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RESUMO

O EEEV e 0 WEEV sdo Arbovirus da familia Togaviridae, género Alphavirus, que medem 60
a 70 nm de diametro e é composto por glicoproteinas transmembrana E1 e E2, o capsidio ou
proteina do nucleocapsidio, que deriva da bicamada lipidica do hospedeiro, e uma Unica
molécula de RNA de fita Unica e de polaridade positiva. Sdo transmitidos por mosquitos,
principalmente Culex e Aedes, tendo como reservatorio natural os passaros e como
hospedeiros acidentais 0s humanos, equinos e outros pequenos mamiferos. Os individuos
infectados sdo assintomaticos ou desenvolvem sindrome gripal que podem evoluir para
doenca neuroldgica graves com predominancia em humanos na América do Norte e em
equinos em toda América. A taxa de letalidade em humanos para EEE é de 30% a 40% e para
WEE ¢é de 10%. O estudo foi observacional do tipo transversal analitico, realizado em
individuos de ambos os sexos, maiores de 18 anos, residentes do lago UHE de Tucurui e
proveniente das RDS de Alcobaga e Pucurui-Arardo. A coleta das amostras de sangue e o
preenchimento do questionario foram realizados em dois momentos distintos, em
setembro/2008 e mar¢o/2009. Todas as amostras foram analisadas pelo Instituto Evandro
Chagas onde foram submetidas ao teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo para a pesquisa de
anticorpos contra 19 tipos de Arbovirus. A analise dos dados foi descritiva e analitica, sendo
empregado o teste qui-quadrado e/ou exato de Fisher a fim de verificar a significancia das
associacdes estatisticas entre as variaveis do estudo com um nivel alfa de 0,05. Ao todo foram
analisadas 365 amostras, que mostraram positividade de 1,1% para EEE e de 1,6% para WEE.
A maioria dos casos positivos tinha condi¢des de saneamento ruim (100% para EEE e 83,3%
para WEE), com uso fossa negra (75% para EEE e 100% para WEE) e abastecimento de dgua
de rios e/ou lagos (100% para EEE e 83,3% para WEE). Os casos positivos para EEE e WEE
tiveram relagdo com outros Arbovirus, sendo que 100% de EEE e WEE eram positivos para
HI-Flavivirus, 25% de EEE para o virus Maguari, HI-Mayaro e HI-Oropouche e 33,3% de
WEE para HI-Mayaro e 16,7% para o virus Guaroa. O estudo confirmou a presenca dos virus
da EEE e WEE na regido e que alguns fatores socio-ambientais, como uso de fossa negra e
condic¢des de saneamento ruins, favorecem a exposicdo da populacdo aos vetores e levantou a
hip6tese de protecdo cruzada com outros Alphavirus.

Palavras chave: Encefalite equina do leste, Encefalite equina do oeste, Hidrelétrica de
Tucurui, Impactos ambientais na Amazénia



ABSTRACT

The EEEV and WEEYV are Arboviruses of the family Togaviridae, genus Alphavirus, which
measure 60-70 nm in diameter and is composed of transmembrane glycoproteins E1 and
E2, the capsid protein or the nucleocapsid, which is derived from the lipid bilayer of the
host, and a single molecule single-stranded RNA and positive polarity. They are transmitted
by mosquitoes, primarily Culex, Aedes, whose natural reservoir of birds and humans as
accidental hosts, horses and other small mammals. Infected individuals are asymptomatic
or develop flu-like illness that may progress to severe neurological disease with a
prevalence in humans in North America and horses across America. The fatality rate for
EEE in humans is 30% and 40% for WEE is 10%. The study was observational, cross-
sectional analytical study carried out in individuals of both sex, aged over 18, resident of
the lake Tucurui power plant and from the RDS and Alcobaca Pucurui-Arardo. The
collection of blood samples and filling in the questionnaire were performed at two different
times, in September/2008 and March/2009. All samples were analyzed by the Evandro
Chagas Institute where they were tested with hemagglutination inhibition for detection of
antibodies against 19 types of Arboviruses. Data analysis was descriptive and analytical,
and used the chi-square or Fisher exact test to verify the statistical significance of
associations between variables of the study with an alpha level of 0,05. Altogether 365
samples were analyzed, which showed 1.1% positive for EEE and 1.6% for WEE. Most
positive cases had poor sanitary conditions (100% for EEA and 83.3% for WEE) using
cesspits (75% to 100% for EEE and WEE) and water from rivers and / or lakes ( 100% to
83.3% for EEE and WEE). The positive cases for EEE and WEE were related to other
Arboviruses, where 100% of EEE and WEE were positive for HI-Flavivirus, 25% for EEE
virus Maguari, HI-Mayaro and HI-Oropouche and 33.3 % of WEE to HI-Mayaro and
16.7% for the virus Guaroa. The study confirmed the presence of EEE virus and WEE in
the region and some socio-environmental factors such as use of cesspits and poor sanitation
conditions, conducive to public exposure to vectors and raised the possibility of cross
protection with other alphaviruses.

Keywords: Eastern equine encephalitis, western equine encephalitis, Tucurui Hidroelectric
Plant, Environmental Impacts in the Amazon
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1 - INTRODUGAO

11- ALTERAC@ES ECOLOGICAS E EMERGENCIA DE ARBOVIROSES

Os Arbovirus sdo virus RNA zoondticos mantidos na natureza atraveés da transmissao
bioldgica entre hospedeiros vertebrados e vetores artropodes hematéfagos (hematofagia) tais
como mosquitos, maruins, flebotomineos e carrapatos. A emergéncia deles depende, além das
variaveis epidemiologicas Unica de cada virus, de alguns fatores como socio-econémicos,
ambientais e ecoldgicos. Alguns desses fatores sdo antropogénicos, como a expansdo urbana e
agricola e o crescimento populacional, e aumentam o contato humano com os Arbovirus e
seus vetores através do aumento da prevaléncia do vetor, da criacdo de novos hospedeiros ou
da inducdo dos arbovirus a novos ciclos de manutencdo. Além disso, a dindmica
vetor/hospedeiro, a geografia, o clima e estado imunoldgico das populac@es de hospedeiros
desempenham um papel importante no ciclo de vida dos Arbovirus (HOLLIDGE,
GONZALEZ-SCARANO, SOLDAN, 2010; FIGUEIREDO, 2007).

As mudancas climaticas sdo o fator mais significativo na emergéncia e reemergéncia
de doencas por Arbovirus; pois longos periodos de tempo quente promovem um aumento da
precipitacdo e criam condicdes favordveis para o aumento da populagdo de vetores, como 0s
observados durante a fase quente do fenémeno EI Nifio. Estudos realizados com Arbovirus em
muitas areas da Amazbnia brasileira de 1954 a 1998 pelo Instituo Evandro Chagas
identificaram pelo menos 187 diferentes arbovirus que foram isoladas em um total de mais de
10.000 vezes (um recorde mundial); tdo grande namero de virus é devido ao fato da regido
apresentar uma impressionante diversidade de artrépodes e vertebrados terrestres e arboreos e
uma infinita variedade de condicdes ecoldgicas essenciais (HOLLIDGE, GONZALEZ-

SCARANO, SOLDAN, 2010; FIGUEIREDO, 2007; VASCONCELOS et al, 2001).
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Na verdade, mais de 200 espécies diferentes de Arbovirus tém sido isolados no Brasil,
e cerca de 40 delas causam doencas humanas. Eles estdo amplamente distribuidos em todo
mundo, representando quase 30% de todas as doencas infecciosas emergentes na Ultima
década e estdo distribuidos em diversas familias, incluindo Togaviridae (género Alphavirus);
Bunyaviridae (géneros Nairovirus, Orthobunyavirus, Hantavirus, Phlebovirus e Tospovirus);
Flaviviridae (género Flavivirus); Rhabdoviridae (género Vesiculovirus); Orthomyxoviridae
(género Thogotovirus); Reoviridae (género Orbivirus) e Asfarviridae (género Asfarvirus)
(HOLLIDGE, GONZALEZ-SCARANO, SOLDAN, 2010; FIGUEIREDO, 2007).

