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RESUMO

Os hantavirus sdo virus zoonoticos, pertencentes a familia Bunyaviridae e estdo distribuidos
em todo o mundo. Possuem como material genético RNA e nas Américas sdo abrigados em
roedores da subfamilia Sigmodontidae, 0s quais se comportam como reservatorios. No ser
humano, as formas de infeccdo por hantavirus incluem apresentacdes clinicas que variam de
formas leves da doenca até quadros mais graves, com o desenvolvimento da Sindrome
Pulmonar Cardiovascular por Hantavirus (SPCVH). Os hantavirus sdo transmitidos por meio
da inalacdo de aerossodis formados das excretas de roedores silvestres infectados. No Brasil,
casos de SPCVH tém sido registrados em todo pais, acometendo principalmente trabalhadores
rurais. No entanto, sdo poucos o0s registros na Regido Nordeste. Até 0 momento, o estado de
Alagoas ndo possui registro de SPCVH, embora apresente condi¢Bes favoraveis a circulacéo
de hantavirus, como por exemplo: a substituicdo de Mata Atlantica pela cultura da cana-de-
acucar, na Mesorregido do Leste; o cultivo do milho, no Agreste e o clima seco presente na
Mesorregido do Sertdo alagoano. Assim, este estudo teve por objetivo levantar evidéncias da
ocorréncia de infeccdes humanas por hantavirus nas diferentes mesorregioes do estado de
Alagoas. Para tanto, foi realizado inquérito soroldgico em individuos saudaveis de trés
municipios das mesorregides alagoanas: Coruripe, Mesorregido do Leste; Palmeira dos
indios, Agreste; e Olho D’Agua do Casado, Sertdo, nas quais foram coletadas amostras de
soro dos participantes para a pesquisa de anticorpos IgG contra a proteina N recombinante do
hantavirus Araraquara (rN ARAV) através do ensaio imunoenzimatico (ELISA) e dados
epidemiologicos foram obtidos por meio da aplicacdo de questionarios. As amostras foram
consideradas positivas quando obtiveram titulos iguais ou acima de 200. Neste estudo foi
incluido um total de 928 individuos, com média de idade de 35 anos (sd=16,62), mediana de
32 anos. Da mesorregido do Leste, participaram 704 voluntérios, dos quais 54 possuiam
anticorpos anti-rN ARAV (prevaléncia de 7,67%). No Agreste, participaram 155 voluntéarios,
destes 3 possuiam os anticorpos pesquisados (prevaléncia de 1,94%). No Sertdo, foram
incluidos 69 participantes, dos quais 2 foram sororreagentes (prevaléncia de 2,9%). No total, a
prevaléncia foi de 6,36% (59/928), com titulos de 200 a 3.200. Entre 0s sororreagentes,
72,35% relataram nunca ter estado em outro estado e 11,86% afirmaram ter sofrido de doenca
com insuficiéncia respiratéria. O contato antigénico do ser humano com hantavirus induz
anticorpos 1gG de longa duracdo, ainda que ndo venha a desenvolver a SPCVH durante a
infeccdo aguda. Os achados deste estudo indicam a ocorréncia de infecgdes autoctones por
hantavirus em Alagoas, inclusive entre individuos com historia de doenca respiratoria no
passado. Deste modo, tomados em conjunto, estes achados sugerem a circulacdo de hantavirus
no estado e a ocorréncia de infecgdes silenciosas, com sintomatologia inaparente ou ainda
sintomatica, mas sem diagnostico. Este € o primeiro estudo que demonstra evidéncia
sorolégica de infeccdo humana pregressa por hantavirus nas trés mesorregides alagoanas,
trazendo novos dados a epidemiologia da hantavirose no Nordeste.

Palavras-chave: Hantavirus. Estado de Alagoas. Inquérito Soroldgico. Anticorpos IgG.
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ABSTRACT

Hantaviruses are rodent-borne enveloped RNA-viruses belonging to Bunyaviridae family that
have worldwide distribution and are shelter in Sigmodontinae subfamily in America.
Hantavirus have been identified as etiologic agents of infection human, which can range from
mild disease to severe disease, such as Hantavirus Cardiopulmonary Syndrome (HPCS).
Human infection is acquired by inhanalation of aerosols containing excreta of rodents infected
by hantavirus. However, there are few records in the Northeast. So far, in the Alagoas State,
to date there is no reports of hantavirus infections, although with conditions favorable to
circulation of hantavirus, for example: substitution of Atlantic Florets for sugar agro cane
industry, in East Mesoregion; corn culture, in Agreste; and the dry climate in the Sertdo
Mesoregion. The aim this study it was to collect evidence of the occurrence of human
hantavirus infections in different mesoregions Alagoas State. Sera of volunteers healthy were
collected and used to detect IgG antibodies against a recombinant N protein of Araraquara
hantavirus (rN ARAV), by enzyme immunoassay (ELISA), as well as epidemiological data
were obtained by questionnaires. The samples were considerated positive when titers were
equal or greater of 200. In this study was included 928 individuals, mean age 35 years
(sd=16.62), with median of 32 years. From the East Mesoregion, 704 volunteers participated,
of which 54 had anti-rN ARAV (prevalence of 7.67%). In Agreste, 155 volunteers
participated, of these, three had these antibodies. In the Sertdo Mesoregion, 69 participants
were included, of which 2 were serum-reactive. The global prevalence was 6.36% (59/928),
wich titers ranged from 200 to 3,200. Of soropositive volunteers, 72.35% of them attested that
had never lived and 11.86% said that developed disease with respiratory failure. The human
antigenic contact with hantavirus induces long term IgG antibodies, even that when the HPCS
development were not occurred during the acute infection. The results of this study indicated
the occurrence of local infections by hantavirus in Alagoas State, including in individuals
without respiratory disease history in the past. Thus, taken together, these findings suggest the
circulation of hantavirus in Alagoas State and the occurrence of silent infections, both
inapparent or symptomatic infections but without diagnosis. This is the first study to
demonstrate serological evidence of past human infections by hantavirus in individuals from
three mesoregions of Alagoas State. Our findings provide new insights into the epidemiology
of hantaviruses in the Northeast Region from Brazil.

Key words: Hantavirus. Alagoas State. Sorological Survey. IgG antibodies.
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1 INTRODUCAO

As doencas emergentes preocupam cientistas e autoridades sanitarias em todo o
mundo e sdo, em grande parte, fruto de alteragdes no ecossistema e dos comportamentos
econdmicos, sociais e culturais do homem (CABELO & CABELO, 2008; CAMPOS et al.,
2009; HIJELLE et al., 2010). Estas doengas surgem como importante problema de salde
publica, tanto nas zonas rurais como nas urbanas. Dentre aquelas que despertam especial
preocupacao estdo as febres hemorragicas, como é o caso da hantavirose e em especial a
Sindrome Pulmonar e Cardiovascular por Hantavirus (SPCVH), devido ao seu carater
altamente letal e a sua ocorréncia em praticamente todo o continente americano (CAMPOS et
al., 2009).

A infecgéo por hantavirus ocorre, na maior parte dos casos, em areas rurais com altas
densidades de roedores-reservatorios (galpdes de armazenamento de graos, sotdos e pordes),
durante acampamentos em areas com a presenca de roedores ou em zonas periurbanas com
grande aglomeracao populacional infestada por roedores que compartilham espaco e alimento
com a populacdo (LEDUC, 1987; VITEK et al., 1996). Ainda, distdrbios ambientais
contribuem para a disseminacdo da hantavirose, uma vez que diminuem a diversidade das
espécies e simplificam o ecossistema local, favorecendo a aproximacdo de roedores-
reservatorios dos virus (CARROLL et al., 2005; CASTILLO ORE" et al., 2012, HEYMAN et
al., 2012), o que favorece que um animal infectado possa transmitir o virus para outro roedor

nao infectado.

A incidéncia da infeccdo humana por hantavirus no Brasil é provavelmente
subestimada devido, em parte, as caracteristicas clinicas semelhantes com uma variedade de
doencas, incluindo leptospirose, sindrome da angustia respiratdria aguda e pneumonia atipica
(CAMPOS et al., 2009). Ainda, é sabido da existéncia de casos de individuos infectados por
hantavirus que desenvolvem forma mais branda da doenca e até infeccBes assintomaticas
(ARMIEN et al.,, 2011). Além disso, tém sido repetidamente encontradas evidéncias de
infeccdo por hantavirus em regides do Brasil com poucos ou nenhum caso relatado para
SPCVH, através de inquéritos soroldgicos humanos, indicando a presenca do virus e a
existéncia de infecgdes ndo diagnosticadas ou subclinicas (FIGUEIREDO et al., 2000;
CAMPOS et al., 2009; LIMA et al., 2011).
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Deste modo, tais observagdes levantam a hipoOtese de que casos da SPCVH possam
estar ocorrendo em areas ndo endémicas — a exemplo do estado de Alagoas, considerado
regido epidemioldgica silenciosa para esta doenca. Este apresenta condi¢cdes favoraveis a
proliferacdo de roedores silvestres, como a economia apoiada na industria sucroalcooleira e
ocorréncia de areas de desmatamento. Nesse caso, pacientes com SPCVH em Alagoas
poderiam estar recebendo tratamento e diagndstico inadequado e as infec¢Bes estariam sendo
subnotificadas. Este trabalho se prop6s a investigar a prevaléncia de anticorpos 1gG anti-
hantavirus (infeccdo pregressa) na populacdo alagoana, como indicativos da presenca deste

virus no estado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve Historico

Registros da medicina chinesa indicam a possivel presenca de hantavirus ja em 960
a.C., que relatam a ocorréncia de doenca febril com presenca de fendmenos hemorragicos,
provavelmente tratando-se de casos de hantavirose (HJELLE et al., 2010). Posteriormente,
entre 1913 e 1930, cientistas soviéticos descreveram surtos esporadicos de febre com
insuficiéncia renal no leste da Unido Soviética, sendo entdo, esta doenca reconhecida como
Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR) (SCHMALJONH & HJELLE, 1997). No
entanto, a enfermidade chamou a atengdo do mundo ocidental, apenas em 1950, quando cerca
de 3.000 soldados norte-americanos que serviam as forcas das Nagdes Unidas na Coreia
desenvolveram uma doenca febril associado a hemorragia, choque e insuficiéncia renal e taxa
de letalidade entre 5 e 10% (SMADEL, 1953).

Apesar da descoberta desta doenca e de todos os estudos prévios, somente em 1976 o
seu agente etioldgico foi identificado, bem como, o seu roedor-reservatério. Assim, o termo
hantavirus origina-se do nome do rio Han, onde o virus Hantaan (HTNV) (agente etioldgico)
foi isolado pela primeira vez, pelo médico Lee Ho-Wang e colaboradores, dos pulmdes de um
camundongo silvestre (Apodemus agrarius), capturado no vale (taan) deste rio, durante a
Guerra da Coreia (LEE et al., 1978). Os hantavirus foram, entdo, incluidos na familia
Bunyaviridae como proposto ao Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) com a
criacdo de um novo género (Hantavirus) devido as similaridades morfoldgicas e genéticas
(LEDUC, et al., 1986; IVERSSON et al., 1996).

Nas Ameéricas, a hantavirose foi reconhecida primeiramente em maio de 1993, na
regido de Four Corners, uma area do Sudoeste dos Estados Unidos da América (EUA)
compartilhada pelos estados do Novo México, Arizona, Colorado e Utah, na qual indios
navajos foram vitimados por uma doenca pulmonar grave e morreram em um curto periodo de
tempo (NICHOL et al.,, 1993). Por apresentar sintomas como febre, cefaleia, mialgia e
calafrios foram confundidos com influenza; havendo uma répida progressdo com edema
pulmonar, insuficiéncia respiratoria com choque e morte ap6s o inicio da doenca em quase
50% dos acometidos (ZAKI et al., 1995; KHAN et al., 1996). Seis meses apos a identificacdo
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dos primeiros casos, 0 virus responsavel pela epidemia foi isolado de um roedor silvestre
(Peromyscus maniculatus) e foi denominado, inicialmente, Four Corners, posteriormente,
Muerto Canyon e, por Gltimo, Sin Nombre (HJELLE et al., 1994).

Nesse continente, a hantavirose se caracteriza por apresentar proeminentes sintomas
respiratérios e comprometimento pulmonar sendo denominada por Sindrome Pulmonar por
Hantavirus (SPH). No entanto, a partir dos primeiros casos detectados na America do Sul, foi
observado importante extravasamento capilar e depressdo miocérdica, passando a ser
denominada Sindrome Pulmonar e Cardiovascular por Hantavirus (SPCVH) (PINCELLI et
al., 2003; BORGES & FIGUEIREDO, 2007).

No Brasil, os primeiros casos de hantavirose em seres humanos foram identificados
em novembro de 1993 na cidade de Juquitiba, no interior de Sdo Paulo, associados a uma
nova especie viral, o virus Juquitiba. A doenca foi caracterizada por febre, dor de cabeca,
mialgia, prostracdo, tosse, vertigem, nausea e vomito (DA SILVA et al.,, 1997). Apos a
descoberta deste virus, outros foram também identificados no Brasil: o0 virus Araraquara,
associado a casos de SPCVH no Sudeste brasileiro; no estado do Para foi descrito outro
hantavirus chamado Castelo dos Sonhos (JOHNSON et al.,1999), no estado do Maranhéo
duas variantes foram identificadas e designadas como Anajatuba e Rio Mearim (TRAVASSO
DA ROSA et al., 2005), Laguna Negra no estado do Mato Grosso (RABONI et al., 2009), o
virus Paranoa no Distrito Federal (MELO-SILVA et al., 2009) e Jabord em Santa Catarina
(OLIVEIRA et al., 2011) (Figura 1). Apesar de ser uma doenca de baixa incidéncia, acredita-
se que 0 numero de espécies de hantavirus ainda ndo seja totalmente conhecido, fazendo com
que pesquisadores de diversas partes do mundo dediquem-se a esta busca/investigacdo, sendo

provavel que esta lista ainda aumente.
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Figura 1- Distribuicdo dos hantavirus nas Américas segundo a patogenicidade.
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Nota: Distribui¢do dos gendtipos dos hantavirus patogénicos (vermelho) e de patogenicidade desconhecida ou
reduzida (azul) para seres humanos. Hantavirus relatados na familia Soricomorpha (musaranhos e toupeiras)

estdo sublinhadas.

Fonte: Adaptado de HIJELLE et al., 2010.

2.2 Hantavirus: taxonomia e estrutura viral

Os hantavirus pertencem a familia Bunyaviridae. Esta abriga mais de 300 virus
sorologicamente distintos classificados em cinco géneros: Orthobunyavirus, Nairovirus,
Phlebovirus e Hantavirus responsaveis por infecces em vertebrados, e ainda um quinto

género Tospovirus que se especializou em infectar vegetais (FIGUEIREDO, 1999).
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Os representantes do género Hantavirus séo esféricos e envelopados, medindo de 80 a
120 nm com projegdes glicoproteicas na superficie viral, possuem como material genético
RNA fita simples tri-segmentado (recoberto pela proteina N), sendo estes segmentos
circulares, com polaridade negativa (RNAss [-]) associados a uma enzima de replicacéo viral
(PLYUSNIN, 2001; JONSSON, 2010) (Figura 2).

Figura 2- Estrutura dos hantavirus.
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Nota: Representacdo esquematica da estrutura do hantavirus apresentando nucleocapsideos e as glicoproteinas
Gn e Gc inseridas no envelope viral (A). Imagem de microscopia eletrénica de hantavirus. Eletromicrografia de
transmissdo do virus Sin Nombre (SNV) isolado de casos de HCPS no sudoeste dos Estados Unidos em 1993

(B).

Fonte: A- Adaptado de LEDNICKY, 2003; B- Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

Os segmentos génicos, que codificam trés proteinas estruturais, sdo denominados
grande (L), médio (M) e pequeno (S). O segmento L, com tamanho aproximado de 6.400
nucleotideos, codifica uma proteina com atividade de RNA polimerase RNA-dependente
(RdRp ou proteina L) (250kD). O segmento M, em média com 3.465 nucleotideos, possui
informacGes para a producdo de uma glicoproteina precursora (GCP) que posteriormente €
clivada em glicoproteinas Gn e Gc (anteriormente chamadas G1 e G2) que estdo envolvidas
com a adesdo do virus a célula. Estas glicoproteinas também permitiram identificar os
receptores de células hospedeiras ao virus e sdo alvo da neutralizacdo por anticorpos.

Finalmente, o segmento S, com 961 nucleotideos, codifica a proteina do nucleocapsideo viral,
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a proteina N, que envolve o genoma viral (NICHOL et al., 1993; PLYUSNIN, 1996a;
PLYUSNIN, 2001; JONSSON et al., 2010) (Figura 3).

Os RNAs gendmicos dos hantavirus sdo complexados com a proteina N para formar
nucleocapsideos helicoidais, que devido a complementaridade entre as sequéncias terminais 5'
e 3' de cada segmento gendmico torna-se circular (Figuras 2 e 3). As extremidades dos
segmentos de RNA servem como sitio de reconhecimento para a polimerase viral (ELLIOTT,
1997; FIGUEIREDO, 1999).

Figura 3- Representacdo esquematica dos segmentos gendmicos dos hantavirus.
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Fonte: Adaptado de PLYUSNIN et al., 1996a.

Outros géneros pertencentes a familia Bunyaviridae, como Orthobunyavirus,

Plebovirus e Tospovirus, apresentam uma proteina ndo estrutural (NS) (ELLIOTT, 1997 e
PLYUSNIN, 2001). No entanto, estudos sugerem a presenga de NS em algumas espécies de

hantavirus, uma vez que esta proteina ja foi encontrada como funcional em células infectadas



23

por Puumala e Tula virus, para a qual, especula-se que tenha funcdo inibitdria para o sistema
imunolégico do hospedeiro (VIRTANEN et al., 2010).

A proteina N é uma proteina ndo glicosilada com 428-433 amino&cidos, com peso
molecular de aproximadamente 50 KDa e é provavel que seja o componente viral mais
abundante tanto nos virus quanto nas células infectadas (PLYUSNIN et al., 1996a;
KAUKINEN et al., 2005). E uma proteina altamente imunogénica e conservada em seres
humanos, o que a torna a primeira escolha como reagente em testes diagndsticos para
deteccdo desta infeccdo viral (FIGUEIREDO et al., 2008; TISCHLER et al, 2003;
FIGUEIREDO, 1999; ELLIOTT, 1997). Plyusnin e colaboradores (2001) observaram maior
diversidade na sequéncia GPC do que na sequéncia da proteina N: 11,7% vs. 4,4% e 6,1% vs.
3,0%, quando comparados os pares virais Khabarovsk_- Topografov e Saaremaa - Dobrava,

respectivamente.

