} ( ) NAO[0] ( ) SIM [1]
09. Usa anticoncepcional? {ANTICO} ( ) NAOJ[0] ( ) SIM[1]
10. Menstruagio é regular? {MREG} ( ) NAo][0] ( ) SIM [1]
11. Jd esteve internado? {INTER} ( ) NAO[0] ) SIM [1]
Se SIM, quantas vezes? {QINTER} () 1[0] () 25[1] ( ) 6-10[2] () 1lou+[3]
Qual especialidade? {ESPEC} ( ) Cardiologia [0] ( ) Oftalmologia[1] ( ) Neurologia [2]
( ) Infectologia [3] ( ) Pneumologia [4] ( ) Cirurgia [5]
( ) Angiologia [6] ( ) Nefrologia [7] ( ) Clinica da Dor [8]
( Outras [9]
12. Infeccbes: {INFEC} ( ) NAO[0] () SIM[1]
Quais? {DESCINFEC} ( ) Rinite [0] ( ) Sinusite[1] ( ) Otite [2]
( ) Faringite [3] ( ) Amigdalite [4] ( ) Outros [5)
13. Fez uso de alguma medicagio? {MINFEC} ( ) SIMJo0] () NAoII]
Se SIM, fez uso de profilaxia antibiética? {PROFANTIB} ( ) NAo[o0] ( ) SIM[1]
14. Possui outra patologia? {PATOLOG} ( ) NAO[0] ( ) SIM [1]
Quais? {DESCPATOLOG} ( ) Hipertensio [0] ( ) Diabetes[1] ( ) Obesidade [2] ( ) Outras[3]
15. Vocé trabalha? {TRAB} ( ) NAO[0] () SIM([1]
Tipo de profissdo: {QTRAB}
Se SIM, manipula alguma substéincia quimica? {SUBQUIM} ( ) NAO[0] ( ) SIM[1]
Qual? {QSUBQUIM} Freqiiéncia ? {FREQSUBQUI}
Manipula diretamente esta subst? {MANIDIRE} ( ) NAOI[0) () SIM[1]
16. Pratica esportes? {ESPOR} ( ) NAOI[0] ( ) SIM[1]
17. Faz uso de bebida alcoélica? {BEBE} ( ) NAO[0] ( ) SmM[1]
Se SIM, que freqiiéncia? {FREQBEBE}
18. Vocé fuma? {FUMA} ( ) NAOI[0] ( ) SIM[I]
Se SIM, que freqiiéncia? {FREQFUMA}
19. Faz uso de alguma droga? {DROGA} ( ) NAO[0) ( ) SIM[1]
Em caso de SIM, que freqiiéncia? {FREQDROGA}
20. Voce tem sorologia positiva para algum virus? ( ) NAO [0] ) SIM [1]
() HIV () HTLV () HEPATI - QUAL ( CMV () ( ) Outra — Qual ( )

)
21. Qual seu Grupo Sanguineo {GS} ( ) {RH} ( ) [1]Pos [2]Neg
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ANEXOS

ANEXO A: Aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
AMAZONAS — UFAM %Ofl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizacdo clinico laboratorial de adultos residentes na Zona  Metropolitana
de Manaus

Pesquisador: Marcus Tolentino Silva

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo
necessita de analise ética por parte da CONEP;);

Versdo:4
CAAE: 53215816.6.0000.5020
Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina - UFAM

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.541.710
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Apresentacéo do Projeto:

Né&o se aplica.

Objetivo da Pesquisa:

N&o se aplica.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O principal risco da pesquisa advém do procedimento de coleta de sangue periférico, que sera
realizado em um dos bragos dos participantes utilizando seringa e agulha hipodérmica. A coleta
pode ocasionar dor ou desconforto pela introdugdo da agulha e hematoma no local da insergéo.
Outro risco inerente é a troca de amostras, por problemas de identificacdo. Para minimizar tais
riscos serd contratado laboratério de analises clinicas com certificagdo de qualidade e
humanizacéo de atendimento, de modo que todos os coletores sejam treinados para realizar o
procedimento com o mais alto rigor técnico. A identificacdo da amostra sera realizada por meio
de etiquetas com sistema de cédigos de barras e confirmadas pelos proprios pacientes
(identificagdo positiva), o0 que aumenta a segurancga do procedimento.

Enderego: Rua Teresina, 4950

Bairro: Adriandpolis CEP: 69.057-070
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3305-5130 Fax: (92)33035-5130 E-mail: cep@ufam.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plotofor
AMAZONAS — UFAM %

Continuacéo do Parecer: 1.541.710

Biorepositério / Declara_coparticip.pdf 02/04/2016 Marcus Tolentino AAceito
Biobanco 12:49:06 Silva

Folha de Rosto folha_de_rosto_assinada.pdf 16/01/2016 Marcus Tolentino AAceito
17:17:22 Silva

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

MANAUS, 12 de Maio de 2016

Assinado por:

Eliana Maria Pereira da Fonseca (Coordenador)

Endereco: Rua Teresina, 4950

Bairro:Adriandpolis CEP: 69.057-070
UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone: (92)3305-5130 Fax:(92)3305-5130 E-mail:  Ecep@ufam.edu.br
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