O género Alphavirus inclui 32 espécies de virus que podem ser classificados
antigenicamente em pelo menos sete complexos e sdo geograficamente limitados em suas
distribuices, sendo encontrados em todos os continentes. O ciclo das Alfaviroses ocorre entre
insetos vetores invertebrados, comumente mosquitos, e hospedeiros reservatorios vertebrados,
geralmente aves e pequenos mamiferos. Os Alfavirus que acometem os seres humanos, como
o Chikungunya (Asia e Africa), Mayaro (América do Sul), O'nyong-Nyong (Africa), Ross
River (Australia), e Sindbis (Africa, Europa e Asia), podem causar uma sidrome febril aguda
frequentemente associada com sintomas de poliartrite debilitante, ou uma encefalite
regularmente associada aos virus da Encefalite Equina do Leste, do Oeste e Venezuelana e
restrita ao continente Americano. O risco da emergéncia de novos arbovirus no Brasil esta
relacionada com a existéncia de grandes cidades, migracdo e a construcdo de represas;
promovendo mudancas bruscas no ecossistema, facilitando o desenvolvimento e disseminacéo
de doencas como as Arboviroses (STEELE ET AL, 2007; HOLLIDGE, GONZALEZ-

SCARANO, SOLDAN, 2010; FIGUEIREDO, 2007; KUHN, 2007; OLIVEIRA et al, 2006).
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1.2- JUSTIFICATIVA

Na Amazénia brasileira, de acordo com estudos comparativos conduzidos nos anos
1970 e 1980 em Altamira e Tucurui, antes, durante e depois da construcdo da represa de
Tucurui (Figura 1), o manejo ambiental inadequado pode ter levado ao desequilibrio da
floresta, causando uma série de fendmenos, incluindo o aumento da incidéncia de virus
conhecidos e a emergéncia de novos. As represas a montante e no entorno do proprio
represamento, através do acumulo de agua, geram novos habitats e nichos ecoldgicos, a
jusante se verifica exatamente o oposto. Essas perturbacdes ecoldgicas sdo um meio para a
criacdo de novos padrbes de transmissdo de doencas, principalmente das transmitidas por
vetores como as Arboviroses. Essas doencas tem sua prevaléncia e distribuicéo influenciadas
pelo aquecimento global, crescimento populacional, desmatamento, globalizacdo, comércio
de animais silvestres e pela poluicdo dos oceanos e rios de agua doce. O resultado pode ser
previsto como um transbordamento continuo de novos agentes patogénicos compartilhada
entre animais selvagens, animais domésticos e seres humanos (AGUIRRE, 2009; OLIVEIRA

et al, 2006; OLIVEIRA et al, 2007).

Figura 1 — Foto comparativa da regido de Tucurui antes e ap6s a construcdo da U.H.E., onde
observamos a mudanca do ecossistema da regido.
Fonte: www.internationalrivers.org
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Esse transbordamento é observado nas construc@es de usinas hidrelétricas como a de
Tucurui (Figura 2); onde ocorre a reemergéncia de varias doencas relacionadas a vetores
como insetos e roedores; como malaria e algumas Arboviroses como febre amarela, dengue e
Mayaro. Com a necessidade energética do Brasil até 2030, cerca de 950 a 1250 TWh/ano,
exigird a instalacdo expressiva de hidrelétricas. O modelo de expansdo energético para atender
essa demanda é composto por 79% de hidrelétricas e 21% de termelétricas; cerca de 60%
desse potencial hidrelétrico situa-se na bacia Amazonica (BRASIL, 2007; LOPEZ, UDAETA,
BURANI, 2008; SANCHES & FISCH, 2005). Com a reemergéncia de doencas relacionadas a
vetores, 0s casos humanos de encefalite pelos virus da EEE e WEE encontrados por Causey e
Theiler (1958) e o estudo de Vasconcelos et al (1991) que confirma a presenca do virus WEE
e afirma que até este ano ndo haviam estudos na regido; torna relevante esta pesquisa no
sentido de identificar a circulacdo dos virus da EEE e WEE na regido e a sua correlacdo com
os fatores s6cio-ambientais, permitindo o uso de seus resultados para analise e planejamento

de estratégias de promogcao e prevencdo em salde e para outros estudos na regido.
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Figura 2 - Mudangas antropicas da construgdo da UHE de Tucurui. Impacto ambiental provocado pelo
povoamento & jusante, onde a vegetagdo local foi substituida por moradias.
Fonte: www.cidadebrasileira.brasilescola.com
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1.3- HIPOTESES

Este estudo pretende verificar a soroprevaléncia das Encefalites Equinas do Leste e
Oeste na populacdo residente nas areas e comunidades que compdem a Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel (RDS) de Alcobaga e Pucurui-Arardo que compdem a Area de
Protecdo Ambiental (APA) do lago da UHE de Tucurui. Como hipétese a ser testada sera
considerada hip6tese nula a que ndo indicar presenca desses Arbovirus na populagédo local.

Como hipo6tese alternativa sera considerada a presenca desses Arbovirus.

19



1.4- OBJETIVOS
141 OBJETIVO GERAL:
Analisar a soroprevaléncia dos virus da Encefalite Equina do Leste e do Oeste em

populacéo sob influéncia do lago da Usina Hidrelétrica de Tucurui.

1.4.2 OBJETIVO ESPECIFICO:

Caracterizar os aspectos socio-demograficos e ambientais da populacéo estudada.
Correlacionar os fatores socio-demograficos e ambientais com os indices de
soropositividade para os virus Encefalite Equina do Leste e do Oeste.

Correlacionar os virus da Encefalite Equina do Leste e do Oeste com outros Arbovirus

presentes na regido.

20



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- HISTORIA DA ENCEFALITE EQUINA DO LESTE E OESTE

Registros de doencas provavelmente causadas por Alphavirus datam do século 18 e
19, quando foram registrados epidemias de encefalite fatal em equinos no nordeste dos EUA e
surtos de artrite no sudeste Asiatico. O primeiro relato claro de epidemia de encefalite vem do
verdo de 1831, quando 75 cavalos morreram em Massachusetts. Durante os proximos 100
anos, varios surtos de encefalite em equinos foram observados ao longo da costa Atlantica do
EUA e nas regides dos pampas na América do Sul; como observado em 1908 na Argentina e
em 1912 no planalto central dos EUA. Entretanto, o primeiro Alfavirus isolado foi o virus da
WEE em 1930 a partir de tecidos do SNC de dois cavalos envolvidos em uma epidemia de
encefalite que ocorreu no Vale de Séo Joaquim na Califérnia, acometendo cerca de 6000
cavalos. Ja o virus da EEE so6 foi isolado em 1933 em Nova Jersey e Virginia a partir de
cérebros de cavalos contaminados. As aves foram suspeitas de ser o reservatorio natural pela
primeira vez em 1935 durante um surto na Carolina do Norte (STEELE et al, 2007; GRIFFIN,
2007).

Apesar da suspeita de casos humanos anteriormente, nada foi comprovado até 1938
quando um surto, no nordeste dos EUA, resultou em 30 casos fatais de encefalite em criancas
gue vivam na mesma area de cavalos contaminados. Em 1941 o WEE foi isolado no mosquito
Cx. tarsalis em epidemias generalizadas nas planices do norte dos EUA e Canada e mais tarde
em outras epidemias, sendo reconhecido como o vetor principal do WEE. Em 1949 o EEE foi
isolado em mosquitos Mansonia pertubans na Georgia e Cusileta melanura na Louisiana;
estudos posteriores o Cs. melanura mostraram uma associa¢do consistente desse vetor com
aves infectadas e o isolamento viral a partir deste mosquito levou a considera-lo como o

principal vetor do virus da EEE na América do Norte (GRIFFIN, 2007).
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Apds 30 anos do seu isolamento, os virus EEE e WEE j& tinham um retrato exato do
seu comportamento endémico, vetores, hospedeiros, as doengas que produziam e dos métodos
basicos de manipulacdo e producdo. O desenvolvimento deste conhecimento ocorreu durante
0 mesmo periodo de instabilidade politica e guerra, que fomentou o estabelecimento de
programas de armas bioldgicas no EUA e em outros lugares. Esses virus foram incorporados a
esses programas tanto pelo potencial ofensivo como defensivo. O programa de guerra
bioldgica ofensiva nos Estados Unidos foi extinto em 1969. Os continuos esfor¢os no &mbito
do programa de defesa, em 1960 e 1970 produziram quatro vacinas para 0 virus da
encefalomielite: o virus vivo atenuado (TC-83) e inativado por formalina (C84) para VEE,
EEE e WEE. Embora essas vacinas sejam Uteis, elas tém algumas desvantagens, e as vacinas
de segunda geracdo estdo sendo desenvolvidos (STEELE et al, 2007).