2.3 Replicagdo

A infeccdo inicia-se com a ligacdo do virus a celula hospedeira por meio da interacéo
entre as glicoproteinas do envelope viral, Gn e Gc, e proteinas de superficie celular,
principalmente integrinas do tipo . Os microrganismos penetram na célula através de
endocitose (Figura 4) e fundem seus envelopes a membranas endossdmicas, permitindo o
acesso do nucleocapsidio viral ao citoplasma (FERREIRA, 2003) de forma dependente de pH
(McCAUGHEY et al., 1999). Apoés acidificacdo, ocorre alteracdo conformacional das
glicoproteinas de superficie (Gn e Gc), levando a fusdo, com liberacdo dos nucleocapsideos

virais.

Os hantavirus infectam macro6fagos, células dendriticas, plaquetas e células endoteliais
(BORGES et al., 2006). Apos inalacdo das particulas com virus, este € fagocitado por células
dendriticas ou macréfagos da mucosa de vias aéreas e alvéolos, que migram para 0S
linfonodos regionais apresentando antigenos a células T e ativando-as (ZAKI et al., 1995;
FIGUEIREDO, 2006; KRUGER et al., 2011). Em ambos os tipos celulares, Gavrilovskya e
colaboradores (1998, 1999) verificaram a presenca de integrinas como importantes receptores

envolvidos com a entrada do virus na célula. Assim, hantavirus ndo patogénicos utilizam
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receptores celulares integrinas a,f1, enquanto que as integrinas oyps € oypPs €stao relacionadas
a entrada dos hantavirus patogénicos, agentes etioldgicos da FHSR e SPCVH. Isto sugere que

interacbes com integrinas especificas podem contribuir para a patogénese de hantaviroses.

Figura 4- Ciclo replicativo dos hantavirus.
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Nota: Passos basicos que incluem a ades&o da particula viral & superficie celular através das interagdes entre as
células dos hospedeiros e a glicoproteina viral (1), entrada mediada através da utilizacdo de receptores por
endocitose e desnudamento e liberacdo do genoma viral (2), transcricdo de RNA (RNAm) a partir do genoma
RNA viral (RNAV) (3), traducdo dos RNAm dos segmentos L, M e S usando a maquinaria do hospedeiro (4),
replicacdo do RNA viral associada a proteina N e transporte para o complexo de Golgi (5), montagem dos
componentes virais no complexo de Golgi (6), e saida do virus via fusdo da vesicula de Golgi abrigando a
particula viral madura com a membrana plasmatica (7).

Fonte: Adaptado de JONSSON et al., 2010.
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O processo replicativo dos hantavirus ocorre exclusivamente no citoplasma da célula
hospedeira (WANG et al., 2010). Assim, 0s nucleocapsideos sdo introduzidos no citoplasma
por fusdo do virus com a membrana endossomal (Figura 4). Inicialmente, utilizando a
polimerase viral, ocorre a transcricdo do RNA com polaridade negativa a RNA mensageiro ou
complementar, que atua como molde de polaridade positiva utilizado na replicacdo do
genoma viral. Este apresenta dupla funcdo, sendo também utilizado no processo de

transcricdo dos genes virais.

A producédo das proteinas que irdo constituir parte dos novos virus é iniciada com a
associacdo da proteina L aos trés nucleocapsideos virais (L, M, S). Além da funcdo de
replicase, a proteina viral L também apresenta atividade endonuclease clivando o RNA
mensageiro (RNAm) celular para a producdo de iniciadores utilizados para comecar a
transcricdo de mRNAs virais (KUKKONEN et al., 2005). Ribossomos livres realizam a
traducdo dos RNAm dos segmentos L e S, enquanto que o RNAmM M € traduzido em
ribossomos associados ao reticulo endoplasmatico rugoso, onde a glicoproteina € clivada e
entdo transportada ao complexo de Golgi para glicolisacdo (WANG et al., 2010). Para os
virus do Velho Mundo a montagem ocorre no complexo de Golgi (Figura 4), enquanto que 0s
hantavirus originarios do Novo Mundo sdo montados junto & membrana plasmatica da célula
infectada. As particulas virais sdo liberadas por exocitose (SCHMALJOHN & HJELLE,
1997; FERREIRA, 2003; OGINO, 2004; JONSSON et al., 2010).

2.4 A Transmissao

Em geral, os virus representantes da familia Bunyaviridae sdo transmitidos por
artropodes (carrapatos ou mosquitos) e por isso sdo conhecidos genericamente como
arbovirus. A hantavirose trata-se primariamente de uma zoonose de roedores, para a qual estes
constituem reservatérios naturais (SCHMALJOHN & HJELLE, 1997; FIGUEIREDO, 1999;
HEPOJOKI et al., 2012), podendo, o virus ser detectado em érgaos como pulmdes, baco, rins
e glandulas parétidas e eliminado no ambiente por meio de seus excretas e saliva
(FIGUEIREDO, 1999; DAUD et al., 2007; VAHERI et al., 2008; BAGAMIAN et al., 2012).
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Entre os roedores, a transmissdo horizontal (Figura 5) pode ser decorrente do
comportamento agressivo, por vezes associado a busca por alimento, delimitacdo de territorio
ou mesmo disputa por fémeas, sendo demonstrada maior prevaléncia entre machos e em
especial nos mais velhos (SCHMALJOHN & HJELLE, 1997; MEYER & SCHMALJOHN,
2000; JONSSON et al., 2010; MILLS et al., 2010; LIMA et al., 2011; LOUNG et al., 2011).
Outra forma possivel de infeccdo é por meio da aspiracdo de aerossbis, a exemplo das
goticulas de urina geradas durante agressées (MEYER & SCHMALJOHN, 2000, HEYMAN
et al., 2012). A transmissdo vertical, da fémea para o filhote, é desprezivel ou ausente tanto
em ambientes selvagens quanto experimentais, podendo o0s anticorpos maternos proteger a
prole da infeccdo por hantavirus por alguns meses (SCHMALJOHN & HJELLE, 1997;
TARUISHI et al., 2008; JONSSON et al., 2010; HEYMAN et al., 2012). Estudos demonstram
que na primeira semana pos infeccdo (p.i.) ja € possivel detectar na corrente sanguinea de
roedores (Sigmodon hispidus) hantavirus (Black Creek Canal-BCC), tendo sido, também,
este, isolado da urina nos 70 primeiros dias p.i. € nas fezes durante os primeiros 150 dias p.i.
(HUTCHINSON et al.,1998). O virus Maporal (MPRLV) também foi isolado a partir de
amostras de urina do roedor (hamsters sirios) ainda no nono dia p.i. e em secrecdo de
orofaringe no sétimo dia da infeccdo (BAGAMIAN, et al, 2012).

Nos seres humanos, a infeccdo € puramente acidental, sendo, em geral, o hospedeiro
final do virus (HEPOJOKI et al., 2012). A transmissdo ocorre via aspiracdo de aerossois
contendo particulas virais presentes nos excretas (fezes e urina) e/ou saliva de roedores
infectados (GLASS et al., 1988; ELLIOT, 1997; SCHMALJOHN & HJELLE, 1997; WELLS,
1997; CHIORATTO et al., 2010). Outra forma menos comum € a mordedura de animais
infectados (DOURNON et al., 1984; GLASS et al., 1988; HINSON et al., 2004) (Figura 5).
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Figura 5- Modo de transmisséo das Hantaviroses.
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Fonte: Adaptado de PINCELLI et al., 2003.

A transmissdo vertical na especie humana, embora rara, ja foi descrita na Coreia e
Franca, onde, respectivamente, mdes transmitiram a infeccdo para seus fetos, com
consequente morte fetal e aborto (LEE, 1989) e gravida com FHSR teve um bebé& com sinais
de hantavirose sugerindo uma transmissdo transplacentaria do virus (SCHNEIDER et al.,
2009). No entanto, estes achados contrastam com os relatos de outros autores que verificaram
a auséncia de antigeno para hantavirus em autOpsias fetais e placentarias originarias de
mulheres infectadas (HOWARD et al., 1999; HOFMANN et al., 2012).

Entre seres humanos, a transmissdao € pouco comum, porém possui ocorréncia
conhecida para o virus Andes (ANDV) no Chile e Argentina. Durante surto causado pelo
ANDV foi descrita a transmissdo de pessoa para pessoa durante a fase prodrémica ou pouco
depois desta (MARTINEZ et al., 2005). Acredita-se que pacientes transmitiram o virus para
médicos e funcionarios do hospital por meio do contato direto com goticulas e aerossois

infectados. De forma semelhante, no Chile, ap0s surto, trés pessoas apresentaram quadro leve
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de hantavirose e uma pessoa apresentou infeccdo aguda assintomatica (WELLS et al., 1997,
PADULA et al., 1998; TORO et al., 1998).

A maioria dos casos de doenca humana associada a hantavirus resulta da exposicdo
natural a roedores silvestres infectados. No entanto, registro de casos de FHSR por infecgdes
acidentais na Coreia datam da década de 70, quando médicos e veterinario foram infectados
por ratos capturados e mantidos em laboratério (UMENAI et al., 1979). O mesmo ocorreu no
Japdo, com cerca de 120 casos de infeccdo pelo virus Seoul. Ainda, ha registro de outros casos
de infeccdo adquirida em laboratério por estudantes, funcionarios e cientistas na Bélgica e
Inglaterra (CDC, 1994; ZHANG et al., 2010).

Também é conhecido que o risco de infeccdo por hantavirus esta relacionado com a
densidade populacional de roedores, bem como com a probabilidade de contato destes
animais infectados com populagdes humanas. Assim, a cadeia de transmisséo é influenciada
pelo contexto ambiental, ecologico e das relagbes do homem com o ambiente (DONALISIO
et al., 2008). Pessoas de baixo nivel econémico tornam-se as mais vulneraveis a infeccdo por
hantavirus por possuirem piores condi¢des de habitacdo e, em geral, estarem relacionadas a
atividades agricolas, o que favorece um contato mais préximo entre seres humanos e roedores
possivelmente infectados. No entanto, a suburbanizacdo, atividades de carater profissional,
camping e lazer ao ar livre tém contribuido para a disseminagdo da infeccdo a pessoas da
renda media e alta (SCHMALJOHN & HJELLE; 1997; FREY, et al., 2003; FERREIRA,
2003). Um exemplo ocorreu em 2012, quando o Departamento de Saude Pudblica da
California anunciou casos confirmados de SPCVH em residentes que estiveram no Parque
Nacional Yosemite, EUA, havendo 6bitos (CDC, 2012). Ja em locais fechados, a exposicdo é
relacionada a invasdo das casas pelos roedores campestres durante o tempo frio ou a
nidificacdo de roedores em ou perto de habitacbes (SCHMALJOHN & HJELLE; 1997).

2.5 Os reservatérios

Os hantavirus tém como reservatorios roedores pertencentes as subfamilias Murinae,
Arvicolinae e Sigmodontinae e parecem estar preferencialmente associados a determinadas

espécies de roedores. Roedores das subfamilias Murinae e Arvicolinae destacam-se como
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transmissores dos virus no Velho Mundo, onde causam FHSR e membros da subfamilia
Sigmodontinae, trasmissores de hantavirus no novo mundo, estdo associados a SPCVH
(GLASS et al., 1988; ELLIOT, 1997; SCHMALJOHN & HJELLE; 1997; WELLS, 1997
PLYUSNIN, 2001; CHIORATTO et al., 2010).

A subfamilia Sigmodontinae compreende roedores silvestres, diferentes daqueles
conhecidos no ambiente urbano. No entanto, podem se aproximar do ambiente peridomiciliar,
em areas rurais, facilitando a transmissdo da virose para os seres humanos (PINCELLI et al.,
2003). O Brasil abriga cerca de 450 das 540 espécies dessa familia distribuidas nos diferentes
biomas, como Cerrado e Mata Atlantica (MILLS, 2006; JONSSON et al., 2010).

Dentre as espécies de roedores presentes no Brasil associadas a hantavirose, merecem
destaque: Oligoryzomys nigripes, o ratinho do arroz (associado ao virus Juquitiba) e
Necromys lasiurus (antigo Bolomys lasiurus), o rato do rabo peludo (associado ao virus
Araraquara), como as mais importantes espécies reconhecidas como reservatorios de
hantavirus (SUZUKI et al., 2004), ambas de ocorréncia em Alagoas (BONVINCINO et al.,
2008). Além destes, outros géneros de roedores podem abrigar hantavirus: Akodon montensis,
0 rato-da-mata (virus Jabora) (FIGUEIREDO, 2006; JONSSON et al., 2010), Holochilus
sciureus, o rato-da-cana (virus Rio Mearim) (MARQUES, 1988; NUNES et al., 2011) e
Calomys tener,0 rato-do-campo (Laguna Negra) (FIGUEIREDO et al., 2010; JONSSON et
al., 2010) (Figura 6) (Tabela 1). Devido a extensdo continental do Brasil, é possivel que
outras espécies de roedores silvestres também, abriguem outros virus com o potencial para

causar hantavirose em seres humanos (FERREIRA, 2003).

Outros animais tém sido descritos como reservatorios de hantavirus (SCHMALJOHN
& HJELLE, 1997), tais como: espécies de pequenos mamiferos, mussaranhos e toupeiras,
servindo como hospedeiros acidentais (KANG, 2010) e ainda morcegos (ARAUJO et al.,
2012; WEISS, 2012; GUO et al., 2013). Gatos, cées e coiotes podem ser infectados através de
contato com roedores infectados e trazendo-os para perto dos seres humanos, todavia ndo ha
relato de transmissdo para humanos. Os animais domésticos e carnivoros ndo parecem ter

papel significativo na epidemiologia (MALECKI et al.,1998).
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Figura 6- Mapa de distribuicé@o dos roedores associados a hantavirose encontrados no Brasil.

(A)

N. urichi

N. lasiurus

(©

H. sciureus

H. chacarius

H. brasiliensis
H. vulpinus

(E)

O. fornesi

O. nigripes

®)

A. paranaensis

A. montensis

Nota: Distribuicdo geografica das espécies Necromys lasiurus em (A), Oligoryzomys nigripes em (B) e
Holochilus sciureus (C) também encontradas no Estado de Alagoas; em (D) Akodon montensis e em (E) a

distribuicdo da espécie Calomys Tener.



Fonte: adaptado de BONVINCINO et al., 2008.
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Tabela 1- Espécies de roedores, subfamilia Sigmodontinae, reservatérios de variantes de
hantavirus no Brasil e sua distribuigdo geogréafica*.

Espécie de Variante de Distribuicdo geografica do Locais/Estados de Referéncia
roedor- hantavirus roedor no Brasil* ocorréncia de
reservatorio que abriga infeccdo por
hantavirus

Necromys Araraguara Cerrado e Mata Atlantica, Planalto central, SANTOS  2011b;
lasiurus leste do Para, MA, Pl, CE, Ribeirdo Preto (SP) FIGUEIREDO,

RN, PB, PE, AL, SE, BA, 2010

RJ, SP, PR, SC, MS, GO,

TO, MG, norte do RG,

sudoeste de RO,
Oligoryzomys Juquitiba Mata Atlantica, Cerrado, S&o Paulo, FERREIRA, 2003
nigripes desde Pernambuco até norte

do Rio Grande do Sul, Minas Parana, Santa

Gerais e Distrito Federal. Catarina e Rio

Grande do Sul.

Oligoryzomys Castelo dos Sul do Tocantins, norte de Municipio JOHNSON et
aff. Moojeni Sonhos Goids, noroeste de Minas de Altamira, Estado al., 1999;

Gerais. do Para (PA) MEDEIROS et al,

2010.

Calomys tener/ Laguna S80 Paulo, Cerrado e Sédo Paulo e Mato FIGUEIREDO et
Calomys Negra Floresta Amazbnica, Mato Grosso al., 2010; SUZUKI
callosus/ Grosso. et al.; 2004;
Calomys BRASIL, 2010;
callidus ROSA et al., 2012.
Oligoryzomys Anajatuba Distrito Federal, norte de Maranhdo MENDES, 2004,
fornesi Minas Gerais, Goias, Bahia e ROSA et al., 2005

oeste de Pernambuco.
Holochilus Rio Mearim AC, AM, RR, PA, RO, MT, Maranhdo JOHNSON et al.,
sciurus GO, TO, MA, PI, sul do 1999

Amapa, oeste dos estados:

PE, AL, BA, MG.
Oligoryzomys Rio Mamoré  Acre, sul do Amazonas, Amazonas ROSA et al., 2005
microtis Rondonia, sul do Parg, norte

do Mato Grosso.
Akodon Jabora do estado RJ ao RG, no leste  Meio-oeste de OLIVEIRA et al,
montensis de MG Santa Catarina 2011.

*Distribuicdo de roedores segundo Bonvicino et al., Guia dos Roedores do Brasil, OPAS/OMS, 2008.

Fonte: adaptado de GOMES DE LIMA, 2012.



32

A distribuicdo do roedor-reservatério estd relacionada a fatores climaticos e
vegetacdo, o que reforca a necessidade de estudo em distintos biomas. Santos e colaboradores
(2010) demonstraram que 80% dos casos de hantavirose que ocorreram no Distrito Federal
(2003-2008) aconteceram em épocas de estiagem (abril-outubro), isto devido ao fato de que
os roedores procuram alimento e abrigo em outras areas, permitindo assim, o contato dos
seres humanos com as excretas desses animais, aumentando as chances da infec¢do. Goodin e
colaboradores (2009) verificaram a preferéncias do roedor A. montensis a areas com pouco
dossel e cobertura vegetal mais densa sobre e perto do chdo, no Paraguai. Outro fator relatado
é a acdo antropogénica, como por exemplo, 0 desmatamento de areas naturais de ocorréncias
de ratos, deslocando estes animais para outras regides, favorecendo a invasdo de areas de
ocupacdo de humana (DONALISIO et al, 2008).

Uma vez que os hantavirus estdo relacionados aos seus reservatorios, a identificagio
destes constitui uma das formas para o delineamento de metodologias de controle, que,
associadas a medidas educativas, devem auxiliar na vigilancia de forma a evitar o contato com
roedores ou suas excretas. Séo taticas de prevencdo em areas que apresentem sinais de
roedores evitar acdes que levantam poeira, descontaminar ambientes potencialmente
infectados molhando-o0s com solucdo de hipoclorito diluidas a 10%, alcool 70%, solugdo com
detergente, ou ainda, solucéo de fenol 10% e aguardar 30 minutos antes de proceder a limpeza
(BRASIL, 2010). Para o virus Puumala, Heyman e colaboradores (2012) relataram que 0s
hantavirus continuam ativos fora do hospedeiro, permitindo transmissdo indireta, sem
contatos fisicos com roedores infectados, permanecendo viaveis por 15 dias em gaiolas na
auséncia dos roedores infectados, em temperatura ambiente, e, provavelmente, muito mais
tempo em ambientes frios e umidos (KALLIO et al., 2006). Pressupfe-se ainda, que, em
ambiente sob a acdo da luz solar, o virus sobreviva por até 6 horas; e que em ambientes
fechados, na auséncia de luz do sol e acdo de ventos, 0 virus possa permanecer ativo no
ambiente por até 3 dias (BRASIL, 2010).

