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RESUMO

Hantavirus séo virus zoondticos principalmente de roedores silvestres, pertencentes
a familia Bunyaviridae, os quais séo transmitidos para seres humanos pela inalacao
de secrecbes ou excretas de roedores infectados ou pelo contato direto com os
mesmos. Estes virus podem causar graves doengcas como a Febre Hemorragica
com Sindrome Renal (FHSR) e a Sindrome Pulmonar e Cardiovascular (SPCVH).
No Brasil, ja foram notificados mais de 1500 casos, desde 1993. Neste estudo,
investigou-se a presenca de anticorpos anti-hantavirus na populacédo alagoana. Para
isso, com finalidade diagnéstica, realizou-se uma busca ativa de casos agudos em
hospitais de Alagoas e analisou-se amostras séricas encaminhadas pelo LACEN-AL,
provenientes de pacientes suspeitos de outras enfermidades, como dengue e
leptospirose. Também, foi investigada a presenca de anticorpos de memdéria da
classe IgG para hantavirus, em trabalhadores rurais de Coruripe/AL, em um estudo
piloto para inquérito soroldgico na Usina Coruripe. Para deteccdo dos anticorpos
anti-hantavirus, amostras de soros foram submetidas a um teste imunoenzimatico
(ELISA) caseiro, utilizando-se como antigeno uma proteina N recombinante do
hantavirus Araraquara. Foram estudadas 608 amostras séricas divididas nos
seguintes grupos: 1- Pacientes internados, que se encaixavam nos critérios de
suspeita clinica de hantavirose; 2- Pacientes com leptospirose; 3- Pacientes com
suspeita clinica de dengue; 4- Estudo piloto para inquérito sorologico. Das 64
amostras séricas analisadas por sorologia procedentes de pacientes que se
engquadravam como caso suspeito de SPCVH ou FHSR, nenhuma foi reagente para
IgM anti-hantavirus, porém, uma (1,56%) foi reagente para IgG anti-hantavirus. Na
pesquisa dos anticorpos em 124 pacientes com leptospirose confirmada pelo
LACEN-AL foram encontrados trés (2,42%) amostras reagentes para IgG anti-
hantavirus e nenhuma reagente para IgM. Nos 170 pacientes com suspeita de
dengue cuja pesquisa NS1 foi ndo reagente, ndo foram detectados nem IgG nem
IgM anti-hantavirus. O estudo piloto do inquérito sorolégico em Coruripe mostrou
imunidade para hantavirus em 10 (4%) dos 250 trabalhadores estudados, dentre os
quais, cinco alegaram nunca terem morado ou viajado para fora do Estado de
Alagoas. Tomados em conjunto, nossos achados sugerem a circulacdo de
hantavirus no estado e sua ocorréncia silenciosa na regido, causando infeccdes
inaparentes, ou ainda, sintomaticas, mas que permanecem sem diagndstico. Esse
trabalho € pioneiro na busca por hantavirose no estado de Alagoas.

Palavras-chave: Hantavirus. Anticorpos. Estado de Alagoas. Diagndstico.



ABSTRACT

The genus Hantavirus, family Bunyaviridae, includes rodent-borne viruses that are
transmitted to humans by inhalation of rodent secretions and excreta, or through
direct contact with an infected rodent. They are associated with hemorrhagic fever
and renal syndrome (HFRS) and with Hantavirus cardiopulmonary syndrome
(HCPS). In Brazil, more than 1,500 HCPS cases have been recorded, since 1993. In
this study, it was investigated the presence of hantavirus antibodies in the population
of Alagoas. For this, it was carried out an active surveillance for acute cases of
hantavirus infection in hospitals of Alagoas State and also it was analyzed sera
samples sent by LACEN-AL, from patients suspected of having other diseases, such
as dengue and leptospirosis. In addition, it was investigated the presence of memory
antibodies IgG to hantavirus in rural workers from Coruripe-AL, by performing a pilot
study of serological survey in Usina Coruripe. Sera samples were tested by an
enzyme immunoassay (ELISA) in house for detection of hantavirus antibodies, using
a recombinant N protein of Araraquara hantavirus as antigen. Of the 64 samples
analyzed by serology from patients who were classified as suspected of HCPS or
HFRS, none was positive for IgM anti-hantavirus, however, one (1,56%) was reagent
for IgG anti-hantavirus. In the survey for antibodies in 124 patients with leptospirosis
confirmed by LACEN-AL it was found three (2,42%) samples that were reagent for
IgG to hantavirus and none of them was reagent for IgM. In the 170 patients with
clinical suspicion of dengue but non-reagent for NS1 the survey for both IgM and IgG
to hantavirus was negative. The pilot study of serological survey in Coruripe showed
immunity against hantavirus in 10 (4%) of 250 studied workers, among which five
attested that had never lived or travelled out of state of Alagoas. Taken together, our
findings suggest the circulation of hantavirus in the state and its silent occurrence in
the region, causing inapparent infections, or even symptomatic, but that remain
undiagnosed. This study is pioneer in the surveillance for hantavirus in the state of
Alagoas.

Key-words: Hantavirus. Antibodies. State of Alagoas. Diagnosis.
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As doengas emergentes apresentam-se como um grave problema de saude
publica tanto no Brasil, quanto no mundo, por isso, estdo causando grandes
preocupacdes as autoridades sanitarias mundiais. A maior parte dessas doencas,
tanto as novas quanto as antigas, sdo doencas zoondticas, sendo estas causadoras
de mais da metade das enfermidades que acometem o homem (DASZAK et al.,
2001; CABELLO e CABELLO, 2008; KALLIO et al., 2009). Enquadram-se nesse
conceito as doencas cujo reservatorio €, em geral, um animal silvestre (CABELLO e
CABELLO, 2008; KALLIO et al.,2009).

Atualmente alguns patégenos emergentes vém preocupando estudiosos de
doencas infecciosas, principalmente as viroses emergentes, ja que varios surtos de
patdgenos virais emergentes e re-emergentes ocorreram nas Ultimas décadas
(FIGUEIREDO, 2006; HJELLE e TORRES-PEREZ, 2010). Fruto de alteracées
provocadas pelo homem sobre o meio ambiente (urbanizagdo e atividades
agricolas), essas viroses estdo enquadradas como um importante problema de
Saude Publica no Brasil, em alto grau nas zonas rurais e zonas urbanas (SCHMIDT,
2007; CABELLO e CABELLO, 2008).

Destacam-se entre as zoonoses virais, as febres hemorragicas, devido ao
carater altamente letal. Dentre os virus causadores de febre hemorragica, os
hantavirus vém chamando muita atencdo, devido a sua distribuicdo mundial e sua
alta taxa de letalidade, onde sua transmissado esta relacionada com o intimo contato
com roedores (FIGUEIREDO, 2006; MORENO et al., 2007). Esta zoonose pode
causar duas diferentes sindromes clinicas: a Febre Hemorrdgica com Sindrome
Renal (FHSR), na Asia e Europa, e a Sindrome Pulmonar e Cardiovascular por
Hantavirus (SPCVH), no continente Americano (FIGUEIREDO, 2006; MORENO et
al., 2007; CHANDY et al., 2008).

A SPCVH assumiu espaco importante na saude publica brasileira, tendo
emergido nas duas ultimas décadas como doenca de alta gravidade e letalidade. O
presente estudo propbe, pela primeira vez, buscar ativamente casos desta

enfermidade no Estado de Alagoas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1- Histérico

Acredita-se que 0s hantavirus estdo presentes no continente Asiatico ha
muito tempo, pois, h4 mais de 900 anos, ainda no século X, uma doenca com
fenbmenos hemorragicos e febre foi descrita pelos Chineses, a qual se supde tratar
de hantavirose (LEE, 1989; JOHNSON, 2001; VAPALAHTI et al., 2003).

Um surto de uma doenca febril hemorragica foi descrito, posteriormente, na
Russia em 1913 e 1932, entre as tropas japonesas na Manchuria em 1932 e na
Suécia em 1934 (SCHMALJOHN e HJELLE, 1997).

Apesar desses casos, a doenca causada por hantavirus comecou a chamar a
atencdo do ocidente, somente, entre 0os anos de 1951-1953, durante a guerra da
Coreia, quando aproximadamente 3.000 soldados norteamericanos foram
acometidos, subitamente, por uma doenca febril aguda com manifestacdes
hemorragicas e letalidade em torno de 10% a 15% (EARLE, 1954; LEDNICK, 2003;
ZEIER et al.,2005; Bl et al., 2008; JONSSON et al., 2010). O agente etiol6gico desta
enfermidade somente p6de ser isolado 25 anos ap6s o descobrimento da doenca, a
partir do tecido pulmonar do seu roedor reservatorio — Apodemus agrarius-,
capturado na zona rural da Coreia do Sul, no vale (taan) as margens do rio Han. O
agente causador da doenca foi entdo denominado virus Hantaan (HTNV), em aluséo
ao local de captura do seu reservatorio, e este se tornou o protétipo do género
Hantavirus (LEE e LEE, 1976, 1977, 1978; LEE et al.,1979; LEE, 1989).

Apés o isolamento deste novo agente etiolégico, HTNV, foi proposto ao
Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) que esse virus fosse incluido na
familia Bunyaviridae dos arbovirus (LEE, 1988; IVERSSON, 1996), devido as
similaridades genéticas, entretanto, propondo-se a criacdo de um novo género para
inclui-lo na familia (LEDUC et al., 1984). Isto foi proposto pelo seguinte: Schmaljohn
e cols. (1983) ao analisarem molecularmente o HTNV encontraram um genoma tri-
segmentado, e esse achado, aliado aos trabalhos publicados de McCormick e cols.
(1982) e White e cols. (1982), sugeriu que o novo virus fosse membro da familia
Bunyaviridae. Analises realizadas, posteriormente, por Schmaljohn e Dalrymple
(1983) de sequenciamento nucleotidico viral confirmaram que era necessaria a
criagdo de um novo género para uma correta classificacdo deste novo agente.

A hantavirose, no continente Europeu e Asiatico, recebia varias
denominacdes, como: nefrosenefrite hemorragica (antiga URSS), febre hemorragica

epidémica (Japao), febre hemorragica epidémica ou nefrite epidémica (Europa
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Ocidental e Japdo), febre hemorradgica Coreana (Coreia), febre hemorragica
epidémica ou febre do songo (China), nefrite dos campos e nefropatia epidémica
(Escandinavia) (LEE, 1988; SIMMONS e RILEY, 2002; Bl et al., 2008 ). Ap6s a
descoberta do virus Hantaan, foi recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), que a doenca fosse denominada Febre Hemorragica com Sindrome Renal
(FHSR), em substituicdo as varias denominacdes existentes para designar essas
moléstias infecciosas agudas hemorragicas com disfuncao renal (LEE, 1988; AHN et
al., 2000).

Desde a década de 80 ja existia o indicio da presenca dos hantavirus no
continente Americano, devido a presenca de anticorpos anti-hantavirus encontrados
em roedores e, também, pelo proprio isolamento viral de roedores das Américas
(LEDUC et al., 1984, 1985,1986; LEE et al., 1985). Porém, somente no ano de
1993 foi notificado e identificado o primeiro surto de hantavirose nas Américas, no
sudoeste dos EUA, na regido de Four Corners, na divisa dos Estados: Arizona, Utah,
New Mexico e Colorado. Neste episddio, uma doenca pulmonar grave vitimou indios
Navajos da regido (NICHOL et al., 1993). A doenca foi inicialmente confundida com
influenza, por apresentar febre, cefaleia, mialgias, e calafrios, progredindo
rapidamente com edema pulmonar, insuficiéncia respiratéria com choque e morte
apos o inicio da doenca em quase 50% dos acometidos (NICHOL et al., 1993;
KHAN, 1996). ApGs a realizacdo de varios testes, 0s soros dos pacientes reagiram
cruzadamente com antigenos hantaviricos do Velho Mundo (Euréasia), e levantou-se
a primeira pista da provavel causa da infeccdo (JONSSON et al., 2010). Os avancgos
das técnicas de biologia molecular contribuiram para que esse novo agente fosse
logo identificado nos tecidos dos pacientes e em roedores capturados nas
redondezas, sendo o virus denominado Sin Nombre e seu roedor reservatorio foi
identificado como sendo a espécie Peromyscus maniculatus (NICHOL et al., 1993;
SCHMALJOHN et al., 1995; JONSSON et al., 2010). Essa nova doencga causada por
hantavirus foi denominada, inicialmente, Sindrome Pulmonar por Hantavirus (SPH),
entretanto, apés o conhecimento do colapso cardiocirculatério que acompanha a
pneumonia grave, a doenga foi denominada, no Brasil, Sindrome Pulmonar e
Cardiovascular por Hantavirus (SPCVH) (HALLIN et al., 1996; FIGUEIREDO et al.,
2000).

O primeiro caso de hantavirose notificado na América do Sul, também,

ocorreu em 1993, no Vale do Ribeira, na cidade de Juquitiba, Sdo Paulo, numa area
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de desmatamento florestal. Neste local, trés irm&os apresentaram uma doenca
respiratéria grave, dos quais, dois foram a Obito apdés um periodo de trés a cinco
dias, ambos com insuficiéncia respiratoria aguda, e um deles com choque. A doenca
foi caracterizada por febre, dor de cabeca, mialgia, prostracdo, tosse, vertigem,
nausea e/ou vomito. Dois tiveram o diagnostico confirmado laboratorialmente e um
terceiro, um dos dois que foi a 6bito, teve diagnostico clinico e epidemioldgico.
Analises genéticas do material bioldgico dos casos fatais demonstraram se tratar de
um novo virus, sendo este denominado de hantavirus Juquitiba, nome do local onde
houve a doenca (IVERSSON et al., 1994; DA SILVA et al., 1997; VASCONCELOS
et al., 1997).

ApGs a descoberta dos virus Hantaan, varios outros hantavirus puderam ser
identificados, como também, seus roedores reservatorio, bem como, uma melhor
caracterizacdo das formas clinicas da doenca, FHSR na Eurdsia (hantavirus do
Velho Mundo) e SPCVH nas Américas (hantavirus do Novo Mundo). Todo esse
avanco no conhecimento da hantavirose foi possivel, devido a facilidade de
diagndstico e avanco da tecnologia — biologia molecular (JONSSON et al., 2010). De
acordo com o ICTV existem 23 diferentes espécies de hantavirus no mundo (ICTV,
2009), contudo, pesquisadores jA demonstraram a existéncia de mais de 50
hantavirus no planeta, com mais de 20 espécies relacionadas com uma das duas
formas de doenca (JONSSON et al., 2010).

2.2- Classificacdo taxondmica, caracteristicas morfolégicas e organizagcéo

gendmica.

A familia Bunyaviridae possui mais de 300 diferentes virus distribuidos em
cinco géneros: Bunyavirus (espécie tipo: Bunyamwera), Phlebovirus (febre dos
fleb6tomos da Sicilia), Nairovirus (virus da febre hemorragica do Congo e da
Criméia), Hantavirus (Hantaan), e Tospovirus (virus de vegetais). A maioria desses
virus € arboviroses, transmitidos por carrapatos, mosquitos ou fleb6tomos, com
excecdo dos Hantavirus, 0s quais sdo mantidos na natureza por roedores
cronicamente infectados e transmitidos ao homem pelo contato direto ou indireto
com esses roedores, sendo 0s Unicos virus da familia que ndo sao transmitidos por

artropodes (FIGUEIREDO, 1999; BORGES e FIGUEIREDO, 2007).
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Os hantavirus séo virus envelopados, pleomérficos ou esféricos, com a forma
esférica predominante na natureza, com diametro de 80 a 120nm. A particula viral é
constituida por um genoma de RNA de simples fita, polaridade negativa, tri-
segmentado [RNAss(-)], sendo cada segmento denominados: grande (L), médio (M)

e pequeno (S) (Figura 1).

Figura 1- Representacdo da estrutura dos membros da familia Bunyaviridae em A e
microscopia eletrdnica dos virions em B. A — Componentes do genoma viral (L, M, S) estédo
complexados com a proteina N e associados com a RdRp, envelope viral de dupla camada
lipidica contendo as proteina Gn e Gc. Fonte: Adaptado de Travasso da Rosa, 2008. B —
Microscopia eletrénica de transmisséo do virus Sin Nombre.

Proteina N

Segmento M
Gn Segmento S
Envelope
Viral
Segmento L
Polimerase
viral

Fonte: A - Adaptado de Travasso da Rosa, 2008; B - Centers for Disease Control and Prevention
(CDCQ).

O segmento L, com aproximadamente 6.500 nucleotideos (nt), codifica a RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp ou proteina L), possui funcdo de
transcriptase/replicase viral (NICHOL et al., 1993; PLYUSNIN, 2002; FERREIRA,
2003; JONSSON et al., 2010). O segmento M, com 3.600 a 3.800 nt, codifica uma
Gnica poliproteina que posteriormente é clivada nas proteinas presentes no envelope
viral, Gn (glicoproteina aminoterminal) e Gc (glicoproteina carboxiterminal),
relacionadas com a ligacdo a célula hospedeira (NICHOL et al., 1993; PLYUSNIN,
2002; JONSSON et al., 2010). O segmento S, com 1.300 a 2.100 nt (Figura 2),
codifica a proteina N, proteina do nucleocapsideo viral, a qual se apresenta como a

proteina mais abundante durante o processo de replicacdo viral, altamente
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imunogénica e a mais conservada, e que leva a uma forte reatividade cruzada de
grupo, sendo, por isso, um antigeno adequado para utilizacdo de triagem para
infecc@o por hantavirus (NICHOL et al., 1993; PLYUSNIN, 2002; PLYUSNIN et al.,
1996; RABONI et al., 2007; JONSSON et al., 2010).