No Brasil a etiologia da encefalomielite eqliina comecgou a ser esclarecida a partir dos
estudos de Carneiro em 1937. Na epizootia de Tatui em 1943 foi identificado um virus similar
ao virus da EEE dos EUA. Neste mesmo ano foi isolado em amostras nos estados de Minas
Gerais, Ceard, Rio Grande do Norte e Pernambuco. Em 1945, o virus foi isolado e
identificado em amostras do cérebro de cavalos provenientes de um surto da encefalomielite
ocorrido em Recife. Dois anos apo6s, foi identificada uma terceira amostra do virus EEE de
cavalos doentes em Campo Grande. Em 1956 foi isolado um caso de encefalite na Bahia. Em
1958 o virus foi identificado em amostras de soro humano de pessoas residentes em Cameta e
Abaetetuba no Para e, em 1960, foi isolado em macacos e camundongos sentinelas das matas
circunvizinhas a cidade de Belém e em uma epizootia em eqliinos ocorrida em Braganca, no

estado do Para (BRUNO-LOBO et al, 1961).
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2.2- ASPECTOS VIROLOGICOS

Em 1954 os Arbovirus foram divididos em trés grupos soroldgicos A, B e C, com base
na reatividade cruzada na inibicdo por hemaglutinacdo (HI). Os virus EEE, WEE e VEE
constituiram o grupo A. Um segundo grupo que incluiu os virus da dengue, encefalite de Sdo
Luis e febre amarela, formou o grupo B e 0s virus ndo reativos foram designados do grupo C.
Como todos os virus foram classificados segundo suas propriedades fundamentais do virion e
do genoma dos virus do grupo A, que se tornaram o género Alphavirus dentro da familia
Togaviridae, sete grandes complexos antigénicos foram identificados dentro do sorogrupo
Alfavirus: o BFV, EEEV, MIDV, NDUV, SFV, VEEV e WEEV, embora alguns virus ndo
tenham classificagdo e podem formar novos complexos. O BFV, EEEV, MIDV e complexos
NDUYV contém apenas um anico virus, enquanto os complexos SFV, VEEV e WEEYV incluem
varios virus (GRIFFIN, 2007).

Alfavirus sdo virus RNA envelopado sentido senso positivo. O virion é esférico de
aproximadamente 60 a 70 nm de diametro. E composto por glicoproteinas transmembrana E1
e E2, o capsidio ou proteina (C) do nucleocapsidio, que deriva da bicamada lipidica do
hospedeiro, e uma unica molécula de RNA; que é envolvida pela proteina do nucleocapsidio
para formar um revestimento esférico. A bicamada lipidica é enriquecida com colesterol e
esfingolipidios, moléculas que sdo exigidas para a entrada e brotamento. As proteinas
componentes do virion sdo organizados como uma rede icosaédrica T = 4, com 240 copias de
cada subunidade (Figura 3) (TERZIAN, 2008; STEELE et al, 2007).

Estas codpias interagem entre si para formar uma estrutura rigida. Pequenas
quantidades de outra proteina associada a membrana, 6K, também sdo encontradas na
particula viral. As glicoproteinas formam heterodimeros que sdo agrupados como trimeros
para formar 80 botdes na superficie do virion (Figura 3) e sdo os principais alvos da resposta

de anticorpos neutralizantes e determinantes do tropismo e da viruléncia. Assim, o Alfavirus
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sdo compostos de varios revestimentos organizados de moléculas que efetivamente protegem
e transmitem o RNA viral para as células do hospedeiro suscetivel (TERZIAN, 2008;

STEELE et al, 2007; GRIFFIN, 2007).

Figura 3 — Camadas do virion. A esquerda temos uma visdo da superficie do virus mostrando em
detalhes as pontas dos 80 pontos trimericos, que sdo dispostos em um icosaedro T = 4. A direita temos
uma visdo transversal que mostra os pontos da superficie externa (amarelo) e interna (azul) do
nucleocapsideo, O espaco entre 0s pontos e 0s nucleocapsideo seria ocupado por um envelope lipidico.
As setas verdes marcam pontos visiveis de interacdo entre o nucleocapsideo e as pontas da
glicoproteina.

Fonte: STEELE et al, 2007; pg. 249

O ciclo da infeccdo (Figura 5) inicia quando as glicoproteinas do virion se ligam aos
receptores na superficie celular. A ligacdo virus-especifico para as células é primariamente
uma funcdo da glicoproteina E2. O virus é inicialmente localizado por pontos revestidos, em
que é envolvido por uma vesicula e transportado para o compartimento endossomal no
interior da célula. Na presenca de pH é&cido ocorre uma mudanca conformacional nas
glicoproteinas, ou seja, 0 heterodimero E1-E2 é desestabilizado e as duas proteinas se
dissociam. A dissociacdo das proteinas resulta na exposicdo do peptideo de fusdo que se
encontra na extremidade distal do E1 (STEELE et al, 2007; KUHN, 2007).

A fusdo é uma propriedade da glicoproteina E1, que é uma proteina de fuséo de classe
Il com homologia estrutural com a proteina E dos flavivirus. A Proteina E1 dissociada de E2,
em associacdo com o colesterol contido nas membranas, forma trimeros E1 estaveis. Durante

esta mudanca conformacional, o peptideo de fusdo interna em E1 é exposto e inserido no
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folheto externo da bicamada lipidica. A glicoproteina E1 tem sido relatada por ter apenas dois
residuos de aminoéacidos que penetram para o lado interno da membrana, enquanto E2 tem 33
aminoacidos que interagem com o nucleocapsideo. Essa interacdo demonstra que cada
molécula E2 faz contatos especificos com cada proteina do capsidio. A fusdo resulta no
lancamento do nucleocapsideo para o citoplasma, onde a desmontagem do nucleocapsideo
libera 0 genoma de RNA viral para sintese na célula (STEELE et al, 2007; SWAYZE et al,
2011).

O RNA viral é um filamento senso positivo de cerca de 11.700 nucleotideos que tem
as caracteristicas estruturais de RNA mensageiro. Os Alfavirus contém duas regides
codificadoras de proteinas; a regiao 5’ que codifica um polipeptideo precursor de 220.000 Da;
proteoliticamente processado para produzir os quatro componentes da RNA polimerase viral.
Os genes da polimerase sdo seguidos por uma segunda codificacdo, que contém as
informacdes que dirige a sintese das proteinas virais estruturais. Logo apds a liberacdo do
genoma viral do nucleocapsideo, a regido 5’ ¢ traduzida para produzir o RNA polimerase
viral. No inicio da infec¢do, 0 genoma viral de entrada também é usado como um molde para
a sintese de um RNA fita negativa 49S, idéntico em comprimento ao RNA viral, mas de
polaridade oposta. O RNA fita negativa 49S posteriormente serve como um modelo para a
sintese de RNAs gendmicos adicionais. O RNA 49S é composto de uma fita simples, ndo
segmentado, nivelado e poliadenilado. Os genomas sdo 11-12 kb em tamanho e s&o
organizados com as proteinas ndo estruturais (nsPs) na regido 5' e as proteinas estruturais na
3'. Os nsPs sdo traduzidos a partir do RNA gendmico e das proteinas estruturais de um RNA
subgenémico. Esse RNA também € usado como molde para a transcricdo de um mRNA 26S
subgendmico nivelado e poliadenilado (SWAY ZE et al, 2011; GRIFFIN, 2007).

O RNAm 26S é traduzido para produzir um polipeptideo precursor que é processado

proteoliticamente por clivagens cotranslacional e pds-translacionais para produzir as proteinas
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virais estruturais. A ordem das proteinas estruturais dentro do precursor ¢ C-pE2-6K-E1. A
Traducdo das poliproteinas estruturais sdo reforcadas devido a presenca de uma estrutura
secundaria no mRNA subgendmico entre os residuos 77 e 139. As cinco potenciais proteinas
estruturais (C, E3, E2, 6K, e E1) sdo codificados como uma poliproteina, que é processado
pelo hospedeiro. A por¢cdo N-terminal de C é conservado e presume-se que se ligam ao RNA
viral genbmico, enquanto a porcdo C-terminal interage com a extremidade citoplasmatica de
E2 e com outras copias da proteina C para formar o nucleocapsideo. A proteina E3 serve
como uma seqiiéncia de sinais para E2, que é clivado a partir do complexo trans-Golgi, e
muitas vezes € lancado a partir da superficie da célula infectada. A glicoproteina E2 é uma
proteina transmembrana que possui dois ou trés sitios de glicosilacdo N-ligados e contém os
epitopos mais importante para anticorpos neutralizantes. A proteina 6K serve como um
peptideo sinal para E1; que tem um ou dois sitios de glicosilacdo N-ligados, um curto (um ou
dois residuos) e uma extremida intracitoplasmatica posicionalmente conservada por¢cdo N-
terminal que serve como o peptideo de fusdo para a entrada do virion na célula. Padrdes de
contetdo lipidico e glicosilacdo sdo determinados pela célula hospedeira. A por¢do 5 'do
genoma codifica as quatro nsPs que atuam na replicacdo do RNA viral e na producdo do RNA
subgenémico (STEELE et al, 2007; KUHN, 2007; TERZIAN, 2008).