Tais acOes resultam em uma reducdo na possibilidade de aspiracdo do virus, mas
também deve-se ressaltar a importancia da reducdo de fontes de abrigo e alimentacdo de
roedores, bem como, da preservacdo de animais predadores (cobras, gavibes, corujas,
lagartos), que desempenham importante papel no controle da hantavirose, regulando o
aumento populacional de roedores e sua invasdo as residéncias (SCHMALJOHN & HJELLE
1997; DIVE, 2006; CAMPOS et al., 2009; BRASIL, 2010; LONDONO et al., 2011).
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2.6 A infecgdo

Em roedores, a maioria das infeccbes por hantavirus ocorre de forma persistente e na
auséncia de sinais (PLYUSNIN et al., 1996; MORZUNOV et al., 1998), sendo o virus
eliminado continuamente nas excretas do animal e/ou saliva por toda vida (MORZUNOV et
al., 1998; MEYER & SCHMALJOHN, 2000). Os mecanismos envolvidos na manutencdo da
infecgdo persistente por hantavirus em roedores sdo pouco conhecidos e vém sendo
recentemente estudados. Células Tregs parecem ter papel importante limitando a resposta
imune inflamat6ria e, assim, contribuindo para a manutencdo da infeccdo no roedor-
reservatorio (SHOUNTZ, 2007). Easterbrook e colaboradores (2007) demonstraram que a
inativacao funcional das células T reguladoras foi capaz de reduzir a quantidade de RNA do
SEQV presente nos pulmdes e a proporcdo de animais liberando o RNA viral na saliva.
Todavia, estudos indicam que dois hantavirus presentes no continente americano podem
causar danos em roedores-reservatorios, observando-se infiltrado imune na zona porta
hepatica e edema em septos alveolares nos pulmdes em Peromyscus leucopus infectados pelo
virus New York (LYUBSKY, 1996) e em Peromyscus maniculatus infectado por Sin Nombre
(NETSKI et al., 1999).

Os seres humanos, quando infectados, podem ndo apresentar sinais e sintomas
aparentes, ou ainda, manifestar formas clinicas de infeccdo, desde a enfermidade subclinica,
até casos graves de insuficiéncia renal, respiratdria e Obito. No primeiro caso, o de infecgédo
inaparente, a evidéncia da infeccdo s6 é obtida por meio da deteccdo de anticorpos
especificos, indicadores do contato com o virus, em inquéritos sorologicos. Nos casos de
infeccdo aparente, a suspeita diagndstica fundamenta-se nos antecedentes epidemiol6gicos
(historia de contato recente com roedor), podendo, assim, ser facilmente confundida com
outras doencas, tais como leptospirose e dengue (IVERSON et al., 1994; SCHMALJOHN &
HJELLE; 1997; BRASIL, 2010; GAMAGE et al., 2011; LIMA et al., 2011). Além disso, ja
foi demonstrado que a infeccdo por hantavirus induz booster de plamdcitos de memoria
imunologica para outros patdgenos, como por exemplo, o achado de que altos niveis de
anticorpos IgM contra Epstein-barr virus e Coxiella estavam presentes em pacientes com
infeccdo aguda por Puumala (WELLINGHAUSEN et al., 2012). Contudo, este mecanismo
ainda ndo esta elucidado. Todos esses aspectos dificultam o diagndstico da hantavirose, ou na

pior das hipoteses, podem até mesmo afastar tal doenga como hipdtese diagndstica inicial,
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principalmente em regifes onde a SPCVH é pouco conhecida. Para a deteccdo destes casos,
0s inquéritos soroldgicos constituem-se como ferramenta importante (CAMPOS et al., 2009;
FIGUEIREDO et al., 2000; LIMA et al., 2011).

Os inquéritos soroldgicos sdo aplicados para a pesquisa de anticorpos, antigenos ou
outros componentes do sangue de individuos de uma populacdo aparentemente sadia. Estes
tém ganhado destaque nas Ultimas décadas auxiliando no avango do conhecimento sobre a
ocorréncia e distribuicdo de doencas infecciosas, a exemplo da hantavirose. Esta estratégia
informa sobre a situagdo da afeccdo na coletividade, o que pode ser utilizado para orientar
programas de salde (PEREIRA, 1995). Nos inquéritos soroldgicos para deteccdo de
anticorpos anti-hantavirus, a proteina N é o antigeno utilizado, uma vez que este é o primeiro
alvo de anticorpos em infeccdo humana aguda. Altos niveis de anticorpos especificos IgM
contra proteina N podem ser detectados em cerca de 95% dos pacientes no momento da
internacdo ou seis dias apds o inicio da doenca. Ha, posteriormente, um declinio de IgM para
niveis indetectaveis, enquanto que os niveis de 1gG persistem e mantém a imunidade contra
infeccdes secundarias (HUJAKKA et al., 2003; KHAIBOULLINA et al., 2005; BORGES et
al., 2006; KRUGER et al., 2011).

Individuos acometidos por hantavirose podem, tambem, desenvolver quadros mais
graves caracteristicos, como a FHSR e SPCVH, nos quais o paciente pode evoluir a dbito
(SCHMALJOHN & HJELLE; 1997; BRASIL, 2010). O desenvolvimento de uma das formas
da hantavirose, FHSR ou SPCVH, depende do genotipo viral envolvido, bem como, da
situacdo imunologica do individuo infectado (BORGES et al., 2006). Em ambas as sindromes,
0 quadro clinico inicia-se de modo semelhante a uma gripe, caracterizado por febre, mialgia,
cefaleia, podendo ainda estar presentes dores abdominais, nauseas, vomitos e diarreia
(KRUGER et al., 2011) e leséo capilar que pode conduzir & hemorragia e choque em casos de
FHSR ou edema pulmonar e asfixia em SPCVH (PLYUSNIN et al., 1996a). Apesar da
dicotomia das formas clinicas, estudos recentes sugerem ruptura deste paradigma, podendo,
em ambas, serem incluidos sintomas pulmonares e renais. Assim, pacientes com FHSR tém
apresentado danos pulmonares e cardiacos, causados por hantavirus, caracteristicos da
SPCVH, e de forma semelhante, individuos acometidos por SPCVH podem apresentar
sintomas renais (MAKELA et al., 2009; KRUGER et al., 2011; RASMUSSO et al., 2011).
Assim, alguns autores propdem que essas duas sindromes irdo convergir futuramente
(RASMUSSO et al., 2011; CLEMENT et al., 2012). No Brasil quase 20% dos casos de
SPCVH registrados vém acompanhados de insuficiéncia renal (ELKHOURY et al., 2012).
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Deste modo, no contexto das vérias formas clinicas da doenca, surge a indagagéo
sobre qual seria a forma predominante quanto ao quadro clinico para hantavirose
(assintomaética ou sintomatica). Seria a maioria dos casos formados por infec¢des inaparentes,
e apenas casos graves teriam como hipdtese diagndstica a hantavirose? Contudo, esta é uma
questdo de dificil resposta, uma vez que, de modo geral, apenas procura atendimento médico a
parcela da populacdo que desenvolve sintomas mais severos e/ou persistentes. Assim, Jonsson
e colaboradores (2010) alegaram que, em é&reas onde a infeccdo por hantavirus € bem
conhecida, apenas 0s casos mais graves de hantavirose sao diagnosticados, sendo estes a
minoria. Dearing & Dizney (2010) indicaram que o numero total de infecgdes por hantavirus
em seres humanos é muito maior do que o numero de internacBes e mortes, uma vez que
muitas infeccdes ndo graves (brandas) ndo sdo relatadas (GROEN et al., 1994;
BHARADWA et al., 2000; YE et al., 2004; KHAIBOULLINA et al., 2005; MURANY et al.,
2005; VALDIVIESO et al., 2006).

2.7 Resposta imunoldgica

Ao contrario, do que acontece com os roedores nos quais a infeccdo, em geral, ocorre na
auséncia de sinais, nos seres humanos pode se desenvolver manifestacdes sintomaticas agudas
(POUNDER et al, 2013), nas quais, o papel desempenhado pelo sistema imune pode
contribuir para o desenvolvimento de um quadro clinico mais grave (BORGES et al., 2006).

Infecgdes por hantavirus resultam em forte inducdo de anticorpos e intensa resposta das
células T (WOO et al, 2005). Apos a infecgdo, células dendriticas (DC) infectadas migram
para 0s nodulos linfaticos regionais onde induzem uma forte resposta imune direcionada
contra a proteina N, principalmente, embora todas as proteinas estruturais (Gn, Gc, N) sirvam
como fonte para epitopos. Assim, durante a infec¢do aguda, as células T respondem de forma
vigorosa ao virus envolvendo células T CD8" e gerando uma memdria imunolégica apds a
infeccdo. Estas células podem reconhecer os antigenos virais através de moléculas de classe |
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC-I) (BORGES et al., 2006).

Entretanto as células T, que sdo predominantemente citotoxicas, a0 mesmo tempo em
que eliminam os hantavirus causam dano tecidual, resultando em patogénese. Entre o0s
elementos da resposta imune que estdo envolvidos no desencadeamento da SPCVH e da

FHSR estdo a ativacdo exagerada de linfocitos T e a liberacdo de citocinas, como: o fator de
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necrose tumoral, a interleucina 1, o interferon gama, o fator ativador de plaquetas e os
leucotrienos. Essas substancias ao aumentarem a permeabilidade vascular levam a
transudacdo de liquidos para o espaco alveolar, desencadeando edema pulmonar e
insuficiéncia respiratoria aguda, indicando que a resposta imune mais acentuada é prejudicial
e que a doenca humana tem um componente imunopatogénico (LINDERHOLM et al, 1996;
MORI et al, 1999; KILPATRICK et al, 2004; SAGGIORO et al, 2007; BORGES et al, 2008).

Nos roedores, as células T reguladoras desempenham papel na regulacdo da resposta
imune em decorréncia da producédo de IL-10 e fator transformador de crescimento beta (TGF-
B), importantes citocinas imunossupressoras. Sendo possivel especular que estas podem
também ocorrer em seres humanos e que, assim, individuos com maior atividade de células
Tregs durante o desenvolvimento da doenca possam apresentar formas mais amenas da
infeccdo. Isto, devido ao fato do aumento da citocina TGF-B, importante na inducdo de
células Treg e na supressdo da resposta inflamatoria, poder, talvez, prevenir a agressdo imune
(LIN et al, 2005; BORGES et al., 2008; CHEN et al, 2010). Um estudo realizado em
pacientes com FHSR demonstrou a reducdo do nimero de células Tregs FoxP3" periféricas,
quando comparado a individuos saudaveis. Nesta pesquisa, foi ainda, observada melhora
acentuada no numero de células Tregs FoxP3" em pacientes em fase de convalescenca,
sugerindo relacdo entre a reducdo das células Treg em circulacdo e a patogénese da FHSR.
(ZHU et al, 2009).

Em relacdo a resposta humoral, apesar de o virus estar no interior da célula do
hospedeiro, a reposta de anticorpos é fundamental para eliminar a infeccéo viral dos espacos
extracelulares, consistindo na producao de anticorpos especificos. Na fase aguda da infeccdo é
possivel detectar em 100% dos pacientes, o anticorpo IgM. Na convalescenca ha um declinio
nos niveis de IgM e elevacdo nos niveis de anticorpos IgG, detectados por anos apos a
infeccdo. Os anticorpos fornecem uma barreira importante contra a propagacao viral entre
células e tecidos e sdo particularmente importantes na restricdo da disseminacdo viral na
corrente sanguinea, sendo amplamente utilizados no diagndstico das sindromes (KRUGER et
al., 2011).

Dessa forma a gravidade da doenca esta associada ao aumento da permeabilidade
vascular, a pneumonia intersticial com influxo de células mononucleadas, ao edema severo do
tecido pulmonar e a trombocitopenia aguda (CARNEIRO & CARNEIRO, 2008).
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2.8 Hantaviroses no Brasil

No Brasil, a SPCVH é um problema de saide em decorréncia da sobreposicdo de areas
urbanas e de agropecuaria com ecossistemas que abrigam diferentes espécies de roedores-
reservatdrios de hantavirus (FIGUEIREDO, 2009). Assim, visando tratamento adequado e a
tomada de medidas de controle no Brasil, casos em que o quadro clinico é compativel com os
critérios de definicdo de caso de SPCVH, a notificagdo é compulséria e imediata, sendo
classificada pelo Cédigo Internacional de Doencas 2010 (CID 10) como B33.4 (BRASIL,
2010). O periodo de incubacdo varia de 9 a 33 dias, com média de 15 dias (FIGUEIREDO,
2006; CAMPOS et al, 2009). Entre 0 2° e 0 15° dias apds o quadro inicial, o paciente
desenvolve edema pulmonar ndo cardiogénico e hipotensdo. Nessa fase ocorre progressiva
infiltracdo de liquido e proteinas no intersticio e alvéolos pulmonares, levando a hipoxemia
grave, com necessidade de ventilagdo mecanica (PINCELLI, 2003). No Brasil, este tipo de
hantavirose apresenta elevada mortalidade, 39,3% (ELKHOURY et al., 2012).

Em 1993, na cidade de Juquitiba-SP, ocorreram 0s primeiros registros brasileiros de
hantavirose em seres humanos. Trés irmdos, residentes em area desmatada, apresentaram
quadro clinico compativel com a SPCVH, posteriormente confirmado por testes laboratoriais,
sendo que dois morreram (DA SILVA et al., 1997). Em 1995 e 1996, mais quatro casos foram
diagnosticados de hantavirose no Brasil. O primeiro ocorreu no estado do Pard (JOHNSON et
al.,1999) e os demais casos ocorreram na (n=1) Bahia e em (n=2) Sdo Paulo e desde entdo
diversos casos foram registrados para as diferentes regides do Brasil.

Na década de 90 ocorreram poucos registros de hantavirose no Brasil (Tabela 2),
contudo estes apresentaram taxa alta de mortalidade (Tabela 3). Nestes casos a hantavirose,
provavelmente, era confundida com outras doencas. Ja nos anos subsequentes, com 0 avango
nas pesquisas cientificas e a presenca da hantavirose como hipotese diagndstica houve um
aumento no numero de casos suspeitos e mudanca na conduta médica frente aos pacientes
acometidos pela sindrome. Assim, apesar do aumento no numero de notificacbes houve

reducdo na taxa de 6bitos (Grafico 1).
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Tabela 2- Casos confirmados de Sindrome Pulmonar Cardiovascular por Hantavirus no Brasil de 1993 a 2013*.

Regido e UF 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1599 2000 2001

(1] (0] 1 1] (1] (0] (1] 1 1 r,
Ronddnia (1] ] o 0 (1] ] o 0 (1] (1] o 1 0 (1] 1 1 0 (1] (1] o 1
Acre (1] o ] 1] (1] o ] 1] (1] (1] ] 1] 1] (1] ] o 1] (1] (1] o 1]
Amazonas 1] u] u] 0 1] u] u] 0 1] 1] u] 3 1 1] u] u] [u] 1] 2 u] [u]
Roraima (1] o ] o (1] o ] o (1] (1] ] o [u] (1] ] ] [u] (1] (1] ] [u]
Para 1] u] 1 0 1] u] u] 1 1 1] 2 2 9 15 9 17 15 4 11 3 1
Amapa (1] o o o (1] o o o (1] (1] o o o (1] o o o (1] (1] o o
Tocantins 1] u] u] 1] 1] u] u] 1] 1] 1] u] 1] 1] 1] u] u] 1] [1] 1] u] 1]
Maranhdo (1] ] o 0 (1] ] o 1 2 (1] 4 0 0 2 o 1 1 (1] [1] o a
Piaui (1] o ] 1] (1] o ] 1] (1] (1] ] 1] 1] (1] ] o 1] (1] (1] o 1]
Ceara 1] u] u] 0 1] u] u] 0 1] 1] u] 0 1] 1] u] u] [u] 1] 1] u] [u]
Rio Grande do Mg O o o 1] (1] o 1 1] 1 (1] ] 1] 1] (1] ] o a o [1] o a
Faraiba 1] u] u] 0 1] u] u] 0 1] 1] u] 0 [u] 1] u] u] [u] 1] 1] u] [u]
Pemambuco (1] o ] 1] (1] o ] 1] (1] (1] ] 1] 1] (1] ] o 1] (1] (1] o 1]
Alagoas [1] o o a [1] o o a [1] [1] o a a [1] o o a [1] [1] o a
Sergipe (1] o ] 1] (1] o ] 1] (1] (1] ] 1] 1] (1] ] o 1] o [1] o a
Bahia (1] o ] 1 (1] o ] a (1] (1] ] a a (1] ] o a (1] (1] o a
Regido Sudeste i | (0] (1] 2 (1] T 3 o 3 29 38 49 S50 45 35 34 30 20 1]
Minas Gerais 1] u] u] [u] 1] 2 3 9 S 14 21 39 39 34 25 19 24 24 11 9 [u]
Espirto Santo (1] o ] 1] (1] o ] 1] (1] (1] ] 1] 1] (1] ] o a o [1] o a
Rio de Janeiro 1] u] u] 0 1] u] u] 0 1] 1] u] 0 [u] 1] u] u] [u] 1] 1] u] [u]
Sao Paulo 3 o ] 2 (1] 5 10 1 8 15 17 10 11 9 20 16 10 23 19 11 1]

0 [i] [i] o 0 4 12 33 7
Parana 1] 0 0 0 1] 0 7 24 30 15 14 10 48 10 G 10 10 14 10 g 1
Santa Catarina 0 o ] 1] (1] o 1 5 16 11 16 41 23 S0 18 17 12 19 16 18 1
Rio Grande do Sy 0O o o a (1] 4 4 10 [+ T 2 8 3 11 4 =] 10 a8 9 51 a
Mato Grossodo d 0O o ] a [1] o ] a [1] [1] ] a a [1] ] o a [1] [1] 1 a
Mato Grosso (1] o ] 1] (1] o 3 2 10 12 5 9 11 459 29 22 26 48 B8 14 a
Soias 1] u] u] [u] 1] u] u] 1 1] 1] 2 9 5 S 5] 10 13 12 [+ 5] [u]
Distrito Federal 1] ] ] 1] 1] ] ] 1] 1] 1] ] 27 16 S 7 ] 9 13 ri 1 1]
Indet! lgnorada [1] 0 u] 1] (0] ] u] 1 (0] (0] 1 4 1] 1 7 ] 4 8 18 15 1

3 (0] 1 3 (1] 1 2 55 84 9 126 134 173 117 5

Fonte: Adaptado de SINAN/MS, 2013. *Dados preliminares, segundo UF de Infecgdo. Sugeitos a alteraces.

