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RESUMO

As viroses que causam papilomatoses orais e herpesviroses afetam a mucosa oral de
criangas e adultos de diversas regides do mundo e em diferentes grupos étnicos como
indigenas e esquimos. Ha diversas papilomatoses e herpesviroses que provocam
alteragdes nos individuos dentre elas a hiperplasia focal epitelial (HEF) e o Epstein-
Barr virus (EBV). A HEF é uma proliferacédo induzida por papilomavirus, localizada no
epitélio escamoso oral. Os locais mais propensos ao desenvolvimento dessa lesao
sdo as superficies queratinizadas e nao queratinizadas da cavidade oral. O EBV é um
virus que atinge mais de 90% da populagdo mundial e a principal manifestagéo é a
mononucleose infecciosa, doenca que se dissemina através da saliva e muito
prevalente entre adolescentes. O objetivo deste estudo foi detectar a presenca de
herpesvirus em indigenas Yanomamis com e sem lesdo de HEF e comparar com em
ndo indigenas presentes na literatura. Foram coletadas o total de 81 amostras de
saliva dos indigenas (individuos que apresentavam a lesao bucal de HEF, assim como
do seu nucleo familiar). Essas amostras foram congeladas para posterior analise. O
DNA foi extraido da amostra e posteriormente foi analisado por meio do PCR e corrida
em gel de agarose 2% para identificar os virus HSV1, HSV2, VZV, EBV, CMV, HHVG,
HHV7 e o HHV8 nas amostras. Comparou-se os individuos com e os individuos sem
lesdo de HEF com relag&o ao género, faixa etaria, prevaléncia dos virus. Verificamos
que nenhuma amostra foi positiva para o HSV-2 e VZV; para o HSV-1 oito (9,9%)
individuos foram positivos; para o EBV vinte e oito (34,6%) testaram positivo; sete
(8,6%) para o CMV; sete (8,6%) para o HHV-6; cinco (6,2%) para o HHV-7 e nove
(11,1%) para o HHV8. Na analise dos individuos portadores de HEF e a frequéncia
do HSV-1 foi encontrada uma relagéo significativa (p < 0,001); e para o HHV-6 onde
nenhum paciente com lesdo apresentou o virus (p = 0,022). Pode-se concluir que
houve forte correlacéo entre pacientes com HEF e o HSV-1; a prevaléncia de HHV-8
mostrou-se diversa da que foi relatada na literatura em indigena e as demais
herpesviroses teve prevaléncia semelhante a relatada na literatura em néo indigenas.

Palavras-chaves: Hiperplasia epitelial focal. Papilomavirus Humano. Herpesvirus
Humano. Reagdo em cadeia da polimerase. Doenca de Heck.



ABSTRACT

The viruses that cause oral papillomatosis and herpesviruses affect the oral mucosa
of children and adults in different regions of the world and in different ethnic groups
such as indigenous and Eskimos. There are several papillomatosis and herpesviruses
that cause changes in individuals, including focal epithelial hyperplasia (FEH) and
Epstein-Barr virus (EBV). FHE is a papillomavirus-induced proliferation located in the
oral squamous epithelium. The sites most prone to the development of this lesion are
the keratinized and non-keratinized surfaces of the oral cavity. EBV is a virus that
affects more than 90% of the world population and the main manifestation is infectious
mononucleosis, a disease that spreads through saliva and is very prevalent among
adolescents. The aim of this study was to detect the presence of herpesvirus in
Yanomami indigenous people with and without HEF lesions and compare it with non-
indigenous people present in the literature. A total of 81 saliva samples were collected
from the indigenous people (individuals who had the oral lesion of HEF, as well as from
their family nucleus). These samples were frozen for later analysis. DNA was extracted
from the sample and later analyzed by PCR and run on 2% agarose gel to identify
HSV1, HSV2, vzV, EBV, CMV, HHV6, HHV7 and HHV8 viruses in the samples.
Individuals with and without HEF lesions were compared in terms of gender, age group,
and virus prevalence. We found that no samples were positive for HSV-2 and VZV; for
HSV-1, eight (9.9%) individuals were positive; for EBV, twenty-eight (34.6%) tested
positive; seven (8.6%) for CMV; seven (8.6%) for HHV-6; five (6.2%) for HHV-7 and
nine (11.1%) for HHV8. In the analysis of individuals with FSH and the frequency of
HSV-1, a significant relationship was found (p < 0.001); and for HHV-6 where no
patient with lesion had the virus (p = 0.022). It can be concluded that there was a strong
correlation between patients with FHE and HSV-1; the prevalence of HHV-8 was
different from what was reported in the literature in indigenous people and the other
herpesviruses had a similar prevalence to that reported in the literature in non-
indigenous people.

Keywords: Focal epithelial hyperplasia. Human Papillomavirus. Herpesvirus Human.
Polymerase chain reaction. Heck's disease.
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1. INTRODUGAO

A vulnerabilidade humana as doencas virais tornou-se evidente durante as
pandemias e o posicionamento frente aos males causados por esses microrganismos
mostra-se essencial (1-3). Conhecer profundamente como acontece essa relacao de
hospedeiro e invasor nas mais diversas populagdes tornou-se crucial principalmente

para as mais isoladas e vulneraveis como a populacdo indigena (4).

Virus utilizam o homem como hospedeiro desde os primordios da humanidade.
Os virus tanto podem fazer parte da microbiota humana normal, sendo muitas vezes
benéfico, quanto podem causar alteracdes anatdmicas e funcionais e trazer muitos
danos, sequelas e mortes. A cavidade oral é, frequentemente, o primeiro local onde
0s virus interagem principalmente com o epitélio oral, sendo este o maior local de

entrada, replicagdo e propagacéo para varias células do corpo (3,5).

Entre os virus que utilizam o homem em sua infec¢do primaria estdo os que
causam as papilomatoses e 0s que causam as lesdes herpéticas que sdo chamados
de papiloma virus humano (HPV) e herpesvirus humano (HHV); eles provocam
alteracdes em diversas células dos mais variados locais do corpo, como linfocitos B,
linfocitos T, neurdnios e células epiteliais na pele e mucosas invadindo regidées com
micro lesdes, lesdes traumaticas, disseminando-se através dos fluidos corporais,

principalmente pelo sangue e pela saliva (5-9).

As alteragdes causadas pelo HPV podem ser benignas ou em alguns casos
apresentar malignizacdo (8,10). As formas benignas mais conhecidas de HPV séo o
papiloma escamoso, a verruga vulgar, o condiloma acuminato e a hiperplasia focal

epitelial (HEF) também denominada de doenga de Heck (6, 11-16).

Os herpevirus (HHV) s&o virus de DNA pertencentes a familia Herpesviridae e
sdo capazes de infectar células humanas, provocar disseminagao de doengas € é um
problema de saude publica global (17). Os seres humanos sao hospedeiros primarios
de alguns herpevirus ja conhecidos, dentre eles, os virus do herpes simples 1 (HSV-
1 ou HHV-1); os virus do herpes simples 2 (HSV-2 ou HHV-2); os varicela-zoster virus
(VZV ou HHV-3); os Epstein-Barr Virus (EBV ou HHV-4); os citomegalovirus (CMV
ou HHV-5); os herpes virus humano 6 (HHV-6); os herpes virus humano 7 (HHV-7) e
os herpes virus associados ao sarcoma de Kaposi (KSHV ou HHV-8) (5).
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Populagdes indigenas tem sido tdo afetadas por esses virus quanto populagdes
nao indigenas. Algumas diferengas podem ser estabelecidas em relagdo a alguns
desses virus para essas duas populacgdes. O virus HPV que causa a lesdo de HEF, q
€ um virus raro em n&o indigenas, mas bastante comum nos indigenas (10,13,18-20).
O HHV-8 tem uma predominéncia muito maior em populagdes indigenas (21). O EBV
com doencas associadas a células T/NK, que ocorrem com maior frequéncia em

asiaticos e populagdes indigenas da Ameérica Central, América do Sul e México (22).

Diante de comportamentos tdo diversos para alguns virus, verificou-se a
necessidade de se estudar esses virus em diferentes populacdes, fazendo-se
comparagdes do seu ciclo vital tanto em populagdes isoladas, como as indigenas,
quanto em populagdes ndo isoladas, quanto as nao indigenas, para se obter respostas
com relagao a histéria natural dessas doencas e a quebra do ciclo de contaminagao
em todas as populagdes, investigando-se o porqué de sua expressao ser maior em

umas populagdes do que em outras (23,24).

A HEF ¢é a forma clinica de lesao provocada por HPV que afeta mais populagdes
indigenas do que populagdes n&o indigenas, € uma doenga considerada benigna, por
isso talvez, ndo receba a devida atenc¢ao ou financiamento, portanto € pouco estudada
e nenhum estudo longitudinal foi realizado para descartar a possibilidade de
malignizacéo (25).

Dentre as herpesviruses que acometem fortemente populagdes indigenas,
destacam-se os herpesvirus associados ao sarcoma de Kaposi (KSHV ou HHV-8),
considerado agente etiologico de todas as formas de sarcoma de Kaposi, com alta
prevaléncia em populagdes indigenas(21,26), e os EBV que possui alta prevaléncia
na populacdo mundial (27), € um virus que pode imortalizar as células que afeta e
com isso causar malignizagdo, com consequéncias sérias para a saude dessas

populacdes (28).

Apos investigacdo das condi¢cdes periodontais em individuos da etnia indigena
Yanomami, durante um estudo de pesquisa do mestrado, desenvolvido pelo autor
desta tese, verificou-se diversos casos de lesdes com caracteristicas clinicas da HEF
em populagdes yanomami, o que também foi confirmado por meio de relatos dos

profissionais da saude que prestam assisténcia a esses povos através do Distrito
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Sanitario Especial Indigena Yanomami (DSEI-Y). Verificou-se que a presenca dessas
lesbes com caracteristicas clinicas da HEF (29,30) causavam algum transtorno
principalmente em criangas. Resolveu-se através deste estudo, investigar as lesbes
presentes, bem como a presenga de outros virus que poderiam estar presentes nestes
individuos, para verificar possiveis relagdes entre eles e suas manifestagcdes, em uma
sociedade que possui um modo de vida bem peculiar, como a sociedade da etnia

Yanomami.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. POPULAGAO ESTUDADA

Os Yanomamis sao indigenas de um grupo étnico puro, originarios do grupo
Karib ou Proto-Karib. Pertencem a sub-raga Atlantico Sul, a ragca Amerindia e ao grupo
racial Amarelo, agrupam-se em aldeias representadas por uma casa coletiva em
forma de cone ou retangulares chamadas xapono, onde vivem muitas familias, mas
todas com uma identidade econdmica e politica autbnoma e um lider politico escolhido
pelos entes para representar e organizar as aldeias. Culturalmente os Yanomamis
ainda conservam seus rituais com cerimonias de danga, musica e pinturas corporais.
Esses povos tém o habito de tomar banho varias vezes ao dia em rios ou igarapes
préximos e ainda utilizam cinzas, areia ou somente agua para a higienizagéo oral.
Eles dividem tudo, desde alimentos até utensilios e vestimentas, o que pode facilitar
a disseminacgé&o de doengas infectocontagiosas (30,31).

A concepcéao de doengas em comunidades indigenas relaciona a naturalidade
de como essa doenga ocorre e a sua relagdo com o corpo. Os indigenas interpretam
as doencgas como fazendo parte da natureza que segue seu curso e convivio com seu
corpo ou como fazendo parte de mundos espirituais, onde tem que ter um
intermediario (Xamé&) para lutar ou negociar com os diversos espiritos que provocam
os desequilibrios nos individuos e trazer a cura. Com a entrada da medicina dos nao
indios, houve a principio resisténcia, mas com o tempo essa resisténcia foi diminuindo,
0 que ocorreu principalmente pelo preparo das equipes de saude para atuar de forma
a nao excluir o método de tratamento indigena, ou seja, fazer com que entendam que

ambas as formas de tratamento s&o benéficas para o individuo (32).

2.2. DADOS EPIDEMIOLOGICOS DA HEF E DA PREVALENCIA DE HHV 1, 2, 3,
4,5,6,7E8
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A transmissibilidade do HPV que esta relacionado a HEF e dos HHV ¢ alta, pois
sdo transmitidos pelo contato com fluidos corporais contaminados como sangue e
saliva sendo a cavidade oral o local primario de transmissao e persisténcia tanto dos
HHYV (28) quanto dos HPV (6,11,12).