Com a auto-clivagem da proteina do nucleocapsideo, a nova poliproteina N-terminal
agora contém uma sequéncia de sinais para a translocacdo da sequéncia pE2 através da
membrana ER. As seqliéncias de sinais adicionais estdo presentes no C-terminal de E2,
permitindo a translocacdo de 6K, e no C-terminal de 6K, permitindo a translocacdo de E1. As
proteinas E2, E1 e 6K sdo proteinas transmembrana, enquanto o E3 é liberado da maioria das
particulas Alfavirus seguido de clivagens de seu precursor pE2. Essas clivagens ocorrem logo
apos as glicoproteinas deixarem o aparelho de Golgi resultando em E2 maduro e E3. A fase

final do ciclo de vida do virus ocorre quando os pontos de maturacdo assumem uma
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orientacdo na memrana plasmatica, deixando E2 e E1 expostos a superficie externa da célula.
Em células de vertebrados, a montagem final de particulas de virus acontece por brotamento
exclusivamente na membrana plasmatica, e em células de artropodes, a brotacdo ocorre

também em membranas intracelulares (STEELE et al, 2007; KUHN, 2007).
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Figura 4 — O ciclo de vida dos Alfavirus. O virus penetra na célula por endocitose. Apds a endocitose, o
ambiente acido do endossomo desencadeia mudancgas conformacionais no envelope viral, que expdem o peptideo
E1, que medeia a fusdo da membrana celular virus-hospedeiro. 1sso permite a liberacdo no citoplasma do
nucleocapsidio e do genoma viral. Dois precursores das proteinas ndo-estruturais sdo traduzidos a partir do
MRNA viral, e a clivagem destes precursores geram nsP1-nsP4. A nsP1 esta envolvida na sintese do RNA viral e
tem propriedades RNA nivelamento, a nsP2 apresenta a RNA helicase, RNA trifosfatase e atividades de
proteinase e esta envolvida no desligamento da transcricdo da célula hospedeira, a nsP3 faz parte da unidade
replicase e a nsP4 é a RNA polimerase. Estas proteinas se retinem para formar o complexo de replicacéo viral,
que sintetiza um RNA de fita negativa intermediario. Isso serve como modelo para a sintese dos RNAs
subgendmico (26S) e gendmica (49S). O RNA subgenémico conduz a expressdo da poliproteina precursora C-
PE2-6K-E1. O capsideo (C) é liberado, e as glicoproteinas E1 e pE2 s&o gerados pela trnsformagdo. pE2 e E1
associados no Golgi e sdo exportados para a membrana plasmética, onde pE2 é clivada para E2 (que estd
envolvido na ligagdo ao receptor) e E3 (que medeia dobramento apropriado de pE2 e sua subsequente associagdo
com E1). A montagem viral é promovido pela ligacdo do nucleocapsideo viral ao RNA viral eo recrutamento das
glicoproteinas do envelope membrana-associados. A montagem da particula Alfavirus, com um nicleo
icosaédrico, botdes na membrana celular.

Fonte: Adaptado SCHWARTZ&ALBERT, 2010
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2.3- PATOGENESE E MANIFESTACOES CLINICAS

A maioria dos individuos infectados com Arbovirus desenvolve uma infeccdo
assintomatica, embora a proporcdo exata dos casos de doenga neuroinvasiva a infeccao
assintomatica varie de acordo com o virus. Essas infeccbes ocorrem principalmente em
criancas e adultos jovens. E importante lembrar que os individuos infectados de forma
assintomatica ainda podem transmitir a infeccdo para outras pessoas através de transfusdo de
sangue ou transplante de 6rgdos. Os individuos com EEE que ndo sdo assintomaticos
desenvolvem uma sidrome gripal sem envolvimento do SNC que é a apresentacdo clinica
mais comum e geralmente se desenvolve ap6s um periodo de incubacdo de 3 a 8 dias;
cursando com febre de inicio abrupto, dor de cabeca, mialgias, mal-estar e fadiga que podem
durar de 1 a 2 semanas, mas muitos relatam dor de cabeca e mal-estar residual por varios
meses ap0s a convalescéncia. Nos casos de encefalite, estes sintomas sdo seguidos pelo
aparecimento de dor de cabeca forte, vOmitos, agitacdo, irritabilidade, convulsoes,
obnubilagdo e coma. Ainda podem apresentar rigidez de nuca e sinais focais, incluindo
paralisia de nervos cranianos e hemiparesias. As lesdes graves no cérebro incluem edema,
congestdo das meninges e hemorragia. A morte ocorre geralmente dentro de 2 a 10 dias apds
0 inicio da encefalite (DAVIS, BECKHAM & TYLER, 2008; GRIFFIN, 2007;
STEELE&TWENHAFEL, 2010).

O exame do LCR é quase sempre anormal. Os leucocitos polimorfonucleares sdo
freglientemente abundantes no inicio da doenca com uma mudanca para células
mononucleares ao longo dos primeiros dias da doenca. Hiponatremia e leucocitose ocorre em
60% dos casos. A presenca de glébulos vermelhos ou xantocromia ndo € incomum. Os niveis
de proteina do LCR estdo aumentadas, enquanto a glicose é abaixo do normal. Os achados no
encefalograma sdo relativamente inespecificos, geralmente mostrando desaceleracdo. A

tomografia computadorizada pode ser normal ou mostrar apenas o edema. A ressonancia
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magnética é freqientemente anormal, com lesdes focais mais comumente observadas no
talamo, ganglios basais e tronco cerebral. Os que apresentam alta contagem de células brancas
a evolucdo é pior. A recuperacdo € mais provavel em individuos que tém um periodo
prodrémico prolongado (5 a 7 dias) e ndo desenvolvem coma. Sequelas, incluindo a paralisia,
convulsdes e retardo mental, s&o comuns, com 35% a 80% dos sobreviventes, especialmente
as criancas, com comprometimento neuroldgico significativo a longo prazo (DAVIS,
BECKHAM & TYLER, 2008; GRIFFIN, 2007)

O virus WEE provoca encefalite com sinais e sintomas semelhantes aos do EEE.
Entretanto, a maioria desenvolve uma sindrome gripal como na EEE que dura cerca de uma
semana. A transmissdo pode ocorrer atraves de aerossois, bem como por mosquitos. Um
periodo prodromico de febre de 3 a 5 dias e dor de cabeca podendo evoluir para agitacao,
tremores, irritabilidade, rigidez nucal, fotofobia e alteracdo do estado mental. Criancas
geralmente apresentam rigidez, convulsdes e um abaulamento da fontanela. A transmissao
transplacentaria resulta da infeccdo perinatal, manifestando-se na primeira semana de vida
com febre, perda de apetite e convulsdes. Os neutrofilos estdo presentes no inicio da doenga e
células mononucleares posteriormente. Em criancas com menos de 1 ano de idade,
aproximadamente 60% dos sobreviventes tém danos cerebrais e, em alguns, a doenca é
progressiva. Os problemas mais comuns sdo retardo mental associado a tetraplegia,
espasticidade, convulsBes recorrentes, atrofia cortical, dilatacdo ventricular e calcificacdes
intracranianas. Em individuos mais velhos, a recuperacao é geralmente rapida, com remissdo
dos sinais e sintomas dentro de 5 a 10 dias, e as sequelas sdo menos comuns. Ocasionalmente,
em lactentes e criangas, existe evidéncia patoldgica de doenca progressiva consistentes com
infeccdo persistente. Individuos que sobrevivem meses até anos apos o inicio da encefalite
(muitas vezes com doenca progressiva) podem ter lesdes cisticas, gliose e desmielinizacéo

com &reas de inflamag&o mononuclear ativa (STEELE et al, 2007; GRIFFIN, 2007).
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Os achados histopatolégicos dos casos fatais de EEE demonstra uma
meningoencefalite difusa com destruicdo neuronal disseminada, infiltrados perivasculares
com polimorfonucleares, assim como leucocitos mononucleares e vasculite com oclusdo de
vasos no cortex, ganglios da base e tronco cerebral. A medula espinhal é freqientemente
poupada. O antigeno viral é localizado em neur6nios e a morte neuronal é marcada pela
dilatacdo do citoplasma e picnose nuclear. Apoptose das células gliais e células inflamatorias
sdo freglientemente encontrados nas regides de neurbnios afetados. Os achados patol6gicos
dos casos agudos de WEE mostram leptomeningite e infiltrados perivascular, com leucocitos
polimorfonucleares nos primeiros casos e, linfocitos, células plasmaticas e macrofagos, as
vezes mais tarde. Esta inflamacdo é acompanhada por hiperplasia endotelial, petéquias e
nodulos gliais nas areas de degeneracdo neuronal. As lesdes sdo encontradas principalmente
nos ganglios basais, tronco cerebral, cortex cerebral, cerebelo e medula espinhal. Além disso,
as areas sdo consideradas de necrose focal e desmielinizacdo, particularmente na substancia
branca subcortical e ganglios da base (GRIFFIN, 2007; STEELE&TWENHAFEL, 2010).