Atualizado em 07/05/2013.
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Tabela 3- Obitos por Sindrome Pulmonar Cardiovascular por Hantavirus no Brasil de 1993 a 2013*.
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Atualizado em 07/05/2013.
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Grafico 1- Numero de casos notificados de SPCVH no Brasil de 1993 a 2013.
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Nota: Dados do SINAN/MS. Atualizado em 25/05/2013.
Fonte: Autora, 2013.

ApOs os registros nos estados de Sao Paulo, Pard e Bahia, outros estados tambem
diagnosticaram a sindrome, atualmente perfazendo um total de 14 das 26 unidades da
federacdo e mais o Distrito Federal. Minas Gerais € Rio Grande do Sul notificaram o0s
primeiros casos em 1998, enquanto que Rio Grande do Norte, Parana, Mato Grosso e Santa
Catarina registraram em 1999, seguido do Maranhdo e Goids em 2000, e Rondonia,
Amazonas e Distrito Federal em 2004 (Tabela 2) (SINAN/SVS/MS, 2012). Contudo, ja foi
demonstrada evidéncias da infec¢do viral em roedores em outros estados, para 0s quais a
presenca da doenca em seres humanos ndo foi notificada, como o Rio de Janeiro e Ceara
(OLIVEIRA et al., 2009; CHIORATO et al., 2010) (Figura 6).

Segundo a SVS/MS (2013), entre 1993 e 2013 foram notificados 1.640 casos de
infeccdo humana no Brasil, causando 653 dbitos. Apesar dos relatos em todas as regides
brasileiras, ha um predominio dos casos na Regido Sul (583), Sudeste (468) e Centro-oeste
(412) do pais, correspondendo a 89,21% dos casos. A regido Norte registrou 101 casos e a
Nordeste apenas 14, podendo estes valores estarem associados a auséncia de notificacdo ou
mesmo estarem associados a circulacdo de espécie de patogenicidade reduzida, uma vez que

apenas procuram atendimento médico os individuos que desenvolvem sintomas (Tabela 2).
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Figura 6- Evidéncia de hantavirus no Brasil.

Evidéncia de hantavirus

[ Infecgio em humanos e roedores
[ Infecgio em Roedores
B Infeccio em humanos

Bl Sem evidéncia
Fonte: Vigilancia epidemiolégica, Ministério da Saude (2010).

Nota: Figura gentilmente doada por Marilia Lavocat Nunes, Area Técnica de Hantaviroses,
COVEV/CGDT/DEVEP/SVS/Ministério da Saide, em 2010.

Os casos suspeitos devem ser encaminhados a hospitais que possuam unidade de
terapia intensiva, devendo-se no transporte manter as condi¢cBes hemodindmicas e 0s
parametros ventilatorios. Recomenda-se 0 isolamento do paciente em condi¢des de protecao
com barreiras (avental, luvas e mascara dotadas de filtros Ngs) (BRASIL, 2010). O paciente
pode evoluir a 6bito em até 72 horas (DIVE, 2006). N&o ha relatos de casos de reinfecgédo por
hantavirus, assim como ndo ha tratamento especifico para a hantavirose, sendo empregadas

medidas de suporte para a manutencao das fungdes vitais, com énfase na oxigenacao.
2.8.1 Diagnostico da SPCVH no Brasil

O diagnostico da hantavirose é realizado a partir dos dados clinicos, historico de
exposicdo e testes soroldgicos, por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA), com deteccao
de anticorpos IgM e 1gG contra antigenos virais (BRASIL, 2010). Inicialmente, utilizavam-se,
nesses testes, antigenos dos hantavirus Sin Nombre (EUA) (FELDMAN et al., 1993) ou Andes
(Argentina) (PADULA et al., 2000), os quais eram produzidos por purificacdo direta do
material viral apds inativacdo. Atualmente, preferencialmente sdo utilizadas proteinas
recombinantes produzidas por clonagem génica, como a proteina N. Um dos grupos de
pesquisa que expressaram proteina viral com a finalidade de uso diagndstico foi o de
Figueiredo e colaboradores (2008) que expressaram em Escherichia coli a proteina N do

hantavirus Araraquara, a partir do sangue de paciente com SPCVH e, assim, esta também se
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tornou uma opg¢do de antigeno a ser utilizado nos testes sorologicos (JONSSON et al, 2010;
FIGUEIREDO et al, 2011; LIMA et al, 2011; SOUZA et al, 2011; BADRA et al, 2012;
GIMAQUE et al, 2012; MORELI et al, 2012; PEREIRA et al, 2012; GUSMAN et al, 2013).
A eficiéncia desta proteina recombinante como antigeno foi demonstrada em teste
imunoenzimatico para o diagndstico de hantavirose em amostras clinicas de pacientes com
SPCVH, provenientes da Argentina, apresentando sensibilidade de 97,2% e 100% de
especificidade (FIGUEIREDO et al., 2009). Assim, demonstrou-se que o uso dessa proteina é
adequado para fins de diagnéstico de infecgdo por hantavirus, aguda ou pregressa.

No Brasil, os laboratdrios de referéncia para o diagnéstico de SPCVH sdo o Instituto
Adolfo Lutz (S&o Paulo) (IAL/SES/SP), Laboratério de Arbovirus e Hantavirus do Instituto
Evandro Chagas (IEC/SVS/MS) (Belém do Pard) e Laboratério de Hantavirose e Riquetsiose
da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) (Rio de Janeiro). Estes utilizam o kit comercial
Hantec®, produzido a partir de estudos realizados pelo grupo de Raboni e colaboradores
(2007). Outra metodologia utilizada é a técnica de RT-PCR, amplificando os genes das
proteinas Gn e N, diretamente do sangue ou fragmento de tecido de paciente ou roedor
(CAMPOS et al., 2009; ARAUJO, 2010). O método imunohistoquimico também pode ser
empregado para o diagnéstico post mortem (CAMPOS et al., 2009).

2.9 Hantavirose na Regido Nordeste

Apesar do nlamero expressivo de casos de SPCVH confirmados no Brasil, poucos
foram identificados no Nordeste. Esta é a regido com o menor niamero de notificacdes para
hantavirose (Tabela 2), apenas 0,85% (n° de casos no NE/ n° total no BR) do total de casos
brasileiros.

Nesta regido, os primeiros indicios da circulacdo de hantavirus datam da década de 80,
em estudo no qual Leduc e colaboradores (1985) evidenciaram a presenca de anticorpos
contra o virus Hantaan em soros de ratos urbanos em Recife-PE. Contudo, somente em 1996,
no estado da Bahia, ocorreu o primeiro registro oficial da doenca na Regido Nordeste, e logo
apos este, notificacdes foram feitas no estado do Rio Grande do Norte em 1999 e 2001. Todos
0s demais registros para esta regido ocorreram no estado do Maranhdo (11 casos). Neste

estado, o primeiro caso ocorreu no ano de 2000 (MENDES et al., 2001) e a partir de entéo,
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inquéritos soroldgicos foram realizados, ampliando o conhecimento sobre a circulacdo de
hantavirus no Nordeste.

Deste modo, dos nove estados que compde a regido Nordeste 0 Maranhdo, Rio Grande
do Norte e Bahia possuem registro de casos confirmados de SPCVH, apresentando taxa de
letalidade superior a nacional (57,14%); os demais estados desta regido sdo considerados
indenes para hantavirose (BRASIL, 2010). O estudo/registro em areas sem notificacdo de
casos da SPCVH ¢€ escasso e isto se deve, ao menos em parte, ao fato de que a maioria destes
é desenvolvida em locais onde ja aconteceram casos de hantavirose (CHIORRATO et al.,
2010). No Nordeste do Brasil, a SPCVH é desconhecida ndo apenas por grande parte da
populacdo, mas também por parte dos profissionais da area da satde.

A presenca de anticorpos anti-hantavirus em roedores ja foi demonstrada em outros
estados desta regido. Contudo, a deteccdo de anticorpos nestes animais ndo constitui prova da
circulagéo do virus no local no momento da captura, demonstrando apenas que houve contato
dos roedores com o virus. Apesar disso, serve como forte evidéncia da presenga do virus na
regido, como por exemplo, o que ocorreu no estado do Ceara, onde num estudo prévio foi
demonstrada a presenca de anticorpos nos roedores e, no ano seguinte, encontrou-se tambem
anticopos IgM em amostras de soro de pacientes com suspeita de dengue (CHIORRATO et
al., 2010; LIMA et al., 2011).

No estado de Pernambuco, contrastando com o estudo de Leduc (1985), que na década
de 80 identificou a presenca de anticorpos anti-hantavirus em roedores, Sobreira e
colaboradores (2008) ndo observaram a presenca de anticorpos IgG contra a proteina N
recombinante do hantavirus Araraquara (rN ARAV), utilizado o método de ELISA, em
nenhuma das 218 amostras oriundas de roedores capturados durante a rotina do Programa de
Peste em Recife-PE.

Nos estados de Alagoas, Paraiba, Piaui e Sergipe, até o presente, ndo ha registro de
infeccdo aguda por hantavirus, tanto em roedores quanto em seres humanos, sendo
considerados pelo Ministério da Salide como areas silenciosas. Entretanto, estudos recentes
em Alagoas demonstraram a presenca de anticorpos 1gG anti-hantavirus em soro de pacientes
com leptospirose e em um paciente internado em hospital da capital, com quadro de doenca
pulmonar. Esses achados foram considerados pelos autores como sendo as primeiras
evidéncias da circulacdo de hantavirus no estado (SANTOS-JUNIOR, 2012). Desse modo, a
doenca pode estar presente em Alagoas, assim como em outros estados da regido Nordeste e,

devido a sua raridade e falta de suspeita clinica, ainda ndo foram identificados.
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2.9.1 As mesorregides de Alagoas

O estado de Alagoas, de acordo com a divisdo das regifes naturais (na sequéncia
litoral-interior), é composto pelas mesorregides: Litoral, Agreste e Sertdo, que apesar de ndo
possuirem notificacdes para hantavirose apresentam condigdes ambientais favoraveis a
ocorréncia de casos de infec¢do por hantavirus, como descrito a seguir.

A vegetacdo litordnea apresenta regides estuarinas e lagunares (CORREIA &
SOVIERZOSKI, 2005), originalmente cobertas com floresta ombrofila densa, vegetacdo de
grande porte (20-30 m), compde a Mesorregido do Leste. No entanto, nesta mesorregido a
vegetacdo original foi praticamente extinta em Alagoas pelo desmatamento desde a época
colonial com o comércio de pau-brasil, implantacdo de engenhos de aglcar e areas destinadas
a agricultura. Esta foi, entdo, substituida pela monocultura canavieira, que se estende pelos
tabuleiros, sob dominio do clima litordneo (FERREIRA, 1999; SMARH, 2013). Nesta
mesorregido sdo observados os maiores valores de precipitagdes anuais em torno de 1.500
mm. A estacdo chuvosa se estende de abril a agosto, enquanto o periodo seco se concentra nos
meses de outubro a fevereiro. O sistema hidrografico é formado por rios perenes, destacando
a presenca dos sitesmas lagunares, bastante caracteristicos do litoral alagoano (SMARH,
2013). Neste habitat vivem em continua proliferacdo diversos animais, incluindo roedores. A
espécie Oligoryzomys nigripes, um dos principais reservatorios de hantavirus no Brasil, é
encontrada em areas de Mata Atlantica (SUZUKI et al., 2004), do estado de Pernambuco ao
norte do Rio Grande do Sul, atravessando o estado de Alagoas. Outra espécie de roedor
sigmodontineo reconhecidamente presente no estado é o Akodon cursor (BONVICINO et al.,
2008). E possivel, pois, que esses animais possam abrigar hantavirus também em territorio
alagoano.

O bioma caatinga, termo de origem indigena que significa “mata clara e aberta”, ¢
exclusivamente brasileiro e ocupa cerca de 11% do pais, podendo em Alagoas ser encontrado
na regido oeste do estado, na Mesorregido do Sertdo. Esta apresenta baixa umidade nos solos
e no ar e vegetacdes de pequeno porte — cajueiros, umbuzeiros e juazeiros que costumam
perder, quase que totalmente, as folhas em época de seca (ELETROBRAS, 2008). A
Mesorregido do Sertdo é caracterizada pelo clima semiérido e caatinga como vegetacao
predominante. A precipitacdes anuais € em torno dos 700 mm, e o relevo se distingue pela
presenca de pediplano bastante regular. As chuvas sdo bastante concentradas nos meses de

maio a julho, enquanto o periodo de novembro a janeiro € extremamente seco, 0 que
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condiciona a existéncia de rios intermitentes (SMARH, 2013). Nesta mesorregido, o
desmatamento ¢ o “pisoteio” do gado contribuiram para compactacdo e ressecamento dos
solos. Relatos na literatura apontam para a influéncia do clima na ocorréncia de casos de
hantavirose, a exemplo do estado de Sao Paulo, onde se evidencia que a maioria dos casos de
SPCVH ocorre no inicio da estacdo seca (entre abril e julho) (PINCELLI et al., 2003). Na
regido Sul do Brasil ocorreram casos relacionados a atividade madeireira em &reas de
reflorestamento de Pinus sp, ao plantio de milho e associados ao fendmeno da ratada (grande
proliferacdo de roedores ocasionada pelo aumento na oferta de alimento decorrente da
floragdo da taquara) (BRASIL, 2005; FIGUEIREDO, 2006; CDC, 2012). De forma
semelhante, nos EUA, o surgimento dos primeiros casos, em 1993, foi associado a alteracGes
climaticas resultantes de oscilagcbes do fenémeno El Nifio no sudeste arido deste pais. Isto
proporcionou aumento da precipitacdo e temperatura, com decorrente elevacdo da oferta de
alimentos para os roedores e aumento na populagdo desses animais. E ainda nos EUA, em
1997, o aumento de chuvas e consequente crescimento da vegetacdo precedeu a elevagdo no
nimero de casos de hantavirose em 1998 (MILLS, 2005; DEARING & DIZNEY, 2010). E
possivel, entdo, especular que as caracteristicas da Mesorregido do Sertdo associadas a
presenca de roedores Holochilus sciurus e Necromys lasiurus (BONVICINO et al., 2008)
favorecam a circulacdo de hantavirus no estado de Alagoas.

Ja na porcdo central do estado, Mesorregido do Agreste, hd& uma mescla de
caracteristicas das Mesorregides do Leste e do Sertdo (a exemplo das bacias Umidas do litoral
e as regides secas da parte do oeste do estado), sendo assim identificada como regido de
transicdo. A vegetacdo apresenta espéecies arboreas e arbustivas, onde se encontram algumas
espécies da Mata Atlantica e da Caatinga. O clima pode variar de quente e seco a quente e
Umido (COSTA, 2006). Nesta regido, as precipitacdes se situam na faixa dos 1.000 mm
anuais, com periodo chuvoso concentrado nos meses de abril a agosto, e o periodo seco nos
meses de setembro a marco. Nesta messoregido, verifica-se a existéncia de rios perenes e
intermitentes, condicionados pelas situacfes fisiografica e climatologicas locais (SMARH,
2013). Esta regido apresenta como uma das principais culturas agricolas o milho, ja referido
por Santos e colaboradores (2011b), no Distrito Federal, como associado ao surgimento de
condicdes propicias ao aumento da populacdo de roedores, pois a plantacdo de milho funciona
como fonte de alimento para as espécies generalistas. Na América do Sul, onde as espécies de
roedor-reservatorio para hantavirus tendem a ser generalistas, a exposi¢cdo humana a infeccao
por hantavirus é muitas vezes associada com praticas agricolas (DEARING & DIZNEY,

2010). No Brasil, Oligoryzomys sp. e Akodon sp., demonstraram preferéncia por milho e
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larvas, quando capturados e colocados em gaiolas, independentemente de sexo e idade
(BRAGA, 2011). Estas especies estdo associadas a transmissdo de hantavirose no Brasil,
sendo a ultima (Oligoryzomys sp.) encontrada em Alagoas.

Desse modo, em virtude das caracteristicas acima descritas e da associa¢do destas aos
casos ja descritos de hantavirose, este trabalho teve por objetivo realizar uma busca mais
ampla por evidéncias de infec¢des pregressas por hantavirus em populages das mesorregies
Leste, Agreste e Sertdo do estado de Alagoas.
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3 JUSTIFICATIVA

A hantavirose é uma zoonose de roedores e, nos Ultimos 20 anos, tornou-se um
problema emergente de salde publica nas Américas e, em especial, no Brasil. A infec¢cdo
causa uma sindrome cardiopulmonar para a qual numerosas e crescentes notificaces sao

registradas, apresentando taxa de letalidade em torno de 40%.

A sindrome estd estreitamente relacionada a alteracbes ambientais, como
desmatamento, agricultura, armazenamento de produtos agropecuarios, substituicdo da mata
nativa e situacGes que levem a proliferacdo de roedores. Assim, desequilibrios ambientais
reduzem ou eliminam espécies predadoras naturais destes animais, aumentando a exposi¢éo

dos seres humanos e promovem consequente aumento no risco de infecgdo por hantavirus.

O estado de Alagoas historicamente € marcado por momentos de degradacdo
ambiental, a exemplo da destruicdo da Mata Atlantica, 0 que propicia a transmissdo da
hantavirose. Somado a isto, ja foram identificados na fauna do estado a presenca de trés das
espécies reconhecidas como reservatérios de hantavirus no Brasil, Oligoryzomys nigripes,
Holochilus sciurus e Necromys lasiurus. Porém, até o momento, segundo o Ministério da
Salde, ndo ha caso de SPCVH registrado em Alagoas.

Deste modo, este trabalho se propds a levantar evidéncias sorologicas da ocorréncia de
infeccdes pregressas por hantavirus em individuos saudaveis em diferentes mesorregifes do
estado de Alagoas, por meio da realizacdo de inquéritos soroldgicos. Estas apresentam
diferentes caracteristicas associadas aos casos de hantavirose no Brasil, tais como cultivo

agricola, cana-de-actcar e milho, e clima seco.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar a prevaléncia de anticorpos de meméria 1gG anti-hantavirus na populagéo
de municipios pertencentes as diferentes mesorregifes do estado de Alagoas.

4.2 Objetivos Especificos

> Realizar coleta de sangue e de dados epidemioldgicos de individuos dos municipios de
Coruripe, Palmeira dos Indios e Olho D’Agua do Casado.

> Investigar a presenca de anticorpos IgG anti-hantavirus por meio da técnica
imunoenzimatica (ELISA) nas amostras séricas coletadas.

» Analisar os dados epidemiologicos dos participantes do estudo, em relagdo ao seu
historico de doencas e de contato com roedores e suas atividades laborais.