Figura 2- Genoma dos membros do género Hantavirus. A figura mostra o tamanho
aproximando do genoma do virus, bem como, o peso molecular e quantidade de
aminoacidos constituintes das proteinas (L, Gn, Gc e N).

Segmento L Segmento M Segmento S
cRNA cRNA cRNA
6500 nt 3600 a 3800 nt 1300a2100nt
Gene L Gene Gn  Gene Gc | GeneN |
_:l 1 —
> > E—
ORF ORF ORF
Poliproteina precursora
das glicoproteinas Proteina do
Polimerase Viral Nucleocapsidio
(proteina L) Gn Ge (proteina N)
I I —————
2156 aa 652 aa 488 aa 428 aa
(247KDa) (76KDa) (58KDa) (48KDa)

Fonte: Adaptado de Travasso da Rosa, 2008.

Outros géneros dentro da familia Bunyaviridae (Bunyavirus e Phlebovirus),
possuem uma proteina ndo estrutural (NSs). Contudo, existe controvérsia quanto a
presenca dessa proteina nos hantavirus, pois, ja foi demonstrado para uma espécie
de hantavirus (Tula) que a mesma apresenta uma proteina ndo estrutural, e
especula-se que possa ter fungao inibitéria para o sistema imunolégico (VIRTANEN
et al, 2010). Os segmentos apresentam-se de forma circular, devido a
complementariedade das seguéncias nucleotidicas terminais (JOHNSON et al.,
1999).

Por serem envelopados os hantavirus podem ser facilmente inativados por
detergentes, solventes organicos, pelo calor e solucdo de hipoclorito. Tomando
como exemplo o virus Uukuniemi, membro da familia Bunyaviridae, pode-se inferir
que esses virus possuem, quanto a composi¢cdo quimica, 2% de RNA, 58% de
proteinas, 33% de lipideos e 7% de carboidratos (FIGUEIREDO, 1999).



23

2.3- Transmissao

As hantaviroses sdo zoonoses, que tem como reservatérios roedores das
subfamilias Murinae, Arvicolinea, Sigmodontinae e em uma espécie insetivora da
ordem Soricomorpha e familia Soricidae (Suncus murinus). Os hantavirus sao
mantidos na natureza pela presenca de roedores cronicamente infectados. A
transmissdo horizontal, entre os roedores, pode ocorrer pelo comportamento
agressivo, associado a alimentagcdo, geralmente em periodos de escassez de
alimentos. A transmissdo entre os roedores também pode ser pela inalacdo de
particulas virais aerosolizadas. Ja foi evidenciada a transmissédo horizontal entre
animais de laboratérios pela presenca de particulas virais no ar. Contudo, a
transmissdo vertical entre os roedores parece ser desprezivel ou inexistente, tanto
em condi¢des de laboratorio, quanto no meio selvagem (IVERSSON, 1996; MILLS et
al., 1997;LEDNICKY, 2003; SCHMALJOHN e NICHOL, 2007).

A transmissdo para humanos ocorre, principalmente, devido a inalacdo de
aerossois de particulas virais presentes nas fezes, urina ou saliva de roedores
infectados (Figura 3). Outras formas menos comuns de transmissdo sdo: atraves da
mordedura de roedores infectados; ingestdo de agua e alimentos contaminados por
excretas de roedores infectados e pela inoculacdo na pele ou contado com as
mucosas, com solucdo de continuidade, com locais contendo particulas virais (RUO
et al., 1994; CHILDS et al., 1995; Bl et al., 2008).

A transmisséo inter-humana é rara, sendo somente conhecidos os casos
ocorridos na Argentina e no Chile. Em Bariloche, na Argentina, apds contato com um
individuo infectado na fase prodrbmica com o virus Andes, médicos e outros
funcionarios do hospital contrairam a doenca, sendo que as infec¢des ocorreram por
aerossois ou contato com fomites contaminados. Apds analise filogenética do
material colhido desses casos, confirmou-se um novo modo de transmissédo
apresentado pelo virus Andes (ENRIA et al., 1996; WELLS et al., 1997). Outro surto
de transmisséo inter-humana pelo virus Andes, também foi diagnosticado no Chile
(TORO et al., 1998). Contudo, a hipétese de transmissédo inter-humana foi também
levantada no Brasil, ap6s contagio de cinco pessoas de uma mesma familia, no
Estado de Santa Catarina (FUNASA, 2002).
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Figura 3- Modos de transmissao das Hantaviroses. A — Representa a transmissao de roedor
para roedor, principalmente pelo comportamento agressivo; B- Transmissdo de roedores
infectados para humanos, principalmente por aerossois contendo particulas virais de urina,
fezes ou saliva de roedores; C- Transmissao inter-humana, até o momento s6 documentada
na Argentina e Chile, onde circula o virus Andes.
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Fonte: Adaptado de Pincelli et al., 2003.

A transmisséao vertical foi também verificada na espécie humana, na Coreia,
onde duas maes transmitiram a infeccdo para seus fetos, levando ao aborto e morte
fetal (LEE, 1989).

Em outras espécies de mamiferos, que ndo murinas, € em outros animais
foram encontradas imunoglobulinas da classe IgG anti-hantavirus, como p. ex. gatos
e cachorros (MALECKI et al., 1998), raposas (ESCUTENAIRE e PASTORET, 2001),
porcos (YANG et al.,1998) e aves (SLONOVA et al., 1992). Ainda, utilizando a PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) foi possivel identificar 4caros (ZHANG et al.,
2003), como também morcegos (WEISS et al., 2012) portando o virus. No entanto,
ainda ndo se sabe se podem funcionar como reservatorios dos virus ou se o achado
trata-se de um spillover — hospedeiro secundariamente infectado pelo contato com o
hospedeiro primario (TANG et al., 1985; Bl et al., 2008).
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2.4- Replicacédo dos Hantavirus

Os virus da familia Bunyaviridae iniciam a infeccdo pela ligagdo a membrana
das células hospedeiras através da ligacdo das suas proteinas de superficie, Gn e
Gc, as células de vertebrados e artrépodes, respectivamente (FIGUEIREDO, 1999).

Os hantavirus infectam células endoteliais, epiteliais, macrofagos, células
dendriticas foliculares, linfocitos, e plaquetas (JONSSON et al., 2010). Estudos
demonstram que a ligac&o dos virus se da, principalmente, pela ligacao as integrinas
B1 e B3, as quais sado proteinas heterodiméricas, que compdem as tigh-junctions,
que possuem as funcdo de manutencdo da integridade capilar e regulacédo da
funcdo plaquetaria (MACKOW e GAVRILOVSKAYA, 2001). Os hantavirus nao
patogénicos utilizam B1 integrinas como receptores celulares, ja os patogénicos,
causadores de FHSR e SPCVH, utilizam as B3 integrinas (GAVRILOVSKAYA et al.,
1998, 1999; MACKOW e GAVRILOVSKAYA, 2001). A ligacdo as integrinas ocorre,
principalmente, através da glicoproteina Gn, contudo, estudos demonstram que
esses ndo sao os Unicos receptores envolvidos no processo de infeccdo (SONG et
al., 2005; MOU et al., 2006).

Apés a adesdo, ocorre a penetracdo do virus na célula e sua replicacao
ocorre, exclusivamente, no citoplasma da célula infectada (MURANYI et al., 2005). O
desnudamento viral € dependente de pH, que, apos acidificacdo, ocorre alteracdo
conformacional das glicoproteinas de superficie (Gn e Gc), levando a fusdo do
envelope viral com a membrana endossomal, com a posterior liberagdo dos
nucleocapsideos virais. Apos a liberacdo do genoma viral protegido com a proteina
N, inicia-se 0 processo de transcricdo, na qual a RdRp é ativada e inicia-se 0
processo de transcricdo primaria do RNA tri-segmentado viral de polaridade
negativa, transcrevendo-o em RNA de sentido positivo, que terd funcdo de RNA
mensageiro (SCHMALJOHN e NICHOL, 2007; JONSSON et al.,2010).

O processo de traducdo dos segmentos S e L ocorrem nos ribossomos livres
no citoplasma, contudo, a tradugcdo do segmento M ocorre em ribossomos
associados a membrana do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), onde ocorre a
clivagem da poliproteina nas glicoproteinas Gn e Gc e sua glicosilacdo. Em seguida,
as proteinas Gn e Gc sao transportadas ao complexo de Golgi. Em um momento,
ndo bem determinado ainda, a RARp muda sua funcdo de transcricdo primaria de

RNAmM para a replicagcdo do genoma da progénie, quando ocorre a producao de um
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CcRNA a partir do VRNA. Para os hantavirus do Velho Mundo a montagem da
particula viral ocorre no complexo de Golgi, ja nos virus do Novo Mundo as
glicoproteinas estdo presentes na superficie da membrana plasmatica da célula
infectada, onde ocorre a montagem (RAVKOV et al.,, 1997, 1998; RAVKOV e
COMPANS, 2001). Finalmente as particulas séo liberadas por exocitose -Figura 4-
(SCHMALJOHN e HJELLE, 1997; HART e BENNETT, 1999; SCHMALJOHN e
NICHOL, 2007; JONSSON et al.,2010).

Figura 4- Esquema do ciclo replicativo dos hantavirus, onde ocorre: 1- ligacdo aos
receptores celulares; 2- entrada do virus com posterior desnudamento e liberacdo dos
nucleocapsideos virais; 3- Processo de transcri¢cao, formacdo dos RNAs mensageiros virais;
4- Tradugao dos transcritos nos ribossomos livres (S e L) ou no RER (M); 5- Replicagédo do
genoma viral; 6- Montagem das particulas virais; 7- saida da célula por exocitose.
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2.5- Reservatoérios

A infeccdo por hantavirus em roedores resulta em infeccdo persistente e
pensava-se que todos 0s reservatérios apresentavam uma infeccdo assintomatica.
Contudo, estudos mais recentes indicam que pelo menos dois hantavirus, ambos no
continente Americano, causam algum dano em seus roedores reservatorio. Infiltrado
imune em zona portal do figado e edema alveolar dos septos pulmonares foram
encontrados em Peromyscus leucopus infectados com o virus New York. Achados
parecidos também foram observados no Peromyscus maniculatus infectados com o
Sin Nombre (LYUBSKY et al., 1996; LYUBSKY et al., 1999).

Porém, esses achados nessas espécies de reservatério ndo mimetizam a
SPCVH em seres humanos, pois que séo sinais bem mais brandos de infeccéo, e
por isso esses roedores ndo podem ser utilizados como modelos para estudar a
SPCVH. Ha uma excec¢do: pesquisas indicam que o virus Andes causa patologia
semelhante a SPCVH em hamsters, podendo esses animais ser usados como
modelo para estudo da doenca (LYUBSKY et al., 1996; LYUBSKY et al., 1999;
HOOPER et al., 2001; LEDNICKY, 2003).

Vérias espécies de roedores estdo relacionadas com a transmissao da
hantavirose no mundo. Os roedores das subfamilias Murinae e Arvicolinea,
principalmente os géneros Apodemus e Clethionomys, s&o o0s principais
transmissores da FHSR na Europa e Asia. Enquanto que os roedores da subfamilia
Sigmodontinae sdo responsaveis por transmitir a SPCVH nas Américas, sendo o
principal reservatério nos Estados Unidos e Canada o Peromyscus maniculatus, na
Argentina e Chile o Oligoryzomys longicaudatus e no Paraguai o Calomys laucha
(FERREIRA, 2003; SUZUKI et al., 2004; TISCHLER et al., 2005; FIGUEIREDO et
al., 2009; JONSSON et al., 2010). Cada virus esta associado, primariamente, a uma
espécie de roedor ou género (HJELLE et al., 1995).

O Brasil por ser o maior pais da América Latina, com um predominio de clima
tropical e uma elevada biodiversidade, possui aproximadamente 450 das 540
espécies de roedores da subfamilia Sigmodontinae conhecidos (JONSSON et al.,
2010). No Brasil as duas espécies mais importantes sdo o Necromys lasiurus, o qual
esta amplamente distribuido em toda regido de cerrado do Brasil, e o Oligoryzomys
nigripis na regido de mata atlantica (Figura 5) (TRAVASSO DA ROSA, 2008;
JONSSON et al., 2010). Ambas as espécies sao encontradas em Alagoas
(WEKSLER e BONVICINO, 2005; BONVICINO et al., 2008).
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Figura 5- Distribuicdo dos roedores reservatorios de hantavirus e variantes virais de acordo
com os biomas brasileiros.

Amazénia (sul do Para)
Reservatorio: Oligoryzomys sp Area de transicao (Anajatuba-MA)

Variante: Castelo dos Sonhos

Reservatorio (1): Oligoryzomys
fornesi

Variante (1). Anajatuba

Amazdnia (Rondonia)

Reservatorio: Oligoryzomys microtis Reservatono (2): Holochilus sciurus

Variante: Rio Mamoré

Variante (2). Rio Mearim

Area de Transicdo entre Floresta
Amazonica e Cerrado:

Reservatorio: Calomys callidus

Mata Atlantica
Reservatério: Oligoryzomys nigripes

Variante: Juquitiba

Variante: Laguna Negra

Cerrado:

Meio Oeste do Estado de Santa
Catarina:

Reservatério: Necromys lasiurus

Variante: Araraquara Reservatorio: Akodon montensis

Variante: Jabora

Fonte: Nunes,2010.

No Brasil também s&o encontradas outras espécies de roedores que portam
outros hantavirus, p. ex. Akodon montensis (Virus Jabord), Calomys laucha (Laguna
Negra), Holochilus sciureus (Anajatuba), Olygoryzomys fornersi (Rio Mearim).
Contudo, ainda podem existir outras espécies de roedores e de virus ainda nao
conhecidos (FERREIRA, 2003; JONSSON et al., 2010).

2.6- Manifestacdes clinicas

A infeccdo por hantavirus no homem pode evoluir silenciosamente ou
apresentar-se de duas formas clinicas distintas. Os hantavirus do Velho Mundo sé&o
associados a doenca denominada Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR),
enquanto que no Novo Mundo a doenca é designada como Sindrome Pulmonar e
Cardiovascular por Hantavirus - SPCVH- (VAPALAHTI et al., 2003).

Apesar da dicotomia das formas clinicas de apresentacdo da hantavirose
separadas por areas geograficas (Velho e Novo Mundo) aceitas até o presente,
pesquisas recentes realizadas na Europa tém sugerido uma quebra neste
paradigma. Isto porque danos pulmonares e cardiacos sdo comumente encontrados

durante a fase aguda da FHSR, sendo ainda mais comuns na Nefropatia Epidémica
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(NE) causada pelo hantavirus Puumala (LINDERHOLM et al., 1992; KANERVA et
al., 1996; MAKELA et al., 2009; RASMUSON et al., 2011). Dessa forma, tem sido
cada vez mais sugerido a hipotese de que os hantavirus da Europa também podem
causar doenca semelhante aos hantavirus do continente Americano (LINDERHOLM
et al.,, 1992; KANERVA et al., 1996; MURANYI et al., 2005; PULJIZ et al., 2005;
MAKELA et al., 2009; RASMUSON et al., 2011). Devido ao aumento crescente de
relatos sobre FHSR com envolvimento pulmonar e de SPCVH com
comprometimento renal, alguns autores supdem que essas duas sindromes irdo
convergir futuramente (MURANY!I et al., 2005; RASMUSON et al., 2011).

2.6.1- FHSR

Apresenta mortalidade de 0,1% a 15% e caracteriza-se por apresentar um
periodo de incubagdo de aproximadamente trés semanas, variando de 10 dias a seis
semanas (JONSSON et al.,, 2010), podendo apresentar cinco fases distintas na
forma grave da doenca: febril, hipotensiva, oligurica, diurética e de convalescenca
(TSAI, 1989).

Fase febril: Febre alta de até 40 °C de inicio repentino, calafrios, prostracéo e
mialgias generalizadas. Sintomas como cefaleia frontal e retrorbital sao
caracteristicos, bem como dores lombares e abdominais, simulando um quadro
abdominal agudo. Em média, do terceiro ao quinto dia o paciente apresenta
proteindria acompanhada de leucocitose e plaquetopenia. A hemorragia caso
ocorra, apresentar-se-a nessa fase (TSAI, 1989; HIJELLE et al., 1995; MURANY!I et
al., 2005).

Fase hipotensiva: Tem desenvolvimento abrupto e pode durar de horas a trés

dias. Em casos moderados a pressao retorna aos niveis normais em algumas horas,
ja nos casos mais graves a hipotenséo leva ao choque, o qual é responsavel por
mais de 33% dos 6bitos (TSAI, 1989). Normalmente, a maioria dos sintomas da fase
febril persiste durante esta fase, com excecéo da cefaleia, que em geral desaparece.
Os dados laboratoriais mostram grande proteinudria, hematocrito elevado, hematuria
e plaquetopenia (TSAI, 1989; HIELLE et al., 1995; MURANYI et al., 2005).