O EEEV também causa doenca em varias aves e mamiferos, como: cavalos, ovelhas,
veados, cdes, porcos, faisdes, grous, avestruzes, perus e pinguins. Os cavalos desenvolvem
encefalite com sinais de depressdo, incoordena¢do motora e prostacdo; com taxa de letalidade
de 80% a 90%. As aves variam na sua suscetibilidade, algumas desenvolvem uma doenca
viscerotdpica fatal com necrose multifocal no coragdo, rim pancreas e deplecao linféide no
timo e baco. Faisdes desenvolvem encefalite com 50% a 70% de mortalidade. No entanto,
muitas aves ndo apresentam nenhuma morbidade ou mortalidade, apesar de uma viremia
prolongada. Estudos laboratoriais em macacos, ratos, cobaias e hamsters confirmam a
neuroviruléncia do EEEV para mamiferos. O EEEV pode iniciar a infeccdo do SNC em
animais experimentais por infectar células epiteliais do plexo coréide. Os camundongos

jovens apresentam dano neuronal extenso e morte rapida. Os ratos mais velhos tornaram-se
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relativamente resistentes a inoculagdes periféricas do virus, mas ndo a inoculacdo
intracerebral. Os hamsters desenvolvem encefalite fatal, hepatite e infeccdo dos 6rgaos
linfaticos caracterizada por vasculite extensa e micro-hemorragias (GRIFFIN, 2007).

Ja& 0 WEEV foi reconhecido pela primeira vez como uma doenca neuroldgica de
eqliinos caracterizada por febre, incoordenagdo motora, sonoléncia, e a anorexia levando a
prostracdo, coma e morte em aproximadamente 40% dos animais afetados. Em avestruzes
causa uma doenca muitas vezes fatal, caracterizada por ataxia, paralisia e tremores. Além
disso, infecta uma grande variedade de passaros, incluindo os pardais, tentilhdes, os melros,
pomba luto, faisdes, cowbirds, andorinhas e galinhas; esta Gltima é frequentemente utilizada
como sentinela, pois desenvolvem infeccdo assintomatica. Os mamiferos sdo menos
freqlientemente envolvidos, mas os morcegos, lebres e esquilos podem ser infectados. Os
camundongos recém-nascidos infectados experimentalmente morrem 48 horas depois da
infeccdo, com a envolvimento musculo esquelético, da cartilagem e da medula dssea. Em
ratos recém-desmamados, ap0s a inoculacdo intracerebral, ocorre uma infeccdo do plexo
coroide e epéndima, com subsequente disseminacdo para os neurdnios e células gliais do
cérebro, cerebelo, tronco cerebral, e os neurénios motores na medula espinhal. Apds a
inoculacdo periférica, 0 WEEV replica nos masculos, causando uma miocardite necrotica e,
ocasionalmente, se espalha para 0 SNC. A infeccdo de hamsters com cepas relativamente
virulentas do WEEV leva a mudancas neuropatologicas progressiva composta por inflamacéo
perivascular, microcavitacdo e hipertrofia astrocitaria. Macacos desenvolvem febre e

encefalite, com infeccdo dos neur6nios e inflamagdo mononuclear (STEELE et al, 2007).
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24 - ECOEPIDEMIOLOGIA

2.4.1 - Encefalite Equina do Leste

O EEEV, pertencente a um dos sete complexos antigénicos do género Alphavirus,
familia Togaviridae, é causa de doencas neuroldgicas graves em seres humanos na América
do Norte e em eqiideos nas Américas. Originalmente dividido em variedade norte e
sulamericana, apresentando quatro linhagens, o grupo | causa a maioria das doencgas em seres
humanos e circula na América do Norte e Caribe; enquanto os grupos IIA, 1B, Il que causam
doengas principalmente em eqiinos na América Central e do Sul. Essas linhagens sdo
distinguiveis pelo seguinte: antigenicidade (4 subtipos distintos), genética (20% de
divergéncia de seqiiéncia nt -25%), filogenética e padrdes evolutivos, epidemiologia,
patogenicidade humana, e distribuicdo geografica. As diferencas antigénicas entre as cepas da
América do Norte e do Sul podem ser distinguidas pela reatividade com mAb para a
glicoproteina E1. As variedades sulamericanas abragem: uma a bacia do rio Amazonas, uma
as costas da América do Sul e Central e a outra o Brasil. Embora a ecologia dos vetores e
hospedeiros vertebrados para NA EEEV seja bem definida, a ecologia para o0 SA EEEV
permanece insuficientemente caracterizada, o que limita a nossa compreensdo da divergéncia
desses virus (DAVIS, BECKHAM & TYLER; GARMASHOVA et al, 2007; WEAVER et al,
2008).

Na América do Norte, a maioria dos casos estdo localizados a partir de New
Hampshire para o sul ao longo da costa do Atlantico da costa do golfo do Texas, no Caribe e
América Central e na regido de Nova Escocia, Canada; normalmente dentro de cinco milhas
de terras de pantano ou brejo que ajudem a manter o ciclo enzodtico. Focos terrestres sdo
observados nos Grandes Lagos e Dakota do Sul. Os surtos acometendo equinos, faisdo e
humanos costuma ocorrer no verdo. Nos ultimos seis anos ressurgiu no nordeste dos Estados

Unidos e resultou em 26 casos humanos de infecgdo e nove mortes. Na América do Sul, o
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EEEV € enzodtico ao longo da costa norte e leste e na bacia do rio Amazonas. Na América do
Norte, o ciclo enzodtico primario € mantido em pantanos sombreados onde o vetor é o
mosquito ornitofilico Cs. melanura. O vetor enzodtico no Caribe é, provavelmente, Cx.
taeniopus. Na América do Sul e Central do ciclo enzodtico é mantida em florestas Umidas
onde Cx. (Melanoconion) spp. parecem ser 0s principais vetores. Varias espécies podem
servir como vetores ponte para a transmissao para mamiferos suscetiveis, como por exemplo:
Ochlerotatus canadensis, Ochlerotatus sollicitans, Coquillettidia perturbans e varias espécies
de Aedes. (Figura 6) (ARMSTRONG&ANDREADIS, 2010; DAVIS, BECKHAM &
TYLER, 2008).
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Figura 5 - Esquema do ciclo de transmissdo endémica e epidémica dos EEEV e WEEV.

Fonte: Adaptado PFEFFER&DOBLER, 2010, pag. 3
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As aves sdo 0 hospedeiro primario e muitas espécies sdo suscetiveis a infeccao,
algumas permanecem assintomaticas apesar da viremia prolongada. As espécies de
amplificacdo para EEEV na América do Norte sdo aves aquéticas, passaros migratorios
passeriformes e estorninhos. As aves jovens sdo provavelmente importantes para a
amplificacdo do virus, pois sdo mais suscetiveis a infeccdo, tém uma viremia prolongada e
menos defensiva em relagdo aos mosquitos. Uma ampla variedade de aves silvestres parece
ser susceptivel. No estado do Para e Amapa foram achados anticorpos em Ramphocelus
carbo, Thamnophilus aethiops e Phlegopsis nigromaculata. Também foi detectado anticorpos
em algumas aves migratorias como Columbina talpacoti, Thraupis palmarum, Sporophila
caerulescen e Machetornis rixosus. Na América Central e América do Sul, roedores que
habitam florestas, morcegos e marsupiais séo frequentemente infectados e podem fornecer um
reservatorio adicional, mas estes ciclos de transmissdo ndo estdo bem caracterizados. Infeccao
de répteis e anfibios também é provavel (DAVIS, BECKHAM & TYLER, 2008; SILVA,
2010; SANTANA, 2010).

Sendo a mais virulenta das encefalites por alphavirus, 0 EEEV provoca uma alta taxa
de mortalidade. Criancas menores de 10 anos de idade sdo mais suscetiveis, com 1 em cada 8
infeccbes em criancas, resultando em encefalite em comparacdo com um caso de encefalite
em 23 infeccdes em adultos. Casos de encefalite eqiiina sdo geralmente a primeira indicacéo
de um surto. Na auséncia de imunizacéo, epizootias aparecem aproximadamente a cada 5 a 10
anos e estdo associadas a chuvas fortes e temperaturas de agua mais guente que aumenta a
populacdo de mosquitos vetores de enzootias e epizootias. A taxa de letalidade foi de 60%
para 70% em estudos anteriores e 30% para 40% em estudos mais recentes, com as taxas mais
elevadas em criancas e idosos. Na parte norte da América do Norte, 0os casos humanos e

equinos de EEE ocorrem entre julho e outubro, enquanto que os casos regidao sul podem
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ocorrer durante todo o ano. No Caribe, os focos parecem estar ligadas a introducdo do virus
por passaros migratdrios do sul (GRIFFIN, 2007).