> Relacionar os dados epidemiolégicos com os titulos de anticorpos encontrados nos

individuos sororreagentes.
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5 METODOLOGIA

5.1 Aspectos éticos

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Alagoas, sob protocolo n° 23065.009350/2010-62.

5.2 Areas de estudo

Apesar da pequena extensdo territorial (27.778,506 Km?), no Estado de Alagoas,
existem areas com caracteristicas diferentes nos aspectos fisico, econémico, social e cultural.
Assim, de acordo com as semelhancas e diferencas, o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) dividiu o territério alagoano em trés mesorregifes: Sertdo, Agreste e Leste

Alagoano, que englobam onze regides menores, denominadas microrregides.

As coletas foram realizadas em um municipio de cada uma das mesorregides, nas
seguintes localidades: Usina Coruripe, em Coruripe (Mesorregido do Leste; Microrregido de
Sdo Miguel dos Campos, no litoral sul alagoano); comunidades rurais do municipio de
Palmeira dos Indios (Mesorregido do Agreste; Microrregido de Palmeira dos indios, ao norte
do estado de Alagoas) e comunidades rurais do municipio de Olho D’Agua do Casado
(Mesorregido do Sertdo; Microrregido Alagoana do Sertdo do Séo Francisco, no oeste do
estado e no Sertdo alagoano) (FIGURA 7).

De forma sucinta, a Mesorregido do Leste é a mais populosa e apresenta clima quente
e chuvoso, tendo como principais produtos a cana-de-agucar, feijdo, milho, mandioca e frutas
variadas, além da producédo de arroz nas terras alagadas do rio S&o Francisco. A Mesorregiao
do Agreste é marcada pelo predominio de pequenas e médias propriedades, é uma regido de
transicdo com chuvas de inverno e verdes muito secos, destacando-se a producdo de fumo e
milho. No Sertdo alagoano, Mesorregido do Sertdo, as chuvas sdo escassas e mal distribuidas,
sendo, portanto, a mais afetada pela estiagem e seca (MENDES JUNIOR, 2002).
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Figura 7- Mapa de Alagoas (A) com indicacdo das mesorregides e localizagdo dos municipios
onde foram realizadas as coletas para os inquéritos soroldgicos para hantavirus (destacados com
preenchimento em preto) e imagem de satélite demonstrando as diferencas na vegetacdo do
estado (B).
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Fonte: Google Earth, 2013.
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5.2.1 Municipio de Coruripe

A pesquisa de anticorpos 1gG contra hantavirus teve inicio com trabalhadores rurais da
Usina Coruripe, localizada no municipio de Coruripe (10°33°10.20”’S ¢ 36°38°56.29°°’0). A
usina foi fundada em 1925, tendo como atividades a produgdo de agUcar, alcool e energia,
sendo a maior industria produtora de agUcar e a&lcool do Norte-Nordeste. Tem
aproximadamente 1.000 trabalhadores regulares, que desenvolvem atividades de contato
direto com o campo, mesmo no periodo de entressafra, de abril a setembro. O municipio esta
situado na Mesorregido do Leste e na 132 Microrregido, distante 80 km da capital, Maceid
(Figura 7). Possui clima subtmido, caracteristico de zona litoranea, com uma area de 1.002
km?. E o segundo maior municipio de Alagoas em dimenso territorial, apresenta temperatura
média anual de 24,4 °C e populacdo de 52.130 habitantes segundo estimativa do IBGE, censo
2010.

5.2.2 Municipio de Palmeira dos indios

Situado a 140 km de Macei6, Palmeira dos Indios (9°25°12.59°°S e 34°38°22.767°0),
pertencente a microrregido de mesmo nome, esta localizado em regido de pleno Agreste
(Figura 7). Apresenta clima quente e umido, com maximas de 38° C e minimas de 12° C.
Como biomas, apresenta Caatinga e Mata Atlantica e fauna constituida por animais silvestres
comuns a regido, tais como cassacos, preas, saguis e raposas. Merece destaque, na regido, a
producdo de milho, refletida na presenca da Industria de Pipocas Boni, situada numa das
comunidades rurais de Palmeira dos indios, o Povoado Bonifacio. Segundo estimativas do
IBGE, censo 2010, o municipio conta com aproximadamente 70.368 habitantes e uma

populacdo rural superior a 18.758 residentes.
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5.2.3 Municipio de Olho D’Agua do Casado

Na Mesorregido do Sertdo, oeste de Alagoas, a pesquisa ocorreu no municipio de Olho
D’Agua do Casado (9°59°18.03°S e 35°58°09.31°°0), microrregido Sertdo do S&o Francisco
(Figura 7). A distancia de Macei6 é em torno de 270 km. Apresenta clima tropical semiérido,
com chuvas de verdo e vegetacdo basicamente formada por Caatinga. As principais atividades
econdmicas do municipio sdo o comércio, servigos, agropecuaria, atividades de extrativismo
vegetal e silvicultura. Populagdo estimada de 8.491 habitantes, dos quais 4.464 sdo moradores
de areas rurais, segundo o sendo censo de 2010 do IBGE.

5.3 Tipo de estudo

Este estudo trata-se de uma investigacdo analitico-descritiva, transversal e observacional.

5.4 Populacédo em estudo

Neste estudo, foram incluidos individuos de ambos os sexos, de qualquer idade,
provenientes dos municipios alagoanos de Coruripe (funcionarios da Usina Coruripe),
Palmeira dos Indios (individuos residentes em sitios e povoados) e Olho D’Agua do Casado
(individuos residentes em assentamentos) e que concordaram em participar da pesquisa apos
esclarecimento sobre o estudo. A assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Apéndices A e B) por cada individuo foi o Unico critério adotado para se fazer a

inclusdo ou a exclusdo dos mesmos neste estudo.
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5.5 Coleta de amostras séricas e dados epidemiol6gicos.

Inicialmente, em cada local, foi realizada palestra sobre a hantavirose (destacando-se os
principais sintomas, meio de transmisséo, fatores de risco associados e medidas de prevencéo)
objetivando esclarecer os trabalhadores quanto a doenca e sensibilizad-los quanto a
importancia do estudo. Apo6s explicacdo sobre a pesquisa, os individios foram convidados a
participar do inquérito e, dos que concordaram, foram recolhidas as assinaturas dos TCLEs,
seguido do cadastramento dos participantes, 0s quais responderam a perguntas elaboradas em
um questionario padrdo (Apéndice C) (Figura 8). Os participantes foram identificados por
sequéncia numérica crescente, seguido da letra inicial do nome do municipio de origem,
assim, por exemplo, os tubos com as amostras oriundas de Palmeira dos Indios foram

marcadas com a letra “P”.

Foram coletadas amostras de 4 mL de sangue por venopuncdo de cada participante
(Figura 8) em tubo a vacuo (Labor Import®) de 4ml sem anticoagulante por profissionais
voluntérios da area da saude (enfermeiros, bidlogos, biomédicos, farmacéuticos ou técnicos
em enfermagem). Para este procedimento foram utilizadas agulhas de coleta a vacuo

descartaveis (Descarpack®) ou seringas descartaveis com agulha (5 ml).

Os tubos foram deixados por 30 minutos em temperatura ambiente para formacdo do
coagulo, e a seguir, as amostras foram colocadas em caixas de isopor contendo gelo até a
chegada ao laboratério (LAPEVI/ICBS/UFAL), onde os tubos foram centrifugados
(centrifuga Bio Eng BE-4004) a 1500 rpm por 5 minutos. O soro foi separado, e dividido em
aliquotas em tubos de 1,5 ml, tipo eppendorfs, perfazendo um total médio de trés fracGes por
amostra e estocados a -20°C até o momento do teste para deteccdo de anticorpos anti-

hantavirus pelo método de ELISA - enzyme linked immunosorbent assay (MORELLI, 2005).
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Figura 8- Fotos das palestras de esclarecimento e coletas.

A B C

Nota: Palestra, assinatura do TCLE, obtencdo de dados epidemioldgicos e coleta de amostras sanguineas dos
individuos participantes dos inquéritos para hantavirus, nos municipios de Coruripe (A), Palmeira dos indios (B)
e Olho D" Agua do Casado (C).

Fonte: Autora, 2013.

5.6 Analise soroldgica

Os soros humanos foram testados para a presenca de anticorpos IgG anti-hantavirus,
através da técnica ELISA. Para os ensaios foi utilizada a proteina N recombinante do
hantavirus brasileiro Araraquara (rN ARAV), desenvolvida pela expressdo total do gene S em
Escherichia coli (linhagem selvagem BL21) (FIGUEIREDO et al, 2008) e purificada
utilizando resina de acido nitrilo-acético carregada com niquel (Ni-NTA) (QIAGEN, EUA)
(MORELLI, 2005). A proteina foi gentilmente cedida pelo professor Dr. Luis Tadeu Moraes
Figueiredo (CPV-FMRP-USP).
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Nos testes sorologicos, foram utilizadas placas hidrofobicas de poliestireno de média
afinidade e de fundo plano com 96 pogos (Greiner Bio-one®). Para sensibilizacéo, as placas
foram divididas em duas partes, das linhas A-D (das colunas 1 a 12) foi utilizado como
antigeno a proteina rN ARAV purificada (por cromatografia de afinidade) e das linhas E-H
(colunas 1 a 12) utilizou-se o antigeno negativo, que era a fracdo purificada (em igual
sistema) de extrato de E.coli BL21 sem plasmideo. Para ambos os antigenos manteve-se a
quantidade de 2uL/poco em solucdo tampéo carbonato-bicarbonato (0,05M; pH: 9,6) (Anexo
A), sendo utilizado um volume de 50 pl por poco. Os pogos H11-12 ndo foram sensibilizados
com qualquer um dos antigenos (branco). As placas foram mantidas em camara Umida a 4° C
por 16 a 18 horas. Em seguida, foram lavadas 6 vezes com solucdo de lavagem [tampéo
fosfato-salino, contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T)] (Anexo A) e blogueadas com 150 pl de
solucgéo de blogueio [10% de leite em pé desnatado (LPD) em PBS-T] e mantidas em estufa a
37° C por 2 horas, seguida de 6 lavagens com PBS-T (FIGUEIREDO et al., 2009) (Figura 9).

Posteriormente foram adicionados 0s soros a serem testados. As amostras foram
diluidas (1:100) em solucéo de blogueio, as quais foram testadas em duplicata (50ul/poco) e
com correspondente para a porcdo sensibilizada com extrato purificado de E. coli. Como
controle positivo foi utilizado soro sabidamente reagente, oriundo de paciente em fase
convalescente de SPCVH, e como controle negativo foi utilizado soro ndo-reagente para a
presenca de anticorpos anti-hantavirus, procedente de individuo que nunca teve contato com o
virus (50 pl/poco), gentilmente cedidos pelo professor Dr. Luiz Tadeu Figueiredo (CPV-
FMRP-USP). As placas foram incubadas em camara imida, estufa (Fabbe®), por 1 hora a 37°
C, para formacdo do complexo antigeno-anticorpo, e em seguida lavada 6 vezes com solucao
de lavagem (FIGUEIREDO et al., 2009) (Figura 9).

Na etapa seguinte, foi adicionado aos pog¢os o0 anticorpo anti IgG humana conjugado a
peroxidase (Sigma®), na diluicdo 1:2000 em PBS-T 10% LPD. As placas foram
imediatamente incubadas em cadmara Umida por 1 hora a 37° C, com posterior lavagem (6
vezes com solucdo de lavagem) e adicdo de 100ul substrato enziméatico ABTS (2,2'-Azinobis
[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt) (Invitrogen®). As placas foram,
entdo, mantidas em estufa a 37°C por 20 minutos. O substrato adicionado € convertido a cor
verde, sendo a coloracdo proporcional a quantidade de anticorpo. As placas foram lidas em
espectrofotbmetro leitor de ELISA (ThermoPlate®) com filtro de 405nm, sendo valores
expressos como densidade oOptica (D.O) (Figura 9) (FIGUEIREDO et al., 2009).



Figura 9- Representacdo esquematica do ensaio imunoenzimatico, ELISA, para deteccdo de

anticorpos anti-hantavirus.

ELISA PARA DETECGCAO DE ANTICORPOS ANTI-HANTAVIRUS

Placa sensibilizada Adigao do Ac anti-

4°C H 37°C »__4 37°c 7°c 7°C
m|n

Adigao do soro a Adigéo do Leitura em
com ‘Ag sertestado 196 ‘humana substrato ABTS  espectrofotémetro
recombinante Placabloqueada conjugado a
peroxidase

Fonte: Adaptado de Santos-Janior, 2012.
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As D.O. obtidas dos soros originarios dos pocos revestidos com a proteina rN ARAV

tiveram subtraidos os valores obtidos para 0s mesmos soros que reagiram frente ao antigeno

negativo, resultando nas D.O. liquidas. O valor do ponto de corte (cutt-off) determinante dos

soros positivos foi obtido a partir da media das D.O. dos pocos sensibilizados com extrato de

E. coli — antigeno negativo, acrescido trés vezes o desvio-padrdo (Figura 10). Foram

consideradas reagentes as amostras cujas D.O. obtidas apresentaram valor superior ao

observado para o ponto de corte (FIGUEIREDO et al., 2009).

Figura 10- Representagdo esquematica da distribuicdo dos soros em placa de poliestireno frente

ao teste ELISA.

Fonte: Santos-Junior, 2012.
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5.7 Elisa Semi-Quantitativo

As amostras soropositivas na triagem seguiram para a determinacdo dos titulos de
anticorpos, realizando-se dilui¢cbes seriadas em fator 100 (1:100 a 1:12800) e repetindo o
protocolo de reagdo descrito para o teste qualitativo, em cada uma das dilui¢cbes do soro.
Todas as diluicbes foram realizadas em duplicata e o titulo (inverso da diluicdo) de cada soro

foi considerado como a reciproca da maior diluicdo onde se observou reagente a duplicata.

5.8 Analise estatistica

Para avaliar as possiveis associacfes entre a soropositividade e as variaveis
demogréaficas e epidemiologicas estudadas (género, faixa etaria, ocorréncia de moradia e
trabalho desenvolvido em outros estados, histérico de doenca com insuficiéncia respiratoria e
de contato com roedor) foi utilizado o programa InStat3 (GraphPad, Software, EUA) para 0s
calculos e analises estatisticas, sendo aplicado o Teste Exato de Fisher, quando analisadas
duas pequenas populacGes ou o teste de Kruskal-Wallis, quando se compararam trés ou mais
grupos independentes, tendo sido considerado significantes quando p < 0,05, em ambas as

situacoes.
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6 RESULTADOS

Participaram do estudo 928 individuos voluntarios, a maioria composta por
trabalhadores rurais de Alagoas, dos quais foram obtidos dados demograficos, como idade e
género, e dados epidemiolégicos (exposicdo a roedores, atividade laboral desenvolvida,
historico de doenca respiratoria e moradia ou trabalhos desenvolvidos em outros estados),
bem como amostras séricas para pesquisa de anticorpos IgG anti-hantavirus (Tabela 4). As
amostras foram distribuidas entre os trés municipios da seguinte forma: 75,86 % (n=704)
provenientes de Coruripe, 16,7 % (n=155) oriundas de Palmeira dos Indios e 7,44 % (n=69)
advindas de Olho D’Agua do Casado (Grafico 2). Os resultados serdo apresentados a seguir,
para cada uma das localidades.

Tabela 4- Caracteristicas gerais dos participantes dos inquéritos em Alagoas.

Municipios
Coruripe Palmeira dos Indios Olho D’Agua dos
Caracteristicas Casado
Total de voluntarios Total de voluntarios Total de voluntarios
(n=704) (n=155) (n=69)
N° % N° % N° %
Género
Feminino 1 0.14 108 69.68 38 55.07
Masculino 703 99.86 47 30.32 31 44.93
Contato com roedores 529 75.14 94 60.65 63 91.30
Doenga com insuficiéncia 133 18.89 17 10.97 20 28.99
respiratéria
Morou em outros 238 33.81 35 22.58 30 43.48
Trabalhou em outros 179 25.43 3 1.94 12 17.39
estados

Fonte: Autora, 2013
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Gréfico 2- Proporcdo da participacao de trabalhadores rurais de cada municipio no inquérito
soroldgico para hantavirus no estado de Alagoas.

7,44%

H Coruripe
16,7%

O Palmeirados
indios

O Olhod'Agua do
Casado

Fonte: Autora, 2013

Neste estudo, a média de idade foi de 35 anos (sd= 12,59), com mediana de 32 anos
(minima de 9 e maxima de 92 anos). Quando comparadas as médias de idade, considerando-
se cada municipio isolado, verificou-se diferenca estatistica significante entre as idades dos
participantes, sendo de 33,3 anos para Coruripe e de 41,05 anos para Palmeira dos indios
(Graéfico 3) (p<0,001; Teste Kruskal-Wallis).

Grafico 3- Média de idades de todos os participantes dos inquéritos soroldgicos para hantavirus
em Alagoas.

IDADE
g

os OLHO D'AGUA DO CASADO

Legenda: NS= Ndo significativo; ***= p>0,001.

Fonte: Autora, 2013
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6.1 Inquérito sorolégico em Coruripe

Dos 704 trabalhadores rurais da Usina Coruripe (1,35% da populagdo total do
municipio de Coruripe) a média de idade foi de 33,3 anos e mediana de 31 anos (com
variacdo de 18 a 66 anos (sd.= 10,18), sendo quase totalidade do sexo masculino, com
excegdo de uma representante do sexo feminino (0,14%). Do total de amostras, 54
apresentaram reatividade na pesquisa de anticorpos 1gG anti-hantavirus, com titulos iguais ou
superiores a 200 (Tabela 5), o que corresponde a uma prevaléncia de anticorpos nesta
amostragem de 7,67%.

Tabela 5- Casos reagentes para anticorpos IgG anti-hantavirus, em trabalhadores rurais da
Usina Coruripe/AL, segundo o codigo de registro do participante voluntario, titulo, idade,
trabalhos realizados em outros estados, presenca de doenca grave com sintoma respiratorio,
residéncia em outros estados e ocorréncia de doenga cronica.

(continua)
Historia de
Trabalhos  doenca grave Presenca de
Registro do Idade fora de comsintoma  Residiu fora de doenca
participante  Titulo (anos) Alagoas respiratério Alagoas cronica
28C 200 50 Nao Néao Séo Paulo Né&o
59C 200 29 Nao Néao Né&o
71C 200 34 Nao Néao Néao Né&o
77C 200 54 Sergipe N&o Sergipe Néo
79C 200 31 Parana Nao Parana Néao
91C 3200 32 Néao Nao Néao Néao
100C 200 32 Néo Néo Néo Néo
180C 200 35 Néo Néo Néo Néo
182C 200 28 Nao Néo Néo Néo
275C 200 38 MGeTO Néo MG e TO Néo
284C 200 37 Nao Néo Néo Néo

323C 400 24 Né&o Né&o Né&o Né&o



Tabela 5- Casos reagentes para anticorpos IgG anti-hantavirus, em trabalhadores rurais
da Usina Coruripe/AL, segundo o cdédigo de registro do participante voluntario, titulo,
idade, trabalhos realizados em outros estados, presenca de doenca grave com sintoma
respiratorio, residéncia em outros estados e ocorréncia de doenca cronica.