A prevaléncia de HPV na mucosa oral de individuos sadios varia de 0 a 20%
(33) e para a HEF em populagdes indigenas a incidéncia e a prevaléncia tem sido
muito variada conforme o local e a populagao estudada e também porque a maioria
dos estudos tem sido de relatos de caso clinico (34,35). A incidéncia varia de 0,06
para 33,7 % e a prevaléncia também varia bastante. No Brasil, em comunidades
Xavante e Bororo tem sido em torno de 7,4% (34); entre os Waimiri Atroari em torno
de 21% (34,36); em comunidades de descendéncia Asteca que falam a lingua Nahuatl
no México, a prevaléncia em criancas é de 32,3% (35); no Sul da Africa, em
comunidades Khoi-San varia de 7 a 13% (37); em indigenas Nanortalik na Groelandia
19,4% de 460 individuos apresentavam manifestagdes clinicas da HEF (38). Em
descendentes caucasianos a HEF é muito rara (38), mas pode ser encontrada em
populagdes como lraque, Israel, Suécia e Alemanha (39).

A HEF esta mais relacionada aos subtipos 13 e 32, possui o DNA do papiloma
virus humano (HPV) detectado em 80,3% das lesdes (40), foi descrita pela primeira
vez em esquimoés da Groelandia (18) e € reconhecida como uma alteragédo benigna e
proliferativa causada pelo papiloma virus que acomete fortemente populacdes de
Esquimos, com prevaléncia de 7 a 36% (40); indios da América do Norte, Central e
do Sul (8,11,13,39,40-46) e em descendentes de indigenas Khoi-San no Sul da Africa,
nos quais quase 40% das criangas tem sido afetadas (15,16,40,47).

A prevaléncia na populagédo n&o indigena de HHV varia bastante conforme o
tipo de virus relacionado, no caso HSV-1 mostra de 30 a 100% de soroprevaléncia em
individuos com idade de 20 anos ou mais (48), a soroprevaléncia e em torno de 50%
em paises desenvolvidos e em torno de 90% em paises em desenvolvimento (49,50).
N&o existe muitos estudos de HSV-1 em populagdes indigenas. A soropositividade
para o HSV-2 varia muito conforme a populacédo que afeta podendo ser de 15 a 80%,
ocorre em grande proporgao em pessoas mais expostas as doengas sexualmente
transmissiveis, como homens que se relacionam com outros homens e profissionais
do sexo, e em baixos numeros em individuos ndo expostos (48), porém, tanto o HSV-
1 quanto o HSV-2 podem ser transmitidos pela saliva ou pelo contato sexual, estando
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0 primeiro associado a mucosa oral e o segundo a mucosa genital, mas com as
mudancas de habitos sexuais tanto um quanto o outro estdo colonizando os dois
habitats (49).

O VZV é um virus cosmopolita que tem como hospedeiro somente os seres
humanos, sua incidéncia varia muito, em climas temperados atinge criangas na faixa
de 1 a 9 anos com incidéncia anual maior que 10% e como consequéncia mais de
90% das pessoas tornam-se infectadas antes da adolescéncia e apenas uma pequena
parte da populagao adulta (5 — 10%) continuam suscetiveis(9). No Brasil estudos tem
demonstrado a soroprevaléncia de 8,4% e 94,2% e um surto no ano de 2000 afetou
94,6% de 278 indigenas Araweté no Estado do Para com 3% de mortes (51), o que
fez com que o Ministério da Saude lancasse uma campanha de vacinagao, e um pouco
antes dessa campanha, foi feito um estudo com indigenas Kuikuro (mais isolado) e
Kaiabi (maior contato com ndo indigenas), onde coletou-se 224 amostras de sangue
com deteccdo de anticorpos contra VZV em 80,8% da amostra, com diferencas
significativas (p-valor < 0,001) entre as popula¢des das duas comunidades com maior
soroprevaléncia nas comunidades Kaiabi (51).

Quanto ao EBV a soroprevaléncia nas diversas populagcdes € muito alta com
mais de 90% da populagéo apresentando resposta soroldgica a este virus (27). A taxa
de soro prevaléncia varia muito conforme a area geografica afetada, a etnia e o status
socioecondmico (24). Em indigenas a prevaléncia é menor do que nao indigena, em
um estudo avaliando-se o indice de prevaléncia de mononucleose infecciosa (IM) que
€ uma infec¢ao primaria do EBV e serve como indicador de sua prevaléncia, mostrou
que em populagdes indigenas de groelandeses de origem Esquimoé (40.000
individuos) e de groelandeses de origem nao indigenas (10.000 individuos), no
periodo entre 1970 e 1981 foram registrados 16 casos de IM nos hospitais na
Groelandia sendo apenas 2 casos de origem Esquimoé e 14 de origem nao indigena
de descendentes de dinamarqueses (23).

O CMV também € muito soroprevalente pois infecta de 60 a 90% da populagao
mundial, infecta células mononucleares, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais;
sua disseminagdo ocorre através da saliva, secregbes cervicais e urina (49). A
soroprevaléncia para o CMV pode variar conforme o nivel socio econdmico da
populagao, sendo de 40 a 60% em individuos de alto nivel socio econémico e de 80 a
100% em populagdes de baixo nivel socio econdmico (52).
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O HHV-6 & um virus linfotréfico que infecta linfocitos T, principalmente TCD4+,
e em muitos paises do mundo a soroprevaléncia chega a ser de 100% das criangas
de dois anos de idade e € o principal responsavel pelo exantema subito (53,54). O
HHV-6 € um virus que pode ser transmitido através dos gametas, tanto masculinos
guanto femininos, incorporados ao cromossomo chamado de heranga cromossémica
integrada do HHV-6 que dependendo da regido pode afetar de 0,6 a 2% dos individuos
(55).

Em um estudo com 234 amostras de soro de habitantes malasianos saudaveis
de grupos de varias origens étnicas (Malasianos, Chineses, Indianos e Indigenas
Tribais) para anticorpos contra a proteina Z29 e cepas protétipo GS do HHV-6, a
prevaléncia para anticorpo contra GS foi significativamente mais alta (p-valor < 0,001)
em malasios em relagdo as tribos indigenas, chineses e indianos e a prevaléncia para
o anti-Z29 foi significativamente mais baixa (p-valor < 0,05) para indios tribais em

relacdo aos malasianos, chineses e indianos (56).

Para o HHV 8 o acometimento é maior em indigenas do que n&o indigenas,
podendo chegar a 79,1% de sorologia contra 6,1% em n&o indigenas (21). No Brasil,
a regidao Sul apresentou 3 a 7% de anticorpos em doadores de sangue; em paciente
portadores de sarcoma de Kaposi (KS) e HIV positivo foi de 74 a 99% e em pacientes
sem KS e HIV positivo foi de 4 a 39%. Na regido Norte, mais especificamente na

cidade de Belém, foi detectado em 16,3% entre criancas e adultos (57,58).

2.3. CARACTERISTICAS CLINICAS DA HEF E DAS ALTERAGOES
PATOLOGICAS MAIS ASSOCIADAS AOS HHV 1, 2, 3,4,5,6, 7TE 8

Os papilomavirus (HPV) sdo um grupo heterogéneo de virus que atingem o
epitélio, tem replicagao intranuclear, possuem pequeno didmetro e genoma de DNA
em fita Unica, dupla e circular com 7200 a 8000 pares de base, coberto por um
capsideo feito com 72 capsdmeros e ndo envelopado. Podem ocorrer no epitélio oral

e sua transmissao tem sido associada a comportamentos sexuais, contato com fluidos
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orais ou transmitidos ainda, de forma vertical, na vida intrauterina ou na infancia

através de perdigotos da mae (59).

A HEF é uma desordem familiar benignha com heranga autossémica recessiva,
pode afetar tanto criangas quando adultos (6,47), porém ocorre mais em criangas e &
mais rara em adultos (25,42,46), nao ha preferéncia por género, mas alguns autores

mencionam predilecédo pelo sexo feminino (8,13,15,16,19,43,45).

Na mucosa oral ocorre como lesbes simples ou multiplas, bem definidas,
esbranquicadas, lisas, como elevagdes nodulares, variando de 1 a 10 mm de tamanho
(6,11,13,15,19,40,60-61,63-65). Sao lesbes assintomaticas, que podem ser
encontradas na mucosa dos labios, lingua e palato duro, com predilegao pelo labio
inferior, podendo persistir por muitos anos e regredir espontaneamente
(11,13,45,46,60,63—-64). Pode apresentar duas formas clinicas, a papulonodular e a
papulomatosa que podem apresentar diferentes caracteristicas de acordo com o local
afetado e o epitélio desse local. Quando os locais afetados forem labios e mucosa
vestibular aparecem lesdes rosas e lisas papulonodular, que é a forma mais comum.
Quando os locais afetados sdo a mucosa mastigatéria, lingua e gengiva inserida, a
lesdo assume uma forma papulomatosa e adquire coloracdo esbranquicada e de
aspecto rugoso. Pacientes mais jovens tendem a apresentar lesées multiplas, maiores
e exofiticas, enquanto pacientes mais velhos tendem a apresentam lesdes simples,

menores e mais papulares, raramente afeta gengiva e palato duro (40).

Os herpesvirus causam alteragdes clinicas relacionadas as células que afetam,
o HHV-1 e o HHV-2 s&o virus neurotrépicos que afetam principalmente cavidade oral
e Orgaos genitais, cuja transmiss&o acontece pelos fluidos corporais, principalmente
saliva e secregbes genitais (17,48) e possui alguns fatores predisponentes como
idade, género feminino, raga negra, contato prévio com doengas sexualmente
transmissiveis, baixo nivel educacional e baixa classe social. Tem ocorrido maior
indice de contagio em grupos considerados de alto risco para contragdo de doengas
sexualmente transmissiveis como homens que se relacionam com outros homens (24
a 87%) e em mulheres profissionais do sexo (48). Tanto o HSV-1 quanto o HSV-2
estdo associados a uma série de doencas principalmente em individuos
imunocomprometidos, algumas doengas sao herpes oral e herpes genital e ceratite
herpética (50).
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O VZV é um virus que afeta individuos no mundo inteiro, possui genoma
formado por DNA de dupla fita e as principais células afetadas s&o linfécitos T, células
epiteliais e ganglios cuja infecgdo primaria causa a varicela (catapora) e sua
manifestagéo tardia causa herpes zoster (cobreiro)(9). O herpes zoster provoca fortes
dores que se tornam crénicas, meningoencefalites, mielites, paralisias, vasculopatia,
ceratites, retinopatia, ulceras, hepatites e pancreatites(9), sua transmissdo se da
através da infecgédo primaria (catapora) onde as vesiculas possuem alta carga viral

9).

Alguns virus quando encontrados em coinfec¢gées mostram uma associagao de
facilitagado para o desenvolvimento de carcinomas como o EBV, o CMV o0 KSVH e o
HHV-6 que afetam células epiteliais e linfoblastoides, causa sua imortalizagao através
da expressao de oncogenes ou supressao de proteinas que regulam multiplicagéo e

apoptose celular, o que facilita o desenvolvimento de carcinomas (62-65).

O EBV apresenta um capsideo envelopado contendo uma fita dupla de DNA
com aproximadamente 170 kilobases de pares de extensdo. Esta associado a muitas
doencas, ocorre principalmente na infancia, € um virus que infecta o ser humano com
grande sucesso e por toda sua vida. Na adolescéncia ha um aumento do risco de
desenvolvimento da mononucleose infecciosa (MlI) com o surgimento de febre,
faringite e ganglios infartados com alta carga viral no sangue e na saliva, o que facilita
a disseminacdo da doencga (28). Apesar da longa vida do virus no corpo, na maioria
das vezes isso ndo tem consequéncias mais serias, porém em alguns casos estes
virus estao relacionado ao surgimento de malignizagao de células linfoides e epiteliais,
pois eles tém a capacidade de imortalizar células linfoblastoides (28,64). A taxa de
mortalidade por cancer atribuida ao EBV é consideravel, com mais de 200.000 novos
casos e 143.000 mortes anualmente com grande impacto econdmico e social (22). A
transmissao do EBV é mais comum pelo contato com secrecdes das vias aéreas e

quase todas as pessoas soropositivas eliminam ativamente o virus na saliva (28,63).