2.4.2 - Encefalite Equina do Oeste

O WEEV é amplamente distribuida nas planicies do Oeste e nos vales dos Estados
Unidos, Canada e na América Latina. Na América do Norte, WEEV é mantida em um ciclo
endémico envolvendo aves domésticas e passeriformes (particularmente, passarinhos e
pardais) e Cx. tarsalis, um mosquito bem adaptado as areas de agricultura irrigada.
Isolamentos ocasionais tém sido feitos de Ae. melanimon e Ae. dorsalis, também vetores
competentes. Na amazonia, seus vetores sdo tanto diurnos, Aedes fulvus, como noturnos, Cx.
portesi e Cx. pedroi. Inquérito soroldgico e isolamento do virus fornecem evidéncias da
infeccdo natural em galinhas, faisdes, roedores, coelhos, ungulados, tartarugas e cobras. Em
algumas areas da América do Sul, a maioria dos mosquitos a partir do qual foi isolado WEEV
alimentam-se principalmente de mamiferos e 0s anticorpos sdo comuns em pequenos
mamiferos, como ratos e coelhos, enquanto que em outras areas, 0S anticorpos Sao
encontrados principalmente em aves. O mecanismo de hibernacdo do WEEV em areas
endémicas, é obscuro. A persisténcia intersazonal pode ocorrer em pantanos de agua salgada,
talvez por hibernacdo em adultos. (Figura 6) (VASCONCELOS et al, 1991; WEAVER et al,
2008).

No oeste dos Estados Unidos, 0 WEEV tem causado epidemias de encefalite em
humanos, cavalos e avestruzes, mas a taxa de letalidade em humanos é de 10%, 20 a 40% em
cavalos e 10% em avestruzes, sendo menor que a da EEE. O risco aumentado esta associado
com residéncia no meio rural. Na América do Norte, 0s casos sd0 sazonais com 0 maior
numeros em julho e agosto. Em criancas mais velhas e adultos, os homens sdo duas a trés
vezes mais propensos a desenvolver a doenca do que as mulheres. A taxa estimada de casos

de infeccdo é de 1:58 em criancas acima de 5 anos e de 1:1150 em adultos. Doenca
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clinicamente aparente é mais comum em pessoas muito jovens e em pessoas com mais de 50.
Doenca grave, convulsdes, encefalites fatais e seqlielas significativas sdo mais provaveis de
ocorrer em bebés e em criancas pequenas. A taxa de letalidade geral € de 3%, mas sobe para
8% naqueles com mais de 50. A soroprevaléncia em humanos foi de 34% nas zonas rurais da
Califérnia na endemia de WEEV em 1960 e de 1,3% a 2,6% em areas similares de 1993 a
1995. Uma média de 34 casos humanos de WEE ocorreram por ano nos Estados Unidos de
1955 a 1984, mas vem caindo na frequéncia desde entdo. A auséncia de doenca humana
significativa durante os surtos de equinos WEE na Ameérica do Sul pode estar relacionada
com os habitos alimentares do vetor ou a uma diferenca de viruléncia das cepas de WEEV
sulamericanas para humanos e cavalos (DAVIS, BECKHAM & TYLER, 2008).
Periodicamente, grandes, muitas vezes generalizadas, epidemias de encefalite eqlina
tem ocorrido a partir de meados de junho até final de setembro na América do Norte, com
repercussdes significativas para a populacdo humana. Estes surtos estdo relacionados com o
aumento da densidade populacional do Cx. tarsalis na regido. Grandes epizootias em equinos
do WEEV sdo separados por periodos de siléncio sem atividade aparente do WEEV.
Normalmente, em um periodo epidémico os casos equinos aparecem antes dos humanos.
Grandes epizootias ocorreram a cada 2 a 3 anos nos Estados Unidos de 1931 a 1952.Estudos
de cepas de diferentes viruléncias e enzodticas na América do Sul sugerem pela primeira vez
gue cepas epizooticas surgem de cepas enzooticas nao patogénicas. A analise da seqiiéncia
dos virus encontrados no foco inicial da epizootia de WEE em 1982 na Argentina, indicando
que o virus enzodtico foi a fonte de uma variante virulenta, que surgiu por mutacdo ou selecdo
para causar a epizootia. O vetor de epizootia na América do Sul é Ae. albifasciatus e os
coelhos podem servir como hospedeiro amplificador (WEAVER et al, 2008; GRIFFIN,

2007).
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O WEEV tem quatro grandes linhagens, duas na América do Sul e duas amplamente
distribuida na Ameérica do Norte e do Sul e no Caribe. Um deles foi isolado durante a
epizootia de 1982 a 1983 na Argentina, um segundo esta relacionado a cepa McMillan
encontrados na América do Norte e em Cuba de 1930 a 1972, um terceiro foi encontrado na
mesma regido de 1964 a 1993 e um quarto encontrado no Brasil e na Argentina. Dentro da
California, evoluindo separadamente, foram identificadas linhagens no Vale Central e na parte
sul do estado (DAVIS, BECKHAM & TYLER, 2008; GRIFFIN, 2007).

Embora WEEV seja o primeiro arbovirus isolado na América (1930), os casos de
doengas humanas sdo raros. A atividade doWEEV ocorre principalmente no oeste e meio-
oeste dos EUA e no oeste do Canada. Houve 639 casos humanos notificados pelo CDC desde
1964, mas somente 5 casos confirmados nos EUA nos altimos 20 anos e nenhum desde um
unico caso em Minnesota em 1999. O EEEV ndo mostrou a mesma tendéncia decrescente de
incidéncia. E possivel que as mudancas ecoldgicas Unicas para o ciclo de transmissio WEEV
poderiam explicar esta discrepancia. Uma dessas possibilidades é a queda na utilizagdo de
equideos nas fazendas os EUA durante o século passado, coincidindo com a industrializacédo
da agricultura. No entanto, equideos ndo sdo considerados hospedeiros de amplificacdo, desse
modo a abundéancia ndo devera afetar a exposicdo humana (WEAVER et al, 2008).

Outras possiveis explicacdes para o declinio da exposicdo humana sdo as tendéncias
sociais que limitam a exposicdo do mosquito, como o aumento do uso de ar condicionado.
Possiveis fatores ecoldgicos, como um declinio na abundancia ou uma mudanca na
distribuicdo dos mosquitos vetores Cx. tarsalis e Ae. dorsalis também devem ser avaliados,
assim como qualquer componente do ciclo de transmissdo enzodtica pode limitar o namero de
casos de contagio. Além disso, a parte ocidental dos EUA, particularmente no Colorado e
Califérnia, tiveram secas no final do século 20 e isso pode ter contribuido para uma reducao

na transmisséo WEEV (WEAVER et al, 2008; DAVIS, BECKHAM & TYLER, 2008).
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2.5- DIAGNOSTICO

As encefalites causadas por Arbovirus comumente sdo diagnosticadas através de
sorologia utilizando amostras de sangue ou LCR. Em infec¢fes agudas, os anticorpos IgM
podem ser detectados por ELISA. Para muitos arbovirus, mais de 50% dos pacientes com
doenca neuroinvasiva tera anticorpos IgM presentes no momento da internacdo e mais de 90%
tera o anticorpo apds uma semana de sintomas. O diagnéstico do virus envolvido pode exigir
a execucdo de testes de ELISA contra varios virus. O virus agressor geralmente é aquele com
0 maior titulo, embora as varia¢fes entre os metodos para revestimento de placas de ELISA, e
outros aspectos técnicos de execucdo do ensaio torne a conclusdo relativa em vez de absoluta.
Outros testes também podem ser utilizados para deteccdo de anticorpos para Arbovirus, como:
inibicdo da hemaglutinacdo, PCR com transcriptase reversa, fixacdo de complemento,
imunofluorescéncia indireta e testes de neutralizacdo. Contudo, esses teste s6 podem ser
realizadas em laboratorios de referéncia qualificados porque requerem o uso de virus vivos
em condicdes de confinamento adequadas com a biosseguranca (DAVIS, BECKHAM &
TYLER, 2008; KANG et al, 2010).