(continuagéo)

Historia de
Trabalhos  doenca grave Presenca de
Registro do Idade fora de comsintoma  Residiu fora de doenca
participante  Titulo (anos) Alagoas respiratorio Alagoas cronica
328C 200 21 Néo Sim Néo Néo
331C 200 42 Néo Néo Néo Néo
344C 200 29 Néo Néo Néo Néo
351C 200 30 Néo Néo Néo Néo
376C 800 32 Néo Néo Néo Néo
382C 400 49 MG Néo MG e SP Néo
390C 200 30 Nao Nao Goias Né&o
420C 400 23 Nao Nao Néao Né&o
434C 200 20 Nao Nao Nao Né&o
437C 400 37 N&o N&o Sergipe Néo
438C 200 45 Nao Nao Néao Né&o
439C 400 28 Nao Nao Néao Né&o
457C 200 24 Nao Nao Néao Né&o
460C 400 18 Né&o Né&o Né&o Né&o
479C 800 44 Nao Sim Pernambuco Néao
530C 200 37 Néo Néo Néo Néo
589C 400 27 Né&o Né&o Né&o Né&o
611C 400 37 Né&o Né&o Né&o Né&o
628C 200 22 Nao Néo Néo Néo
637C 200 21 Nao Néo Néo Néo
638C 200 48 Né&o Né&o Sergipe Né&o

639C 400 50 Né&o Sim Né&o Né&o
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Tabela 5- Casos reagentes para anticorpos IgG anti-hantavirus, em trabalhadores rurais
da Usina Coruripe/AL, segundo o cddigo de registro do participante voluntério, titulo,
idade, trabalhos realizados em outros estados, presenca de doenca grave com sintoma
respiratorio, residéncia em outros estados e ocorréncia de doenga cronica.

(concluséo)

Historia de
Trabalhos  doenca grave Presenca de
Registro do Idade fora de comsintoma  Residiu fora de doenca
participante  Titulo (anos) Alagoas respiratorio Alagoas cronica
650C 400 35 MG Né&o Minas Gerais Né&o
656C 200 21 Néo Néo Néo Néo
662C 200 23 Néo Néo Néo Néo
664C 200 28 Néo Néo Néo Néo
668C 200 34 Néo Néo Néo Néo
670C 200 19 Né&o Sim Rio de Janeiro Né&o
683C 400 21 Néo Néo Néo Néo
733C 400 47 ES Néo ESe GO Néo
741C 400 46 Néao Sim Nao Nao
745C 200 52 Nao Nao Nao Né&o
756C 800 39 Néo Néo Néo Néo
778C 400 43 Nao Néao Néao Né&o
781C 800 29 Néao Nao Nao Néao
794C 1600 26 Néao Nao Nao Néao
803C 200 66 Néo Néo Néo Néo
811C 200 33 Néo Néo Néo Néo
829C 200 21 N&o Sim Sergipe Néo
849C 200 28 Néo Néo Néo Néo
875C 400 47 Néao Nao informou Né&o Né&o
886C 400 35 MG Sim Minas Gerais Né&o

Nota: Em cinza destacam-se as amostras que apresentaram altos titulos e cujos participantes relataram nunca
terem morado fora do estado de Alagoas. Em laranja, as amostras reagentes para a presenca de anticorpos anti-
hantavirus com titulos de 200 e 400 e cujos individuos afirmaram j& ter sofrido de doenca grave com
insuficiéncia respiratéria no passado, sem nunca ter morado em outros estados.

Fonte: Autora, 2013.
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A tabela 6 mostra o nimero de amostras sororreagentes distribuidas conforme o titulo
de anticorpos que apresentaram no teste semi-quantitativo. Destaca-se que entre as amostras
reagentes houve seis (11,11%) amostras com titulos muito altos (800, 1600 e 3200). Chama
especial atencdo os participantes que apresentaram altos titulos e que referiram nunca terem
morado nem trabalhado fora de Alagoas (0,71%; 5/704) (destacados em cinza na Tabela 2:
voluntérios 91C, 376C, 756C, 781C e 794C). Também é relevante destacar aqueles
participantes (0,43%; 3/704) que apresentaram anticorpos anti-hantavirus em titulos variados
(200 e 400) e que afirmaram que sofreram de doenga com insuficiéncia respiratoria, febre e
mialgia no passado e que nunca moraram fora de Alagoas (destacados em laranja na Tabela
5: voluntérios 328C, 639C e 741C).

Tabela 6- Titulos reagentes para anticorpos IgG anti-hantavirus, em trabalhadores rurais da
Usina Coruripe.

NuUmero de amostras Titulo de anticorpos

por titulo 1gG anti-hantavirus
34 200
14 400
4 800
1 1600
1 3200

Fonte: Autora, 2013.

Dentre as 54 amostras sororreagentes, a maioria, em nimeros absolutos, foi de adultos
jovens (n=22), entretanto quando analisada a relacdo entre o numero de individuos
sororreagentes e 0 numero total de amostras estudadas por faixa etaria, verificou-se uma
maior prevaléncia de reatividade para a presenca de anticorpos IgG anti-hantavirus entre os
individuos idosos (60-66 anos) (1/5) (Gréfico 4).
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Gréfico 4- Total de participantes (positivos e negativos) e percentagem de amostras
sororreagentes, segundo a faixa etaria, no inquérito em Coruripe.
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O MNegativas 280 196 119 51
M Positivas 22 18 9 4 1

Fonte: Autora, 2013.

Em relacdo aos dados epidemioldgicos, foi observada significancia estatistica entre o
total de individuos sororreagentes que afirmaram nunca terem trabalhado fora de Alagoas
(47/54; 87,04%) e os que relataram ter desenvolvido atividades (n=6/54) laborais em outros
estados (p=0,0232; Teste exato de Fisher). Do mesmo modo, houve significancia estatistica
entre os individuos positivos que relataram ter residido por toda vida no Estado (n=40;
74,07%) e os que em algum momento da vida viveram em outras unidades da federacao
(n=14; 25,93%) (p=0,0307; Teste exato de Fisher) (Gréafico 5). Ainda, dos 54 individuos
sororreagentes 7 (12,96%) afirmaram ter tido algum tipo de doenca grave na qual sentiram
febre associada a falta de ar e dor no corpo (Tabela 5, em laranja). Entretanto, quando
aplicado o Teste Exato de Fisher, ndo foi verificada significAncia estatistica entre a presenca
de anticorpos IgG anti-hantavirus e o histérico de doenca com insuficiéncia respiratoria no
passado (p=0,6983).

Assim, apesar da auséncia de sintomas respiratérios na maioria dos participantes com
sorologia reagente, a deteccdo de anticorpos anti-hantavirus em individuos sem histérico de
moradia ou trabalhos em outros estados, sugere a ocorréncia de casos de infeccdo autoctone

por hantavirus no estado de Alagoas.
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Grafico 5- Historico de trabalho desenvolvido em outros estados relatado pelos participantes
com resultado positivo para a pesquisa de anticorpos IgG anti-hantavirus do inquérito em
Coruripe (A) e percentagem destes participantes que afirmaram ja terem estado em outros
estados (B).
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25,93%
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M sSomente em Alagoas O Ausentaram-se do estado de
O Em outros estados Alagoas
E Nio informou B Nunca sairam do estado de

Alagoas

Fonte: Autora, 2013.

Dos 54 participantes sororreagentes, 44 (81,49%) relataram ja terem tido algum tipo
de contato com roedores e houve diferenca estatistica significativa entre positividade para
hantavirus e contato com roedores (p=0,0003; Teste Exato de Fisher) (Grafico 6) (Apéndice
C).

Grafico 6- Historico de tipo de contato com roedor dos participantes reagentes para a pesquisa

de anticorpos 1gG anti-hantavirus no inquérito em Coruripe (A) e tipos de contato com roedores
mais frequentes entre as respostas (B).
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Fonte: Autora, 2013.
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6.2 Inquérito sorolégico em Palmeira dos Indios

Neste grupo, obteve-se a participagdo de um total de 155 individuos (0,22% da
populacdo do municipio de Palmeira dos indios), entre os quais 91 trabalhadores rurais
(58,71%) e 64 individuos exercendo diferentes funcbes, sendo as mais representativas as
seguintes: donas de casa (n=17; 10,97%), professores (as) (n=9; 5,81%) e estudantes (n=8;
5,16%), oriundos de seis povoados de Palmeira dos indios apresentados na tabela 7.

Tabela 7- Povoados de origem das amostras do municipio de Palmeira dos Indios.

Povoados e/ou sitios NuUmero de amostras por povoado e/ou Percentagem (%0)
visitados sitio
Cabaceiro 07 4,52
Sitio Bem-te-vi 31 20
Batingas 16 10,32
Sitio do Meio 30 19,35
Alto Vermelho Velho 11 7,1
Canafistula 60 38,71

Fonte: Autora, 2013.

Os 155 voluntarios apresentaram média de idade de 41,05 anos (sd=15,7) e mediana
de 39 anos (com variacdo de 15 a 77 anos), sendo 108 do sexo feminino (69,68%) e 47 do
sexo masculino (30,32%). Do total, 139 (89,68%) eram naturais deste municipio, sendo a
vizinha Paulo Jacinto, a segunda cidade com o maior nimero de representantes (4/155;
2,58%). Ainda, do total, 120 (77,42%) voluntarios afirmaram nunca terem morado fora do

Estado e apenas trés relataram terem desenvolvido atividades laborais em outro estado.

Das 155 amostras analisadas, trés apresentaram reatividade na pesquisa de anticorpos
IgG anti-hantavirus, portanto a prevaléncia foi de 1,94% (Tabela 8). Todas as amostras
reagentes eram de participantes procedentes do municipio de Palmeira dos indios e do sexo
feminino, cuja média de idade foi de 37,67 anos e apresentaram titulo de 200. Assim como no

inquérito em Coruripe, os resultados com titulos de 100 foram desconsiderados.
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Do total de participantes sororreagentes, nenhum relatou ter sofrido de doenga com
insuficiéncia respiratoria no passado. Dos trés positivos, dois (66,67%) afirmaram nunca
terem morado e nem trabalhado em outros estados fora de Alagoas, e dois relataram manter
contato com roedores. O tipo de contato descrito foi a visualizacdo do mamifero ou de suas
fezes, em um dos casos, e no outro, além de visualizar o animal ou suas fezes, somou-se a

percepcao do odor da urina seguida de morte do roedor com uso de veneno (Tabela 8).

Tabela 8- Casos reagentes para anticorpos IgG anti-hantavirus em individuos de Palmeira do
indios, segundo o coédigo de registro do participante voluntario, titulo, idade, trabalhos
realizados em outros estados, presenca de doenga grave com sintoma respiratorio, residéncia em
outros estados e ocorréncia de doenca crénica.

Historico de
Idade Trabalhos doenca grave
Registro do fora de comsintoma  Residiu fora de Presenca de
participante Titulo  (anos) Alagoas respiratorio Alagoas Doenca Crénica
26P 200 25 Né&o Né&o Séo Paulo Né&o
41P 200 43 Né&o Né&o Né&o Né&o
117P 200 45 Né&o Né&o Né&o N&o

Fonte: Autora, 2013.

6.3 Inquérito sorolégico em Olho D’Agua do Casado

No inquérito realizado em Olho D’Agua do Casado participaram 52 trabalhadores
rurais (75,37%), oito donas de casa (11,59%), e sete estudantes (10,14%), um trabalhador de
obras (1,45%) e um individuo que declarou ndo ter ocupacdo (1,45%), totalizando 69
residentes do assentamento Nova Esperanca Vilas I, 11 e 1ll, o que corresponde a 0,81% da
populacdo deste municipio. Deste total, 31 eram do sexo masculino (44,93%) e 38 do sexo
feminino (55,07%). Para este inquérito a média de idade dos participantes foi de 39,26 anos

(sd=19,97) e mediana de 37 anos (variando entre 9 e 92 anos).
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Das 69 amostras analisadas, duas foram reagentes para a presenca de anticorpos IgG
anti-hantavirus (prevaléncia de 2,9%), apresentando titulos de 200 e 400 e média de idade de
42 anos. Ambos afirmaram nunca terem desenvolvido doenca com sintoma respiratorio e
relataram contato com roedores, sendo este do tipo visual e olfativo, acrescido, em um dos

casos, da morte do animal por meio do uso de veneno (Tabela 9).

Uma das amostras sororreagentes (titulo 400) é proveniente de um trabalhador rural
que também desenvolveu atividade de borracheiro, 70 anos, analfabeto, natural do municipio
de Pariconha. Relatou ja ter trabalhado em usina nos estados de Alagoas e Bahia e ter morado
na Bahia, Sdo Paulo e Sergipe. Este participante também afirmou ter contato com roedores,
sendo que este variou desde o visual (roedor e fezes), sentir o cheiro da urina do animal até
matar o mamifero com o auxilio de veneno e ainda negou ter sofrido de qualquer doenca com

sintoma respiratorio.

A segunda amostra reagente (titulo 200) foi de uma estudante, 14 anos, procedente do
municipio de Delmiro Gouveia, que afirmou nunca ter saido do estado ou ter tido qualquer
doenca que apresentasse dificuldade respiratéria. No entanto, declarou ter contato frequente
com roedores, sendo a visualizacdo do animal ou de suas excretas e sentir o odor da urina, 0s

tipos de contatos relatados.

Tabela 9- Casos reagentes para anticorpos IgG anti-hantavirus em individuos do municipio de
Olho D’Agua do Casado,segundo o codigo de registro do participante voluntario, titulo, idade,
trabalhos realizados em outros estados, presenca de doenga grave com sintoma respiratorio,
residéncia em outros estados e ocorréncia de doenca cronica.

Registro do Titulo Idade  Trabalho fora Historia de Residiu fora de Presenca de
Participante (anos) de Alagoas doenga grave Alagoas doenca
com sintoma crénica

respiratério

410 400 70 BA Né&o BA, SP e SE Né&o

580 200 14 Néo Né&o Néo Néo

Fonte: Autora, 2013.
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6.4 Resultados globais dos inquéritos sorolégicos em Alagoas

No total, das 928 amostras analisadas 59 apresentaram reatividade para a presenca de
anticorpos anti-hantavirus contra proteina N do hantavirus Araraquara, para as quais foram
obtidos valores de D.O. que variaram conforme o titulo, como pode ser visto na Tabela 7. Os
titulos variaram entre 200 e 3200. Assim, o resultado dos inquéritos soroldgicos tomados em
conjunto determinaram uma prevaléncia de anticorpos IgG anti-hantavirus para o Alagoas de
6,36 % (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10- Titulos reagentes para anticorpos IgG anti-hantavirus em 928 individuos do estado
de Alagoas, e as respectivas D.O. médias obtidas em cada titulo.

Numero de amostras Titulo D.O. D.O. D.O.
por titulo média minima  maxima
38 200 0,729091 0,465 1,3215
15 400 0,843857 0,477 1,305
4 800 1,022875 0,71 1,268
1 1600 0,6795 0,668 0,691
1 3200 0,947 0,912 0,982

Fonte: Autora, 2013.

Tabela 11- Prevaléncia de anticorpos anti-hantavirus nas populacdes das trés mesorregides do
estado de Alagoas.

Mesorregido  Municipio de Numero de Soropositividade
coleta participantes (%)
Leste Coruripe 704 7,67
Agreste Palmeira dos
Indios
155 1,94
Sertéo Olho D’Agua
do Casado
69 2,9
Estado de - 928 6,36
Alagoas

Fonte: Autora, 2013.
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Finalmente, foi verificado que 72,35% afirmaram nunca terem morado em outros
Estados e entre os voluntarios que apresentaram altos titulos (800, 1600 e 3200) todos
disseram nunca ter trabalhado fora do estado e somente um referiu ter morado em outro
estado. Assim, a deteccdo de anticorpos IgG anti-hantavirus em individuos que relataram
sempre ter residido neste Estado ou nunca ter desenvolvido atividades laborais em outros
estados, sugere a ocorréncia de casos de infeccdo autdctone por hantavirus no estado de

Alagoas.
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7 DISCUSSAO

Importante problema de saude publica, a hantavirose desperta atengdo especial devido
a gravidade da SPCVH e a alta taxa de letalidade da doenca registrada no Brasil. Contudo,
infeccbes assintomaticas ou subclinicas podem ocorrer, como ja foi demonstrado em
diferentes locais, por exemplo, nas provincias de Los Santos e Veraguas, no Panama, e nas
regides de Uberlandia e de S&o Jodo Batista do Gloria, ambas em Minas Gerais (ARMIEN et
al., 2011; LIMONGI et al., 2009; R.C. SILVEIRA, Hospital Santa Casa de Misericérdia de
Passos, comunicacdo pessoal). Além disso, mesmo no caso de pacientes apresentando
hantavirose com sinais e sintomas classicos da SPCVH, a doenca pode ser facilmente
confundida com outras infeccdes virais, nos casos em que ndo € realizado o diagndstico
laboratorial (SESPA, 2013). Em ambas as situacOes, a real incidéncia da doenca pode ser
subestimada e nestes casos, 0s inquéritos sorologicos tornam-se boa estratégia para se
conhecer a verdadeira prevaléncia das infec¢cbes por hantavirus em diferentes regides por
meio da deteccdo de anticorpos especificos anti-hantavirus nas popula¢des (PINCELLI, 2003;
FIGUEIREDO et al., 2000; BADRA et al., 2012).

Em vista disso, este trabalho realizou inquéritos sorologicos em uma parcela (0,03%)
da populacédo alagoana para determinacédo da prevaléncia de anticorpos 1gG anti-hantavirus no
estado de Alagoas. Estudos prévios realizados no LAPEVI-ICBS-UFAL demonstram
evidéncias da ocorréncia de infeccdes por hantavirus em territorio alagoano, quando se
detectaram anticorpos IgG em amostras de soro provenientes de pacientes acamados com
doenca aguda de diversas etiologias (SANTOS-JUNIOR, 2012; MELO e SILVA et al., 2011).
Todavia, naqueles estudos ndo foram encontradas amostras reagentes para IgM anti-
hantavirus nem a presenca de genomas virais. Além disso, o Ministério da Salde nao
apresenta nenhuma notificacdo de SPCVH em Alagoas, sendo, por isso, considerada uma
zona silenciosa para a infeccdo por hantavirus. O estudo de areas silenciosas para hantavirose
no Brasil é uma das metas da Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica do Ministério da Salude
(DECIT, 2008). Diante dos indicios iniciais da presenca de infeccdo autoctone, houve a
necessidade da realizacdo de um estudo mais abrangente, utilizando amostragens das

diferentes mesorregides alagoanas para corroborar a ocorréncia de infecgdes por hantavirus.
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Desta pesquisa participaram 928 individuos procedentes dos municipios alagoanos:
Coruripe, Palmeira dos Indios ¢ Olho D’Agua do Casado, escolhidos de forma estratégica por
estarem localizados em cada uma das mesorregides que compdem o estado: Leste, Agreste e

Sertdo, respectivamente.