Fase oligurica: Normalmente, dura de trés a sete dias, na qual a caracteristica

principal é a oliguria persistente, menos que 400 ml por dia. Nesta fase a pressao
volta aos niveis normais e ocorre uma melhora da funcdo renal (TSAI, 1989;
HJELLE et al., 1995; MURANY!I et al., 2005; JONSSON et al., 2010).
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Fase diurética: Pode persistir por dias ou semanas, nesta fase observa-se

melhora da funcao renal. Alguns pacientes podem apresentar evolugdo desfavoravel
devido a desidratacdo (TSAI, 1989; HIJELLE et al., 1995).

Fase de convalescenca: Possui duracdo de dois a trés meses, na qual,

raramente, alguns pacientes podem apresentar insuficiéncia renal crbnica e
problemas no sistema nervoso central (TSAI, 1989).

A FHSR faz diagnostico diferencial com moléstias que cursam com febre
hemorragica, como malaria grave, leptospirose, septicemia (bactérias Gram-
negativas), hepatite B, intoxicacBes exdgenas, dengue hemorragico e febre amarela
(BRASIL, 2005a).

2.6.2- SPCVH

A SPCVH é mais severa que a FHSR, sendo que no Brasil a letalidade € em
torno de 39% (FIGUEIREDO et al., 2010) esta associada com um inicio subito de

insuficiéncia respiratéria e choque cardiogénico (JONSSON et al., 2010).

A doenca apresenta um periodo de incubacéo de 3 a 33 dias, com média de
14 a 17 dias (BORGES e FIGUEIREDO, 2007). Clinicamente a SPCVH pode ser
dividida em quatro fases: febril/prodrémica, cardiopulmonar, diurética e de
convalescéncia — Figura 6- (ENRIA et al., 2001; PINCELLI et al., 2003).

Figura 6- Curso clinico da SPCVH.
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Fonte: Raboni, 2006.
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Fases febril/prodromica: Nessa fase 0s pacientes ndo apresentam dor de

garganta, coriza ou outros sintomas respiratorios. Neste periodo o0 paciente
apresenta sinais inespecificos como: febre, cefaleia, astenia, mialgia, principalmente
na regido dorso-lombar, dor abdominal, ndusea, vémito e queda do estado geral. No
fim da fase aparece a tosse nao produtiva, taquipneia e inicia-se o edema pulmonar
(ENRIA et al., 2001; BRASIL, 2005b; CAMPOS et al., 2009).

Fase Cardiopulmonar: Normalmente, ap0s o terceiro dia de doenca a tosse

seca progride para uma tosse produtiva, frequentemente com eliminagdo de escarro
réseo, e uma dispneia de intensidade leve, porém, na maioria dos casos, evolui para
uma insuficiéncia respiratoria grave, em menos de um dia (PINCELLI et al., 2003). O
progressivo extravasamento de liquido com elevada concentracdo de proteinas da
circulagdo sanguinea para o intersticio pulmonar e alvéolos resulta em hipovolemia,

a qual contribui para o choque (ENRIA et al., 2001).

Fase diurética: O inicio desta terceira fase é determinado pelo aumento da

diurese espontanea, caracterizando-se pela resolucdo da febre, eliminacdo rapida
de liquidos acumulados no espaco extravascular, levando ao clareamento do edema
pulmonar e fim do choque (ENRIA et al., 2001; BRASIL, 2005b).

Fase de convalescenca: Este periodo pode durar duas semanas ou mais.

Observa-se uma melhora progressiva dos sinais e sintomas e lenta recuperacao das
alteracdes hemodinamicas e da funcdo respiratéria. Alguns pacientes podem
apresentar uma restricdo da funcdo pulmonar e fadiga cronica (ENRIA et al., 2001;
PINCELLI et al., 2003; BRASIL, 2005b).

A SPCVH faz diagnéstico diferencial com vérias doencas, incluindo: dengue e
as outras febres hemorragicas, leptospirose, septicemias, viroses respiratorias,
pneumonias atipicas (Legionella sp, Mycoplasma sp, Chlamydia sp) e histoplasmose
pulmonar (BRASIL, 2005a).

Os achados laboratoriais da SPCVH apesar de ndo caracteristicos podem
levar ao diagnostico de um caso da doenca. No hemograma, as alteracfes
laboratoriais mais encontradas, durante o periodo agudo da doenca, sdo: presenca
de linfécitos atipicos, hematocrito elevado, leucocitose com desvio a esquerda e

trombocitopenia, sendo considerados estes trés ultimos achados como a triade da
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infeccdo (FIGUEIREDO et al.,, 2001; FERREIRA, 2003; RIQUELME et al., 2003;
LIMONGI et al., 2007; CAMPOS et al.,, 2009). Contudo, a plaguetopenia e a
hemoconcentracdo sdo consideradas como as principais referéncias para uma
suspeita de SPCVH (CAMPOS et al., 2009).

O exame radioldgico do torax dos pacientes com SPCVH mostra-se altamente
sugestivo, portanto, de grande importancia para o diagnéstico (FIGUEIREDO et al.,
2001). Na radiografia pode-se observar o aparecimento rapido de edema pulmonar,
em horas ou poucos dias apds o aparecimento dos sintomas respiratérios (HJELLE
et al, 1995). No periodo prodrébmico a radiografia pode ser normal,
independentemente, do aparecimento de sintomas respiratorios (FERREIRA, 2003).
Na radiografia do térax pode-se observar um padrdo de acometimento bilateral
intersticial difuso. Caso ocorra agravamento do caso, ha uma evolucdo para um
infiltrado alveolar (FIGUEIREDO et al., 2000; LIMONGI et al., 2007; CAMPOS et al.,
2009).

2.7 — Hantavirose no Brasil

Apesar das evidéncias prévias da presenca de hantavirus no Brasil, a
primeira notificacdo de casos e de mortes devido a este patdgeno no pais aconteceu
somente em 1993, quando trés irmdos que residiam em uma area de
desmatamento, na regido de Juquitiba/SP, apresentaram a SPCVH e dois evoluiram
para 6bito, sendo esse novo virus denominado Juquitiba (IVERSON et al., 1994).

Em 1995 e 1996 houve mais trés casos diagnosticados de hantavirose no
Brasil. O primeiro, um paciente do Vilarejo de Castelo dos Sonhos/PA e 0s outros
dois casos ocorreram nos municipios de Araraquara e Franca, ambos no interior de
Sao Paulo (SP). Posteriores analises filogenéticas demonstraram tratar-se de duas
novas espécies de hantavirus, sendo denominadas de Castelo dos Sonhos e
Araraquara, respectivamente (JOHNSON et al., 1999).

ApOs o0s casos diagnosticados em Sao Paulo, outros estados também
diagnosticaram casos de infeccdo por esses virus em seres humanos, tais quais:
Para (1995), Bahia (1996), Minas Gerais, Rio Grande do Sul (1998), Rio Grande do
Norte, Parana, Santa Catarina e Mato Grosso (1999), Maranhdo, Goias (2000), e,
finalmente, em 2004, Rondbnia, Amazonas e Distrito Federal (Tabela 1,
SINAM/SVS/MS, 2011). A infeccdo humana ja foi identificada em 14 unidades
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federativas e no Distrito Federal, contudo, pesquisadores ja demonstraram a
presenca de roedores infectados em outros estados onde a doenca ainda né&o foi
notificada (OLIVEIRA et al., 2009; CHIORATTO et al., 2010; SINAM/SVS/MS, 2011,
VICENTE et al., 2011).

Segundo a SVS/MS, no Brasil, no periodo de novembro de 1993 a novembro
de 2011, foram confirmados 1.502 casos. A regido Sul notificou o maior nimero dos
casos (535), seguida pelas regides Sudeste (441), centro-oeste (381), Norte (89) e
Nordeste (14), na qual pode perceber que nenhum caso foi registrado na maioria
dos estados, como p. ex. em Alagoas — Tabela 1 — (SINAM/SVS/MS, 2011).
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Tabela 1- Casos confirmados de Hantavirose. Brasil, Grandes Regifes e Unidades
Federadas. 1993 a 2011*.
clobhbbbobBbPEBBBEEEBBBB
UF C|lopboboblobpPbbDEBEBEDDBEFR| TOTAL
w AU PO NP ODEREPNWRDDPDDNDPPIOPORE
NORTE - -1 - - - - 11 - 2611111 46 89
0 5 0 8 5
Rondbnia - T | 101 - - - 3
Acre - L R R T 0
Amazonas - - - - - - - - - - 31 - - - - -1
Roraima T 0
Para - - 1 - - - - 11 - 2291911475 81
5 7 5
Amapa S
Tocantins - - ..o ..o oo oo
NORDESTE - - -1 - - 11 - 4 - - 2 - 11 - - 14
Maranhéo - - - - - - -1 - 4 - -2 1 1 11
Piauf - T
Ceara - R
Rio Grande do e R T 2
Norte
Paraiba e T P 0
Pernambuco e 0
Alagoas T T 0
Sergipe R S B R - - 0
Bahia - S 1
SUDESTE 3 - - -7 1 1 1 2 3 45 4 4 3 3 4 2 441
3 03 9 8 903505 47 3
Minas Gerais - - - - - 2395 12 33321229 267
4 1 9 9 4 5 9 4 4
Espirito Santo e 0
Rio de Janeiro S - 0
S&o0 Paulo 3 - - 2 - 5111811119 21121 174
0 5 7 0 1 0 6 0 3 4
SUL - - - - - 4135 335 7 7 2 3 3 42 535
2 9 2 3 2 9 4186 2 1 2
Rio Grande do - - - - - 4 41 6 7 2 8 314 9 1 8 3 89
Sul 0 1 0
Santa Catarina - - -+ - - - 1511142511111 243
6 1 6 1 3 0 8 7 2 9 4
Parana - - - - - - 72 3 1 11 41 6 1 1 15 203
4 05 4 0 8 0 0 0 4
CENTRO OESTE - - - - - - 33117 435 43 471 381
0 2 5 2 9 2 5 8 3 2
Mato Grossodo - - - - - - - - - - - - ... .o 0
Sul
Mato Grosso - - - - - - 32115 9 14 2 2 2 46 232
0 2 19 9 2 6 8
Goias - - - - - - -1 - - 29551561112 65
0 3 2
Distrito Federal - S R ; (13 5 7 3 9 é 4 84
Indet/Ignorada - - - - - - -1 - - 14 - 17 3 48 é 42
BRASIL 3 - 1301257 74811111117
1 9 5 9 4 46 6 9 3 2 3 7 6 1502
3 6 1 2 8 4 3

Fonte: SINAM/SVS/MS, 2011. * Dados atualizados em 10/11/2011.
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3 JUSTIFICATIVA
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As doencas zoondticas emergentes, fruto da crescente urbanizacdo e do
aumento da atividade humana no ecossistema, surgem como importante problema
de saude publica no mundo. Tais doencas se devem principalmente a degradacéo
ambiental, que destroi o habitat de varias popula¢des animais - vetores de doencas-,
expondo o homem a uma série de novos agentes patogénicos. Uma das zoonoses
que emergiram nas Américas a partir da degradacdo ambiental foi a hantavirose.
Essa doenca € de notificacdo compulsoria e possui uma taxa de letalidade de 39%,
aproximadamente. H4 quase duas décadas, infec¢cbes humanas e murinas por
hantavirus tém sido registradas em todas as Regifes brasileiras. Embora
assintomatica em animais, a infeccdo por hantavirus em seres humanos pode
causar doenca grave e altamente letal.

Em Alagoas, nos ultimos anos, houve intensa substituicdo da mata nativa pela
monocultura de cana-de-acUcar, o que pode favorecer a proliferacdo de roedores
transmissores de hantavirus. Neste Estado, até 0 momento n&o se registrou nenhum
caso humano confirmado de hantavirose, apesar de 0 mesmo possuir condi¢cdes
potenciais para a circulacdo viral. Em Alagoas é conhecida a presenca dos dois
principais roedores transmissores de hantavirus, as espécies Necromys lasiurus e o
Oligoryzomys nigripis. Segundo metas da Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude, é importante realizar vigilancia epidemiolégica para hantavirus,
mesmo em areas silenciosas como a do Estado de Alagoas, para melhor se
conhecer a distribuicdo geografica dos hantavirus circulantes no Brasil, o perfil
epidemioldgico da populacdo exposta e permitir 0 planejamento de programas de
prevencao e de controle.

Desse modo, este trabalho propés realizar uma busca ativa para deteccao de
infeccbes humanas por hantavirus em Alagoas, oferecendo diagnéstico laboratorial
a pacientes que possam estar sendo acometidos pela infeccédo e sendo confundidos

com outras enfermidades.
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4 OBJETIVOS
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4.1- Objetivo Geral:

Investigar a ocorréncia de infeccbes humanas por hantavirus no Estado de
Alagoas de julho de 2010 a setembro de 2011.

4.2- Objetivos Especificos

» Verificar a presenca de anticorpos IgM e IgG anti-hantavirus em pacientes com
suspeita clinica de doenca febril respiratéria ou febril hemorragica, que se
enquadrem nos critérios de suspeita clinica de hantavirose, atendidos em hospitais
de Macei6;

* Investigar a presenca de anticorpos IgM e IgG anti-hantavirus em soros de
pacientes com suspeita clinica de doencas com diagnostico diferencial para

hantavirose, encaminhados pelo LACEN - Alagoas;

* Verificar a ocorréncia de reacdes cruzadas entre anticorpos anti- Tripanosoma

cruzi e anti-Leishmania sp. e a proteina N recombinante do hantavirus Araraquara;

* Realizar um estudo piloto para inquérito sorolégico para pesquisa de anticorpos
de memoria imunoldgica da classe IgG anti-hantavirus em trabalhadores rurais da

Usina Coruripe, em Coruripe, Alagoas.
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5> METODOLOGIA
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5.1- Aspectos éticos

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal de Alagoas, sob o protocolo n® 23065.009350/2010-62
(Anexo 1).

5.2- Populagéo de estudo

Trata-se de um estudo descritivo, observacional e transversal, no qual se
realizou uma busca ativa de casos de hantavirose, em pacientes com suspeita
clinica da mesma, que estavam internados nos seguintes hospitais de Maceio:
Hospital Escola Dr. Helvio Auto (HEHA), que é o hospital de referéncia para doencas
infecciosas do Estado; Hospital Universitario Professor Alberto Antunes; Santa Casa
de Misericordia de Maceid; Centro de Nefrologia de Macei6 (CENEFROM) e
Hospital Arthur Ramos.

Também fez parte da pesquisa amostras séricas encaminhadas pelo LACEN-
AL, provenientes de pacientes suspeitos de outras enfermidades, tais como
leptospirose e dengue, cujos sintomas apresentados poderiam ser confundidos com
os da hantavirose (diagndstico diferencial).

Amostras de soro coletadas de pacientes portadores de Doenca de Chagas e
de outros portadores de leishmaniose visceral, atendidos no HEHA, ou enviadas ao
LAPEVI pelo LACEN-AL, foram também incluidas no estudo, para a investigacdo da
presenca de anticorpos de reatividade cruzada frente a proteina N recombinante do
hantavirus Araraquara (rN ARAV), que é utilizada no ensaio de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay; item 5.6.1).

Ainda, foi realizada coleta de soros de trabalhadores rurais da Usina Coruripe,
em Coruripe-AL, para a busca de anticorpos de memoaria IgG anti-hantavirus numa

populacao saudavel, com intuito de realizar um estudo piloto de inquérito sorolégico.

5.3- Delineamento do estudo

Diariamente no HEHA e semanalmente nos demais hospitais participantes do
estudo, no periodo de Julho de 2010 a setembro de 2011, foram realizadas buscas

da presenca dos critérios, nos prontuarios dos pacientes internados, que se


http://rute.rnp.br/?instituicao=14
http://www.apontador.com.br/local/redirect/?url=http%3A%2F%2Fwww.guiadasemana.com.br%2F
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enquadrassem como suspeitos de hantavirose. Para tanto, utilizou-se critérios

clinicolaboratoriais previamente definidos, que séo descritos no item 5.4.

Os pacientes considerados potencialmente suspeitos para hantavirose eram
convidados a participar do estudo, apds uma breve explicagdo da doenca e da
pesquisa, 0s quais assinavam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Apéndice A), em duas vias. Caso se tratasse de pacientes menores de
idade era solicitada a autorizacdo ao seu responsavel, que assinava o TCLE
(Apéndice B). A seguir, coletava-se uma amostra sanguinea por meio de puncéo
venosa, utilizando-se tubos a vacuo (Vacutainer®) de 10 ml sem anticoagulante e
agulha hipodérmica (25x7mm) descartaveis. Apos 30 minutos para a formacédo do
coagulo, os tubos eram mantidos a 4°C em caixas de isopor, até o transporte para o
laboratério. A seguir, os tubos eram centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos, para
separacédo do soro, que foi dividido em aliquotas e mantidas a -20°C até as anélises
imunoenziméticas (ELISA). Sempre que possivel, o material era analisado por
ELISA no mesmo dia da coleta. As aliquotas eram identificadas com a letra “H”
(humano) seguindo uma sequéncia numerica Unica e crescente para cada paciente,

para registro interno do laboratério.