O HHV-6 e o HHV-7 tem tropismo por linfocitos TCD4+, sua infecgao precoce
ocorre na infancia, com transmissdo através da saliva e associado ao exantema
subido caracterizado por rash cutaneo, febre e linfadenopatia; também
hepatoesplenomegalia e pancitopenia com sindrome hematofagica (66).
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HHV-5 (CMV) e HHV-6 s&o virus universais, permanecem latentes apos a
infeccdo primaria e s&o reativados com a imunossupressdo; em pacientes
transplantados de figado o HHV-5 é a maior causa de infecgdo pds cirurgica, com o
HHV-6 facilitando sua reativagdo apds provocar mudangas no sistema imune (52).

2.4. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS CLINICAS DA HEF E DAS
ALTERAGOES PATOLOGICAS MAIS ASSOCIADAS AOS HHV 1, 2, 3, 4, 5,
6,7E8

As caracteristicas histologicas associadas ao HPV e ao HHV que acometem a
cavidade oral variam de acordo com o virus associado a lesdo. Os HPV como a HEF
provocam normalmente alteragdes limitadas ao epitélio (11,12,14,18,40), ja os HHV
afetam diversas células do corpo e seus achados histopatologicos ocorrem de acordo
com as células afetadas, como por exemplo os EBV que provocam alteracdes
epiteliais e imortalizagc&o dos linfécitos B (5,21,28); Os HHV-1 e HHV-2 que provocam
alteracdes neuronais e epiteliais (48).

A HEF tem caracteristicas bem distintas em relagdo as outras lesdes por
HPV(40). Nas lesdes encontram-se espessamento epitelial, sendo que o
espessamento e as elevagdes focais do epitélio podem se estender para cima sem
envolvimento da derme subjacente, com pontes retas que frequentemente se
anastomosam e tomam a forma de “taco de golfe”, hiperparaceratose leve e células
coilociticas (caracteristicas de infeccédo por HPV) que podem ser vistas na camada
espinhosa e zona marcada nitidamente de acantose epitelial sem formacado de
projecdes epiteliais bem definidas. A lesdo contém tecido conjuntivo papilaceo
minimo, no nucleo celular pode ser observado heterocromatina coagulada que se

assemelha a uma figura mitética (corpos mitoséides) (11,12,18,19,34,39,41,44,40,67).

Na HEF, particulas virais tem sido observadas em queratindcitos e antigenos
virais tem sido detectados por exames imuno-histoquimicos (15,44).
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2.5. FATORES ETIOLOGICOS, GENOMA E INFECGAO EM HUMANOS DA HEF
E DAS ALTERAGOES PATOLOGICAS MAIS ASSOCIADAS AOS HHV 1, 2,
3,4,5,6, 7TE 8

A familia dos papilomavirus (HPV) e dos Herpesvirus (HHV) sao grupos
variados de virus que causam infec¢ao no epitélio estratificado de pele e mucosas de
humanos e de alguns animais (43) e no caso do HHV-4, além do epitélio infectam

também os linfocitos B (68-70).

A HEF tem caracteristicas bem definidas e associacdo mais comum com os
papiloma virus HPV 13 e 32 (11,14,15,36,40,44-47,63,71) mas pode ser associada ao
HPV-6 e ao HPV-11(44,72) e HPV-16(72). O HPV-32 geralmente esta presente em
pessoas de mais idade (18) e também quando o individuo € HIV positivo e faz uso de
terapia antirretroviral (44). Forte correlagdo com HPV 13 e 32 (15,19,43) deficiéncia
nutricional (vitamina A), pobreza, falta de higiene (43) e predisposi¢cao genética tem
sido associados a HEF (12,15,19,43). Também associa-se a irritagdo cronica pelo
fumo e moradias em que vivem muitas pessoas (superlotagdo)(46,81). Sugere-se que
o HPV-13 é mais comum de ser encontrado no epitélio queratinizado, enquanto o
HPV- 32 em epitélio ndo queratinizado (40).

Além dos fatores relacionados como pobreza, deficiéncia nutricional, ambientes
domesticos superlotados e fechados tem-se observado a HEF em pacientes com HIV,
principalmente o HPV-32, ndo sendo este considerado a causa ou a consequéncia do
surgimento ou desenvolvimento do HIV, com o HPV detectado em 25,3% dos
pacientes HIV positivos e em pacientes saudaveis apenas 7,6%. Pacientes HIV
positivos estdo mais sujeitos a infecgdo por HPV com alto risco para o HPV-16 (40).

Alguns autores citam também que ha indicios de que fatores genéticos s&o
predisponentes ao aparecimento das lesdes, pois muitos afetados tem ao menos um
parente proximo também com lesbes parecidas (41,42,46,73). O acometimento da
HEF em locais de regibes especificas em apenas algumas comunidades e a
ocorréncia em pessoas da mesma familia sugere uma predisposi¢cao genética da
doenga (12,33,40). A presencga do gene alelo antigeno leucocitario humano (HLA), o
gene HLA-DR é mais comum entre as etnias acometidas e quando a HEF esta
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presente, observou-se o aumento da presenca do gene HLA-DRB1*0404
(33,34,40,73), e mais de 80% da populagdo com HEF apresentam em seu gendtipo o
l6cus DR para o antigeno leucocitario humano (HLA)(34).

Em um estudo feito com quatro individuos da mesma familia (individuo, mae,
irma e meio irmao), todos apresentaram clinicamente a lesdo e apds biopsia, a
amostra foi embebida em parafina para exame histolégico e de PCR. Para exame de
PCR foi feito a extragdo do DNA e este armazenado a uma temperatura de 4°C até a
analise. A tipificacdo viral foi feita conforme o método descrito por Williamson e
Dennis. Os primers para detec¢ao do HPV-13 foram MY09 e MY 11 e apds a utilizagao
da PCR constatou-se a amplificacdo da regido L1 do capsideo viral com todos os
casos positivos para HPV-13. Apds resultado da tipificagdo HLA, verificou-se que os
alelos HLADQA 10501, HLADQB1 0302, HLADQA1"11 eram comuns a todos os membros

da familia, sugerindo forte transmissao genética (33).

A adeséo leucocitaria deficiente (67) e também com mutagdes em proteinas
transmembranas tipo canal (TMC) relacionadas aos genes TMC6 eTMCS8 localizados
no cromossomo 17g25 também tem sido relacionados a HEF (6). Esses canais estao
relacionadas ao transporte de Zn para o interior da célula e em células com HPV a
proteina E5 se liga ao complexo ZnT1, o que aumenta a atividade de replicagao viral

(6).

Estudos mais recentes também tém identificado lesbes em outras populagdes
e grupos étnicos da Africa do Sul, México e América Central sendo muito raras em
paises europeus. A predilecdo étnica desta condicdo pode estar relacionada com
fatores genéticos que aumentam a vulnerabilidade do individuo a infecgdo viral
(19,67).

Muitos estudos de lesdo com HPV nao detectam corretamente quais gendtipos
de HPV estido associados a lesdo por ndo usar os primers referentes aqueles virus e
sem esses primes ndo se consegue saber se determinados tipos estdo presentes ou
nao (44).

Em um estudo realizado em uma escola fundamental de Navolato, Sinaloa,
México, onde foram examinadas 336 criangas (159 meninas e 177 meninos),
detectou-se lesbes sugestivas de HEF em 33 destas. Participaram também os pais de

22 criangas que também apresentavam as lesdes e consentiram com o estudo. Apos



22

a coleta realizada por biopsia com punch de 5mm e analise molecular com PCR para
detectar o gendtipo 13 e Kit Extra 56 de Genotipagem de HPV (INNOGENETICS)
INNO-LIPA® que detecta 28 tipos de HPV. A analise molecular foi possivel em 21
criangas onde foram encontrados multiplos tipos de HPV, alguns de alto risco como
os tipos 16, 18, 31, 39, 51, 52, 58 e 68, 0 que corresponde a 52% dos pacientes,
outros de médio risco como o tipo 66 em 33% e na maioria dos casos o HPV de baixo
risco em 86% dos pacientes como os tipos 11, 13 e 40 (71).

Em um trabalho desenvolvido no Departamento de Patologia Oral de Oslo com
19 espécimes fixados em formalina e embebidos em parafina coletada de 16
pacientes com HEF verificado com microscopia de luz e coradas com hematoxilina-
eosina. Foram usados clones dos HPV tipos 1, 6, 11, 13, 16 e 18 e realizada a
hibridizagao in situ em condi¢des rigorosas e ndo-rigorosas, o0 que resultou que, sob
condigdes rigorosas através da hibridizag&o in situ das 12 amostras viaveis apenas 1
caso foi detectado para HPV 6/11 e 9 dos 12 casos foi positivo para HPV 13 (75%) e
em condi¢cdes nao restritas, 6 dos 16 (38%) casos apresentaram positividade para
HPV 1,6, 11, 16 e 18 (39).

A saliva é considerada a maior rota de transmissé&o viral entre os individuos e
0os herpesvirus utilizam essa via na sua disseminagdo, algo que ficou muito bem
evidenciado com a utilizagao da tecnologia de reagdo em cadeia polimerase (PCR) e
com isso a associagao desses patdogenos com diversas manifestagbes patologicas
orais como lesdes de epitélios, doengas periodontais e desenvolvimento de tumores

muitas vezes malignos (5).

A familia de herpes virus humanos (HHV) incluem 8 virus que provocam
patologias, os herpes simples tipo 1 e 2 (HSV 1 e HSV 2), varicela zoster virus (VZV),
citomegalovirus humanos (HCMV), Epstein-Barr virus (EBV), herpes virus humano 6
e 7 (HHV 6 e HHV 7) e o herpes virus associado ao Sarcoma de Kaposi (KSHV) (5).

O HHV tem dupla fita de DNA, é envelopado e causam infecgbes em células
epiteliais e alguns em linfécitos B e podem persistir pela vida toda do individuo. Apos
a infecgao, o virus fica latente nas células alvo o que permite que se esconda do
sistema imune até uma nova oportunidade de se manifestar (5,74), criando

microambientes favoraveis, imunossupresséo e facilitacdo de coinfecgbes (74),
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inclusive, todos procedimentos odontolégicos s&do potencialmente capazes de

disseminar os herpes virus (5,74).

Possiveis reservatorios do HPV e HHV sdo bolsas gengivais inflamadas
(6,68,69), epitélio do ducto de glandulas salivares, epitélio das tonsilas, borda da
cavidade oral e orofaringe (6,68,75), o que reside numa importante fonte de
disseminacao desses virus para diversos tecidos e para outras pessoas através da
saliva (68).

Os HHV podem ser detectados na orofaringe e na saliva, tendo sido encontrado
também no fluido crevicular de pacientes com periodontite, com evidéncias de relagao
com o agravamento dessas doengas (5,76,77,78). Os EBV s&o virus que causam
algumas doengas como a mononucleose infecciosa (IM), cujos sintomas s&o febre,
faringite, mal-estar e linfadenopatia e o tratamento é apenas sintomatico pois a terapia
antirretroviral ndo € recomendada (5). Também tem sido associado a outras doengas
orais como o liquen plano, a sindrome de Sjogén, a leucoplasia pilosa que € comum

em pacientes aidéticos (5).

O EBV é considerado um oncovirus e esta associado ao carcinoma de
nasofaringe, ao linfoma de Burkitt e ao linfoma ndo-Hodgkin. Em coinfecgdo com o
papilomavirus (HPV) tem sido descrito em amostras de carcinomas orofaringeos,
observando-se que o HPV pode mediar a reativacdo do EBV em células orais epiteliais
sugerindo um papel adicional no desenvolvimento de tumores malignos(5,79,80).

O CMV como os demais herpesvirus, apos o contagio permanece latente no
individuo até uma oportunidade de reativacao, e esta relacionado ao avango da idade,
como na senescéncia e pode estar associado a outros herpesvirus como coinfecgao,
devido ao envelhecimento celular (81,82). O CMV também é considerado um virus
que pode ocorrer em associagao aos virus HPV sendo considerado um cofator na
carcinogénese destes virus (49).