A mesorregido do Leste possui extensa area de producgdo caniveira substitutiva a Mata
Atlantica retirada desde a época colonial. Sendo assim, é possivel que a alta soroprevaléncia
verificada no inquérito em trabalhadores rurais da Usina Coruripe (7,67%) esteja relacionada
ao fato destes desenvolverem atividade laboral com contato diario em canaviais, 0 que
aumenta o risco de exposicdo a infeccdo por hantavirus. Segundo o IBGE (2010) Alagoas é o
principal estado produtor de cana-de-agUcar na regido Nordeste. No estado de Sdo Paulo, o
trabalho em canaviais tem sido apontado como umas das principais formas de infec¢do, assim
como no estado do Mato Grosso, um dos mais afetados, os casos de hantavirose tém sido
associados a atividades agricolas, como cultivo de soja, milho, feijao e outros
(FIGUEIREDO, 2001; FIGUEIREDO et al., 2003; BEPA, 2007; ROSA et al., 2011).

As alteracbes ambientais provocadas por atividades agricolas e desmatamentos
interferem na transmissdo da hantavirose. A introducdo de fontes de alimentagdo propicia o
aumento rapido na densidade populacional destes animais em areas ocupadas pelo homem,
facilitando a transmissdo do hantavirus. Entre as principais culturas que atuam dessa forma,
tem destaque a cana-de-agucar, 0 arroz, 0 capim braquiaria e colonido e o milho. Além disso,
o cultivo da cana-de-agUcar esta associada a reducdo de muitas espécies de animais selvagens,
como os predadores de roedores e assim estes se concentram em regifes mais proxima ao
homem, tais como Necromys lasiurus (BEPA, 2007; DONALISIO et al., 2008; DEARING &
DIZNEY, 2010; FIGUEIREDO et al., 2010; JONSSON et al., 2010; MILLS et al., 2010;
GIMAQUE et al., 2012).

Da populacéo analisada nesta mesorregido (municipio de Coruripe), 81,48% referiram
algum tipo de contato com roedores, sendo predominante a visualizacdo do animal ou de suas
fezes, apresentando, esta populacdo, soroprevaléncia de 7,67% para a presenca de anticorpos
IgG anti-hantavirus. Alta prevaléncia também foi verificada por Badra e colaboradores
(2012), 4,7%, para a presenca de anticorpos anti-hantavirus na regido de Cassia dos
Coqueiros-SP, igualmente regido de Mata Atlantica.

Na Mesorregido do Agreste, no municipio de Palmeira dos Indios, foi verificada
soroprevaléncia de 1,94% para a presenca de anticorpos IgG anti-hantavirus, sendo possivel

que este valor esteja associada a producéo local de milho, refletida na presenca da Industria de
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Pipocas Boni localizada em um dos povoados deste municipio, Bonifacio. Os roedores
silvestres consomem todos 0s tipos de gréos, no entanto o milho parece ser o mais palatavel e
atrativo para estes animais. Segundo o Manual sobre hantavirose (DIVE, 2006), a maioria dos
casos registrados no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Argentina envolve trabalhadores em
lavouras de milho, seja no plantio direto ou na colheita. Esta cultura gera grandes perdas nas
fases de colheita e armazenamento, disponibilizando alimento para os roedores. Estes animais
ao buscarem sustento e abrigo, deixam, nestes locais, suas excretas, que quando infectadas
podem transmitir hantavirus.

Ainda, tomando-se por base os conhecimentos sobre a hantavirose na regido do
Cerrado brasileiro, o clima seco favorece a ocorréncia de casos de infec¢bes humanas por
hantavirus (DONALISIO et al., 2008). Desse modo, a localizagdo do municipio de Olho
D’Agua do Casado, na Mesorregido do Sertdo, com seu clima muito seco, foi considerada
estratégica para a busca de evidéncias de infec¢des por hantavirus, sendo demonstrado neste
trabalho prevaléncia de 2,9% para anticorpos 1gG anti-hantavirus. Estes dados corroboram os
achados de Lima e colaboradores (2011), que em estudo desenvolvido no Ceara, onde a
caatinga ocupa parte territorio, verificaram prevaléncia de 2,8% para anticorpos de memoria
anti-hantavirus em soros de pacientes com suspeita de dengue. Assim, acredita-se que o clima
seco favoreca a ocorréncia das infeccdes humanas por hantavirus, uma vez que, em geral, € na
época seca que ocorre a colheita e os trabalhadores ficam mais expostos a infeccdo. Ao
mesmo tempo em que desloca roedores selvagens famintos a locais mais préximos dos seres
humanos em zonas rurais, em busca de graos colhidos e outros tipos de alimento (PINCELLE
et al., 2003; DONALISIO et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2010; FIGUEIREDO et al.,
2011; NUNES et al., 2011).

Em outros estados do Nordeste brasileiro, a exemplo do Maranhdo, onde Mendes e
colaboradores (2004) realizaram inquérito soroldgico com 74,4% da populacdo de duas
aldeias (Quebra e Jerdnimo) da area rural do municipio de Anajatuba, foi verificado
soroprevaléncia de 13,3%. Os autores sugeriram a circulacdo de hantavirus nesta regido e
andlises filogenéticas indicaram a ocorréncia de uma nova espécie patogénica causadora de
SPCVH no Brasil, o virus Anajatuba (MENDES et al., 2004; ROSA et al., 2005; MENDES et
al., 2010). Na Bahia, apds o registro de infec¢do aguda por hantavirus em 1996, Mascarenhas-
Batista e colaboradores (1998) realizaram inquérito soroldgico em escolares na cidade de
Salvador, obtendo-se uma prevaléncia 13,2% para a presenca de anticorpos contra o0 virus
Hantaan. Neste mesmo estado, em estudo recente, realizado na cidade de llhéus, verificou-se

soroprevaléncia de 0,6% para a presenca de anticorpos anti-hantavirus Araraquara, entre 0s
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anos de 2008 e 2009, no qual, os autores afirmam se tratar de casos de infec¢do autoctone
(MORELI et al., 2012).

Em outros inquéritos sorologicos foram verificadas prevaléncias de 14,3% em
Jardin6polis-SP (CAMPOS et al., 2003), 0,6% no estado do Amazonas (GIMAQUE et al.,
2012) e 2,3% em Turvo-SC (PEREIRA et al., 2012) salientando-se que os participantes
constituiam populacdo sadia e sem histérico de doenga respiratoria. Em Minas Gerais,
detectou-se 3% de positividade para anticorpos IgG anti-hantavirus (LIMONGI et al., 2009),
13% no estado do Mato Grosso (SANTOS et al., 2011) e 1,97% em Santa Catarina (SOUZA
etal., 2012).

Em outros paises da América foi observada soroprevaléncia de 0,72% de anticorpos
IgG anti-hantavirus entre chilenos (FREY et al., 2003), 6,5% na Argentina, Provincia Jujuy
(PINI et al., 2003), 3,5% e 7,34% em Cordoba na Colombia, utilizando como antigeno 0s
virus Araraquara e Maciel, respectivamente (GUZMAN et al., 2013), 9,1 e 12,2% entre
moradores da Provincia Chapare e Mineros na Bolivia, respectivamente, nas quais ha maior
prevaléncia entre os trabalhadores rurais (MONTGOMERY, 2012; CRUZ et al., 2012). No
Panama foi verificada alta soroprevaléncia em criancas menores de 11 anos (9,2%), atingindo
22,8% em adultos com idades entre 41-50 anos (ARMIEN et al., 2004) e Gonzales e
colaboradores (2001) verificou prevaléncia de anticorpos de 0,7% no sudoeste dos EUA
contra o virus Sin Nombre.

A prevaléncia global, considerando os trés inquéritos realizados neste estudo em
Alagoas, foi de 6,36% e é possivel que esta alta taxa esteja relacionada a intensa atividade
agricola, que promove uma maior exposicdo aos roedores possivelmente infectados por
hantavirus.

Neste estudo, a idade média global foi de 35 anos. Mendes e colaboradores (2010)
associaram a idade superior aos 20 anos a presenca de anticorpos IgG anti-hantavirus em
individuos no Maranhdo. Brasil (2010) refere a faixa etaria entre 20 e 39 anos como a mais
acometida pela SPCVH no Brasil e Souza e colaboradores (2012) verificaram que 87,5% dos
participantes reagentes tinham mais de 30 anos de idade. De modo semelhante, Nunes e
colaboradores (2011) verificaram que, entre 1996 e 2008, os 320 casos de hantavirose
confirmados no Cerrado brasileiro apresentaram média de idade de 31 anos.

A analise estatistica demonstrou diferenca significativa entre a faixa etaria dos
participantes com sorologia positiva para a presenca de anticorpos IgG anti-hantavirus nas
populagbes dos inquéritos nos municipio de Coruripe e de Palmeira dos indios (p<0,001).

Apesar de o Gltimo ter apresentado a maior média de idade (41,05 anos) dentre 0s municipios
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estudados, neste também foi verificada a menor soroprevaléncia (1,94%). Isto pode ser
decorrente da composicdo da populagio local estudada, ja que em Palmeira dos indios
69,68% dos participantes foram de individuos do sexo feminino. Casos de hantavirose tendem
a estarem associados ao género masculino, uma vez que este, em geral, estd mais exposto e
por isso mais suscetivel a infecgdo por hantavirus (FERREIRA, 2003).

Observou-se, ainda, neste estudo significancia estatistica entre a ocorréncia de
infeccdo de acordo com o sexo, sendo possivel que individuos do sexo masculino estejam sob
maior risco de infeccdo por hantavirus (p=0,0001). Estes achados corroboram o estudo de
Souza e colaboradores (2011), no qual é observado aumento de soropositividade entre 0s
homens. Isto porque a atividade agricola proporciona maior contato com as zoonoses de
roedores, e 0s homens, constituem, na maioria dos casos, a maior parte da méo de obra rural.
Entretanto, neste trabalho estes resultados podem estar associados a viés de aferi¢do, uma vez
que 84,16% dos participantes eram do sexo masculino (781/928).

Outro parametro de risco associado as infeccdes é o histdrico de contato com roedores.
Apesar disso, neste estudo, considerando-se os dados globais, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre o contato com roedores e a presenca de anticorpos IgG anti-hantavirus.
Acredita-se que a taxa total (55,93%) esteja subestimada, em decorréncia de um vies de
afericdo. Foi observado no inquérito em Coruripe (origem de 75,86% das amostras), que
quando o pesquisador-entrevistador era do sexo feminino, o numero de respostas negativas a
pergunta “Costuma ter contato com ratos?”” dada pelos participantes era maior do que aquela
observada quando o entrevistador era do sexo masculino. Especulamos que os trabalhadores
tenham ficado inibidos em assumir que costumavam ter contato com esses animais.

E possivel supor que este contato pudesse estar ocorrendo sem que o individuo
tomasse conhecimento. Uma vez que alguns participantes, apesar de terem respondido nao
quando indagados sobre a ocorréncia desse contato, declararam na questdo seguinte, que
tratava do tipo de contato, as diversas formas de relacdo com estes animais. Assim, quando
estes também foram contabilizando, foi demonstrada significancia estatistica entre a
soropositividade e a ocorréncia de algum tipo de contato com roedores.

Em estudo semelhante desenvolvido por Santos e colaboradores (2013), no Mato
Grosso, 59,3% da populacdo referiram contato prévio direto com roedores e suas excretas, e
46,3% afirmaram armazenar grdos no ambiente peridomiciliar, sendo que esta conduta
propicia o aparecimento destes animais (BEPA, 2007). Em inquérito sorolégico no Maranhao,
regido endémica para hantavirose, foi relatado por Mendes e colaboradores (2010) que 24,3%

dos entrevistados afirmaram ter tido contato com roedores e indicam que a infec¢do tinha
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caracteristicas ocupacionais associadas a trabalhos agricolas. Pereira e colaboradores (2012)
detectaram, em Santa Catarina, que todos os participantes reagentes viviam em zonas rurais
ou areas periurbanas e que metade eram agricultores e, a exce¢do de um, todos tinham contato
com roedores. Ja no estudo realizado por Gimaque e colaboradores (2012), essa taxa foi ainda
maior, 80% das amostras positivas tiveram origem da aréa rural. Ainda, no presente estudo,
de modo semelhante ao verificado por Medeiros e colaboradores (2010), também foi
detectada soropositividade para anticorpos de meméria anti-hantavirus em duas donas de casa
e um estudante, isto porque, por vezes, estes tém participacdo importante na agricultura de
subsisténcia.

Neste estudo foram consideradas positivas somente as amostras com titulos iguais ou
superiores a 200. Os soros com reatividade em titulo de 100 foram desconsiderados para se
evitar qualquer resultado falso-positivo, uma vez que estudo anterior do grupo (SANTOS-
JUNIOR et al., 2011; SANTOS-JUNIOR, 2012) demonstrou reatividade cruzada da proteina
rN ARAV contra anticorpos chagésicos e de individuos com leishmaniose, doencas
endémicas no estado de Alagoas. Especula-se que este fato deva-se a ativacdo da producéo de
anticorpos policlonais em doencas crénicas, tal como Doenca de Chagas e Leishmaniose, no
entanto a reatividade cruzada foi eliminada em diluicbes maiores.

Dentre as amostras reagentes demonstradas neste estudo, os titulos variaram de 200 a
3.200, havendo predominio nas diluicbes 1:200 e 1:400 que corresponderam a 89,83% do
total das amostras positivas (53/59). Estes baixos titulos podem ser decorrentes do longo
tempo de infec¢do por hantavirus, como demonstrado por Manigold e colaboradores (2010),
que verificou que apoOs quatro anos de infeccdo ha reducdo na resposta imune contra a
proteina N, passando entdo a glicoproteina Gn, a ser o antigeno dominante. Ainda, é possivel
especular que os baixos titulos sejam consequéncia de infeccdo por espécie de viruléncia
reduzida, causando quadros clinicos mais brandos (oligossintomaticos) (SOUZA et al., 2012).
De modo semelhante, no Chile, onde apesar da auséncia de histéria de pneumonia ou
admissdo hospitalar, foi verificada a presenca de anticorpos 1gG contra hantavirus, o que
segundo os autores sugere a ocorréncia de infeccdo inaparente (FREY et al., 2003). Esta
hipdtese, é corroborada pelo estudo de Santos-Janior (2012) que, ao realizar pesquisa de
anticorpos IgM anti-hantavirus em pacientes internados em hospitais alagoanos, ndo observou
positividade nas amostras analisadas, embora 0s pacientes apresentassem quadro clinico
compativel com SPCVH. De modo semelhante, Medeiros e colaboradores (2010) verificaram

baixa positividade de anticorpos IgM entre os individuos assintomaticos ou
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oligossintomaticos, sugerindo a ocorréncia de casos menos severos ou de infec¢des atipicas,
bem como a possibilidade de subnotificacio dos casos.

Em estudo recente, 1.129 representantes de populacdes panamenhas foram analisadas
por meio de inquéritos soroldgicos repetidos nas mesmas populagdes com intervalo de tempo
de seis anos entre as coletas. Este demonstrou a soroconversdo para hantavirus em 70
individuos, sendo que, destes, apenas 5 apresentaram SPCVH. Nos demais individuos que
passaram a apresentar anticorpos anti-hantavirus na circulacdo ndo houve qualquer histéria de
enfermidade ou hospitalizacdo por doenca respiratéria aguda (ARMIEN et al., 2011). Raboni
e colaboradores (2007) relataram que durante a rotina de avaliacdo epidemioldgica na regido
central do Brasil, no mesmo local em que realizavam a captura de roedores, encontravam alta
soroprevaléncia de hantavirus em individuos que nunca haviam relatado sintomas de SPCVH.
GUZMAN e colaboradores (2013), em estudo realizado na Coldmbia, verificaram a presenca
de anticorpos IgM, demontrando infec¢do aguda, no entanto ndo havia sintomas ou doenga
aparente. Esses estudos reforcam a hipoOtese levantada com os achados da presente
investigacdo, de que em Alagoas é possivel que circule alguma espécie de hantavirus de
reduzida patogenicidade, exigindo-se estudos posteriores para se desvendar esta questéo.

E sabido que, em inimeros locais do Brasil ocorrem casos de hantavirose sem o
correto diagndstico, a exemplo do que ocorreu em Santa Catarina, onde apds a suspeita de
infeccdo em agricultor residente em area de reflorestamento, iniciou-se estudo e outros casos
foram identificados (SCHIMIDT et al., 2007). Em Sri Lanka foi detectada infeccdo por
hantavirus entre suspeitos de leptospirose, sendo sugerido pelos autores que a hantavirose,
pode ser uma doenca subnotificada naquele pais (GAMAGE et al., 2011). Desse modo, €
também possivel que tal cenario de infeccdes subnotificadas também esteja ocorrendo em
Alagoas.

Considerando, ainda, o fato de que, em geral, sé procura o atendimento medico 0s
pacientes que desenvolvem a forma grave da hantavirose, outra proposicdo possivel, é que
para 0s casos de infeccdo por hantavirus possa ser aplicada a Teoria do Iceberg. Na qual
apenas parte dos casos chamam a atencdo (os mais graves, em analogia a ponta do iceberg),
enquanto que uma grande por¢do das infec¢bes fica abaixo do horizonte clinico e, portanto,
ndo sdo identificados. E relevante, pois, identificar a real incidéncia da infeccdo (inclusive a
parte submerssa do iceberg) para que se possa convenientemente preveni-las. Nesse sentido,

0s inquéritos soroldgicos sao ferramentas para se evidenciar tais infec¢des subclinicas.
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Outra hipdtese para explicar a prevaléncia dos anticorpos encontrada nos participantes
deste estudo seria que, de forma semelhante ao visto por outros autores (MACNEIL et al.,
2010; PEREIRA et al.,, 2012), nesta pesquisa também se destacaram seis das amostras
reagentes por apresentarem titulos muito altos (800, 1600 e 3200), as quais poderiam ter
desempenhado papel importante na limitacdo da infeccdo e da patogénese induzida pelo virus.
Nesse sentido, trabalhos recentes que exploram a resposta humoral de memaria imunoldgica
contra hantavirus em individuos que sobreviveram a SPCVH tém demonstrado novos
aspectos da relagdo titulo de anticorpos vs gravidade da doenca durante a enfermidade aguda.
Assim, apesar de ainda ndo estar completamente claro qual o exato papel desempenhado por
anticorpos 1gG no controle da infec¢do, uma possivel explicacdo é que a sua producédo seja
um forte fator preditor de sobrevivéncia dos individuos infectados pelo virus Sin Nombre
(MACNEIL et al., 2010).