5.4- Definigcbes de casos suspeitos

Os critérios utilizados para incluir os sujeitos na pesquisa foram designados
com base no que é descrito na literatura para suspeita clinica de hantavirose
(ELKHOURY et al., 2005; CAMPOS et al., 2009; BRASIL, 2010), bem como, no que
€ preconizado pelo Ministério da Saude para definicdo de “Caso de SPCVH’ e,
ainda, com base no diagnéstico diferencial desta doenca com outras enfermidades
clinicamente semelhantes, como: leptospirose, dengue e HIN1. Assim, os critérios
foram:

a) Paciente com febre acima de 38°C, mialgia e cefaleia e sinais e sintomas de

insuficiéncia respiratéria aguda de etiologia ndo determinada;
b) Paciente com insuficiéncia renal aguda;
c) Paciente com suspeita de leptospirose;

d) Paciente com pneumonia atipica;
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e) Paciente com suspeita de H1N1, dispnéicos, que estavam internados com

insuficiéncia respiratoria;

f) Paciente com suspeita de dengue, que apresentavam edema pulmonar ou

cuja pesquisa da proteina nao estrutural 1 (NS1) e/ou IgM foram negativas;
g) Paciente com leptospirose confirmada por ELISA pelo LACEN-AL.

Como critério de excluséo foi adotado o seguinte: a ndo assinatura do TCLE.

5.5. Estudo piloto para inquérito soroloégico para hantavirus

5.5.1- Local do estudo piloto do inquérito

A pesquisa de anticorpos de memoria (IgG) contra hantavirus foi realizada
com trabalhadores rurais da Usina Coruripe, localizada no municipio de Coruripe/AL.
A Usina foi fundada em 1925, tendo como atividades a producéo de acucar, alcool e
energia, sendo a maior industria produtora de acucar e alcool do Norte-Nordeste. A
Usina possui aproximadamente 1.000 trabalhadores regulares, com atividade de
contato direto com o campo, que permanecem trabalhando mesmo no periodo de
entressafra, de abril a setembro. O municipio de Coruripe esta situado na Meso
Regido da Mata Atlantica Alagoana e na 132 Microregido, distante 80 km da capital
Macei6é (Figura 7). Possui clima sub-umido, caracteristico de zona litordnea, com
uma area de 1.002 km2. E o segundo maior municipio de Alagoas em dimensé&o
territorial, sua temperatura média anual € de 24,4 °C e possui uma populacédo de
44.313 habitantes segundo estimativa do IBGE (2010). A economia do Estado esta

baseada na cana-de-acucar, no coco, no turismo e na exploracao do gas natural.
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Figura 7- Localizagdo do municipio de Coruripe em Alagoas e sua distancia de Maceio.

Fonte: http://www.google.com.br/imgres.

5.5.2- Delineamento do piloto do inquérito soroldgico

Os inquéritos sorolégicos sdo utilizados para pesquisar antigenos, anticorpos
ou outros elementos do sangue de individuos provenientes de uma populagéo
aparentemente sadia. Esse tipo de desenho pode ser utilizado para determinar a
frequéncia ou identificar determinada patologia numa populagdo em estudo
(PEREIRA, 1995).

Um estudo piloto de um inquérito soroldgico foi realizado com o intuito de
determinar a existéncia de anticorpos anti-hantavirus numa populacdo com risco de
infec¢@o. Para tanto, foram realizadas palestras de esclarecimento e sensibilizagédo
dos trabalhadores sobre hantavirose, meios de transmissdo e prevencgdo, nas
proprias dependéncias da Usina Coruripe. ApOs assistirem as palestras aqueles
trabalhadores que concordaram em fazer parte da pesquisa, assinaram o TCLE

(apéndice C) e em seguida foram coletadas informacdes pessoais (Figura 8).


http://www.google.com.br/imgres
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Figura 8- Cadastro dos trabalhadores e coleta das informagfes pessoais.

Fonte: Arquivo pessoal.

ApGs assinarem o TCLE e serem entrevistados, foram realizadas as coletas
sanguineas, por profissionais da area de saude (Farmacéuticos, Biomédicos,
Bidlogos e Enfermeiros) voluntarios no estudo. Utilizou-se para o procedimento
tubos a vacuo (Vacutainer®) de 5 mL sem anticoagulante e agulhas de coleta a
vacuo (25x7mm) descartaveis. Apos a coleta do material, 0 mesmo permaneceu a
temperatura ambiente por 30 minutos, para coagulacdo, e em seguida foi
armazenado em caixas de isopor com gelo. Todo o material foi transportado para o
LAPEVI/ICBS/UFAL, onde foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos e separado
em trés aliquotas, que foram estocadas a -20°C até o uso. As aliquotas foram
identificadas com a letra “C” (Coruripe) seguindo uma sequéncia numérica unica e

crescente para cada participante.

5.6- Técnica soroldgica utilizada na pesquisa de anticorpos

Os soros humanos provenientes dos casos suspeitos de SPCVH e/ou FHSR
foram submetidos ao teste imunoenzimatico (ELISA) visando a deteccdo de
imunoglobulinas das classes IgM e IgG.

Para o inquérito soroldgico realizou-se somente a pesquisa da imunoglobulina
da classe IgG (anticorpo de memoéria imunoldgica).

Esse ensaio foi realizado utilizando-se a proteina N recombinante do
hantavirus brasileiro Araraquara (rN ARAV), desenvolvida pela expressdo do gene
completo S em Escherichia coli, conforme protocolo descrito por Moreli (2005). O

teste possui alta sensibilidade (97.2%), especificidade (100%), valor preditivo
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positivo positive (100%) e valor preditivo negativo (98.1%) (FIGUEIREDO et al.,
2009). A proteina recombinante foi gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu
Moraes Figueiredo, do CPV-FMRP-USP.

5.6.1- ELISA qualitativo

Inicialmente microplacas rigidas de poliestireno com 96 pocos de fundo chato
(Greiner Bio-one, Alemanha) tiveram metade de seus pocos (parte superior)
cobertos com rN ARAV (pocos: A, B, C, D de 1 a 12) e outra metade (parte inferior)
com o extrato de E.coli (antigeno-negativo da reacao; pocos: E, F, G, Hde 1 a 12),
na mesma concentracdo, 2 ug/ml, em solucdo tampao Carbonato-Bicarbonato
0,05M, pH 9,6, com um volume de 50 pl/pogco. Nos pocos H11 e H12 ndo se
adicionou qualquer um dos antigenos, pois foram considerados brancos. As
microplacas foram incubadas em camera umida a 4°C, por 18 horas, onde apés
esse periodo foram lavadas 6 vezes com PBS (0,01M PO,= 0,14 M NaCl pH7,4),
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T). Apés a lavagem, as microplacas receberam
150 pl de solugao de bloqueio em cada pogo, composta por leite em pé desnatado
(LPD), 20g, em 200 ml (solucdo 10%) de PBS-T. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37°C por 2 horas. Posteriormente, as microplacas foram lavadas 6
vezes com PBS-T e a seguir adicionados 0s soros a serem testados em duplicata
diluidos 1:100 em solucdo de bloqueio. Adicionou-se também soro sabidamente
reativo para hantavirus (controle positivo), oriundo de pacientes com SPCVH e soro
sabidamente n&o-reativo (controle negativo) procedente de pessoas que nunca
tiveram contato com o virus (previamente testados), diluidos 1:100. Cada soro foi
colocado na microplaca em duplicata, em volume de 50 pl/poco. Em seguida, a
placa foi incubada por 1 hora, a 37° C, em camara Umida e a seguir lavada 6 vezes
com PBS-T. Apo6s a lavagem adicionou-se 50pul/pogo do anticorpo anti-IgG ou anti-
IgM humano conjugado a peroxidase (Sigma, EUA), na diluicdo 1:2000, em PBS-T
com 10% de LPD, sendo posteriormente a placa incubada por lhora a 37°C em
camera Umida e a seqguir lavada 6 vezes e em seguida adicionado o substrato
enzimatico de peroxidase ABTS (2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid]-diammonium salt; Invitrogen®, EUA), 100 pl/pogo, a qual, novamente, foi
incubada a 37°C por 20 minutos. Apds surgimento da cor esverdeada a reacao foi

bloqueada com 50 uL/poco de solugcao de HCI 1M (Figura 9).
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Figura 9- Esquema da técnica de ELISA para detectar anticorpos IgM ou IgG.

ELISA PARA DETECGCAO DEANTICORPOS ANTI-HANTAVIRUS

Placasensibilizada Placabloqueada Adigdodosoroa AdicaodoAc anti-IgG  Adicéo do substrato
com Agrecombinante ser testado ou lgM humano ABTS
conjugado com
peroxidase

- aC - 37°C - 37°C »4 ar°c »4
II-II- - e

Fonte: Arquivo pessoal.

A leitura das densidades o6pticas (D.O.s) das microplacas foi realizada em
espectrofotometro leitor de ELISA com filtro de 405 nm. As D.O.s obtidas dos soros
oriundos dos orificios sensibilizados com rN ARAV tiveram subtraidos os valores
obtidos para os mesmos soros que reagiram frente ao antigeno negativo, resultando
nas D.O.s liquidas. O ponto de corte determinante dos soros positivos (cut off) foi
determinado a partir da média das réplicas para cada diluicdo de soros adicionados
no antigeno negativo acrescidos de 3 desvios-padrdo (Figura 10). Sendo
considerados positivos, aqueles cujas D.O.s liquidas foram maiores que o valor do

ponto de corte.
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Figura 10- Esquema de uma placa de ELISA ap6s adicdo dos soros.
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Fonte: Arquivo pessoal.

5.6.2- ELISA semiquantitativo

As amostras reagentes foram tituladas, seguindo 0sS mesmos passos
descritos acima, porém diferindo nas diluicbes das amostras, que foram diluidas
sequencialmente 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400. Todas as
diluicbes foram realizadas em duplicata e o titulo (inverso da diluicao) de cada soro
foi considerado como a reciproca da maior diluicdo reagente na duplicata.
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6 RESULTADOS
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Neste trabalho, inicialmente, para validagdo do uso do método de ELISA em
amostras séricas provenientes de individuos portadores de endemias regionais, foi
investigada a ocorréncia de reatividade cruzada em pacientes com Doenca de
Chagas e leishmaniose visceral, e a proteina rN ARAV.

A sequir, foi realizada uma busca de anticorpos anti-hantavirus no periodo de
Julho de 2010 a setembro de 2011. Para uma melhor compreenséo dos resultados a
populacao de estudo foi dividida em quatro grupos: 1) pacientes internados que se
enquadravam nos critérios de casos suspeitos (item 5.4); 2) pacientes com doenca
aguda e diagnéstico laboratorial confirmado de leptospirose; 3) pacientes com
suspeita de dengue, cuja pesquisa de NS1 né&o foi reagente; e 4) participantes do
estudo piloto do inquérito sorolégico em Coruripe. O numero de participantes

incluidos em cada grupo esta apresentado na tabela 2.

Tabela 2- Total de participantes do estudo dividido em grupos.

Grupos: 1 2 3 4 TOTAL
Particinantes Pacientes Pacientes com Estudo piloto
P Pacientes suspeita para
do estudo internados com clinica de inquérito
leptospirose P
dengue sorolégico
Total 64 124 170 250 608

6.1- Investigacao de reatividade cruzada em pacientes portadores de endemias
regionais, como Doenca de Chagas e leishmaniose visceral, e a proteina rN
ARAV.

E sabido que ocorre uma ativacdo policlonal do sistema imune em doencas
cronicas, como a Doenca de Chagas e leishmaniose (MINOPRIO, 2001), o que pode
levar a producéo de anticorpos de reatividade cruzada. Por isso, foram testados os
soros de 13 pacientes com Doenca de Chagas e de 12 pacientes com leishmaniose
visceral, para verificar se ocorria reacao cruzada entre a proteina rN ARAV utilizada
no teste de ELISA (item 5.6.1) e 0os soros desses pacientes. Das 13 amostras de
soro chagasicas analisadas, nenhuma foi reagente para IgM, entretanto, duas
(15,38%) apresentaram IgG reagente para hantavirus. A reatividade, contudo, foi

observada apenas nos soros diluidos 1:100, desaparecendo em maiores diluicoes
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da amostra, usadas para a titulacio (SANTOS JUNIOR et al., 2011). Dentre as
amostras de pacientes com leishmaniose, um total de 12 soros foram analisados e
nenhum apresentou-se reagente para IgG anti-hantavirus. Contudo, um (8,33%)
soro apresentou reacdo positiva para IgM. No entanto, essa reatividade foi
observada somente no soro diluido 1:100, desaparecendo em maiores diluicbes da
amostra usadas para a titulacao.

6.2- Grupo 1: Pacientes internados que se enquadravam nos critérios de casos

suspeitos de hantavirose.

Foram investigadas por sorologia 64 amostras procedentes de pacientes que
se enquadravam como caso suspeito de hantavirose. Desse total, 18 foram
encaminhados pelo LACEN-AL para o LAPEVI/ICBS/UFAL, devido a um surto de
uma doenca respiratéria grave que ocorreu no municipio de Coruripe no ano de
2010 (Tabela 3) e as outras 46 foram provenientes de pacientes internados no
HEHA. Das 64 amostras, 42 (65,6%) eram do sexo masculino, com média de idade
de 34,2 anos, e 22 (34,4%) eram do sexo feminino, com média de idade de 36,1
anos.

Das 18 amostras provenientes do municipio de Coruripe, cuja hipo6tese
diagndstica levantada pelos médicos foi de hantavirose, investigou-se a presenca de
anticorpos anti-hantavirus e nenhuma amostra foi reagente para IgM. Contudo, duas
amostras (6H e 9H), reagiram para IgG no momento do teste qualitativo. Entretanto,
apos realizar uma segunda coleta dos mesmos pacientes com intervalo de sete dias,
todas foram n&o reagentes. Com isso, descartamos o resultado anterior e elas foram

consideradas nao reagentes.
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Tabela 3- Pacientes do municipio de Coruripe, Alagoas, incluidos no estudo devido a um
surto de uma doenca respiratéria grave, em 2010, os quais tiveram amostras coletadas para
o diagndstico sorologico de hantavirose.

N°_d0 Pesquisa Pesquisa Titulo Coleta22 Resultado Titulo
Registro idade  Sexo de IgG de IgM amostra IgG/IgM
LAPEVI

2H 19 M NR NR - - - -
3H 19 M NR NR - - - -
4H 20 M NR NR - - - -
5H 18 M NR NR - - - -
6H 25 M R NR 100 Apés 7 dias NR -
7H 21 M NR NR - - - -
8H 70 F NR NR - - - -
9H 2 F R NR 100 Apos 7 dias NR -
10H 24 F NR NR - - - -
11H 56 M NR NR - - - -
12H 25 M NR NR - - - -
13H 23 F NR NR - - - -
14H 41 M NR NR - - - -
15H 24 F NR NR - - - -
16H 32 M NR NR - - - -
17H NC M NR NR - - - -
18H NC F NR NR - - - -
19H NC F NR NR - - - -

M: Masculino; F: Feminino; NR: N&o Reagente; R: Reagente; — : N&o realizado; NC: N&o coletada.

Os outros 46 participantes deste grupo tiveram amostras séricas coletadas de
pacientes do HEHA. Apesar da busca ter sido realizada em outros hospitais (item
5.2), somente no HEHA foram encontrados pacientes que se enquadrassem nos
critérios de casos suspeitos (item 5.4). Por isso, neste grupo, encontram-se apenas
pacientes internados no referido hospital de referéncia para doencas infecciosas.

Uma amostra (26H) coletada no HEHA reagiu para IgG no teste qualitativo,
apos a realizacdo da titulacdo (teste semiquantitativo) essa mesma amostra
apresentou-se reagente até o titulo de 200. Apds oito dias da coleta da primeira
amostra, foi realizada uma segunda coleta cujo soro reagiu até o titulo de 400.
Ainda, apdés 62 dias da realizacdo da primeira coleta obteve-se uma terceira
amostra, a qual foi reagente para IgG anti-hantavirus até o titulo de 400 (Figura 11).
Trata-se de um paciente do sexo masculino que alega nunca ter viajado para fora de

Alagoas e também afirmou nao ter apresentado no passado qualquer sintoma que
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indicasse insuficiéncia respiratéria. Posteriormente, o paciente teve diagnostico de

tuberculose (Tabela 4).

Figura 11- Titulagdo da amostra do paciente 26H que reagiu até o titulo de 400 (pogo A). A
placa estad com a marcagéo indicando os pogos que foram sensibilizados com a proteina N
(A - D) e o extrato de E. coli (E - H). C- s&o os pog¢os em que houve a adigdo do controle
negativo; C+ 0s po¢os nos quais se adicionou soro de um paciente com hantavirose; B
representa o branco (H11- H12).
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 4- Pacientes incluidos no estudo que tiveram amostras coletadas no HEHA para o
diagnéstico sorologico de hantavirose, com diagndstico definitivo de tuberculose.