Coinfecgbes entre EBV e CMV em pacientes idosos aumentam a chance de
obter mais doengas inflamatérias o que contribui para uma vida menos saudavel(83).
Maiores niveis de microrganismos junto com muitas doengas inflamatorias tem sido
associado a maiores taxas de mortalidade e risco aumentado por doencas
cardiovasculares principalmente quando esses individuos sdo soropositivos para a
coinfeccdo EBV e CMV (82).
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O KSVH ou HHV-8 € um virus de dupla fita de DNA de aproximadamente 140
kilobases (83), causa varios tipos de tumores como o sarcoma de Kaposi (KS), o
linfoma de efusdo primaria (PEL) e a doenga multicéntrica de Castleman (MCD) com
altas taxas de morbidade em pacientes imunocomprometidos (21,57,83,84). Altas
taxas de soroprevaléncia tem sido encontrada em indigenas do Brasil, Guiana
Francesa e Equador (21). A via de transmissdo do KSVH é desconhecida, mas
estudos sugerem sua transmisséo pela saliva, pois maes que possuem alta carga viral
na saliva possuem bebes com virus na saliva e criangas que possuem carga viral
possuem ao menos um irmdo infectado (21). Também ha fortes indicios de
transmissdo através de relagbes sexuais, onde o0 numero de parceiros e o
relacionamento de homens com outros homens influenciam positivamente na carga
viral (21,57).

Um estudo foi conduzido com 339 indigenas de 4 etnias (Mawayana, Wai-Wai,
Katwena e Xeréu) e 181 de nao indigenas (grupo controle) vivendo na area do rio
Trombetas no Estado do Para, Brasil. Foram coletadas 10 ml de sangue para testes
sorolégicos. As amostras de saliva foram coletadas apenas dos indigenas devido a
baixa sorologia em nao-indigenas. Dos 339 indigenas foram obtidas amostras
pareadas de sangue e saliva de 243 (71,7%). Cento e noventa e oito dos 243 foram
positivos para anticorpos. Dos 198, 47 (21,7%) foram soroprevalentes para o HHV-8
na saliva. A contaminacg&o oral diminuiu significativamente com a idade (P=0,4) e foi
mais frequente em homens soropositivos do que em mulheres soropositivas (P=0,003)
principalmente entre os menores de 14 anos (21).

Em um estudo com indigenas da Amazénia Brasileira de duas etnias, 664
individuos Tiriyd e 318 Waiampi, verificou-se a soroprevaléncia de anticorpos contra
antigenos liticos e latentes para o HHV-8, que foi de 57,4% e 55,7% respectivamente.
A média de soroprevaléncia foi de 56,8% e houve um aumento com a idade sendo
35% na idade entre 2 e 9 anos; 51,4% entre 10 e 19 anos; 72,9% em adultos e 82,3%
acima de 50 anos. Foi detectado também que 94% dos individuos Tiriyé tinham ao
menos um membro da familia afetado e os resultados obtidos neste estudo confirmou

que ambas as tribos sao hiperendemicas para o HHV-8 (85).

Os demais virus presentes neste estudo (HHV-1, HHV-2, HHV-6 e HHV-7
também s&o virus oportunistas e nao existe muitos estudos na literatura em
populagdes indigenas. O HHV-1 (HSV-1) e HHV-2 (HSV-2) s&o virus ubiquitarios e
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em associacdo com o HPV mostrou permitir um melhor acesso para estes nas
camadas basais do epitélio e quando estdo em associagdo houve um aumento da
persisténcia, liberagao e atividade oncogénica para o HPV(49). Em relagao ao cancer
do colo do utero, mulheres soropositivas para HSV-2 demonstraram ter um risco 2 a
9 vezes maior de desenvolver carcinoma de células escamosas do colo do utero ou

adenocarcinoma (49).

2.6. DIAGNOSTICO, PROGNOSTICO E TRATAMENTO DA HEF E DAS
ALTERAGOES PATOLOGICAS MAIS ASSOCIADAS AOS HHV 1, 2, 3, 4, 5,
6,7E8

O HPV néo é cultivavel e a analise microscopica eletrénica e imunoldgica ndo
€ muito util pois nem sempre os componentes antigénicos virais estdo presentes. A
analise histopatolégica é somente sugestiva. Para um diagnéstico mais preciso é
necessario dispor de técnicas de identificagdo através de biologia molecular como

hibridizagao in situ e reagcdo em cadeia polimerase (PCR) (59).

O diagnostico da hiperplasia focal epitelial (HEF) é feito principalmente através
da associacdo da anamnese, ou seja, da historia médica e social do paciente como
origem étnica, fatores socioecondmicos, condigdes de habitagao, histéria familiar de
lesbes similares, juntamente com as caracteristicas clinicas e biopsia das lesbes. Para
conclusédo diagnostica, no entanto, € necessario a identificacdo de caracteristicas
histopatologicas e deteccéo viral(40). Na identificacdo viral, tem-se utilizado
hibridizagdo in situ (IS), Southern Blotting (SB) e exame de reagdo de cadeia
polimerase (PCR)(43).

Em um estudo feito com biopsias de 9 diferentes proliferacdes papilomatosas
orais foram analisadas pelo método de Southern Blot para as sequéncias de HPV de
1a19 e 21 a 26. Foram detectadas a presenga de HPV em 7 das 9 amostras onde
das quatro papilomatoses orais, duas apresentaram hibridiza¢des para HPV 6 e duas
nao detectaram ou detectaram fracamente sequéncia de DNA do HPV; das trés
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amostras confirmadas clinicamente como HEF, duas apresentaram sequéncia para
HPV 6 e uma para HPV 13 e das duas amostras de papiloma, uma de base de lingua
e outra do palato, resultaram e deteccao de sequéncia do HPV 11. Neste estudo viu-
se que existe 82% de homologia entre HPV 6 e 11 em condigbes de rigorosa
hibridizagdo e menor grau de homologia foi encontrado entre o HPV 13 e os HPV 6 e
11(86), o que faz com que se pense em uma possivel reagao cruzada entre os HPV 6
detectado em muitas amostras deste estudo e o HPV 13 que € muito mais relacionado
a HEF, mas que é associado em menor grau com reagdes cruzadas pela semelhanca
de suas sequencias de DNA e também pelo fato desse trabalho utiliza técnicas

sensiveis de deteccado das sequencias dos diversos tipos de HPV.

Relatou-se que dependendo do tipo de exame de deteccio feito, pode-se ter
um indice nas lesdes de HEF de 50 a 100% de HPV nas lesdes e que podem ser
encontrados outros tipos de HPV como o 1, 6, 11, 18 e 55. Também foi relatado o
HPV-24 em um dos casos. O HPV-24 esta relacionado a epidermodisplasia
verruciforme e ceratose displasica (PUVA) com eventual malignizagdo, porém, houve
duvida sobre o diagndstico de HEF neste trabalho (40).

Gemigniani (12) ao estudar a HEF em uma crianga haitiana de 11 anos de idade
do sexo feminino achou que esta lesdo estava sendo provocada pelo HPV 16, mas
conseguiu reverter o engano e encontrou o HPV 32 como causador. Sua explicagéo
para isso foi de que a sequéncia genética dos subtipos de HPV s&o muito parecidas
diferenciando apenas em algumas bases nitrogenadas.

A identificagdo do virus por diferentes métodos ndo é 100% confiavel, cada
método tem suas vantagens e desvantagens. Marcadores imunoldgicos para
deteccdo de anticorpos do HPV pelo método ELISA tem sido feito, mas nao indica
infecc&o ativa. Hibridizagdo in situ consome muito tempo e tem baixa sensibilidade.
Southern Blot (SB) diferencia o DNA epissomal extracromossémico do DNA integrado
ao cromossomo, tem alta sensibilidade e detecta 0,1 copia por célula, no entanto,
requer isolar e purificar o DNA celular e digeri-lo em um fragmento. A reagdo em
cadeia polimerase (PCR) é um dos mais especificos e sensiveis métodos para
deteccdo do DNA do HPV e do HHV, mas ha a possibilidade de um falso negativo

devido ao primer escolhido ou a possibilidade de contaminagc&o da amostra (40).
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HPV 13 e 32 foram encontrados no condiloma acuminatum (CA) e no papiloma
de células escamosas (PCE). As caracteristicas histopatoldgicas do CA e PCE sé&o
parecidas com a da HEF o que pode ser explicado pelo fato de que varios tipos de
HPV deem origem a alteragdes teciduais locais semelhantes que se manifestam de
diferentes maneiras clinicas (40).

O prognodstico € bom, pois a maioria das lesdes frequentemente regridem
espontaneamente e ndo sofrem transformagao maligna, mas o acompanhamento é
necessario. Apenas um caso de HEF associado ao HPV-24 foi relatado, mas o

diagndstico definitivo dessa leséo foi questionado (19,43,40).

Lesbes que nao regridem e causam problemas estéticos e funcionais devem
ser removidas (19,40,43). As técnicas para remogao sao variadas como cirurgia,
crioterapia, eletrocoagulagéo, laser, agentes quimicos como o acido retindico ou
imunoestimulantes como o interferon (19,40,43), também pode ser usado um

imunomodulador como o imiquimod com resultados bastante favoraveis (12,16).

As formas de diagndstico do EBV geralmente sdo baseadas em achados
clinicos e sorologicos(88). Biopsias podem ser realizadas em pacientes com suspeita
de linfoma e associagdo com outros fatores como idade acima de 30 anos,
linfadenopatia generalizada, massa tonsilar e auséncia de linfocitose periférica
sanguinea (87). A hibridizacdo in situ (ISH) pode ser utilizada para detectar e distinguir
células infectadas com EBV que abrigam um baixo numero de copias de DNA viral
latente daquelas com multiplas cépias de DNA viral replicante. Também foram
detectadas proteinas liticas e transcritos de genes liticos de EBV em linfocitos B de
sangue periférico por imuno-histoquimica e RT-PCR em pacientes com mononucleose
infecciosa (MI)(88).
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3. PROPOSICAO

Este trabalho tem como objetivo a detecgdo dos herpesvirus humanos (HHV)
na cavidade oral de indigenas da etnia Yanomami com lesdo de HEF, bem como de
seus nucleos familiares, que poderiam apresentar ou ndo a lesdo de HEF.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido e aprovado da Coordenagao do Distrito Sanitario
Especial Indigena Yanomami (DSEIY); da presidéncia dos Conselhos Distritais de
Saude Indigena (CONDISI) e da chefia da Casa de Saude Indigena (CASAI). Também
foi submetido ao Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP
60086116.2.0000.0081) (Anexo 1). Para inclusao neste estudo os participantes deram
sua autorizag&o através do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), com a
presenca de um tradutor, quando necessario, o qual foi devidamente lido, explicado
e, logo apos os esclarecimentos, assinado (Anexo 2).

41. SELEGAO DOS PARTICIPANTES

Os 81 participantes pertencem a etnia Yanomami moradores da comunidade
Auaris as margens do rio Auaris, no Estado de Roraima (Figura. 1) foram selecionados
durante o tratamento odontoldgico no Polo Base Auaris, onde se detectaram lesdes
diagnosticadas clinicamente como HEF na cavidade oral do individuo e registrava-se
a qual familia pertencia. Em outro momento, apds o atendimento, com o auxilio do
agente indigena de saude (AIS), buscava-se o nucleo familiar daquele individuo para
exame clinico com os demais familiares, caso o individuo ndo apresentasse a lesao,
perguntava-se sobre a presenga da doenga em alguma fase da vida. Houve a
necessidade de um intérprete representado pelo proprio AIS, que fez o
acompanhamento de todas as visitas e estava preparado para ndo modificar a
anamnese conforme sua interpretacdo de saude e nao ocultar as informacgoes,

pensando serem estas irrelevantes.
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Figura. 1. Mapa de localizacdo das comunidades Yanomami no entorno do

polo-base Auaris. (www.maeterra.com.br)

4.2. EXAME CLINICO PARA DIAGNOSTICO DA HEF

O exame clinico foi realizado na residéncia do individuo acometido, que foi

detectado durante o atendimento odontoldgico de rotina nas comunidades. utilizou-se
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um banco de madeira para o paciente se deitar, uma espatula de madeira para afastar

os tecidos e visualizar a mucosa e uma lanterna de testa para melhor visualizag&o.

Fez-se a inspecgédo visual extraoral, para verificar se havia acometimento da
pele da face e pescogo, depois, fez-se a inspec¢ao intraoral, para verificar quais regides
dos individuos eram mais acometidas pelas lesbdes. Fez-se também a mensuragao
das lesbes, com ajuda de uma sonda milimetrada periodontal Williams (Golgran —
Brasil) e com a ajuda de uma auxiliar em saude bucal, foi-se anotando as
caracteristicas das lesdes, que a principio coincidia com as caracteristicas clinicas
descritas para a HEF (40).