Até recentemente, acreditava-se que a resposta humoral aos hantavirus fosse
principalmente dirigida contra epitopos imunodominantes da proteina N, embora todas as
proteinas estruturais (Gn, Gc, N) sirvam como fonte para epitopos. Grupos que estudam a
resposta imune dos individuos que foram acometidos por hantavirose tém demonstrado que
embora a proteina N de fato induza altos titulos de anticorpos durante a doenca aguda, 0s
anticorpos dirigidos contra as glicoproteinas do envelope, especialmente Gn, € que teriam,
realmente, papel efetor no clearance viral e na protecdo contra a doenca de maior gravidade
(WOO et al., 2005; PADULA et al., 2007; MANIGOLD et al., 2008; MANIGOLD et al.,
2010). Neste contexto, embora a proteina N seja a mais conservada e abundante durante a
infeccdo (enquanto as glicoproteinas estdo mais expostas e variaveis) - fazendo dela a mais
susceptivel a acdo do sistema imunoldgico e facilmente acessiveis aos anticorpos, especula-se
que possivelmente esta proteina contribua para a evasdo viral, por mecanismo de
distracdo/desvio da resposta humoral daquelas que seriam realmente protetoras, as
glicoproteinas do envelope viral (KRUGER et al., 2010; MANIGOLD et al., 2010).

Tomando por base estudos desenvolvidos por outros autores (DE CARVALHO
NICACIO et al., 2002; LIMONGE et al., 2009; MACNEIL et al., 2010; MENDES et al.,
2010), que consideraram apenas como reagentes amostras cujos titulos foram iguais ou
superiores a 400, e sendo aplicado o mesmo critério para 0s inquéritos em Alagoas, a taxa de
soroprevaléncia sofre reducédo para 2,26% (21/928), o que corrobora o achado de 3% visto por
Limongi e colaboradores (2009) para Minas Gerais. Ainda assim, essa prevaléncia corrobora
a hipotese de infeccdo autoctone por hantavirus em Alagoas, uma vez que, destes 21

individuos, 71,43% afirmaram sempre terem morado no estado de Alagoas (15/21).
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Durante a realizacdo dos testes ELISA foi observado que 20 amostras apresentaram
reacdo colorimétrica nos pogos sensibilizados com extrato de E. coli e uma explicacdo para
este fato é a possivel presenga de anticorpos anti- E. coli em algumas das amostras séricas
testadas. Por este motivo, para a leitura das placas foi padronizado descontar o valor das D.O.
dos pocos sensibilizados com E. coli daqueles sensibilizados com rN ARAV (MORELI et al.,
2005), evitando-se deste modo resultados falsos positivos. Assim, as D.O. observadas nas
amostras aqui testadas apresentaram valores (em torno de 0,799) superiores aos Vistos em
testes realizados no Centro-Oeste brasileiro (em torno de 0,090) (MORELI, 2012,
Universidade Federal de Goias; comunicacdo pessoal). Acredita-se que esta discrepancia
deva-se a maior infeccdo da populacéo alagoana por E. coli, quando comparada a populacao
de outras unidades da federacdo. Um dos principais meios de infeccdo por E. coli é o hidrico.
No estado de Goids 2,02% das amostras do sistema de abastecimento de agua (SAA)
apresentam infeccdo por E. coli (BRASIL, 2011b) e em Sdo Paulo este valor foi de 0,85%
(BRASIL, 2011c), enquanto que no estado de Alagoas este valor foi de 12,94% (BRASIL,
2011a), sendo, portanto, 6,4 e 15,22 vezes respectivamente maior do que em GO e SP, de
acordo com o Sistema Nacional de Vigilancia em Saude (2011). Esta diferenca deve estar
associada aos menores indices de saneamento basico em Alagoas (auséncia de agua encanada
e tubulacbes de esgotos) e, ainda a reduzidas condigcdes socioecondmicas, proporcionando
maior contato com coliformes fecais, incluindo, E. coli (IBGE, 2010). Estes dados
corroboram a ideia de que distintos aspectos epidemioldgicos relacionados as infeccdes por
hantavirus variam em diferentes regides do Brasil (SANTOS et al., 2011).

Em todos os testes foi utilizada como antigeno a proteina N recombinante do virus
brasileiro Araraquara, principal responsavel pelas notificacbes de hantaviroses na regido do
Cerrado brasileiro, atingindo area que vai do Estado de S&o Paulo até o Estado do Maranhéo
(NUNES et al., 2011). A proteina N é a mais conservada entre os hantavirus e por causa disso
o compartilhamento de epitopos entre os representantes do género Hantavirus pode resultar
em reacdo cruzada contra a proteina N de outros hantavirus, endémicos de diferentes regides,
a exemplo dos virus Andes e Araraquara (TISCHLER et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009;
RIGO et al., 2012). Outro exemplo foi o inquérito realizado no Maranhdo que verificou a
presenca de anticorpos anti-hantavirus contra antigenos recombinantes de Sin Nombre na
populacdo, embora os hantavirus presentes nesse estado sejam o Anajatuba e o Rio Mearim
(MENDES et al., 2004). Entretanto, como ja mencionado por outros autores, a possibilidade
de reacdo cruzada ndo deve ser vista como desvantagem metodoldgica, uma vez que permite a

identificacdo de outras espécies de hantavirus, o que se faz extremamente importante, uma
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vez que na hantavirose o diagnostico precoce € fundamental para a sobrevéncia do paciente e
0 atraso na deteccdo pode contribuir para uma elevada taxa de mortalidade (DE CARVALHO
NICACIO et al., 2002; MORELI et al. 2012). Ainda, neste estudo foram utilizadas placas de
média afinidade, uma vez que estas sdo mais hidrofobicas de que as placas de poliestireno de
alta afinidade, devido ao caréater hidrofobico (ndo polar) da proteina rN ARAV (ALMINAITE
et al., 2006).

A partir dos dados aqui apresentados e considerando a pequena extensdo territorial do
estado de Alagoas, é possivel especular que assim como foram encontrados anticorpos 1gG
anti-hantavirus na populacao de trés dos municipios alagoanos, os outros também podem ter a
infeccdo. De forma semelhante, Mendes e colaboradores (2010), por meio de inquérito
soroldgico, verificaram a presenca de anticorpos anti-hantavirus em seis municipios
maranhenses, determinando prevaléncia global de 4,7%, sendo sugerindo pelos autores ampla
distribuicdo da hantavirose para o estado do Maranhao.

Em suma, os inquéritos soroldgicos realizado neste estudo indicam a circulacdo de
hantavirus no estado de Alagoas, tratando-se, provavelmente de casos de infecgdo autoctone.
Entretanto, algumas questdes associadas a esta pesquisa ainda necessitam verificacdo em
estudos futuros, tais como: qual a patogenicidade da espécie viral circulante em Alagoas?
Circularia entre os roedores e causaria infecgdes mais de uma espécie de hantavirus? Seriam
estes virus distintos causadores de doencas clinicas, sendo a maioria delas de pouca
gravidade? Que especies de roedores sdo responsaveis pela transmissdo de hantavirose no

estado de Alagoas? Mais estudos sdo necessarios a fim de elucidar tais questées.
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8 CONCLUSOES

= A partir da analise soroldgica foi verificada a presenga de anticorpos anti-hantavirus
em individuos das trés mesorregides, determinando alta prevaléncia (6,36%) para o
estado de Alagoas quando comparada a estudos realizados em outras regides do pais
onde a SPCVH é conhecida.

= Foram identificados provaveis casos de infeccdes autoctones por hantavirus, a partir
de individuos positivos que relataram nunca terem se ausentado do estado.

= Com base no inquérito sorolégico, sugere-se a circulacdo de hantavirus no Estado de
Alagoas.

= Sugere-se, diante da auséncia de histérico de doenca grave entre a maioria dos
individuos sororreagentes que a(s) espécie(s) circulante(s) seja(m) de baixa
patogenicidade.

= Estudos complementares sdo necessarios para deteccdo de anticorpos em roedores,
identificacdo da(s) espécie(s) circulante(s) e conhecer a(s) espécie(s) transmissora(s)

do virus no estado.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (adulto).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (T.C.L.E.)
(Em 2 vias, firmado por cada participante-voluntari(o,a) da pesquisa e pelo responsavel)

“0O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se
processe apds consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos
Ou grupos que por si e/ou por seus representantes legais manifestem a
sua anuéncia a participacao na pesquisa.” (Resolucao. n® 196/96-1V, do
Conselho Nacional de Saude)

o R , tendo sido
convidad(o,a) a participar como voluntari(o,a) da pesquisa: “Pesquisa Diagnéstica de Casos
de Hantavirose e Estudo da Resposta Imune dos Individuos com Sindrome Pulmonar e
Cardiovascular por Hantavirus” recebi da Sr(a). Profa Dra Alessandra Abel Borges, do
Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Alagoas, responsavel
por sua execucao, as seguintes informac6es que me fizeram entender sem dificuldades e sem

duvidas os seguintes aspectos:

" Que o estudo se destina a realizar uma pesquisa de anticorpos contra 0 microbio
(virus) causador da doenca pesquisada (Hantavirose).

" Que a importancia deste estudo € a de saber se existe a presenca desse microbio
causando doenca em Alagoas.

" Que os resultados que se desejam alcancar sdo 0s seguintes: levar ao conhecimento
dos profissionais da saude e pesquisadores sobre a existéncia desse microbio ou de pessoas
que ja foram infectadas por ele em Alagoas.

" Que o estudo sera feito da seguinte maneira: amostra de sangue sera coletada pelos
integrantes da pesquisa e sera analisada no laboratorio LAPEVI, no ICBS/UFAL e os dados
coletados serdo analisados pelos pesquisadores.

. Que eu participarei das seguintes etapas: na autorizacdo aos pesquisadores em coletar
e analisar o meu sangue, além de autorizar a analise dos meus dados pessoais e clinicos.
. Que os outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados sdo as seguintes:

atualmente ndo existe os outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados em
Alagoas.

. Que os incdmodos que poderei sentir com a minha participacdo sdo 0s seguintes:
pequena dor ou incdmodo no local onde o sangue sera coletado.

. Que os possiveis riscos a minha saude fisica e mental sdo: a participacdo no estudo
ndo trard nenhum risco a minha saude fisica ou mental.

. Que deverei contar com a seguinte assisténcia: contarei na ocasido da coleta, que sera
realizada por profissionais da salde devidamente qualificados, com informacBes sobre
maneiras de prevenir a doenca do estudo, além de informacgdes sobre o resultado do meu
exame, sendo responsavel(is) pela pesquisa: Dra. Alessandra Abel Borges, do ICBS-UFAL.
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" Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo, mesmo que nao
diretamente sdo: conhecer se essa doenca pesquisada existe em Alagoas e se ja fui infectado
por esse micrdbio (virus).

" Que a minha participacdo sera acompanhada do seguinte modo: a minha participacao
na pesquisa serd acompanhada durante 0 momento da coleta e da entrevista ou através de um
posterior contato pelos pesquisadores. Que, sempre que desejar serd fornecido
esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

" Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e,
também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer
penalidade ou prejuizo.

. Que as informagbes conseguidas através da minha participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacdo das
mencionadas informagdes so serd feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

. Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre
a minha participagdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das
minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacdo implica,
concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE
PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco d(o0,a) participante-voluntéri(o,a)
Domicilio: (rua, praca, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Endereco d(os,as) responsave(l,is) pela pesquisa (OBRIGATORIO):

Instituicdo: Universidade Federal de Alagoas — Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
Endereco Praca Afranio Jorges s/n

Bloco: /N°: /Complemento: Laboratdrio de Pesquisas em Virologia e Imunologia - LAPEVI
Bairro: /CEP/Cidade: Prado / 57010-020 / Macei6

Telefones p/contato: 3336-3444 ramal 223; 9973-7981

Maceio,
(Assinatura ou impressdo datiloscopica Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis)
d(o,a) voluntéari(o,a) ou resposavel legal pelo estudo (Rubricar as demais paginas)
- Rubricar as demais folhas)
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (menor de idade).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (T.C.L.E.)
(Em 2 vias, firmado por cada participante-voluntari(o,a) da pesquisa e pelo responsavel)

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se
processe apds consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos
OuU grupos que por si e/ou por seus representantes legais manifestem a
sua anuéncia a participacao na pesquisa.” (Resolucdo. n® 196/96-1V, do
Conselho Nacional de Saude)

R , responsavel,
00 PP PR PR PP tendo sido
convidad(o,a) a participar como voluntari(o,a) da pesquisa: “Pesquisa Diagnéstica de Casos
de Hantavirose e Estudo da Resposta Imune dos Individuos com Sindrome Pulmonar e
Cardiovascular por Hantavirus” recebi da Sr(a). Profa Dra Alessandra Abel Borges, do
Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Alagoas, responsavel
por sua execucao, as seguintes informagdes que me fizeram entender sem dificuldades e sem

duvidas os seguintes aspectos:

" Que o estudo se destina a realizar uma pesquisa de anticorpos contra 0 microbio
(virus) causador da doenca pesquisada (Hantavirose).

" Que a importancia deste estudo é a de saber se existe a presenca desse microbio
causando doenca em Alagoas.

" Que os resultados que se desejam alcancar sdo 0s seguintes: levar ao conhecimento
dos profissionais da saude e pesquisadores sobre a existéncia desse microbio ou de pessoas
que ja foram infectadas por ele em Alagoas.

" Que o estudo sera feito da seguinte maneira: amostra de sangue sera coletada pelos
integrantes da pesquisa e sera analisada no laboratorio LAPEVI, no ICBS/UFAL e os dados
coletados serdo analisados pelos pesquisadores.

. Que eu participarei das seguintes etapas: na autorizacdo aos pesquisadores em coletar
e analisar o meu sangue, além de autorizar a analise dos meus dados pessoais e clinicos.
. Que os outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados sdo as seguintes:

atualmente ndo existe os outros meios conhecidos para se obter 0s mesmos resultados em
Alagoas.

. Que os incdmodos que poderei sentir com a minha participacdo sdo 0s seguintes:
pequena dor ou incdmodo no local onde o sangue sera coletado.

. Que os possiveis riscos a minha saude fisica e mental sdo: a participacdo no estudo
ndo trard nenhum risco a minha saude fisica ou mental.

. Que deverei contar com a seguinte assisténcia: contarei na ocasido da coleta, que sera
realizada por profissionais da salde devidamente qualificados, com informacdes sobre
maneiras de prevenir a doenca do estudo, além de informacgdes sobre o resultado do meu
exame, sendo responsavel(is) pela pesquisa: Dra. Alessandra Abel Borges, do ICBS-UFAL.
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" Que os beneficios que deverei esperar com a minha participagdo, mesmo que ndo
diretamente sdo: conhecer se essa doenca pesquisada existe em Alagoas e se ja fui infectado
por esse micrdbio (virus).

" Que a minha participacdo sera acompanhada do seguinte modo: a minha participacéo
na pesquisa serd acompanhada durante 0 momento da coleta e da entrevista ou através de um
posterior contato pelos pesquisadores. Que, sempre que desejar serd fornecido
esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

" Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e,
também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer
penalidade ou prejuizo.

. Que as informagbes conseguidas através da minha participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacdo das
mencionadas informagdes so serd feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

. Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre
a minha participagdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das
minhas responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacdo implica,
concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE
PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco d(o0,a) participante-voluntéri(o,a)
Domicilio: (rua, praca, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Endereco d(os,as) responsave(l,is) pela pesquisa (OBRIGATORIO):

Instituicdo: Universidade Federal de Alagoas — Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
Endereco Praca Afranio Jorges s/n

Bloco: /N°: /Complemento: Laboratdrio de Pesquisas em Virologia e Imunologia - LAPEVI
Bairro: /CEP/Cidade: Prado / 57010-020 / Macei6

Telefones p/contato: 3336-3444 ramal 223; 9973-7981

Maceio,
(Assinatura ou impressdo datiloscopica Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis)
d(o,a) voluntéari(o,a) ou resposavel legal pelo estudo (Rubricar as demais paginas)
- Rubricar as demais folhas)
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APENDICE C - Ficha de Busca para Inquérito Sorolégico para Hantavirose.

FICHA DE BUSCA INQUERITO SOROLOGICO PARA HANTAVIRUS registro Lapevin®P___
Nome:
Idade: Sexo: M ( ) F( )
Profiss@o/ocupacéo:

Procedéncia/naturalidade:
OBS:
Endereco:

Municipio: Zonaurbana( ) Zonarural ()

Telefone: Escolaridade

1) Jatrabalhou em usina ou em canaviais ou na agricultura em outros locais?

( )ndo
() sim, em outros municipios de Alagoas. Quais?
() sim, em outros Estados: (anotar o estado e os municipios trabalhados)

2) Ja teve alguma doenca em que sentiu falta de ar, acompanhada de febre e dor no corpo?
( )néao

() sim, recentemente

() sim, muito tempo atras

3) J4 morou fora do estado de Alagoas? Onde?

4) Tem alguma doenca crénica (doenca de Chagas, leishmaniose ou calazar, esquistossomose ou barriga
d’agua)?

( )nédo

() sim. Qual?

5) Costuma ter contato com ratos?
( )nao

() sim, raramente

() sim, frequentemente

6) Como é este contato com ratos? (pode marcar mais de uma alternativa)
() apenas viu o rato ou suas fezes

() apenas sentiu o cheiro da urina do rato

() matou o rato. Como?
() foi mordido por rato
(' ) outro. Explique
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ANEXO



ANEXO A - Soluces

» Tampéo carbonato-bicarbonato (pH: 9,6):

Estoque:
- Na;C0O3(0,2M) (1L): 21, 1989 (solugéo A)
-NaHCO3 (0,2M) (1L): 16,8014g (solucéo B)

Uso (0,5L):
40mL de solucdo A + 85mL de solugdo B + 375mL H,O destilada

» Tampdo fosfato-alcalino (PBS 10x; 1L) (pH: 7,3-7,4)

-NaCl: 80g

-KClI: 29

-Na;HPO4 (anidro): 11,59
ou

-Na;HPO,. H,0: 13,829

-KH,PO4: 29

Solucéo de uso:

- PBS 1x (100ml PBS 10x + 900ml agua destilada)

» Solucédo de lavagem (PBS-T) (1L)

PBS 1x + 1mL de Tween 20

» Solucéo de bloqueio (PBS-T com 10% de LPD)
Leite em pé desnatado (LPD): 10g
PBS 1x: 100ml
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