N°_do Pesquisa Pesquis Titulo Coleta22 Resultado Titulo

Registro idade  Sexo delgG adelgM amostra IgG/IgM

LAPEVI

1H 62 F NR NR - - - -

26H 20 M R NR 200 ApoOs 8dias R (IgG) 400
28H 69 M NR NR - - - -
30H 49 M NR NR - - - -
32H 13 F NR NR - - - -
33H 39 F NR R 100 Apo6s 7 dias NR -
35H 58 F NR NR - - - -
36H 42 M NR NR - - - -
37H 38 M NR NR - - - -
44H 47 M NR NR - - - -
49H 29 M NR NR - - - -
50H 29 M NR NR - - - -
54H 27 F NR NR - - - -
56H 39 M NR NR - - - -
60H 50 M NR NR - - - -

M: Masculino; F: Feminino; NR: Ndo Reagente; R: Reagente; — : Nao realizado.

Das 46 amostras testadas dos pacientes hospitalizados, uma apresentou
reatividade para IgM anti-hantavirus (33H; Tabela 3) no momento da triagem (teste
qualitativo), entretanto, ao realizar-se a titulacdo a amostra apresentou-se nao-
reagente. Por isso, para confirmacao do resultado, foi realizada uma segunda coleta
domiciliar nessa paciente, com intervalo de sete dias da primeira, na qual apés
realizacdo da titulacdo o soro apresentou-se ndo-reagente. Sendo assim, a amostra

foi considerada negativa (Figura 12).
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Figura 12- Titulagdo da segunda amostra da paciente 33H que reagiu no momento da
triagem. Na parte superior da microplaca, pogos A-D, houve a sensibilizagdo com a rN
ARAYV, ja na parte inferior, pocos E-H, houve a sensibilizagdo com antigeno controle-
negativo (extrato de E. coli). Apés titulacdo observou-se, visualmente, reacdo até a diluicdo
de 1600, tanto nos pogos sensibilizados com rN ARAV (A), quanto nos poc¢os sensibilizados
com extrato de E. coli (E). C- sdo os pogos em que houve a adi¢cdo do controle negativo; C+
0S pocos nos quais se adicionou soro de um paciente com hantavirose; B representa o
branco (H11- H12).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Os demais pacientes internados no HEHA tiveram diagndstico definitivo de
leptospirose e outras enfermidades (dengue, pneumonia, meningite bacteriana,
miocardiopatia, hepatopatia, pielonefrite, sindrome febril, choque séptico, infeccao
renal aguda e SIDA), conforme descrito nas tabelas 5 e 6, respectivamente.
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Tabela 5- Pacientes incluidos no estudo que tiveram amostras coletadas no HEHA para o
diagnédstico soroldgico de hantavirose, 0s quais tiveram como diagnéstico definitivo
leptospirose.

N°_do Pesquisa Pesquisa Titulo Coleta2® Resultado Titulo
Registro idade  Sexo de IgG de IgM amostra IgG/IgM
LAPEVI

22H 19 M NR NR - - - -
25H 41 F NR NR - - - -
27H 34 M NR NR - - - -
34H 46 M NR NR - - - -
38H 44 M NR NR - - - -
42H 33 M NR NR - - - -
43H 17 M NR NR - - - -
46H 26 M NR NR - - - -
47H 16 F NR NR - - - -
52H 17 M NR NR - - - -
53H 35 F NR NR - - - -
57H 20 M NR NR - - - -
58H 44 M NR NR - - - -
61H 51 M NR NR - - - -
62H 34 M NR NR - - - -

M: Masculino; F: Feminino; NR: Ndo Reagente; — : Nao realizado.
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Tabela 6- Pacientes incluidos no estudo que tiveram amostras coletadas no HEHA para o
diagndstico soroldgico de hantavirose, os quais tiveram como diagndstico definitivo outras
enfermidades.

N°'d0 _ Pesquisa Titulo Coleta 22 Resultado Titulo
Registro idade  Sexo Pesquisa de IgM amostra IgG/IgM
LAPEVI de IgG

20H 15 M NR NR - - - -
21H 70 M NR NR - - - -
23H 26 F NR NR - - - -
24H 46 F NR NR - - - -
29H 39 F NR NR - - - -
31H 36 F NR NR - - - -
39H 43 M NR NR - - - -
40H 53 M NR NR - - - -
41H 23 M NR NR - - - -
45H 17 M NR NR - - - -
48H 33 F NR NR - - - -
51H 58 M NR NR - - - -
55H 40 M NR NR - - - -
59H 52 M NR NR - - - -
63H 12 F NR NR - - - -
64H 73 F NR NR - - - -

M: Masculino; F: Feminino; NR: Nao Reagente; — : N&o realizado.

6.3- Grupo 2: Pacientes com doenca aguda e diagnéstico laboratorial

confirmado de leptospirose.

No presente estudo foram analisados para presenca de anticorpos anti-
hantavirus 124 soros de pacientes com leptospirose confirmada. Estes soros foram
coletados e analisados pelo LACEN-AL para a presenca de anticorpos anti-
leptospira, por método de ELISA comercial (Pan Bio®, Australia), entre os anos de
2008 a 2011. As amostras estavam estocadas (-70°C) no laboratorio de Imunologia
do LACEN-AL e foram doadas ao LAPEVI. Do total de soros analisados 100 (80,6%)
eram do sexo masculino com média de idade de 29,6 anos e 24 (19,4%) do sexo

feminino com média de idade de 36,3 anos (Figura 13).
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Figura 13- Distribuicdo dos pacientes com leptospirose quanto ao sexo, cujas amostras
séricas foram testadas para a presencga de anticorpos anti-hantavirus.

m Masculino

M Feminino

Das 124 amostras de pacientes com doenca aguda e diagnéstico laboratorial
confirmado de leptospirose, nenhuma foi reagente para IgM. Todavia, inicialmente,
quatro soros apresentaram reatividade para IgG anti-hantavirus. Contudo, apés
analise dos dados desses pacientes armazenados no LACEN, percebeu-se que
duas dessas amostras eram do mesmo paciente, com as coletas tendo sido
realizadas com intervalo de uma semana entre ambas. Considerou-se, portanto, trés
amostras reagentes para IgG (soroprevaléncia de 2,42%), com os titulos de 200,
800 e 800 respectivamente. Essas trés amostras reagentes eram procedentes de
individuos do sexo masculino (Tabela 7), sendo que dois deles foram vitimas de
enchente. De um Unico paciente foi possivel saber a profissdo em que trabalhava,
que era servente de pedreiro.
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Tabela 7- Soroprevaléncia para anticorpos IgG anti-hantavirus, quanto ao sexo, nhos
pacientes com leptospirose confirmada pelo LACEN-AL.

Sexo IgG
Reagente Nao-reagente
Masculino 3 (3%) 97 (97%)
Feminino 0 24 (100%)
Total 3 (2,42%) 121 (97,6%)

Em uma das trés amostras reagentes para IgG anti-hantavirus no Grupo 2,
detectou-se a presenca de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi, em analise realizada

pelo LACEN-AL. Porém, nessa amostra o titulo de IgG anti-hantavirus foi de 800.

6.4- Grupo 3: Pacientes com suspeita clinica de dengue, cuja pesquisa de NS1

ndo foi reagente.

Amostras de 170 pacientes com suspeita de dengue e cuja pesquisa de NS1
foi negativa por método de ELISA comercial (Bio Rad®, Franca), de diversos
municipios de Alagoas (Tabela 8), foram encaminhadas pelo LACEN-AL para
pesquisa de anticorpos anti-hantavirus. Do total, somente 14 soros foram IgM
reagentes para dengue, de acordo com testes realizados pelo LACEN-AL. Todos
esses pacientes tiveram a coleta de soro realizada até o 5° dia do inicio dos
sintomas, seguindo protocolo determinado pela SVS/MS (Secretaria de Vigilancia
em Saude/ Ministério da Saude).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Trypanosoma_cruzi

Tabela 8- Municipios de origem dos pacientes com suspeita clinica de dengue, cuja

pesquisa de NS1 foi ndo reagente.

Municipios Frequéncia Municipios Frequéncia
Arapiraca 3 (1,76%) Mata Grande 11 (6,5%)
Belém 3 (1,76%) Messias 1 (0,6%)
Boca da Mata 2 (1,18%) Murici 1 (0,6%)
Campo Alegre 2 (1,18%) Penedo 8 (4,7%)
Campo Grande 2 (1,18%) 'Il?r?r?gk?ecilrzss 1 (0,6%)
Coité do Néia 2 (1,18%) Quebrangulo 3 (1,76%)
Colonia Leopoldina 15 (8,8%) Rio Largo 1 (0,6%)
Delmiro Gouveia 17 (10%) Roteiro 3 (1,76%)
lgaci 1 (0,6%) Sao Bras 2 (1,18%)
Junqueiro 7 (4,1%) Sé&o José da Tapera | 2 (1,18%)
Lagoa da Canoa 4 (2,3%) Séocl\gir%;ﬁ;dos 2 (1,18%)
Macei6 33 (19,4%) Senador Ru 1(0,6%)
Maragogi 19 (11,2%) Unido dos Palmares 1 (0,6%)
Maravilha 1 (0,6%) NAo informado 6 (3.5%)

Marechal Deodoro 16 (9,4%)

Do total de soros analisados, 71 (41,76%) eram do sexo masculino e 99
(58,24%) do sexo feminino (Figura 14). A média de idade foi calculada com base nos
60 pacientes do sexo masculino e 72 do sexo feminino com idade disponivel no
banco de dados do LACEN-AL, sendo de 26,5 anos para os homens e 26,76 anos

para as mulheres.
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Figura 14- Total de pacientes analisados suspeitos de dengue cuja pesquisa de NS1 foi ndo
reagente, divididos segundo o sexo, nos quais se pesquisou anticorpos anti-hantavirus.

m Masculino

m Feminino

Das 170 amostras analisadas, nenhuma foi reagente para IgG anti-hantavirus.
Entretanto, uma amostra (paciente n® 8400) apresentou-se reagente para IgM no
teste qualitativo e no semiquantitativo com titulo de 100. As replicatas foram
realizadas em dias diferentes. Contudo, ap0s realizar uma segunda coleta do
mesmo paciente com intervalo de 161 dias da primeira, a pesquisa de IgM anti-
hantavirus foi negativa, bem como, a pesquisa de 1gG. Com isso, descartou-se 0
resultado anterior e ela foi considerada ndo-reagente.

Ainda, foi realizada a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania e anti-T.cruzi,
na amostra do paciente 8400, as quais mostraram-se ambas negativas. A amostra

foi também néo regente para pesquisa de NS1 de dengue.

6.5- Grupo 4: Participantes do estudo piloto para Inquérito Sorolégico para
Hantavirus em Coruripe.

Neste grupo, foram obtidas 250 amostras séricas de trabalhadores rurais da
Usina Coruripe-AL, por demanda espontanea, sendo todos do sexo masculino, com
média de idade de 31,95 anos.

Das 250 amostras analisadas, 10 (4%) se apresentaram reagentes para
anticorpos IgG anti-hantavirus, cujos titulos variaram de 100 a 1600. Dentre os
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individuos sororeagentes a média de idade foi de 33,6 anos. Entre estes, dois

informaram que tiveram doenca grave no passado, na qual sentiram falta de ar,

acompanhada de febre e dor no corpo; sete (70%) nunca trabalharam em outro

estado do Brasil e cinco (50%) alegaram que nunca moraram fora do estado de

Alagoas (Tabela 9).

Tabela 9- Casos reagentes para anticorpos IgG anti-hantavirus, em trabalhadores da Usina
Coruripe/AL, de acordo com o cédigo de registro do participante, idade, titulo, presenca de
doenca grave no passado com sintomas respiratorios e trabalho fora de Alagoas.

Doenca grave

Registro do . : Trabalho fora de
. Idade Titulo  com sintomas
participante . Alagoas
respiratérios
281C 28 100 Nao Nao
301C 36 400 Nao Sim (Bahia)
323C 24 400 Nao Nao
369C 64 100 Sim Nao
460C 18 400 Nao Nao
479C 44 1600 Sim Nao
727C 20 200 Nao Nao
733C 47 400 N&o Sim (Espirito Santo)
843C 25 200 Nao Nao
860C 30 200 N&o Sim (Parand)

6.6- Visao global dos resultados do estudo.

A seguir apresenta-se o fluxograma demonstrando os principais achados do

presente estudo (Figura 15).
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Figura 15 — Resultados da pesquisa.
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7 DISCUSSAO
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A hantavirose vem se destacando, nos ultimos anos, no territorio nacional em
nimero de casos e de municipios notificadores desta enfermidade. E desejavel
ampliar a vigilancia dessas infec¢coes em areas endémicas e ndo endémicas, a fim
de otimizar o diagnostico precoce dos casos humanos e de melhor conhecer a
situacdo epidemiologica dessa zoonose, cuja letalidade no Brasil € de 39%. Essa
enfermidade é considerada um importante problema de Saude Publica no Brasil,
tanto nas zonas rurais quanto nas zonas urbanas (SCHMIDT, 2007) e a busca ativa
por casos de hantavirose em areas silenciosas do pais, como o Estado de Alagoas,
é meta da propria Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
(SVS/MS).

7.1- Pacientes internados que se enguadravam nos critérios de casos

suspeitos de hantavirose.

Em sua maior parte, os estudos sobre hantavirus sédo realizados em
localidades onde ja ocorreu a notificacdo de casos, sendo escassos 0s estudos em
locais onde a SPCVH néo foi registrada (CHIORATTO et al.,, 2010). Segundo a
SVS/MS o Estado de Alagoas é considerado area silenciosa para hantavirus, pois
nenhum caso de SPCVH foi notificado, desde 1993, quando se detectou a presenca
da doenca no pais pela primeira vez (SINAM/SVS/MS, 2011). No entanto, a
auséncia de notificacdo da hantavirose numa dada regido, ndo € garantia do status
de indene para tal regiao.

Em varios locais do Brasil ocorrem casos de hantavirose sem o devido
diagndstico, como p. ex. em Seara, interior de Santa Catarina, onde apds suspeita
do primeiro caso em um agricultor que vivia numa area de reflorestamento, iniciou-se
um estudo do tipo caso-controle, que evidenciou a existéncia de outros casos nao
diagnosticados, como também encontrou um individuo infectado naquele momento
(SCHMIDT, 2007). H4, ainda, grande numero de inquéritos sorologicos para
hantavirus realizados em diferentes municipios, inclusive naqueles sem registro da
doenca, que demonstram a presenca de anticorpos de memoria (IgG) na populagéo
sadia ou em roedores, como p.ex. em Salvador/BA; em Pedreira/SP; em Santa
Teresa/ES; no Rio de Janeiro/RJ; e em Turvo/SC, em seres humanos
(MASCARENHAS-BATISTA et al., 1998; LEMOS et al., 2004; BRAGAGNOLO et al.,
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2008; OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2012) e no Ceara, em roedores
(CHIORATTO et al., 2010).

No presente estudo, uma busca ativa por casos agudos de hantavirose foi
realizada em duas frentes, sendo: individuos hospitalizados que se enquadravam
nos critérios clinicos dessa doenca (item 5.4), e individuos diagnosticados com
outras enfermidades cujos sintomas podem ser confundidos com SPCVH (como
leptospirose e dengue). No entanto, nenhuma das amostras testadas apresentaram
anticorpos especificos para hantavirus da classe IgM, o que seria indicativo de
doenca aguda (FIGUEIREDO et al., 2000; BRASIL, 2010). Faz-se necessario
intensificar a busca ativa, ampliando-se a rede de hospitais que vem sendo triados e
investir em divulgacdo sobre a doenca entre profissionais da area da saude, para
aumentar as chances de se encontrar casos agudos de SPCVH em Alagoas.

Apesar de ser grave e altamente letal, a hantavirose € uma doenca de
incidéncia rara mesmo nos municipios onde a circulacao viral é bem conhecida
como, p. ex., ho Maranh&o, onde, de 1993 até junho de 2011, foram registrados 11
casos de infeccdo por hantavirus, com uma incidéncia de 0,57 casos por ano.
Contudo, no Distrito Federal, de 1993 a junho de 2011, foram confirmados 81 casos
de hantavirose, com uma incidéncia de 6,23 casos por ano, embora com apenas um
caso confirmado no ano de 2011. Com isso, percebe-se a grande raridade da
doenca, mesmo em localidades onde a circulacdo do virus ja € bem conhecida
(SINAM/SVS/MS, 2011).

Embora ndo tenham sido identificados casos agudos de SPCVH durante a
pesquisa, 0 presente estudo demonstrou as primeiras evidéncias de infec¢do por
hantavirus em Alagoas, com base nos achados de anticorpos de memodria
imunologica (da classe IgG) para hantavirus em diferentes grupos de individuos
incluidos na pesquisa. Encontrou-se a presenca destes anticorpos IgG anti-
hantavirus tanto em individuos enfermos quanto na populacdo sadia, a saber: em
um (1,42%) paciente hospitalizado com doenga pulmonar (Tabela 4), em trés
(2,42%) individuos com leptospirose confirmada (Tabela 7), e em 10 (4%)
trabalhadores rurais, participantes de um estudo piloto para inquérito soroldgico
(Tabela 9). Estes dados sao inéditos na epidemiologia da hantavirose no Brasil. Tais
achados sdo de suma importancia para se pensar em uma melhor vigilancia

epidemioldgica da hantavirose em Alagoas.
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O primeiro caso IgG reagente que foi encontrado no presente estudo teve
material colhido de um jovem agricultor. Segundo Figueiredo e cols. (2001), esta
zoonose esta relacionada com a atividade rural, sendo fator de risco para a doenca,
independentemente da classe socioeconfmica. Ressalta-se que esse paciente
sororeagente para IgG atendido no HEHA relatou nunca ter viajado para fora de
Alagoas, sugerindo, portanto, que a infec¢cdo por hantavirus ocorreu dentro do
Estado. O mesmo individuo relatou que além da atividade rural do presente, durante
a infancia também costumava brincar em sitios.