Quando surgia alguma duvida em relagao ao historico das lesdes, um tradutor,
o agente indigena de saude, que acompanhava o procedimento, fazia as devidas

traducoes.

by

As lesbes encontradas eram de coloracdo da mucosa, moles a palpacao,
sésseis, com didmetro que variava de 5 a 10 mm, com predominancia na regi&o labial.
Os indigenas acometidos n&o relatavam dor e nem incomodo, o que acontecia

ocasionalmente, quando os mesmos mordiam sem querer a leséo.

Pelas caracteristicas clinicas encontradas e pela anamnese, a qual se
descartou outras lesbes com caracteristicas semelhantes, como o condiloma
acuminato e a verruga vulgar por exemplo, chegou-se a conclusédo de que se tratava
de HEF.

4.3. METODOLOGIA PARA COLETA DE SALIVA

Foram coletadas amostras de saliva dos indigenas que apresentavam a lesao
bucal assim como do seu nucleo familiar, independente de apresentar ou nao
a lesado, no periodo de julho de 2018 a janeiro de 2019. Foram coletadas 81

amostras de saliva de 16 nucleos familiares. As amostras foram congeladas e
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enviadas para o laboratério de virologia do Instituto de Medicina Tropical de
Sao Paulo (IMT-USP).

Os pacientes que foram incluidos no estudo receberam um copo descartavel
com solugao de clorexidina a 0,12% sem alcool. Foi orientado ao paciente bochechar
por um minuto e cuspir de volta no copo. Com auxilio de uma pipeta descartavel, a
solugéo resultante do bochecho foi retirada e transferida para um tubo eppendorf,
devidamente identificado e em seguida congelado a -4° C. Foi coletado uma amostra
de saliva de cada individuo.

4.4. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

4.4.1. EXTRAGAO DE DNA DA SALIVA

A extracdo de DNA das amostras saliva foi feita com 200 pl de cada amostra
com o Qiamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) (89), que possui uma
membrana de silica para a segregacéo e purificacdo do DNA, seguindo instrugdes do
fabricante. A eluigdo final foi feita em 100 pl de tampéao fornecido pelo proprio kit. A
amostra contendo o material (DNA / RNA) extraido foi aliquotada em microtubos de

1,5 ml e armazenadas em freezer a -20°C até processamento.

4.4.2. REAGAO EM CADEIA POLIMERASE (PCR) DOS HERPESVIRUS
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Um protocolo modificado de Johnson e cols. 2020 (89) foi utilizado para
detecgdo dos herpesvirus humanos. Sdo duas reagdes realizadas, sendo uma
especifica para Herpes simplex 1e 2, Herpesvirus 4 (EBV), Herpesvirus 5 (CMV) e
Herpesvirus 8, denominada HSV-Pan. E a segunda para os Herpesvirus 3 (Varicella-
zoster ou VZV), Herpesvirus 6 a e b e Herpesvirus 7, denominado VZV-Pan. Os pares
de primers de ambas as reag¢des tém como alvo uma regido conservada do gene da

DNA polimerase dos herpesvirus humanos.

Sequéncia dos primers para o Pan-Herpes PCR:

Par-Primers 1 - HSV-Pan Sequéncia 5’- 3’

HSV-P1 GTGGTGGACTTTGCCAGCCTGTACCC

HSV-P2 TAAACATGGAGTCCGTGTCGCCGTAGATGA
Par-Primers 2 - VZV-Pan Sequéncia 5’- 3’

VZV-P1 GTCGTGTTTGATTTTCAAAGTTTATATCC
VZV-P2 ATAAACACACAATCCGTATCACCATAAATAACCT

As duas misturas de reagentes necessarias para a realizagdo da PCR contém
uma concentracao final de 1x do Buffer Gold Star 10x (Promega, Madison, EUA), 200
nM de cada primer — foward e reverso, 1 unidade de Taq polimerase platinum
(Invitrogen, Califérnia, EUA), agua ultrapura DEPC-tratada (Invitrogen, Califérnia,
EUA) para ajuste final do volume de 50 pl, sendo 10 yl de amostra de DNA extraido.

O protocolo de termociclagem para o HSV-Pan foi de 95°C por 5 minutos,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 50 segundos, 62 °C por 50 segundos e 72°C por 1
minuto, com uma extensao final de 72°C por 10 minutos. Enquanto o protocolo para
VZV-Pan foi de 95° por 5 minutos, 45 ciclos de 95°C por 50 segundos, 50°C por 50
segundos e 72°C por 50 segundos, e uma extensdo final de 5 minutos a 72°C. A
visualizagédo do possivel produto amplificado foi feita em corrida por eletroforese em
gel de agarose 1,5%. Para as amostras positivas nas rea¢des descritas acima, seguiu-
se uma etapa de digestao do produto por duas enzimas de restrigao, FastDigest Bam
HI e FastDigest Bsh1236I (BstUI) (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies Brasil,
Brasil) para diferenciacdo dos Herpesvirus humanos. Uma mistura contendo 10 pl do
produto amplificado, 1,5 pl de tampéao especifico (10x Fast Buffer), 1 pyl da enzima e
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2,5 yl de agua ultrapura livre de Dnase e RNase, para um volume final de 15 pl de
reacao € incubado por 30 minutos a 37°C. A visualizagdo de padréao especifico do
tamanho de cada produto foi feita novamente em corrida de eletroforese em gel de
agarose 1,5%.

4.5. ANALISE DOS DADOS:

ApoGs a coleta dos dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes
envolvidos nesse estudo, foi construido um banco de dados, utilizando-se para isso
programas Microsoft Word for Windows (versdo XP) e Microsoft Excel for Windows

(versao XP).

Inicialmente, foi realizada a analise descritiva de todas as variaveis do estudo.
Apos, foram comparados os valores obtidos de excreg¢ao oral dos virus pela analise

da saliva com a manifestagéo clinica da doenga.

Foram aplicados a este trabalho os testes de analise estatistica T-Student que
é o teste de Igualdade de duas Médias quando pressupomos que a variancia
populacional é conhecida, independente e normal. Também foi aplicado ao estudo o
teste Qui-Quadrado para Independéncia que € um teste utilizado para verificar se duas
variaveis e seus niveis possuem ou ndo uma dependéncia (associagao) estatistica;
também o teste de Igualdade de duas Propor¢des que é um teste que compara se a
proporcdo de respostas de duas determinadas variaveis e/ou seus niveis é
estatisticamente significante; o intervalo de confianga para a Média é uma técnica
utilizada quando queremos ver o quanto a média pode variar numa determinada
probabilidade de confianga; e o p-valor que ¢é a estatistica de cada comparacao e onde

chega-se a conclusao do nivel de significancia da comparagao aplicada.

O nivel de significancia definido foi de 0,05 (5%). Todos os intervalos de
confianga construidos ao longo do trabalho, foram construidos com 95% de confianca
estatistica.
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Os testes estatisticos paramétricos foram utilizados, pois apds testada a
normalidade das variaveis quantitativas de desfecho principal através do teste de
Kolmogorov-Smirnov (N=30), concluiu-se que existe distribuicdo de normalidade.
Testes paramétricos sdo mais poderosos na detecg¢ao de significancias.

Foi feita analise descritiva completa para a idade e também a quantidade de
virus (minimo 0 e maximo de 8).

Nas variaveis com apenas dois niveis de resposta, o p-valor é calculado
diretamente apds a comparacdo dos mesmos. Ja nas variaveis com 3 ou mais niveis
de resposta, mostrou-se os p-valores da comparacdo de cada nivel de resposta

sempre em relagdo ao mais prevalente que esta como Referéncia (Ref.).
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5. RESULTADOS

5.1. PERFIL DA AMOSTRA

Apds o exame clinico, 33 individuos apresentavam a lesao de Heck e os que
nao apresentavam lesdes, foram arguidos sobre se ja tiveram ou ndo a lesao durante
suas vidas; quando menor de idade, a pergunta era direcionada aos pais. Destes, 14
nao souberam responder, 34 disseram que ja haviam apresentado a doenga e 33
disseram que ndo haviam apresentado. Dos pacientes que apresentaram clinicamente
a leséo a idade variou de 4 a 43 anos de idade (meédia 14,27 = 10,52) (Anexo 3).

Foram coletadas 81 amostras de individuos Yanomami com idade variando
entre 2 e 56 anos (média 17,19 £ 12,84), distribuidos em faixas etarias de 0 a 10 anos
de idade; 11 a 20 anos de idade; e maiores de 20 anos de idade, pertencentes a 16
nucleos familiares e designados com as letras A, B, C, D, E,F, G, H, I, J,L, N, P, R,
T eV, dos quais 35 eram do género feminino e 46 eram do género masculino (Anexo
3) ndo houve diferenga estatistica com relacdo ao género masculino e feminino (p-
valor = 0,084).

Na comparacao da amostra pela presenca ou auséncia da lesdo de HEF houve
mais individuos que tiveram a lesdo, comparado aos que nao tiveram, com diferenca
estatistica entre os que nao tiveram, 48 individuos (59,3%), e os que tiveram a leséo,
33 individuos (40,7%), com o p-valor de 0,018 (Figura 3). Entre os individuos que n&o
tiveram a lesdo, 2,1% responderam que em algum momento de sua vida, ja tinha
apresentado a lesdo.

Entre os individuos que foram questionados sobre se “ja teve” ou “ndo” a lesao
durante a vida, a comparagao foi feita usando como referéncia o valor mais prevalente
gue no caso foi a resposta de “nao teve a lesdo” com 68,1%; os que responderam que
nao sabia foi de 29,8% (p-valor < 0,001); e os que responderam que “nao tiveram a
lesao” foi de 2,1% (p-valor < 0,001), Figura 4.



37

40,7%

59,3%

Ndo @Sim

Figura 3. Distribuicdo da amostra de acordo com a leséo presente (* p-valor =
0.018).

2,1%

29,8%

68,1%

Nao Nao Sabe Sim

Figura 4. Distribuicdo da amostra conforme a resposta dos individuos que nao
tinham les&o clinica sobre se ja tiveram a lesdo, se ndo sabem ou ndo lembram se

tiveram e se nao tiveram a lesao (** p-valor < 0,001).

5.2. PRESENGA DOS HERPESVIRUS NA AMOSTRA.
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Foram avaliados os seguintes virus: HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6,
HHV-7 e HHV-8. Houve significancia em relagdo a todos os virus quanto a presenga
ou auséncia de cada virus na amostra com p-valor < 0,0001 para todos (Tabela 1).
Nenhuma amostra foi positiva para o HSV-2 e para o VZV; para o HSV-1 oito (9,9%)
individuos foram positivos; para o EBV vinte e oito (34,6%) testaram positivo; sete
(8,6%) para o CMV; sete (8,6%) para o HHV-6; cinco (6,2%) para o HHV-7 e nove
(11,1%) para o HHV8 (tabela 1 e Figura 5).

Tabela 1. Numero total de individuos que contrairam cada tipo de HHV.

‘ N ‘ %
CMV 7 8,6%
EBV 28 34,6%
HHV-6 7 8,6%
HHV-7 5 6,2%
HHV-8 9 11,1%
HSV-1 8 9,9%
HSV-2 0 0%
vzVv 0 0%
Distribuicao do Tipo de Virus
40%
34,6%
35%
30%
25%
20%
12; T 99%  gew  geu oo
o H |_‘ ’_‘ ’_‘ |_| 0,0% 0,0%
0%

EBV HHV-8 HSV-1 CMV ~ HHV-6 HHV-7 HSV-2 \7AY

Figura 5. Distribuicdo dos diferentes tipos de virus pelo numero total da

amostra.

Quando se relaciona a quantidade de HHV que afeta o individuo em nenhuma,
uma, duas ou trés virus ao mesmo tempo e tem-se como referéncia o indice mais
prevalente que foi o de trinta e nove (48,1%) individuos que n&do excretaram nenhum
HHV na saliva; os que excretaram apenas um tipo de HHV foram de vinte e quatro
(29,6%) individuos o que foi significativamente menor (p-valore = 0,016); dois tipos de
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virus foram excretados por catorze (17,3%) individuos (p-valor < 0,001); e quatro

(4,9%) apresentaram trés tipologias virais (p-valor < 0,001) (Figura 6).

m Nenhum
mUm
Dois

Trés

Figura 6. Coinfecgbes de HHV.

5.3. QUANTIFICAGAO DA LESAO E DOS HERPESVIRUS DE ACORDO COM
AS FAIXAS ETARIAS.

Dividiu-se a amostra em trés grupos etarios. Utilizou-se o teste Qui-Quadrado
para fazer a comparacgao da distribuicdo dos fatores qualitativos.