O diagndstico de uma infeccdo especifica por arbovirus usando estes testes geralmente
é estabelecido pela deteccdo de anticorpos IgM ou um aumento de quatro vezes nos titulos de
anticorpos lgG entre os niveis séricos na fase aguda e convalescente. No entanto, 0s
anticorpos de uma infecgdo por arbovirus persistem por toda a vida, assim a simples presenca
de anticorpos IgG na auséncia de um titulo elevado ou anticorpos IgM podem simplesmente
ser um indicativo da exposicdo passada ao invés de infeccdo aguda. Em alguns casos a
determinacéo sérica de anticorpos de 1gG e IgM podem ser necessarias para diferenciar entre
infeccdo recente e antiga. Contudo, o teste diagndstico padrdo-ouro para muitos Arbovirus,
como os da EEE e WEE, é o isolamento viral. Ele ndo é realizado rotineiramente, pois a

viremia em humanos geralmente tem titulos baixos e é determinada por anticorpos IgM.
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Assim, para a maioria dos pacientes, o virus raramente é isolado no sangue ou LCR e
geralmente ndo é detectada por PCR do sangue. No entanto, cada método tem suas
desvantagens: testes sorolégicos tém o limite de reacdo cruzada, e isolamento do virus é
demorado e requer de biosseguranca de nivel 3 de contencdo (DAVIS, BECKHAM &
TYLER, 2008; KANG et al, 2010).

KANG et al (2010) relatam varios estudos para testes diagnosticos de WEEV e EEEV,
como o de Hull et al, que desenvolveu um duplex em tempo real de RT-PCR para EEEV e
virus Sdo Luis; o de Carrera et al, que desenvolveu um mdultiplo de RT-PCR para 13
arbovirus; o de Eshoo, que desenvolveu um ensaio de RT-PCR para a detec¢do de alfavirus; o
de Péssler et al, que desenvolveu uma técnica de detec¢do para alfavirus baseados em
anticorpos; e Lambert et al, que desenvolveu um RT-PCR e um TagMan RT-PCR para
WEEYV e EEEV. Chegando a conclusdo de que nenhum dos métodos acima estava disponivel
para a deteccdo e distincdo de WEEV e EEEV em uma unica reacdo. Com isso, ele
desenvolveu um sistema duplex em tempo real de RT-PCR para a deteccdo de WEEV e
EEEV ao mesmo tempo. Usando outras encefalites por virus RNA (por exemplo, DEN,
CHIK, TBE e JEV) como modelo, ndo detectou sinais de reacdo cruzada, demonstrando a
especificidade do sistema duplex. Além disso, comparando o sistema duplex de RT-PCR com
0 isolamento do virus, o "padrdo ouro” no diagnostico do virus, houve uma maior
sensibilidade no sistema duplex; sendo entdo uma nova ferramente para a deteccao altamente

sensivel e especifica da infec¢do por WEEV e EEEV.
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2.2 - ALTERAC}OES AMBIENTAIS E SAUDE HUMANA

As mudangas climéticas podem ser entendidas como qualquer mudanca no clima ao
longo dos anos, devido a variabilidade natural ou como resultado da atividade humana. O
Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas divulgou que ha 90% de chance do
aquecimento global observado nos Gltimos 50 anos ter sido causado pela atividade humana,
através do aumento das emissdes de gases de efeito estufa. Essas mudancas refletem o
impacto de processos socioeconémicos e culturais, como o crescimento populacional, a
urbanizacgéo, a industrializacdo e 0 aumento do consumo de recursos naturais e da demanda
sobre o0s ciclos biogeoquimicos. Alteracdes nos padrdes de temperatura e precipitacdo
acarretam necessariamente em mudancas de composicao e localizagdo de biomas; mudancas
nas praticas agricolas e mudancas nos ciclo de vida de mosquitos, que se tornam mais
freglientes nos periodos chuvosos e quentes e dependem do acumulo das aguas das chuvas no
solo e em recipientes para multiplicar seus criadores. (BRASIL, 2008; VIANNA, 2000).

A variabilidade climatica possui um ritmo pendular com a alternancia de estacdes
guentes e frias nas zonas temperadas, e secas e Umidas nas zonas tropicais; contudo, ha certos
periodos nos quais se observa uma ruptura desse ritmo. Em escala inter-anual e mundial,
pelos fendmenos El Nifio (fase quente) e La Nifa (fase fria) que provocam um aquecimento e
um subsequente resfriamento que podem durar de 12 a 18 meses. No Brasil, ocorre um
aumento da precipitacdo na regiao Sul, particularmente durante a primavera do primeiro ano e
no fim do outono e inicio do inverno do segundo ano. O norte e o leste da Amazbénia, bem
como o nordeste do Brasil, sdo afetados pela diminuicdo da precipitacdo, principalmente no
segundo ano, entre fevereiro e maio, quando se tem a estacdo chuvosa do semi-arido. O
Sudeste do Brasil apresenta temperaturas mais altas, tornando o inverno mais ameno. Nas

demais regides do pais, os efeitos sdo menos pronunciados e variam de um episodio para
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outro. Uma viséo geral do que ocorre sobre o Brasil e no continente sul-americano durante o

El Nifio e La Nifia pode ser observada na Figura 7 (AGUIRRE, 2009; BRASIL, 2008).

Figura 6 - Impactos do El Nifio e da La Nifia sobre a América do Sul

Fonte: Brasil, 2008; pag.12.

Essas mudancas climaticas introduzem grandes flutuagBes climéticas sazonais que
podem produzir impactos sobre a saide humana por diferentes vias. De forma direta através
das ondas de calor ou por outros eventos extremos como furacdes e inundacdes; alterando a
dindmica das doengas vetoriais como, por exemplo, a maior incidéncia da dengue no veréo e
da malaria na Amazbnia durante o periodo de estiagem, e a dindmica das doencas de
veiculacdo hidrica, como a leptospirose, as hepatites virais, as doengas diarréicas, etc. De
forma indireta através de alteragdes no ambiente como a alteragdo de ecossistemas e de ciclos
biogeoquimicos, que podem aumentar a incidéncia de doencas infecciosas, mas também
doencas ndo-transmissiveis, que incluem a desnutricdo. Essa vulnerabilidade aos problemas
climaticos aumenta quando combinada com fatores como o crescimento populacional, a
pobreza e a degradacdo ambiental. Alguns modelos séo utilizados para concatenar processos
climaticos com eventos de saude, como observado na figura 8 (AGUIRRE, 2009; BRASIL,

2008).
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Figura 7 - Possiveis caminhos dos efeitos das mudangas climéticas sobre a salde.

Fonte: Brasil, 2008; pég. 20.

A relagdo entre variacBes climaticas de curta duracdo e a ocorréncia de doencas
infecciosas, especialmente Arboviroses tém demonstrado a associacdo de surtos de dengue
com o ciclo ENSO. Essas altera¢@es climéticas afetam o potencial de incidéncia, transmissao
sazonal, e o alcance geografico de varias doengas transmitidas por vetores. Estas doencas
incluem a maléria, dengue e febre amarela (todos causadas por mosquitos), Vvarios tipos de
encefalite viral como WEE e EEE, esquistossomose, leishmaniose, doencas infecciosas de
Lyme e da oncocercose. Essas mudancas climéaticas também afetam as repostas humanas, que
estdo diretamente relacionadas a variaveis como idade, perfil de salde, resisténcia fisiologica
e condicbes sociais. (BRASIL, 2008; BULCAO, 2006; HALES, WOODRUFF &

MCMICHAEL, 2006).
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As Arboviroses sao limitadas por varidveis ambientais como, temperatura, umidade,
padrdes de uso do solo e de vegetacdo; interferindo no ciclo de vida dos vetores, assim como
dos reservatorios e hospedeiros que participam da cadeia de transmissdo de doencas, esta
fortemente relacionada a dindmica ambiental dos ecossistemas onde estes vivem. Isso
favorece a propagacdo dos reservatorios e a circulacdo da infeccdo. Além dos fatores
ambientais (vegetagdo, clima e hidrologia), outros fatores influenciam a dindmica das
Arboviroses, como: 0s socio-demograficos (migracGes e densidade populacional); o0s
bioldgicos (ciclo vital dos insetos vetores de agentes infecciosos) e os médico-sociais (estado
imunoldgico da populacdo; efetividade dos sistemas locais de salde e dos programas
especificos de controle de doencas, etc) (DONALISIO et al, 2008; BRASIL, 2008).