Embora esse achado sugira se tratar de um caso pregresso de infeccéo
autoctone por hantavirus em Alagoas, nao foi possivel determinar qual foi o local de
infeccdo, pois esse paciente ja exerceu varias atividades consideradas de risco para
hantavirose como: adubamento de solo, plantio de fumo e mandioca, e atividade de
recreacdo em sitio préximo a uma usina de cana-de-acgucar.

Ferreira e cols. (2000) afirmaram que as pessoas podem se infectar durante a
limpeza de pisos contendo excretas de roedores infectados, remocdo e
armazenamento de gréos e durante o plantio e/ou colheita. Contudo, Figueiredo e
cols. (2001) afirmam que podem também ocorrer casos durante atividade de lazer,
COmo caca, pesca e acampamento.

E interessante o fato de o paciente participante do presente estudo,
sororeagente para hantavirus atendido no HEHA, ter afirmado que nao teve
nenhuma doenca grave no passado, com caracteristicas da SPCVH. Este relato,
aliado ao fato de n&o se ter achado casos agudos hospitalizados de SPCVH durante
um ano de busca ativa realizada neste estudo, levanta a hipétese da ocorréncia de
casos benignos de infeccdo por hantavirus em Alagoas, ou de infec¢cdes mais
brandas, ou até mesmo assintomaticas. Neste caso, as infec¢cdes que ocorreriam no
Estado poderiam ser causadas por um hantavirus ndo patogénico, como ja foi
identificado em outros locais do Brasil (MENDES et al., 2001; MENDES et al., 2004;
TRAVASSO DA ROSA et al., 2005). Varias espécies de hantavirus ndo associados
a doenca humana ja foram detectados em roedores no mundo todo, como: Rio
Mearin, no Maranh&o (TRAVASSO DA ROSA et al., 2005); Mujo, na Coreia do Sul;
Topografov, na Sibéria; Playa de Oro, no México; Pergamino, na Argentina; Rio
Mamore, na Bolivia e Peru (regido Amazoénica) e outros (JONSSON et al., 2010).

Jonsson e cols. (2010) afirmam que, em locais onde a infec¢ao por hantavirus

ja é conhecida, somente os casos mais graves de hantavirose séo diagnosticados, e
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estes seriam a minoria. Noutros locais sem registro prévio da doencga, a infeccao
pode passar despercebida. Também se sabe que a gravidade da doenca pode estar
associada a multiplos fatores, como patogenicidade do virus, genética da populacéo,
circulacdo de mais de uma espécie viral (PADULA et al., 2000; SION et al., 2002;
BORGES et al., 2006; BORGES et al., 2010).

No Brasil, j& foram descritos casos de infec¢cdo por hantavirus sem
sintomatologia semelhante a SPCVH (HINDRICHSEN et al., 1993; CLEMENT et al.,
1999a,b; GODOI et al., 2005; CLEMENT et al., 2007), como em Recife/PE, onde foi
levantada pelos autores a hipotese de que as infec¢bes ocorreram devido a um virus
semelhante ao Seoul (CLEMENT et al., 2007). Em Belém/PA apos analise de 201
soros de pacientes com suspeita de leptospirose, 0s pesquisadores encontraram
gue 31 possuiam sorologia reagente para hantavirus, destes, um soro possuia alta
especificidade nos testes de neutralizacdo para o Seoul (CLEMENT et al., 1999a).

No ano de 1996, em Salvador/BA, ocorreu uma epidemia com 326 casos de
doenca renal aguda, com transmissao urbana (KO et al., 1999). Desses casos, 133
(41%) ndo se confirmaram como sendo leptospirose. Segundo Clement e cols.
(2007) pelo menos alguns desses 133 casos eram, na verdade, infecgdo por
hantavirus de reatividade cruzada para virus Seoul. O virus Seoul é endémico na
China e € o Unico que tem reservatdrio cosmopolita, o roedor urbano Rattus
norvegicus (LEDUC et al., 1984; LEDUC et al., 1985). Outro trabalho também
realizado em Salvador/BA, por Mascarenhas-Batista e cols. (1998), demonstrou
reacao positiva somente para o virus Hantaan, também um hantavirus que causa
FHSR, e nenhuma amostra mostrou-se reagente para o Sin Nombre, hantavirus
norte-americano, causador da SPCVH.

Por isso no presente estudo, ndo excluimos a possibilidade da infeccéo
ocorrida no paciente 26H ter ocorrido por um virus causador da FHSR, com possivel
circulacao no Brasil, ja que em estudos realizados entre setembro de 1982 e marco
de 1983, por Leduc e cols. (1985) os pesquisadores isolaram um virus
antigenicamente semelhante ao Seoul no Brasil. Nessa mesma época, foi
demonstrada a presenca de anticorpos para o virus Hantaan, em soros de roedores
urbanos de Belém, Sdo Paulo e Recife-Olinda (LEDUC et al., 1985; LEDUC et al.,
1986). Leduc e cols. (1986) levantaram a hipétese da disseminacdo de ratos
infectados da Asia para outros locais do mundo, pelos portos, sugerindo a

ocorréncia casos de FHSR em outros Continentes.
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No presente estudo foi também realizada uma investigacdo de infeccao por
hantavirus em pacientes de um surto de doenca respiratria grave que ocorreu no
municipio de Coruripe, em 2010. Duas amostras (6H e 9H) de 18 pacientes haviam
reagido para IgG anti-hantavirus no teste de triagem, porém, ndo confirmaram o
resultado positivo apds a titulacdo e nem apds exame de segundas amostras de
cada paciente. Posteriormente, todos o0s pacientes receberam diagnostico de
Influenza A, segundo o LACEN-AL. Essas analises demonstram a importancia da
realizacdo da titulacéo (teste semiquantitativo) das amostras que forem reagentes no
teste de triagem (qualitativo) para uma confirmacao de diagndstico, quando se utiliza
teste de ELISA.

No presente trabalho houve uma amostra (paciente 33H; Tabela 4) que foi
inicialmente reagente no teste para IgM anti-hantavirus e, em seguida, na segunda
coleta ndo houve reacgéo apoés a titulagio para esta classe de anticorpo. E provavel
gue a reacao tenha ocorrido devido a presenca de anticorpos anti-E. coli na amostra
testada. De fato, ocorreu uma reacdo colorimétrica similar tanto nos pocos
sensibilizados com rN ARAV, quanto nos pocos contendo o extrato de E. coli.
(Figura 12). Por este motivo, 0 método para leitura da placa foi padronizado para
descontar as D.O.s dos pocos sensibilizados com extrato de E. coli daguelas obtidas
nos pocos com rN ARAV (MORELI, 2005). Assim, minimiza-se a ocorréncia de
resultados falsos positivos para anticorpos anti-hantavirus na presenca de
anticorpos anti-E. coli.

Apesar da proteina N ser purificada, Sjolander e cols. (1997) afirmaram que
esta proteina produzida em E. coli - apesar de ser especifica - tem um pouco da sua
especificidade diminuida provavelmente por ainda conter, até mesmo ap0s varias
purificacfes, residuos da bactéria.

Contudo, em trabalho realizado por Machado e cols. (2011) os autores
concluiram que tanto a proteina N produzida em baculovirus quanto em E. coli
possui a mesma sensibilidade e eficacia, sendo um excelente antigeno para testes
soroldgicos no Brasil. Entretanto, esse ultimo trabalho foi realizado com amostras de
uma populacdo que ndo esta sujeita as mesmas condi¢cdes de vida da populagéo
Alagoana, submetida a precéarias condicbes de saneamento basico, em todos os
municipios do Estado (IBGE, 2010). E o caso da paciente 33H, que habita uma
residéncia desprovida de saneamento basico (sem agua encanada e esgoto) nas

proximidades de uma lagoa sabidamente poluida. Devido as condicbes de moradia
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desta paciente, supde-se que a mesma esteja em frequente contato com coliformes

fecais, inclusive, E. coli.

7.2- Investigacao de reatividade cruzada em pacientes portadores de endemias
regionais, como Doenca de Chagas e leishmaniose visceral, e a proteina rN
ARAV.

A possibilidade de reatividade com Chagas ja tinha sido levantada, com um
teste de ELISA que utiliza a rN ANDV (FIGUEIREDO et al., 2009), contudo ainda
nao tinha sido descrita com a rN ARAV. Por essa razdo, a investigacdo da
ocorréncia de reacdo cruzada em amostras sericas de individuos chagésicos e a rN
ARAV utilizada em nosso teste de ELISA foi objetivo deste estudo. Além disso,
considerando que Alagoas é uma regido endémica tanto para Chagas quanto para
leishmaniose, sendo esta ultima uma doenca de curso prolongado (PEDROSA e
ROCHA, 2004), decidiu-se investigar também a ocorréncia de reatividade cruzada
em amostras de soro de paciente diagnosticados com leishmaniose visceral e a rN
ARAV.

Desse modo, verificou-se a ocorréncia de reatividade cruzada nas amostras
de pacientes com Chagas (15,38%) e com leishmaniose (8,33%) diluidas 1:100
frente a rN ARAV. Contudo, foi demonstrado que as diluicdes posteriores dessas
amostras (<1:100), para a realizacdo da titulacdo de anticorpos, eliminavam a
reatividade cruzada (SANTOS JUNIOR et al., 2011). A partir disso, foi definido,
entdo, que todas as amostras que se apresentassem reagentes para hantavirus
deveriam ser testadas para leishmaniose e doenca de Chagas, evitando-se, assim,
resultados falsamente positivos.

No Grupo 2, que inclui pacientes com leptospirose, em uma das trés amostras
reagentes para IgG anti- hantavirus detectou-se a presenca de anticorpos anti-
Trypanosoma cruzi, em analise realizada pelo LACEN-AL. Porém, nesta amostra o
titulo de IgG anti-hantavirus foi de 800. Por isso, consideramos essa amostra
reagente para hantavirus, tratando-se, portanto, de paciente com infeccdo passada

por hantavirus.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Trypanosoma_cruzi
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7.3- Pacientes com doencga aguda e diagnoéstico laboratorial confirmado de

leptospirose.

As doencas causadas por hantavirus sdo complexas e englobam as
sindromes hemorragicas com disfuncao renal e/ou pulmonar. Nas hantaviroses se
faz diagnoéstico diferencial da leptospirose, que também é uma zoonose de
caracteristica aguda (GODOI et al., 2005), devido a similaridades na epidemiologia e
apresentacao clinica. Com isso, a pesquisa para hantavirus deve ser realizada em
casos suspeitos de leptospirose, ja que varios casos, com clinica compativel dessa
doenca, apresentam, na realidade, infeccdes por hantavirus (HINDRICHSEN et al.,
1993; CLEMENT et al., 1999b; CLEMENT et al., 2006; CLEMENT et al., 2007).

Por esta razao, neste trabalho buscou-se a presenca de anticorpos IgM e IgG
anti-hantavirus em pacientes com leptospirose, considerando que infec¢cdes mistas
por esses dois agentes ja foi diagnosticada anteriormente tanto em seres humanos
(KUDESIA et al., 1988; IVERSON, 1996; CLEMENT et al., 1999b; SION et al., 2001;
MARKOTIE et al., 2002; GODOI et al., 2005), como em roedores (CVETKO et al.,
2006). Neste estudo, todavia, ndo foram detectados anticorpos IgM nas 124
amostras testadas provenientes de pacientes com leptospirose (Grupo 2).

Apesar de neste estudo ndo ter sido encontrado infec¢cbes mistas por
hantavirus e Leptospira, como outros autores (KUDESIA et al., 1988; SION et al.,
2001; MARKOTIE et al., 2002; GODOI et al., 2005 ), encontrou-se anticorpos de
memoria (IgG) contra hantavirus em trés pacientes com leptospirose, reforcando a
hip6tese de uma possivel circulagdo de hantavirus em Alagoas. Nao foi possivel
obter informacdes clinicas ou epidemioldgicas de todos 0s pacientes sororeagentes,
ja que as amostras foram encaminhadas pelo LACEN-AL e faziam parte de um
banco de amostras do mesmo. Contudo, apdés contato com um dos pacientes
descobriu-se que o0 mesmo mora no interior do Estado, ja trabalhou no plantio e
colheita de grédos, nunca viajou para fora de Alagoas e ndo recorda de ter tido
alguma doenca grave antes da leptospirose. O mesmo também informou que ja foi
mordido por ratos. Esse achado reforca a hipétese de que casos de hantavirose
estdo ocorrendo em Alagoas sem o devido diagndéstico. Especula-se, contudo, que a
variante de hantavirus no Estado possa ser uma espécie nao patogénica.

Outros estudos reforcam a necessidade de se investigar hantavirus em

infeccbes com suspeita de leptospirose. Na regido Norte do Brasil, ap6s uma série
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de evidéncias de infec¢des por hantavirus, estudando 212 pacientes com suspeita
clinica ou diagnostico de leptospirose ou com febre de origem desconhecida,
encontrou-se IgG para o virus Hantaan em 8,4% e IgM em 1,9% dos pacientes
(IVERSSON, 1996). Em outro estudo realizado por Iversson e cols. (1994) no
Hospital Emilia Ribas em S&o Paulo, seis de 409 doentes internados em 1976 com
suspeita clinica de leptospirose apresentavam IgM para hantavirus, sendo que, trés
desses soros foram reagentes para o virus Hantaan, dois para o Seoul e um para o
Puumala. Com isso, desde 1976 j& é evidenciada a infeccdo humana por hantavirus
no pais, apesar de ter sido notificada oficialmente apenas em 1993
(VASCONCELOS et al, 1997). Com base nesses resultados os autores
especularam que desde a década de 1970 casos nao diagnosticados de hantavirose
poderiam estar ocorrendo, mesmo em pacientes atendidos em hospitais
especializados em doencas infecciosas (IVERSSON et al.,1994).

Essa reacao observada entre os soros dos pacientes brasileiros e hantavirus
do Velho Mundo, pode ser explicada pelo fato da proteina N do género Hantavirus
compartilhar epitopos entre os virus deste género. Por isso, é provavel que tenha
ocorrido reacfes cruzadas com espécies de hantavirus que, hoje é sabido, de fato,
circulam no Brasil e que provavelmente néo se tratou de infec¢do causada por virus
do Velho Mundo. Pois, estudos realizados demonstraram que 0S epitopos
reconhecidos por soros de individuos infectados estdo dispersos ao longo da
proteina N (YOSHIMATSU et al., 1993; GOTT et al.,, 1997; ARAKI et al., 2001;
TISCHLER et al., 2008), a qual, por ser um componente interno dos virions, sofre
pressbes menos seletivas das respostas imunes de seus hospedeiros, do que as
glicoproteinas do envelope, sendo, por isso, a proteina estrutural mais conservada e
imunogénica (TISCHLER et al., 2008). Por essa raz&o, as respostas de anticorpos
induzidas contra a proteina N de um hantavirus leva a reacdo cruzada com a
proteina N dos outros hantavirus (TISCHLER et al., 2008).

Um estudo que teve grande impacto epidemiolégico foi conduzido por Leduc e
cols. (1985), na busca de roedores infectados, em que os autores concluiram que a
hantavirose esta amplamente distribuida na América do Sul. A doenca pode estar
presente em Alagoas, entretanto, a falta de diagnostico € devida, como em outros
locais (LEDUC et al., 1984), por uma falta de suspeita clinica, também, por sua
raridade e pela auséncia de um teste de diagndstico disponivel. Alguns

pesquisadores acreditam que no Nordeste do Brasil possam existir novas espécies
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de hantavirus, uma suposi¢do levantada devido as evidéncias sorolégicas de
infeccdo em diversas populacdes (JONSSON et al., 2010).

Hindrichsen e cols. (1993) relataram em 1990 os primeiros casos de infeccdes
por hantavirus em seres humanos na cidade de Recife/PE, pois, de 156 soros de
pacientes com diagndstico clinico provavel de leptospirose, oito (5,1%) foram IgG
anti-hantavirus reagentes, sendo que dois eram também reagentes para IgM
(1,28%). Godoi e cols. (2005) estudando pacientes com o mesmo diagndstico
provavel, também no Recife/PE, identificaram dez pacientes com anticorpos IgM e
IgG para leptospirose, destes, oito tinham anticorpos IgG para hantavirus e dois
tinham IgM. Todos os pacientes tiveram contato com aguas contaminadas ou com
ratos, em zona urbana de Recife, esses pacientes ndo apresentaram um quadro
clinico sugestivo de doenca respiratoria grave, sendo a tosse o Unico sintoma
respiratorio presente.