Nao houve diferenga estatistica (p-valor = 0.159) quando se compara a
presenca ou nao da lesao nas faixas etarias de 0 a 9 anos, 11 a 20 anos e acima de
21 anos.

Existe diferengca estatisticamente significativa nos grupos etarios para a
distribuicdo de: EBV, HHV-6, HHV-8 e quantidade de Virus.

Na relagéo dos grupos etarios com EBV, tem-se que o indice positivo (resposta
sim), ficou em 3,3% no grupo de 0 a 10 anos; 22,2% no grupo de 11 a 20 anos; e
87,5% no grupo de 21 anos ou mais (p-valor <0,001).

Com relagado a quantidade de virus em coinfecgdes, os individuos que nao
possuiam nenhum virus ficaram em 83,3% no grupo de 0 a 10 anos; 51,9% no grupo
de 11 a 20 anos e 0,0% no grupo de 21 anos ou mais.
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O indice em que os indigenas apresentavam um virus ficou em 16,7% no grupo

de 0 a 10 anos; 29,6% no grupo de 11 a 20 anos; e 45,8% no grupo de 21 anos ou

mais (p-valor <0,001) (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil da amostra quanto a faixa etaria dos virus estudados, EBV, HSV-1, HSV-2, CMV e
HHV-8 e da presenca da lesdo de HEF.

De 0a10 De 11 a 20 > 21 anos Total
anos anos P-valor
N[ % N % N % N %
Gonero Feminino 11  36,7% 10 37,0% 14 583% 35 432% 0.204
Masculino 19  63,3% 17  63,0% 10 417% 46  56,8% ’
Les3o Nao 15  50,0% 15 556% 18 750% 48  59,3% 0159
presente Sim 15 50,0% 12 444% 6  250% 33  40,7% ’
oMy Nao 28  933% 24 889% 22 917% 74  91.4% 0835
Sim 2 6,7% 3 111% 2 8,3% 7 8,6% ’
Nao 29  96,7% 21 778% 3  125% 53  654%
EBV <0,001
Sim 1 3,3% 6  222% 21 875% 28  34,6%
V-G Nao 30  100% 27 100% 17 70,8% 74  91.4% 0001
Sim 0 0% 0 0% 7 202% 7 8,6% ’
V7 Nao 30 100% 24 889% 22 917% 76  93.8% 0192
Sim 0 0% 3 111% 2 8,3% 5 6.2% ’
V-8 Nao 30 100% 24 889% 18 750% 72  88,9% 0015
Sim 0 0% 3 111% 6 250% 9  11,1% ’
LSVt Nao 28  933% 23 852% 22 917% 73  90,1% 0562
Sim 2 6,7% 4 148% 2 8,3% 8 9,9% ’
HSV2 Nao 30 100% 27 100% 24 100% 81  100% .
Sim 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
Nao 30 100% 27 100% 24 100% 81  100%
vy Sim 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% X
Nenhum 25 83,3% 14 519% 0 0,0% 39  481%
Qtde Virus Um 5 167% 8  296% 11 458% 24  29.6% 0001
Iru f
Dois 0 0,0% 4 148% 10 417% 14 17,3%
Trés 0 0,0% 1 3,7% 3 125% 4 4,9%

5.4. RELAGAO DA LESAO COM OS HERPESVIRUS

Realizou-se as principais analises do trabalho, comparou-se e/ou relacionou-

se a lesdo presente com todos os demais fatores avaliados. Comegando com a

relagao dos fatores qualitativos, onde para isso utilizou-se o teste de Qui-Quadrado.

Os resultados das relagdes e/ou associagdes serao mostrados com valores

absolutos e percentuais na mesma tabela. A tabela mostra a distribuicdo conjunta dos
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virus para valores absolutos e seus percentuais entre todas as combinagdes dos
niveis dessas duas variaveis.

Observa-se que a lesdo presente tem relacao estatisticamente significante com
dois tipos de virus: HHV-6 (p-valor = 0,022) e HSV-1 (p-valor <0,001). Assim, tem-se
um indice positivo (resposta sim) do HHV-6 14,6% entre as pessoas sem lesao contra
0,0% entre as pessoas com lesdo. Ja o indice positivo de HSV-1 ficou em 0,0% entre
as pessoas sem lesdo contra 24,2% entre as pessoas com les&o (tabela 4, grafico 5).

Tabela 4: Relagao da Lesao Presente com os Virus.

Sem Leséo Com Leséao Total
N 7 N 7 N 7 P-valor
CMV Nao 43 89,6% 31 93,9% 74 91,4% 0.493
Sim 5 10,4% 2 6,1% 7 8,6%
EBV Nao 28 58,3% 25 75,8% 53 65,4% 0.105
Sim 20 41,7% 8 24,2% 28 34,6%
HHV-6 Nao 41 85,4% 33 100% 74 91,4% 0,022
Sim 7 14,6% 0 0% 7 8,6%
HHV.7 Nao 45 93,8% 31 93,9% 76 93,8% 0.972
Sim 3 6,3% 2 6,1% 5 6,2%
HHV-8 Nao 42 87,5% 30 90,9% 72 88,9% 0.631
Sim 6 12,5% 3 9,1% 9 11,1%
HSV-1 Nao 48 100% 25 75,8% 73 90,1% <0,001
Sim 0 0% 8 24,2% 8 9,9%
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Figura 5: Relacdo da Les&o Presente com os Tipos de Virus.
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Comparou-se a Lesao Presente para a média tanto da Idade quanto da

Quantidade de Virus, onde para isso nés utilizou-se o teste T-Student.

Observa-se que né&o existe diferengca média estatisticamente significante da

Idade (p-valor = 0,089) ou da Quantidade de Virus entre as pessoas Com e Sem Lesao
(p-valor = 0,446) (Tabela 5, Figura 6).

Tabela 5: Compara Les&o Presente para Ildade e Quantidade de Virus

Desvio
Leséo presente Média Mediana . cv Min  Max N IC P-valor
Padrao
Com
_ 14,3 11 10,5 74% 4 43 33 3,6
Lesao
Idade 0,089
Sem
_ 19,2 15 14,0 73% 2 56 48 4,0
Lesao
Com
_ 0,70 1 0,73 104% 0 2 33 0,25
Qtde Lesdo
0,446
Virus Sem
0,85 0,5 1,01 118% 0 3 48 0,29

Lesao
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6. DISCUSSAO

Indigenas da etnia Yanomami sdo considerados populagdes isoladas das
demais sociedades (30,31), o que faz com que algumas doengas ou microrganismos
que causam doencas se manifestem de maneira diferente naquelas populacdes
(18,19,22,90,93), o que pode acontecer as vezes de forma mais exacerbada, outras
vezes de forma mais atenuada e algumas vezes de maneira diversa do que seria
previsivel para aquela condigdo em populagdes ndo indigenas(23,24). Os virus nos
mostram muitas dessas consideragcbes, como os virus HPV e HHV, mais
especificamente os que provocam a hiperplasia focal epitelial (HEF), o herpesvirus
associado ao sarcoma de Kaposi (KSVH) e o Epstein-Barr virus (EBV) muito
discutidos neste trabalho. O virus da HEF se desenvolve muito bem nestas
populagdes e tem expressao rara em nao indigenas (8,11,13,45). O KSVH é um virus
cosmopolita, mas alguns estudo mostram maior prevaléncia em algumas populagdes
especificas como os amerindios e baixa prevaléncia em ndo indigenas(21,57). O EBV
se desenvolve plenamente nas duas populagdes, porém, tem comprovadamente alta
prevaléncia em n&o indigenas (5,27,62) e pouco estudado em indigenas, portanto,
para o completo entendimento das manifestagdes das doencas e sua prevencgao e
controle, faz-se necessario a busca pelas respostas mais bem elucidadas e dentro
das evidéncias cientificas para se descobrir mecanismos alternativos de defesa contra

essas doengas em comunidades indigenas.

Este estudo verificou a presenca de HSV-1, EBV, HSV-1, HSV-2, CMV e HHV-
8 na saliva de individuos da etnia Yanomami com ou sem lesdo de HEF. O HSV-2 e
o VZV néao foram detectados em nenhuma amostra, enquanto o EBV foi detectado em
34,6% dos individuos, representando 41,7% dos individuos sem lesédo de HEF e
24,2% dos individuos com lesdo de HEF; o HHV-8 foi detectado em 11,1%,
representando 12,5% dos individuos sem leséo e 9,1% dos individuos com lesio; para
o HSV-1, 9,9% dos individuos foram positivos, representando 24,2% dos individuos
com lesdo e 0% dos individuos sem lesdo; para o CMV, 8,6% foram acometidos
representando 10,4% dos individuos sem lesao e 6,1% dos individuos com les&o; o
HHV-6 acometeu 8,6% dos individuos, representando 14,6% dos individuos sem
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lesdo e 0% dos individuos com lesdo; e o HHV-7 acometeu 6,2% dos individuos

representando 6,3% dos individuos sem leséo e 6,1% dos individuos com lesao.

As informagdes a respeito da interferéncia desses virus nas populacdes
indigenas e suas doengas relacionadas sao escassas (43,90) e o aumento de
pesquisas, sobre o comportamento desses virus nessas populagdes servirdo como
embasamento para o desenvolvimento de politicas publicas de saude voltadas para
capacitagcdes de profissionais para deteccdo precoce, prevencado e tratamento de
doengas e relaciona-las a uma possivel malignizagdo ou até mesmo a interferéncia
na qualidade de vida destes individuos, o que atualmente ndo é feito de forma
adequada para atendimento destes povos, que sdo mais vulneraveis e tem sido

negligenciados por parte do poder publico (25,90).

A lesdo de HEF e as doencas potencialmente causadas pelo HHV, afetam de
forma consideravel populagdes indigenas e causam problemas de agravos em saude
e também funcionais e estéticos, sendo negligenciadas pela maioria dos profissionais
de saude que atendem essas populacdes, o0 que se da muitas vezes pela barreira
intercultural que impede esses profissionais de realizar uma investigacdo mais
aprofundada (91) e outras vezes pelo desconhecimento sobre sua etiologia,
transmissao e forma de tratamento, ou seja, pelo desconhecimento da Histéria natural
das doengas que afetam esses povos. Outro agravante é a rotatividade desses
profissionais que faz com que a situagdo que ja € precaria de atendimento se torne
ainda pior, pois quando comeca a relacdo de confianca e troca de informacdes mais
precisas entre os indigenas e os profissionais de saude, estes resolvem pedir
demisséo, forcados pelas condi¢des de trabalho precarizadas e ndo comuns de uma
profissdo e pela falta de oportunidade de se capacitar, pois estdo longe dos centros
de capacitagdo e sua entrada para as comunidades impede uma regularidade nos
cursos de formacéo continuada tradicionais (91,92).

Em estudo feito com comunidades Waimiri-atroari na regido central da
Amazobnia foi encontrada alta frequéncia de individuos acometidos pela hiperplasia
focal epitelial com prevaléncia exata da doenga desconhecida pela falta de estudo
nesta etnia (36). Chama-se a atenc&o para o fato dessas comunidades serem livres
do habito de consumir bebidas alcodlicas, fumar e uso de chupetas pelas criangas, o
que corrobora com o presente estudo pois as caracteristicas da comunidade sao

semelhantes a encontrada nas comunidades Yanomamis, pois eles também vivem de
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sua cultura e nao sofrem tanta interferéncia dos habitos da sociedade envolvente

devido ao seu isolamento geografico.

A maioria dos autores citam que a HEF ocorrem mais na infancia (25,42,46),
porém esses trabalhos n&do estabeleceram uma relagdo significativa dessas
afirmacdes. No presente trabalho verificou-se que nao existe diferencga estatistica na
presenca da lesdo na infancia (0 a 10 anos), na adolescéncia (11 a 20 anos) e na vida
adulta (acima de 20 anos), porém verifica-se a tendéncia de um maior acometimento
antes dos 20 anos de idade com regressao esponténea apds essa faixa etaria, isso
pode ter acontecido talvez pelo tamanho da amostra, ou por serem menos prevalentes
nessa etnia, ou até mesmo pelo fato de os adultos n&o se importarem tanto com o
autocuidado e como séo lesdes assintomaticas, geralmente tendem a releva-las e n&o

procurar o atendimento em saude.