Gamage e cols. (2011) realizaram um trabalho onde pesquisaram anticorpos
anti-hantavirus em amostras de pacientes com leptospirose, mesmo nos casos onde
a infeccao por leptospirose foi confirmada por PCR ou aglutinacdo. Nesse estudo,
dos 105 pacientes investigados, oito apresentaram anticorpos IgG anti-hantavirus,
sendo sete do sexo masculino e uma do sexo feminino, e nenhum paciente
apresentou anticorpo IgM anti-hantavirus. Esses resultados sdo semelhantes aos do
presente trabalho, j& que sé foi encontrado anticorpos da classe IgG especificos
para hantavirus nas amostras de soro de pacientes com leptospirose, sendo as trés
provenientes de individuos do sexo masculino. Esses dados corroboram com
achados prévios descritos na literatura que demonstram maior prevaléncia de

infeccdo por hantavirus em homens (ELKHOURY et al., 2005).

7.4- Pacientes com suspeita clinica de dengue cuja pesquisa de NS1 foi néo

reagente.

Assim como a leptospirose, também €& recomendado fazer o diagndéstico
diferencial entre dengue e hantavirose, jA que o0s sintomas clinicos da fase
prodrdmica e pulmonar sdo semelhantes. O reconhecimento precoce das doencas
nao é facil e ambas podem ser confundidas (MENDES et al., 2001; BRASIL, 2010).

No grupo 3 do presente estudo, uma amostra proveniente de paciente com

suspeita de dengue (paciente 8400) apresentou-se, inicialmente, reagente para IgM
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anti-hantavirus, e ndo reagente para IgG. Segundo Jonsson e cols. (2010) ja no
periodo prodrémico da hantavirose sdo encontrados altos titulos de IgM, mas a
resposta de IgG pode ser atrasada no inicio dos sintomas. Este era o cenario
esperado para a amostra do paciente 8400, visto que, de acordo com protocolo do
LACEN-AL, para a pesquisa de NS1 em amostras suspeitas de dengue, as mesmas
devem ser coletadas até o quinto dia da doenca. Neste caso, se 0 paciente 8400
tivesse hantavirose, era possivel ter apenas anticorpos IgM detectaveis, ao tempo
da coleta da primeira amostra. No entanto, ap0s a segunda coleta, com 161 dias de
intervalo da primeira amostra, ndo se confirmou reacdo nem para IgM, nem para IgG
anti-hantavirus. Nesta segunda amostra do paciente 8400, buscou-se detectar
principalmente anticorpos de memdria imunoldgica, de longa duracdo, da classe
IgG, considerando que os anticorpos da classe IgM desaparecem da circulacao apos
60 dias da infeccdo por hantavirus (FIGUEIREDO et al., 2000; FERREIRA, 2003).
Apesar disso, nessa segunda amostra coletada nao foi identificada a presenca de
anticorpos da classe IgG, desta forma, descartando-se a possibilidade de infeccao
por hantavirus.

Nao foi possivel determinar a razdo da reatividade para IgM anti-hantavirus
na primeira amostra do paciente 8400. Especula-se que tenha ocorrido reatividade
cruzada, no entanto, se a mesma ocorreu, ndo foi nem para dengue, nem para
Chagas e nem para Leishmania. Com isso, excluimos a possibilidade de a
reatividade cruzada ter ocorrido devido a presenca de parasitose crénica que leva a
ativacao policlonal de linfocitos (MONTES et al., 1999).

Apesar de, neste trabalho, n&o ter sido identificado nenhum caso de infec¢ao
aguda ou pregressa em amostras provenientes de pacientes com suspeita de
dengue, infeccbes por hantavirus ja foram identificadas em amostras negativas para
dengue, como também, infec¢cbes mistas por esses dois agentes (SUHARTI et al.,
2009; SILVA e EVANGELISTA, 2010). Dos Santos e cols. (2010) identificaram em
suas pesquisas um paciente, na cidade de Brasilia-DF, com infec¢cdo mista por
dengue e hantavirus, onde a suspeita clinica inicial foi apenas de infec¢do pelo virus
dengue. Os mesmos autores afirmam que co-infeccbes podem estar sendo
subestimadas devido a similaridade clinica ou achados laboratoriais inespecificos
(como hematocrito e contagem de plaquetas) também similares nestas duas

enfermidades.
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Um estudo realizado por Silva e Evangelista (2010) pesquisou agentes
causadores de doenca febril aguda, inclusive hantavirus, em pacientes com
sorologia negativa para dengue, e assim como no presente estudo, ndo encontrou
anticorpos para hantavirus, embora tenha detectado que 3,9% das amostras
negativas para dengue eram reagentes para rubéola, e 13,9% eram reagentes para
leptospirose. Contrariamente, Suharti e cols. (2009), analisando 118 pacientes com
suspeita de dengue, selecionados devido a critérios da OMS, durante um surto de
dengue, confirmaram que 5 (12%) deles possuiam sorologia positiva para

hantavirose aguda.

7.5- Participantes do estudo piloto para Inquérito Sorolégico para Hantavirus

em Coruripe.

Realizou-se um estudo piloto para um inquérito sorolégico em populacéo rural
em Alagoas, como parte da busca por infec¢cdes hantaviricas no Estado. Esta foi a
primeira vez que se pesquisou anticorpos de memoria (IgG) contra hantavirus na
populacdo Alagoana, na tentativa de identificar prévio contato com hantavirus entre
profissionais de risco para contrair a doenca.

Nos individuos participantes do inquérito do presente estudo, encontrou-se
uma média de idade entre os positivos de 33,6 anos, enquanto em outros estudos a
média de idade foi superior a 40 anos (MENDES et al., 2004; SOUZA et al., 2011).
Contudo, Mendes e cols. (2010) afirmaram que, em uma populacdo no Estado do
Maranhdo, uma idade maior que 20 anos estd associada com a presenca de IgG
anti-hantavirus, e essa afirmacao corrobora com os dados desta pesquisa, ja que
somente um dos participante sororeagentes do inquérito possuia menos de 20 anos
de idade (Tabela 9).

Nossa pesquisa encontrou uma soroprevaléncia para infecgbes pregressas
por hantavirus de 4%. Similarmente, um estudo realizado por Souza e cols. (2011)
no extremo oeste de Santa Catarina demonstrou uma prevaléncia de 3,5%.
Contudo, em um inquérito realizado na zona rural da cidade de Ribeirdo Preto (SP),
16% dos individuos sororeagentes alegaram que ja realizaram trabalhados em
canaviais, porém casos de hantavirose nessa regido do estado ja sdo notificados
desde 1998 (FIGUEIREDO et al., 2000; BEPA, 2007).
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As alteragbes provocadas pelas atividades agricolas sdo um dos fatores
determinantes na transmissao de zoonoses. A introducdo de fontes de alimentagao
para os roedores leva ao aumento populacional desses animais, facilitando a
transmissdo do hantavirus. Entre as principais culturas no pais que estédo
associadas a essas zoonoses, destacam-se: cana-de-agUcar, capim braquiaria,
arroz e milho (BEPA, 2007).

Em S&o Paulo, o trabalho com a cana-de-acucar tem sido apontado como
uma das principais formas de infeccdo, ja que de 110 casos de hantavirose que
ocorreram de 1993 a 2007, 16,36% dos casos estavam relacionados com esse tipo
de trabalho (BEPA, 2007).

Dentre os trabalhadores que apresentaram anticorpos anti-hantavirus,
somente dois alegaram que ja tiveram uma doenca grave no passado, inclusive com
a falta de ar entre os sintomas. Apos realizagdo de inquérito sorologico para
hantavirus em seis municipios do Estado do Maranhdo, Mendes e cols. (2010)
afirmaram que esta zoonose estda amplamente distribuida no Estado, devido a
soroprevaléncia encontrada (municipios de Sdo Jodo Batista, Sdo Bento, Penalva,
Pinheiro, Viana e Vitéria do Mearim de 2,6%; 3,1%; 3,5%; 4,8%; 5,6%; e 7,8%,
respectivamente). Porém nesse mesmo estudo nenhum dos participantes informou
ja ter tido sintomas parecidos com a SPCVH. Os autores, entdo, sugeriram que
estdo ocorrendo casos leves ou atipicos na regido, mas por ndo apresentarem a
sintomatologia classica da SPCVH, ndo estdo sendo diagnosticados.

Apesar da gravidade das sindromes causadas pelo hantavirus, sabe-se que
ocorrem casos de infeccdo humana por esses virus que produzem doenca leve, sem
insuficiéncia respiratdria, entretanto as causas e fatores envolvidos neste
comportamento clinico sdo desconhecidos (ZAVASKY et al, 1999; JONSSON et al.,
2010). Estes casos sao comprovados devido a presenca de anticorpos contra
hantavirus na populacdo geral, detectados em inquéritos soroldgicos, inclusive em
pessoas sem nenhuma histéria de doenca, em regides do Paraguai (40%), Provincia
Salta na Argentina (17%); na cidade de Jardinépolis, interior de Sdo Paulo (14,3%) e
no municipio rural de Turvo (2,33%), no extremo sul de Santa Catarina (CAMPOS et
al., 2003; PEREIRA et al., 2012). Ainda, um estudo de coorte em Anajatuba-MA,
realizado por Mendes e cols. (2004), apos 24 meses da realizagdo da primeira coleta
sanguinea, encontraram que quatro pessoas tinham soroconvertido para IgG anti-

hantavirus, destes, dois apresentaram infeccdo assintomatica e em outros dois a
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doenca foi limitada, apresentando apenas febre (MENDES et al.,, 2010). Duas
hipoteses podem explicar isso: a circulagdo de mais de um hantavirus na regiéo,
com viruléncias variadas e fatores genéticos do hospedeiro, levando a diferentes
tipos de resposta imunolégica (FIGUEIREDO et al., 2003; BORGES et al., 2006;
SOUZA et al., 2011).

Os titulos de anticorpos da classe IgG encontrados entre os participantes
deste estudo piloto de inquérito, variaram de 100 a 1600, esse achado esta de
acordo com o descrito por Ye e cols. (2004) onde os autores encontraram que
infecgbes por hantavirus induzem uma resposta humoral estavel com anticorpos
neutralizantes com titulos entre 100 e 3200 em até quatro anos apés a SPCVH.

Nossos resultados com amostras positivas para IgG anti-hantavirus sédo as
primeiras evidéncias do contato de seres humanos com hantavirus em Alagoas.
Estes dados podem ser indicativos de que hantavirus estdo presentes no Estado,
causando infec¢des inaparentes ou que vém recebendo diagndstico equivocado e

sendo, entdo, subnotificadas.
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8 CONCLUSOES
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Foi constatada, pela 12 vez, a presenca de anticorpos de memoaria da classe

IgG anti- hantavirus na populacao Alagoana;

Os resultados presentes demonstram uma provavel circulacdo de hantavirus

em Alagoas;

Casos de hantavirose aguda ndo foram detectados durante o periodo de um

ano de estudo;

E possivel que estejam ocorrendo casos de infeccdo por hantavirus sem
diagnéstico em Alagoas ou a(s) espécie(s) presentes no Estado podem ser

nao patogénicas ou de baixa viruléncia;

A auséncia de histéria de doenca grave no passado nos individuos com
anticorpos IgG anti-hantavirus corrobora com a hipotese da existéncia de

infecgdes clinicamente inaparentes no Estado;

Apesar da reacao cruzada na diluicdo de triagem entre o soro de pacientes
com doengca de Chagas e leishmaniose e a rN ARAV, as titulagbes
posteriormente realizadas descartam o0s resultados falso positivos,

demonstrando a especificidade do teste;

A prevaléncia de anticorpos IgG anti-hantavirus nas amostras dos

trabalhadores da Usina Coruripe foi de 4%;
E importante realizar programas de divulgacdo sobre a doenca no Estado;

S&d0 necessarios mais estudos para descobrir a espécie/sorotipo que pode

estar circulando na regido e sua associacao clinica epidemioldgica.
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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)

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se
processe ap6s consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos
OouU grupos que por si e/ou por seus representantes legais manifestem a
sua anuéncia a participacdo na pesquisa.” (Resolugdo. n° 196/96-1V, do
Conselho Nacional de Saude)

B, oo e e e e e e e e e e e e e e ettt et e aaaaaa e aaaaaaaaas , tendo sido
convidad(o,a) a participar como voluntari(o,a) da pesquisa “Pesquisa Diagnéstica de Casos de
Hantavirose em Alagoas e Estudo da Resposta Imune dos Individuos com a Sindrome Pulmonar e
Cardiovascular por Hantavirus”, recebi da Sr(a). Profa Dra Alessandra Abel Borges, do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Alagoas, responsavel por sua execugao,
as seguintes informagdes que me fizeram entender sem dificuldades e sem dlvidas os seguintes
aspectos:

(] Que o estudo se destina a realizar o diagnostico do microbio (virus) causador da doenga
pesquisada (Hantavirose).

[] Que a importancia deste estudo € a de saber se existe a presenga desse micrébio causando
doenca em Alagoas.

[] Que os resultados que se desjam alcancar sdo o0s seguintes: levar ao conhecimento dos
profissionais de salde e pesquisadores sobre a existéncia desse micrdébio em Alagoas e ao melhor
tratamento dos pacientes.

[] Que esse estudo comegara em julho de 2010 e terminard em julho de 2014.

[JQue o estudo seré feito da seguinte maneira: amostra de sangue sera coletada pela enfermeira do
hospital e ser4 analisada no laboratério LAPEVI, no ICBS/UFAL e os dados do prontuério médico
serdo analisados pela pesquisadora.

[] Que eu participarei das seguntes etapas: na autorizacdo a pesquisadora 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
nao existem os outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados em Alagoas.

[] Que os incébmodos que poderei sentir com a minha participagdo sdo os seguintes: pequena dor ou
incémodo no local onde o sangue seré coletado.

[] Que os possiveis riscos a minha saudefisica e mental sdo: a participacdo no estudo néo trara
nenhum risco a minha saude fisica ou mental.

[] Que deverei contar com a seguinte assisténcia: Na ocasiao da minha internagéo, receberei
atendimento rotineiro realizado por médicos e enfermeiros do hospital Dr. Hélvio Auto, e com o
resultado do exame diagnoéstico que esta pesquisa fara o meu tratamento sera mais adequado ainda;
além disso, serao fornecidas informacgdes sobre o resultado do exame e sobre maneiras de prevenir a
doencga do estudo ao paciente, sendo responsavel(is) por essa pesquisa: Dra. Alessandra Abel
Borges, fone 3313-8006, R: Eng. Mario de Gusmao 238 apto 308 — Maceio.

[J Que os beneficios que deverei esperar com a minha participagdo, mesmo que n&o diretamente
sdo: conhecer se essa doencga pesquisada existe em Alagoas e se esse micrébio (virus) € o causador
da minha doenca.

[] Que a minha participacao sera acompanhada do sguinte modo: a minha participacdo na pesquisa
serd acompanhada durante a internacdo no hospital.

[] Que, sempre que desejar, serado fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

[] Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar paticipando do estudo e, também, que
eu poderei retirar este meu consentimento, sem gue isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo.
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] Que as informacgdes conseguidas através da minha participagdo nao permitirdo a identificagcao da
minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacdo das mencionadas
informacdes s6 sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

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

Enderecgo d(o,a) participante-voluntéri(o,a)
Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia: Sr(a). Alessandra Abel Borges

Domicilio: (rua, praca, conjunto: R: Eng. Mario de Gusmao

Bloco: /N°: /Complemento: n° 328 apto 302

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone: Ponta Verde/ 57035-000/ Maceio / 3313-8006

Ponto de referéncia: em frente ao Colégio Contato.

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

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

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

Telefones p/contato: 3336-3444 ramal 223; 9638-8001; 3313-8002

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participagdo no
estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas:
Prédio da Reitoria, sala do C.0.C., Campus A. C. Simbes, Cidade Universitaria
Telefone: 3214-1041

Maceid,
(Assinatura ou impressao datiloscépica Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis) pelo
d(o,a) voluntari(o,a) ou resposavel legal 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
Oou grupos que por si e/ou por seus representantes legais manifestem a
sua anuéncia a participacdo na pesquisa.” (Resolucdao. n° 196/96-1V, do
Conselho Nacional de Saude)

PSSR , responsavel
0 PSPPSR tendo sido
convidad(o,a) a participar como voluntari(o,a) do estudo “Pesquisa Diagndstica de Casos de
Hantavirose em Alagoas e Estudo da Resposta Imune dos Individuos com a Sindrome Pulmonar e
Cardiovascular por Hantavirus”, recebi da Sr(a). Profa Dra Alessandra Abel Borges, do Instituto de
Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de Alagoas, responsével por sua execucao,
as seguintes informag8es que me fizeram entender sem dificuldades e sem dlvidas os seguintes
aspectos:

[] Que o estudo se destina a realizar o diagnéstico do micrébio (virus) causador da doenga que estar
sendo pesquisada em meu filh(o,a).

[ Que a importancia deste estudo é a de saber se existe a presenga desse micrébio causando
doenca em Alagoas.

[] Que os resultados que se desejam alcancar sdo os seguintes: levar ao conhecimento dos
profissionais de salde e pesquisadores sobre a existéncia desse micrdbio em Alagoas e ao melhor
tratamento dos pacientes.

[] Que esse estudo comegara em julho de 2010 e terminara em julho de 2014.