Poucos estudos na literatura testaram a prevaléncia dos herpesvirus neste tipo
de populagédo, um estudo mostrou alta prevaléncia (75,4%) para HHV-8 no soro de
517 amerindios (94) o que vai contra esse estudo, com apenas 8 (11,1%) dos 81
individuos analisados que manifestaram o HHV-8 na saliva, levando-se ao despertar
de uma duvida quanto a prevaléncia alta em alguns amerindios e em outros

prevaléncia similar as populagdes ndo indigenas.

Em areas endémicas, ha um aumento linear de HHV-8 antes da puberdade e
discreto aumento na fase adulta (21), porém alguns estudos mostraram tendencia
inversa a essa afirmacédo em indigenas da Amazonia Brasileira nos quais foram
estudadas duas etnias isoladas (Tyriyd e Waiampi) e descobriu-se que ha um
aumento da soroprevaléncia para HHV-8 com o aumento da idade(85), o que
corrobora com esse estudo, pois a maior soroprevaléncia para HHV-8 foi detectado
na terceira década de vida.

O VZV nao foi detectado em nenhuma das 81 amostras, talvez por ser um virus
que se perpetua ciclicamente em populagcbes maiores e com maior contato que a
populagdo Yanomami e devido a efetividade das campanhas de vacinacdo em
indigenas que foram estabelecidas em meados dos anos 2000 apo6s surtos e mortes
por esses virus em comunidades indigenas (51), o que corrobora com este estudo em

termos do isolamento e da vacinagdo dos indigenas Yanomami.
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A primeira e segunda décadas de vida da populagdo Yanomami estudada s&o
as que apresentam individuos com maior numero de lesées de HEF, porém com
deteccdo de EBV baixa (8%), ja os maiores indices de EBV foram encontrados na
terceira década de vida (12,34%). A relacdo do desenvolvimento da HEF com a
presenca do EBV é rara e quando acontece, provavelmente esta relacionada a
imunossupressao dos individuos, pois s&o virus oportunistas e altamente infectantes
e 0s baixos valores mostra que é muito provavel que seja ocasional (95). A presenca
do EBV em coinfecgdo com HPV esta mais relacionada com desenvolvimento de
cancer de nasofaringe e com HPV de alta possibilidade de malignizagdo como o HPV
18 (77), o que sugere que o surgimento da HEF, que esta mais relacionada aos HPV
13 e 32 (15,44,71), ndo depende de uma coinfecgéo entre os dois tipos de virus, e,
como o EBV é um virus ubiquitario e possui sorologia em mais de 90% da populagéo
mundial (27,62). Estes dados nos mostra uma dire¢cdo contraria nesta comunidade
indigena, ou seja, o0 que se tem sao baixos indices de contagio, pois essa populagao
nao foi tdo afetada pelo EBV.

Em um estudo feito com 1140 mulheres de comunidades tribais com os nomes
de Koraga, Marathi Naika e Malekudiya; e 1100 da populagdo em geral (Distrito de
Udupi) no Sul da india verificou-se alta prevaléncia de HPV (40,6% em indigenas vs.
14,3% em n&o indigenas); HSV (1,8% em indigenas vs. Nenhum em nao-indigenas)
e baixa prevaléncia de EBV (55,1% em indigenas vs. 74,2% em nao indigenas) e CMV
(49,5% em indigenas vs. 77,5% n&o indigenas) respectivamente, o que foi atribuido
a menor renda, menor nivel educacional, menores niveis de emprego, menor status
socioecondmico e utilizacdo de absorventes caseiros pelas mulheres tribais (96),
porém, em contrapartida, os niveis mais estressantes de estilo de vida e a busca
incessante pelo acumulo de bens materiais de pessoas vivendo nas cidades
demonstram maiores niveis de marcadores da fungido imune como no caso dos
anticorpos para Epstein-Barr virus (96,97). Esses dados foram comparaveis aos
mostrado neste trabalho, onde a prevaléncia de EBV e CMV foram baixas em relagéo
ao que a literatura mostra em n&o indigenas possivelmente pelo qualidade de vida
gue é menos estressante e ndo se tem a motivacao da vida voltada para obtencéo de
bens materiais e sim conservacdo do ambiente para continuar fornecendo a
alimentacdo e moradia, em contrapartida e comparando-se com os n&o indios, tem-

se um menor nivel educacional nessas comunidades e compartilhamento de utensilios
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de um modo geral com alta transmissibilidade para os HPV como os que provocam
HEF.

A interessante e significativa relacdo entre a lesdo de HEF, que esta
relacionada a um HPV, e os herpesvirus HSV-1 encontrada nesse trabalho e o fato
de que nao existem trabalhos com esta correlacdo na literatura, acendeu uma
perspectiva a mais com relacao a HEF. Na literatura ha estudos que relatam a relagéo
entre os HSV-1 e HPV relacionados ao desenvolvimento de malignizagéo (49), porém
nao existem relatos com relagdo aos HPVs néo relacionados com malignizagao de
células como os que causam HEF, o que faz com que haja a reflexdo de novos
estudos para se descobrir como estes seres tdo infimos e ao mesmo tempo tao
complexos conseguem se associar para expoliar e sobreviver dentro de um organismo

considerado quase intransponivel como o corpo humano.
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7. CONCLUSAO

Houve forte relacédo de associacdo da HEF com o HSV-1. O HHV-8 prevaléncia
diversa da relatada na literatura e as demais herpesviroses ocorreram de maneira

semelhante a encontrada na literatura.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.993.023

Apressntag3o do Projeto:

INTRODUGAD

A populac3o INaIgena, 3ssim como a N30 IndIgena, vem sendo 35501303 por doencas orals No decormer &a
sua historia. Dentro da populagdo de um modo geral, 3s doengas periodontals exibem grande
expressividade, €l3s aparecem como 35 doengas cronicas mals comuns, porém, na popuiagdo Indigena
venfica-se caria Invisibilldage epidemioldgica. Nasta populag3o, ha uma escassez nos estudos, alguns
desies mosiram que 3s malores prevakinclas de perdas do nivel de Insergdo e de profundidade de
sondagem ocomem em Individuos com Idade mals avangada e que eles 530 acometidos de Joengas
periodontals leves @ modaradas sendo pouco acometidos com doengas perodontals severas, outros
autores, relacionam o surgmento destas doencas de maneira Intrinseca, por Motives Socioecondmico-
cuturals, ou pelo contato com civilizagdes ndo Indigenas. Bas2ado na explicacdo da teorla do estralio de
Belring, 05 povos Indigenas s30 06 habitanias mals antigos prasentas Nas AMericas de que sa tem noticia,
eles est3o prasentes em 1000 continente aMencano sendo que sU3 predomindncia ocomme principaments na
América 0o Sul, na qual esta Incluldo o Brasll, e dentro desie, 3 ragldo norte do pals. O estado de Roraima
possuUl UMa Imensa falxa de temas o2 preservagdo 0estinadas 3 cultura destes povos. Dentre os povos
Indigenas que habitam este estado es130 35 2inias: Yanomaml, Waplchana, Macuxd, Ingarico, Patamona,
Taurepang. Yecuana, Wal-Wal, Waimir-atroarn, 3ssim como outras 2inias que migram
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&m busca 02 mahores condighes de vida, compondo UM MosIco xiremamente haternganeo & notavel do
ponto g2 vista &trico, Iexico, su3s formas de organizagdo soclal, expressdes culturals, vida produtiva,
histora 0o contato @ grau de Interacao com a sociedade nacional. No campo da 53002 est30 Agrupados em
duas grandes unigades de responsabilidade sanitara federal denominada Disinio Santtario Especia
Ingigena (DSEI), vinculados 3 Secretana Especial de Salde Indigena (SESAI) do Mistério a Saode do
Govemno Federal. Todas as etnias dos gois DSEL conta com UMa populacao e5c3sseada de Inalviduos
principaimente pelo longo contato historico com os ndo INdlos, o que pressuple ter alastrado doengas,
levando, 3 nacessidacs oe atencdo diferenciada de Intervencdes na salde destes povos para minimizar os
efeitos 0evastadoras que ocomeram com 2stas populaghes 30 oNgo dos anos. Mesmo neste contexto
organizacional 2 assistencia Dasica 3 sa00e, 3inda ha outroe 3gravantes Como 3 propna regilo geogranca
&M gue s encontram as comunidadss Indigenas, difNcultando 0 302550 do atendmento Na comunidade,
ficando 3 mesma, sem 3 devida atengdo continuada 3 salde bucd, delxando-3 vulneravel 3penas 308
Fendmentos Sletivos por demanda espontanea, quando 0 Indigana Procura o atendimento Nas referincias
00 SiSlema, por CoNsequENcia, Ocome 3 protelacdo do atendimento, agravando ainda mals o quadro de
doengas orals como carles & doenga periodontal. Poucas s30 3s Iteraturas abordacas referentss 3
ocoméncia de doancas bucals em comunidades Indigenas, particulanmente nas populagdes com pouco grau
g2 contato com comunicadas N30 INCIQENAS COMO ACONTECE COM 06 POVOS NAIQEN3s do estado d2 Rorama
Conslderando 3 grande expressividace da populagao Inalgena no 2stado de Roraima, a ampla diversidace

entrs esi25 povos € 3NAa se esi3 dessemainanca podena refietir nas condgdes bucas destes poves, este
estudo tem como objetivo, Investigar por malo de exame ciinico e anallse estatistica as conalgles

perodontas 03 popuUacao INdIgena acsirita na CASAI (C3sa de Sadoe Indigena) do estado de Roralma,
Igentificando a severidade, &xens30 & prevalincia da doenga perodonta, desgaste oclusal @ CPO-D como
forma de subsialar 35 acdes Daskcas 0e s3a0de bucd proporcionando levantamentos epldemiologicos para
£3boracao do plano operaciond naquela regldo.

Cortouacio 4o Pamcar 1 500008

HIPCTESE

Populagdes Indigenas que moram mals proximos 3 unidades de assisiencla cdontologica possuam
condighes ge sauoe oral melhores dos que moram em regides mals afastadas gestes centros de
atendimento.

MEZTODOLOGIA
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O presents projeto fol submetido a anuéncia da Coordenagdo do Distrito Sanitario Especial Ingigena
Yanomami, 03 presidéncia do CONDISI e da chefla da CASAL. Serdo avalados cerca ge 200 Indigenas
adsiriios 03 CASAI 035 etnlas supracitadas, de ambos 05 ganeros & com Idade entre 17 e 70 anos, com
paricipacao voluntaria @ mediante 3 3ssNatura do t2Mmo 02 CoNSENtIMEND IVTe & esCaracioo Jo Mesmo ou
0o seu responsavel. A pesquisa sera reallzaca na CASAI localzada no Municiplo de Boa Vista, Estado o
Roralma, durante 0 periodo de & mesas, com permanéncla dos avaladores em dias programados &
agendados. A metodoioga do levantamentio de dados se baseara no levantamento S8 EBrasll 2010:
Pesquisa Naclonal de Saloe Bucal, com o objetivo de 3ssagurar 3 uniformidade de interpretacdo dos
Crilénos coleta de dados 2 resultados para as diversas condgdes observadas. Os parametros clinicos que
5er30 avalatos 530 05 de Profundigade ge Sondagem (PS), NIvel Clinico de Insercdo (NCI), Indice de
Placa (IP), Indice de Sangramento (1S), Classifcacdo de Desgasie Dental e Indice 02 Dentes Carlados,
Peardidos & Obturados (CPO-D); A coleta 02 03008 573 Teita com formuiano padrao @ com bandeja dinica
COMpOsta por sonda, espaiho bucal, pinga cinica & sonda perodontal miimatrada. Os sequintes crtérios o
exclus3o: Individuos que tenha readizado tratamento odontologico nos Aitimos & meses; Indlviduos
SUDMETH0S 3 antibioTcoterapla Nos UIIMos & Meses; necessidade de medicacdo para avallagdo dinica. Os
Examinadores s2ra0 praviaments cIIbR00s por melo de mensuracies 0os parametros cinicos perodontals
€ COMParados INfra-examinador & Inter-xaminador paios testes &mo paordo da maadlda e teste de Kappa
(k=0,8).06 dados oblidos serd0 tabuados & recaberdo tratamento estatisico adequado (p<0,05).

Corgauazic 3o Pawmcer 1 560000

Desfecho Primario:
05 Indviduos com MEhor AC2650 305 DFOgramas 02 5a0de bucal realzados pela Secretana o2 Salce terdo
meihores condgdes bucas.

Desfecho Secundarioc
Os Indviduos mals valhos apresentardo plores condighes bucals.