[1 Que o estudo sera feito da seguinte maneira: amostra de sangue do meu filh(o,a) sera coletada pela
enfermeira do hospital e sera analisada no laboratério LAPEVI, no ICBS/UFAL e os dados do
prontuario médico serdo analisados pela pesquisadora.

[] Que eu participarei das seguintes etapas: na autorizagdo a pesquisadora em coletar e analisar o
sangue do meu filh(o,a), além de autorizar a andlise dos dados pessoais e clinicos do meu filh(o,a).

[] Que os outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados séo as seguintes: Atualmente
nao existem os outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados em Alagoas.

] Que os incébmodos que poderei sentir com a minha participagdo sao os seguintes: meu filh(o,a)
podera sentir pequena dor ou incdbmodo no local onde o sangue sera coletado.

[ Que os possiveis riscos a minha saude fisica e mental sdo:a participacdo do meu filh(o,a) no
estudo nao trard nenhum risco a saude fisica ou mental dele(a).

] Que deverei contar com a seguinte assisténca: na ocasido da interna¢éo de meu filh(o,a), ele (a)
recebera atendimento rotineiro realizado por médicos e enfermeiros do hospital Dr. Hélvio Auto, e
com o resultado do exame diagndstico que esta pesquisa fara, o tratamento do meu filh(o,a) sera
mais adequado ainda; além disso, serdo fornecidas informac¢des sobre o resultado do exame e sobre
maneiras de prevenir a doenc¢a do estudo ao paciente, sendo responsavel(is) por essa pesquisa: Dra.
Alessandra Abel Borges, fone 3313-8006, R: Eng. Mario de Gusméao 238 apto 308 — Maceid.

[] Que os beneficios que deverei esperar com a minha participagdo, mesmo que nao diretamente
sdo: conhecer se essa doencga pesquisada existe em Alagoas e se esse micrébio (virus) € o causador
da doenca do meu filh(o,a).

(] Que a minha partcipacédo sera acompanhada do seguinte modo: a participacdo de meu filh(o,a) na
pesquisa sera acompanhada durante a internacédo no hospital.

1 Que, sempre que desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.
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] Que, a qualquer manento, eu poderei recusar que meu filh(o,a) continue participando do estudo e,
também, pode ser retirado este meu consentimento, sem que isso leve a mim ou a meu filh(o,a)
qualquer penalidade ou prejuizo.

[] Que as informagdes conseguidas através da partidgpagéo de meu filh(o,a) ndo permitirdo a
identificacdo dele, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacado das mencionadas
informacdes s6 sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

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

Endereco d(o,a) participante-voluntari(o,a)
Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia: Sr(a). Alessandra Abel Borges

Domicilio: (rua, praga, conjunto: R: Eng. Mario de Gusméo

Bloco: /N°: /Complemento: n°® 328 apto 302

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone: Ponta Verde/ 57035-000/ Maceio / 3313-8006

Ponto de referéncia: em frente ao Colégio Contato.

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

Instituicdo: Universidade Federal de Alagoas — Instituto de Ciéncias Biologicas 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; 9638-8001; 3313-8002

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participagdo no
estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas:
Prédio da Reitoria, salado C.0.C., Campus A. C. Sim8es, Cidade Universitaria
Telefone: 3214-1041

Maceio,

(Assinatura ou impressdo datiloscopica d(o,a) | Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis) pelo
voluntari(o,a) ou responsavel legal estudo (Rubricar as demais paginas)

- Rubricar as demais folhas)
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (inquérito)

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 ap6s consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos
OouU grupos que por si e/ou por seus representantes legais manifestem a
sua anuéncia a participacdo na pesquisa.” (Resolugdo. n° 196/96-1V, do
Conselho Nacional de Saude)

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

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

[ Que a importancia deste estudo é a de saber se existe a presenga desse micrébio causando
doenga em Alagoas.

[] Que os resultados que se desejam alcancar sdo os seguintes: levar ao conhecimento dos
profissionais da salde 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: anostra de sangue sera coletada pelos integrantes da
pesquisa e sera analisada no laboratério LAPEVI, no ICBS/UFAL e os dados coletados serédo
analisados pelos pesquisadores.

1 Que eu participarei das seguintes etapas: na autorizagdo aos pesquisadores em coktar 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 existem os outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados em Alagoas.

[] Que os incébmodos que poderei sentir com a minha participagdo sdo os seguintes: pequena dor ou
incémodo no local onde o sangue seré coletado.

[] Que os possiveis riscos a minha saude fisica e mental sdo:a participacdo no estudo néo trara
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 informag6es sobre maneiras de prevenir a
doencga do estudo, além de informacgdes sobre o resultado do meu exame, sendo responsavel(is) pela
pesquisa: Dra. Alessandra Abel Borges, do ICBS-UFAL.

[J Que os beneficios que deverei esperar com a minha participagdo, mesmo que n&o diretamente
séo: conhecer se essa doenca pesquisada existe em Alagoas e se ja fui infectado por esse micrébio
(virus).

[] Que a minha participagao sera acompanhada do seguinte modo: a minha participagdo na pesquisa
serd acompanhada durante o momento da coleta e da entrevista ou através de um posterior contato
pelos pesquisadores.

[] Que, sempre que desejar, serao fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

[1 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.
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] Que as informacgdes conseguidas através da minha participagdo nao permitirdo a identificagcao da
minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacdo das mencionadas
informacdes s6 sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

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

Endereco d(o,a) participante-voluntari(o,a)

Domicilio: (rua, praga, 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: Laboratério 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 impresséo datiloscopica Nome e Assinatura do(s) responséavel(eis) pelo
d(o,a) voluntari(o,a) ou resposéavel legal estudo (Rubricar as demais paginas)
- Rubricar as demais folhas)
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Macei6 — AL, 17/06/2010

Senhor (a) Pesquisador (a), Alessandra Abel Borges
Luiz Tadeu Moraes Figueiredo
* Luciana Alves Pacheco
Patricia Alves Barros
José Alfredo dos Santos Junior

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 14/06/2010 e com base no parecer emitido
pelo (a) relator (a) do processo n° 009350/2010-62 sob o titulo Pesquisa diagnéstica de casos de
Hantavirose em Alagoas ¢ estudo de resposia Imune dos individuos com a Sindrome
Pulmonar e Cardiovascular por Hantavirus, vem por meio deste instrumento comunicar a
aprovagdo do processo supra citado, com base no item VIIL13, b, da Resolugfio n° 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem
o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
grave ocomrido (mesmo que tenha sido em outro ceniro) e enviar notificagiic ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria —~ ANVISA - junto com seu
posicionamento. :

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua justificativa. Em
caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o(a) pesquisador(a) ou
patrocinador(a) deve envid-los & mesma junto com O parecer aprovatorio do CEP, para serem
incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item IV. 2.¢).

Relatérios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a disposigio dos
interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos e exigéncias contidas nas
ResolugBes supra - referidas.

referido.
(*) Areas temditicas especiais




ANEXO B - Autorizacdo do Hospital Escola Dr. Hélvio Auto

HOSPITAL ESCOLA Dr. HELVIO AUTO - UNCISAL
Rua Cénego Lira, S/N — Trapiche da Barra - CEP 57017-420
Macel6 - Alagoas
Telefone: (82) 3315-3200 / Fax: (82) 3315-3207

™%

DECLARACAO

Autorizo a realizagdo do trabalho intitulado “Pesquisa diagnéstica de
casos de hantavirose em alagoas e estudo da resposta imune dos individuos
com a sindrome pulmonar e cardiovascular por hantavirus”, de auloria do
mestrando Joéé Alfredo dos Santos Junior e sub orientagdo da Profe. Dra.

Alessandra Abel Borges, a ser realizada nesta Instituigdo hospitalar.

Maceio, 20 de maio de 2010

Dra. Luciana M? de Medeires Padheco

Gégante Gernl fﬁ——oQa—\:) .
Dra. LUCIANA MARIA DE MEDEIROS PACHECO
Gerente Geral/HEHA
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ANEXO C - Autorizagdo Hospital Universitario Professor Alberto Antunes

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. ALBERTO ANTUNES

NOME DO ORIENTADOR / PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Alessandra Abel Borges

CONTATO (TELEFONE / E-MAIL):
alessandra.a.borges@gmail.com

NOME DO ESTUDANTE:
José Alfredo dos Santos Jinior

CONTATO (TELEFONE / E-MAIL):
ajrsantus@hotmail.com

NOME DA PESQUISA:
Pesquisa diagnéstica de casos de hantavirose em alagoas ¢ estudo da resposta imune dos
individuos corn a sindrome pulmonar e cardiovascular por hantavirus

AREA DE CONCENTRACAO:
Ciéncias da Sande '

TEMPO PREVISTO DE EXECUCAO:
02 anos

OBJETIVO DO PROJETO:
Realizar diagndstico laboratorial, andlise filogenética e clinico-epidemioldgica de

infecgdio por hantavirus em pacientes que apresentem doenca febril aguda e quadro clinico
compativel com SPCVH efou HFRS, atendidos em Hospitais de Macei6 ou em outros
municipios e avaliar a resposta imune dos mesmos.

JUSTIFICATIVA:
A existéncia de um projeto que disponibilize métodos laboratoriais para realizar o

diagnostico rapido da hantavirose em pacientes com suspeita clinica da mesma, seria de|
grande valia para a saide da populagfo alagoana, tanto contribuindo para o melhor
conhecimento do perfil epidemiolégico dessa populagio, quanto beneficiando diretamente o
paciente acamado pela SPCVH e/ou HFRS, cujo diagnéstico permitiria manejo clinico
adequado do mesmo.

ORCAMENTO IDENTIFICANDO FONTE FINANCIADORA:

Nso temos ainda aprovagiio de fomento para esta pesquisa em virologia na UFAL, o
mesmo serd submetido a editais vindouros, tanto do CNPq quanto da FAPEAL. O

orcamento do projeto est4 avaliado em RS 34.419,33.

ta, S/N - Tabuleiro do Martins -
122605 - Faxs 82XX 322



http://rute.rnp.br/?instituicao=14

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. ALBERTO ANTUNES

PARECER DA DIRECAODO HU

Mota, SAV -~ Tabuleiro do Martins - 57072-9
X 322-2605 82K 3222494 E
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ANEXO D - Autorizacdo do Hospital Memorial Arthur Ramos

S

U VIRSIDADE TIDTRAL
DY ALAGOAY

AUTORIZACAO INSTITUCIONAL PARA PESQUISA NO HMAR

Venho através desta, solicitar a autorizagfo para realizar a pesquisa do Curso de pos-
graduacfo, ‘nivel Mestrado, do Instituto de Ciéncias Biol6gicas/ICBS-UFAL, onde
teremos acesso ao Setor de Arquive Médico e Estatisticas (SAME) do Hospital
Memorial Arthur Ramos e aos setores de internamento, visando & realizagfio de coleta
de dados através de seus prontusrios, objetivando trabalho de pesquisa, com titulo
Pesquisa diagnéstica de casos de hantavirose em Alagoas e estudo da resposta imune
dos individuos com a sindrome pulmonar e cardiovascular por hantavirus, para fins de
Conclusio de Curso (TCC), onde o aluno(a) se compromete a seguir asTiormas e rotinas
do Servigo. Serd mantido sigilo da identificagfio do (a) paciente, e s6 serfo divulgados
os resultados obtidos, em reunides e publicagfes cientificas efou junto ao grupo de
estudo relacionado & pesquisa.

Maceid, 1Y g \‘;..;.\;; e de s dd

s

Autorizo,

o2
S S «
W T SN

D

{ aboratério de Pesquisas em Virologia e Imunologia - LAPEVI
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satide - ICBS
Universidade Federal de Alagoas - UFAL

Praca AfrBnio Jorge s/n - Prade

Maceit - AL

57010-020

Fone: (82) 3336-3444 ramal 223


http://rute.rnp.br/?instituicao=14
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ANEXO E- Autorizacdo do Hospital Santa Casa de Misericordia de Maceio

== SANTA CASA

'—‘ I-—- de Misericordia de Maceio
u Eane (//'/;z)a Ao vida

[

AUTORIZAGAO INSTITUCIONAL PARA PESQUISA NA SANTA CASA DE
MISERICORDIA DE MACEIO

Autorizamos os (as) alunos (as) JOSE ALFREDO DOS SANTOS JUNIOR,
JAMERSON PEDRO DAVID OLIVEIRA, MARCELO JOSE CAVALCANTI DE MACEDO,
PATRICIA ALVES BARROS, NEDJA POLIANE TORRES MEDEIROS, JULIANA DE
MELO E SILVA, JAQUELINE GOMES E LIMA, AMANDA CAVALCANTE DE MACEDO
da Universidade Federal de Alagoas - UFAL ter acesso as atividades dos servigos da
SANTA CASA DE MISERICORDIA DE MACEIO, visando analisar o objetivo: Realizar
diagnéstico laboratorial, analise filogenética clinico-epidemiolégica de infeccéo por
hantavirus em pacientes apresentem doenca febril aguda e quadro clinico compativel com
SPCVH efou HFRS, atendidos em Hospitais de Macei6 ou em outros municipios € avaliar
a resposta imune dos mesmos, sob supervisdo da Geréncia de Unidades Internas e
Geréncia de Risco e Assisténcia Hospitalar, para permitir elaboracdo do projeto de
pesquisa com o titulo: «“PESQUISA DIAGNOSTICA DE CASOS DE HANTAVIROSE EM
ALAGOAS E ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE DOS INDIVIDUOS COM A SINDROME
PULMONAR E CARDIOVASCULAR POR HANTAVIRUS".

A necessidade de acesso a este setor servira como fonte de aplicagdo da técnica
e coleta de dados para serem utilizados na elaboragéo de trabalho, sob orientagao Prof.
Alessandra Abel Borges.

O (a) aluno (a) devera comprometer-se em seguir as normas € rotinas do Servigo
desta entidade de saude, zelar e nao alterar a organizagdo dos documentos anexados
aos mesmos, sendo estritamente necessario proibido a sua retirada da Instituigdo. Além
disso, devera também manter sigilo da identificagao dos pacientes, e divulgar 0s dados

obtidos apenas em: reunices € publicagdes /cieﬁﬁficas e/ ou junto ao grupo de estudo
¥

7

relacionado a pesquisa. P \

P

Macei. 14 de outubro de.26710.  \ 1)

[ N

PROF. DB:\MA%&Q«.}UcA

N \VA
Gerente de En&in\o ?esqwsa da SCMM
\ \

Rua Bardo de Maceio, 288 — CEP: 57.020-360 — Centro ~ Macei6 — Alagoas — Brasil
Fone: 55 82 2123 6431— Fax: 565 82 2123-6766 - E-mail: ensino@samacasademaceio.com.br
CNPJ: 12.307.187/0001-50 — Inscri¢do Estadual: 24.054.180-4 .
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ANEXO F - Autorizacdo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude

NN
. u.im !

Universidade Federal de Alagoas
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satide

<

TERMO DE CIENCIA

Em nome do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salide/ICBS,
autorizo a realizagdo do trabalho de pesquisa referente ao Projeto
“Pesquisa Diagndstica de Casos de Hantavirose em Alagoas e Estudo da
Resposia Imune dos Individuos com a Sindrome Pulmonar e
Cardiovascular por Hantavirus”, coordenado pela Prof® Dr® ALESSANDRA
ABEL BORGES. O referido projeto serd realizado no Laboratéric de
Imunovirologia, Setor de Imunologia e Virologia do ICBS/UFAL.

Maceid, 21 de maie de 2010

Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude/ICBS
Praga Afrénio Jorge, 5/n - Prade CEP 57010-020 Maceid - AL
Tels: (82) 32235613 Fax: (82) 32212501 E-mail: icbs@ufal.br ou calado@fapeal.br


http://rute.rnp.br/?instituicao=14
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ANEXO G — Solugdes utilizadas para o ELISA

Tampao Carbonato-Bicarbonato (pH=9,6)

1° Passo

Solucédo A (Na,CO3 — Carbonato 0,2M)

Na,CO3 21,198¢g
H,O destilada 1L
Solucéo B (NaHCO3;— Bicarbonato 0,2M)
NaHCO; 16,8014g
H,O destilada 1L
2° Passo

Mistura-se 40mL da solugéo A mais 85mL da solugéo B e completa o volume para
500mL com &gua destilada. Antes de completar o volume para 500mL deve-se
ajustar o pH para 9,6 com NaOH (Hidréxido de sadio).

Observacéo: esta solucao servira para diluir a proteina N e o extrato de E. coli.

Tampao fosfato-salina 10X (PBS 10X)

NacCl 80g

KCI 29

KH,PO, 29

Na,HPO, . 2 H,O 13,829
ou

Na,HPO,4 (anidro) 11,59

H,O destilada (g.s.p) 1L

Observacéo: Antes de completar a solucdo para 1L, deve-se ajustar o pH entre 7,3 e
7,4 com NaOH.



Solucao de uso PBS 1X
PBS 10X 100mL
H,O destilada 900ml

Solucédo de PBS - Tween 20 (PBS-T)

PBS 1X 1L
Tween 20 1000pL

Solucéo de bloqueio (PBS-T com 10% de LPD)

Leite em p6 desnatado (LPD) 20g
PBS-T 200mL
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