CRITERIOS DE EXCLUSAO
- Indhviduos que tenha raalizado tratamento odontologico Nos UIIMos & mases;
- Incividuos SUbmetidos a antibloticoterapla nos UIImos 6 meses;

- Necessidade de medicag®o para avallaglo cinica.
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Objetivo da Pesquisa:
© objetvo do presente estudo observaciond transversal sera avallar as conadigies bucals de Indigenas do
e51a00 0e Roralma, comparando habitos & condlgdes de higiens em cada etnia avalada.

Avallag3o dos Riscos e Beneficlos:

RISCOS

© exame cinico que sera reallzado & Imprescindivel para detarminar o diagnéstico perfodontal. O exame
cinico consiste na sondagem dos dentss & quando Na presenca de INMamacdo pode aconiecer leve
desconforto & por VEZes SaNgramanid Que JSVEra CESSar &M POUCoS Segundos; 3ssim que relatado 3o
PesqQUIS30Or Qualquer nacessidads 0o paciente 0 exame serd Imadlataments IMamompido para solugdo &3
sintomatologla refatada.

BENEFICIOS

Os Individuos examinados terdo acesso a Informagdes oe higiene bucal, & 1erdo um mapeamento das
condighes bucals e onentagdo quanto 30s ratamentos NEC2ESArios & onds & como reallzar.

Comentarios & Conslderagdes sobre a Pesquisa:
Vige n2m "Conclusdes ou Pendancias @ Usta de Inadequacgies™

Consideragias sobre 08 Termos de apressntagao obrigatoria:
Vide n2m "Conclusdes ou Pendancias & Usta de Inadequagies™

Recomendagdes:
Vige iem "Conclusdes ou Pendancias @ Usta de Inadequacgies™

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequages:
RESPOSTA AC PARECER CONSUBSTANCIADO CONEP N* 1.858.541

1. Quan®o 30 Termo de Consentimento Livre & Escarecido Inttuado “TCLEINDIOSOF.doc™
RESPCSTA: © TCLE ol Justado;
ANALISE: Pendancia Atendda

1.1 O TCLE esta redgdo em forma de declaracdo. Sollchia-se que o TCLE sela redgido EM FORMA DE
CONVITE, uma vez que s entende por Processo o2 Consentimento Livie & Esclarecioo 1odas as 2tapas 3
SErem Necessaraments obeSrvadas para que o convidado 3 participar de uma pesquisa possa se
manifestar, de forma autdnoma, consciente, ivre & esciareciaa (Item IV da Resolucdo CNS
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M 466 de 2012).
RESPCOSTA: © TCLE fol redigido em forma de comvite;
ANALISE: Pendéncia Alendda

1.2 Solicita-s2 que 0s procedimentos adotados estelam expiicitados d2 forma menos sintética no TCLE
{ResolugSo CNS n* 466 de 2012 Item IV.3.3).

RESPOSTA: Os procedimentos 3 serem realizados foram expicitados;

ANALISE: Pendancia Atendida

1.3 Na pagina 1 ge 3, 1&-se: “Benaficios para 0 participamts: DIagnasico bucal & conhecimentn das doengas
bucals que poderdo estarem presentes. Tratameanto odontoiogico parcial ou total na clinica de Odomologla
da Facuidage Cathedral - RR.". Solicita-se apresentar anuéncia do gestor 6a clinkca de Odontlogla da
Faculgade Cathedrd - RR para r2allzagdo do tratamento meancionado.

RESPOSTA: Fol anexado documento de anuincia da clinkca onde poderdo ter atendimento os envolvidos
no estudo;

ANALISE: Pendencia Alendda

2. Considerando que ol mendionado no TCLE que sera fomecioo o tratamento parcial ou total, solcita-se
ESCIANECar COMO & oNde 5273 redlzado este ratamento.

RESPOSTA: Fol determinado onde devera ser realizado tratameanto quando nacassario.

ANALISE: Pendancia Alendda

Consideragdes Finals a critério da CONEP:

Diante go exposio, 3 Comiss3o Naciond g2 Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigies
0=MNidas N3 Resolugao CNS n® 456 de 2012 & na Norma Operaciona n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

p2ia 3provag3o 00 Projeto 02 pesquis3 Proposto.

SHuag30: Protocoio aprovado.

Este paracsr fol slaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:
FE_INFORMALCES_BASICAS DO_F | USI0w2017
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ANEXO 2 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Este TCLE devera ser lido na frente de testemunha imparcial, sem envolvimento direto com o projeto de
pesquisa.
PROJETO: Estudo das condi¢gbes bucais em populagdes indigenas no Estado de
Roraima

Estes esclarecimentos estido sendo apresentados para solicitar sua participacao livre e
voluntaria, no projeto Avaliagao clinica e microbiana de técnica de desinfecgéao total de
boca em individuos com periodontite cronica, do Curso de Odontologia da Universidade
de Santo Amaro - UNISA, que sera realizado pelos pesquisadores Caio Vinicius
Goncgalves Roman Torres, Sergio Takashi Kussaba e Richardson Mondego Boaventura.

Justificativa: Para um proposito de estudo especifico em uma determinada regidao ou
populagdo faz necessario o conhecimento deste territério e suas populagcbes adstritas.
Considerando as poucas literaturas abordadas referentes a ocorréncia de doengas bucais em
comunidades indigenas, particularmente nas populacbes do estado de Roraima, na sua
grande maioria encontram-se distantes do acesso assistencial preconizado no SUS, e ainda,
considerando a grande representatividade desta populagcao indigena no estado de Roraima
com sua ampla diversidade entre eles e que todas essas condigdes possam refletir
diretamente na saude bucal destas populagcdes, propusemos este estudo das condi¢cdes
bucais nesta populagdo com intuito que os resultados obtidos subsidiara as acdes basicas de
saude bucal proporcionando levantamentos epidemiolégicos para elaboracdo do plano
operacional naquela regido, tendo uma grande expressividade para literatura regional.

Objetivo principal: Investigar por meio de exame clinico e analise estatistica as condi¢gdes
periodontais da populagao indigena adstrita na CASAI (Casa de Saude Indigena) do estado
de Roraima, identificando a severidade, extensdo e prevaléncia da doenga periodontal,
desgaste oclusal e CPO-D.

Descri¢ao dos Procedimentos:

Identificacdo do paciente, Preenchimento da ficha (anamnese), Exame clinico intrabucal,
Encaminhamento do paciente para tratamento odontoldgico

Possiveis riscos e desconfortos: nenhum risco diante dos procedimentos que deverao ser
realizados, o exame clinico consiste da sondagem dos dentes, pode gerar leve desconforto
e assim que relatado ao pesquisador o exame sera imediatamente interrompido para
solugdo da sintomatologia relatada.

Beneficios para o participante: Diagnostico bucal e conhecimento das doengas bucais que
poderdo estarem presentes. Tratamento odontolégico parcial ou total na clinica de
Odontologia da Faculdade Cathedral - RR.

E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais dluvidas ou informacgdes sobre os resultados
parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores.




E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas ou informagdes sobre os resultados
parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores.

O pesquisador responsavel é o Prof. Caio Vinicius Gongalves Roman Torres, que pode ser
encontrado no enderegco Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP,
Telefone(s) 011 2141-8502. Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) — Rua
Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP — Tel.: 2141-8687, os
pesquisadores responsaveis pela coleta serdo Sergio Takashi Kussaba e Richardson
Mondego Boaventura que poderdo ser imediatamente contatados nos enderegos: Via das
Flores, 1813- Pricuma. Roriama - RR (95) 36284255, e Rua Freijé, 383 — Paraviana. (95) 3624
8817 Roraima — RR.

E garantida sua liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar
de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de qualquer beneficio que
vocé tenha obtido junto a Instituicdo, antes, durante ou apds o periodo deste estudo. As
informagdes obtidas pelos pesquisadores serdo analisadas em conjunto com as de outros
participantes, nao sendo divulgada a identificagao de nenhum deles.

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacgao financeira relacionada a sua
participagao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da
pesquisa. Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste
estudo (nexo causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao participante o
respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter indenizagées por danos
eventuais.

Uma via deste Termo de Consentimento ficara em seu poder.
Boa Vista, / /

Prof. Dr. Caio Vinicius Gongalves Roman Torres

Se vocé concordar em participar desta pesquisa assine no espago determinado abaixo e

coloque seu nome e o n° de seu documento de identificagao. Impressao dactiloscépica
NOME ... e Doc
ldentificaga0:. ..o

Declaro(amos) que obtive(mos) de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre
e Esclarecido deste participante (ou do representante legal deste participante) para a
participagao neste estudo, conforme preconiza a Resolugédo CNS 466, de 12 de dezembro
de 2012, 1V.3 a 6.

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo Data / /

cius-Goncalves-Roman-Torres---Rua-Prof.-Eneas-de-Siqueira-Neto,-340, -Jardim

queira-Neto,-340,-Jardim-das-Imbuias,-SP-—Tel.:-2141-8637 4]



ANEXO 3 - TABELA 1 - INDIVIDUOS COM E SEM LESAO SEUS NUCLEOS

FAMILIARES
ordem familia letra nome : Género ~ Se jateve a
numerica | do alfabeto ke FEEED PIESES lesao
1 A KARINA 35 F S
2 A TINILSON 13 M S
3 A FILHO DE KARINA 5 M S
1 B MAMALASI SARUMA 33 F N ?
2 B TARCISO SARUM 12 M S
3 B EDUARDO SARUMA 15 M N ?
4 B HELENA SARUMA 5 F N N
5 B RAMON SARUMA 4 M N N
6 B DAVINE SARUMA 8 F N N
7 B HELIO SARUMA 31 M N S
1 C SARA 27 F N N
2 C JONATAN 9 M S
3 C SCHEILA 4 F N N
4 C ABRAIN 6 M N N
5 C MISAEL 11 M N N
6 C HUTI 32 M N N
1 D SUZI SANUMA 22 F N N
2 D MASAKANI SANUMA 28 M N ?
3 D DEMIR SANUMA 12 M S
4 D ALISA PESEA 20 F N ?
5 D CARLOS BERTO 11 M S
6 D SARASOMA 56 F N ?
1 E ALMEIDA 9 M S
2 E SONIA 34 F S
3 E AGENOR 47 M N N
4 E BRANCO 18 M N N
5 E GILDENBERG 12 M S
6 E ADRIELE 15 F N N
7 E ALVINO 21 M N N
1 F MARIANA SANUMA 29 F S
2 F DAVI SANUMA 34 M N ?
3 F JEMILI SANUMA 5 F S
1 G NAIME 10 F S
2 G AMAHIMA 36 F S
3 G FILHO AMAHIMA 4 M N N
4 G FILHA AMAHIMA 6 F S
5 G MIRIAM 13 F S
6 G JAIR 43 M S
1 H F S

ALALISOMA SANUMA




2 H MARCELINHO 15 M N
3 H PITALHO 12 M N ?
4 H KOLENA 6 F S
5 H MARISA 4 F S
6 H AURELIO 9 M S
1 I INES CONSOLTA 11 F S
2 I DIONISIA 14 F N N
3 I GRACIONE 4 M N N
4 I RUAPIRIMA 32 F N N
1 J SUBILITA SANUMA 8 F S
2 J SIKOISOMA 26 M N ?
3 J MOZARILDO 4 M N N
4 J TUSIRENE 12 F N N
5 J LIKSON 14 M S
1 L NEUSA 37 F N ?
2 L GERSON 11 M N N
3 L ROMERI 5 M S
1 N ALEX RAIMUNDO 47 M N ?
2 N TAILANE SANUMA 11 F N ?
3 N MARINIO 15 F N ?
4 N MARLINDO 16 M N N
5 N ADIMEU 9 M N N
6 N ARLENE 8 F N N
7 N JUNILSON 4 M N N
8 N RODRIGO 19 M N N
9 N ELIZABETE 26 F N N
10 N WALALOMA 48 F N ?
11 N EDIVALDO 13 M S
12 N RAFAEL 21 M N N
13 N ROGERO 8 M N N
14 N HOMASIO 10 M N N
MADALENA
1 P RODRIGUES 47 F N ?
2 P NIRE 8 M S
3 P ELISEO 5 M N N
4 P ELISSANDRO 2 M N N
5 P MARILEIA ESPERANCA | 18 F N N
6 P ADRIANO 14 M S
7 P INDIRA 11 F S
8 P CATIUSCA 10 F S
1 R GEOVANI 13 M S
1 T FABIANO 8 M S
1 \Y MICHEL 9 M S