Os seres humanos sdo expostos a Arbovirus quando invadem ambientes rurais ou
quando vetores trazem o virus para ambientes peridomiciliares. Freqlientemente esses Vvirus
persistem em niveis de baixa manutencdo ou ténue até a mudanca em um ou mais fatores que
facilitem a amplificacdo rapida e generalizada. Essa amplificacdo € comumente relacionada a
construcdo de represas e usinas hidrelétricas onde as transformacgdes socio-econdmicas e
demogréficas ocorrem simultaneamente aos impactos ambientais. Uma das principais
Arboviroses é dengue, considerada a principal doenca reemergente nos paises tropicais e
subtropicais. Outras doencas, como a febre amarela, a filariose, a febre do oeste do Nilo, a
WEE, a EEE, a doenca de Lyme, e outras transmitidas por carrapato, tém variavel
importancia sanitaria em diferentes paises de todos os continentes (BRASIL, 2008;
BULCAO, 2006; WEAVER&REISEN, 2010).

A dengue e outros Arbovirus se mantém em ciclos na natureza e envolvem
preferencialmente vetores artropodes hematdfagos e hospedeiros vertebrados. Muitas vezes,
0s surtos de arbovirus emergentes podem estar relacionados com mudancas relativamente

pequenas em genética viral ou & introducdo de novas variedades que tém aumentado os niveis
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de viruléncia e viremia nos vertebrados, ampliando a gama de hospedeiros e aumentando o
potencial de amplificacdo. Mudancas na composi¢do dos vetores ou espécies de hospedeiros
pode estar relacionada a expansdo das mudangas ambientais ou na criagdo de novos nichos.
Na Amazonia brasileira desde a década de 50 pelo menos 187 diferentes tipos de arbovirus ja
foram identificados. Desses, mais de 30 sdo patogénicos, destacando-se os virus Oropouche, 0
da dengue, o Mayaro e o da febre amarela, os dois Gltimos mais ativos em areas rurais.
Durante a construcdo da usina hidrelétrica Tucurui, por exemplo, foram descobertos trés
novos tipos de arbovirus ainda desconhecidos no mundo: Tucurui, Caraipé e Arumateua. O
impacto no aumento da populacdo de artropodes € ilustrado pelo virus Gamboa, isolado em
Tucurui. E importante ressaltar que esses virus jamais haviam sido isolados no Brasil. A
intervencdo ambiental foi entdo responsavel pela emergéncia de novos virus (OLIVEIRA et.
al, 2006; WEAVER&REISEN, 2010).

Segundo a OMS, os impactos na salde associados a represas podem ser representados
em seis categorias: doencas transmissiveis; doencgas ndo transmissiveis; acidentes e violéncia;
ma nutricdo; desordens psicossociais e alteracdes do bem estar social. Atualmente existem
cerca de 45.000 grandes represas em todo o mundo; s6 no Brasil existem mais de 500
hidrelétricas. A construcdo de represas pode facilitar o desenvolvimento e a disseminacdo de
doencas, devido a mudancas bruscas no ecossistema, e a fragmentacdo social pode acarretar
Varios riscos para a satide das comunidades atingidas (BULCAO, 2006).

A répida formacdo de um lago, com a inundacdo de terras, o aumento do nivel do
lencol freatico, a submersdo da flora e da fauna terrestres, assim como o abandono das
culturas e deslocamento forcado de animais e da populacdo residente na regido sdo 0s
principais fatores determinantes de risco. Por outro lado, as modificacdes observadas a jusante
do barramento também originam a formacdo de um ecossistema alterado, comandado pela

prépria modificacdo do fluxo do rio, com prejuizos a agricultura e ao abastecimento de agua
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das comunidades ribeirinhas, bem como pelo processo de eutrofizacdo do lago a montante,
podendo resultar em uma &gua sem condicdes para o uso humano (BULCAO, 2006).

As manipulacdes da natureza na construcao de represas sdo a causa de uma série de
epidemias de doencas infecciosas e de alteragcdes na transmissdo de doencas endémicas. As
doencas mais comumente alteradas em decorréncia de projetos hidrelétricos sdo aquelas
transmitidas por vetores que proliferam na agua, as de veiculacdo hidrica (diarréias, hepatites
A e E, cdlera, leptospirose, salmoneloses) e as predispostas pela migracdo (leishmaniose
tegumentar e visceral, hepatites B e D, DST). Durante a construcdo da usina hidrelétrica
Tucurui também houve um aumento acentuado e progressivo da incidéncia da leishmaniose
tegumentar, com o nimero de casos subindo mesmo muitos anos ap6s a conclusdo das obras.
Esse aumento foi atribuido ao processo de migracdo, aos desmatamentos para ocupacdo de
novas areas e a implantacdo de projetos de assentamento. No que se refere as DST,
geralmente, com a migracdo de trabalhadores e empregados da construcdo e manutencéo de
represas, suas incidéncias, incluindo a infec¢do pelo HIV, aumentam drasticamente. A alta
incidéncia de HIV em areas de construcdo e reassentamento tem se tornado um importante
problema (OLIVEIRA et. al, 2006).

Além do impacto a salde, as grandes represas exercem um importante impacto na area
social, cultural e no ecossistema. Observado pela destruicdo de florestas, desaparecimento de
peixes a jusante e degradacdo das areas de captacdo a montante devido a inundacdo do
reservatorio. Além disso, observa-se comumente a reducdo da biodiversidade aquética, a
diminuicdo das areas de desova de peixes, tanto a montante quanto a jusante, e o declinio dos
servicos ambientais prestados pelas planicies aluviais a jusante, brejos, ecossistemas fluviais,
estuarinos e marinhos adjacentes. A construcdo de represas esta diretamente relacionada com
o status nutricional das populacdes ribeirinhas a jusante, como conseqiiéncia de mudancas na

pesca e na agricultura. As populagbes que vivem a jusante de grandes represas mostram,
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devido as mudancas ecoldgicas bruscas, caracteristicas diferentes de comunidades a montante.
O impacto a jusante na disponibilidade da agua, producgdo agricola, animais de criacao e pesca
pode levar a mé nutricdo persistente, fome e violéncia comunitéria, visto que modificam ou
destroem os meios de sobrevivéncia aos quais as comunidades ja estavam adaptadas
(OLIVEIRA et al, 2007).

No que diz respeito aos aspectos ambientais, a substituicdo de floresta tropical por
uma lamina de &gua certamente modifica o balangco de energia a superficie e,
conseqiientemente, toda a caracterizacdo do clima de uma localidade. Com 0s possiveis
futuros cenarios de aproveitamento de energia hidrelétrica na Amazonia (por exemplo, o que
ocorre com a construcdo da UHE Belo Monte-PA, com uma area de alagamento de 1.225
kmz, e existem ainda outras que estdo somente na fase de planejamento, mas que certamente
virdo), o caso da UHE Tucurui € um bom exemplo dos impactos microclimaticos que podera
resultar. A Amazoénia sdo muitas Amazonias e por isso constitui um grande, porém crucial,
desafio, em tempos de mudancas globais e suas implicacBes para as doencas infecciosas e a
vigilancia em salde de base territorial no século XXI (BRASIL, 2008; SANCHES & FISCH,

2005).
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3- METODOLOGIA

3.1- TIPODEESTUDOE SELEQAO DA AMOSTRA:

Trata-se de um estudo observacional do tipo transversal analitico. A amostra é do tipo
intencional e a selecdo foi feita por conveniéncia; levando-se em consideracdo a
acessibilidade aos locais, caracteristicas geogréaficas, sociais e ambientais das diferentes
comunidades. Foram incluidos na pesquisa individuos residentes nas localidades estudadas,
adultos e de ambos os sexos. Foram excluidos individuos nédo residentes na area de pesquisa e
todos aqueles que ndo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.2- POPULACAO ALVO:

A populacéo estudada foi constituida por individuos de ambos os sexos, maiores de 18
anos, residentes nas areas e comunidades que compdem a Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel de Alcobaca e de Pucurui-Arardo que fazem parte da Area de Protecio Ambiental
do lago da UHE de Tucurui e cadastrada no PSF do lago de Tucurui. Segundo dados do
sistema de informacdo da atencdo basica, 0 numero de pessoas cadastradas no PSF, tanto das
ilhas quanto da porcdo continental, é de 3225 individuos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
Todos os individuos estudados fazem parte do Projeto de Pesquisa: Avaliagdo da influéncia
dos niveis da UHE de Tucurui na incidéncia e prevaléncia de doencas infecciosas endémicas
da Amazdnia: Uma analise multidisciplinar.

3.3- LOCAL DE ESTUDO:

O estudo foi realizado nas Reservas de Desenvolvimento Sustentavel (RDS) Alcobaca
e Pucurui-Arardo, que pertencem a Unidade de Conservacdo do lago da UHE de Tucurui,
situada na regido do baixo rio Tocantins, no estado do Para. As RDS fazem parte do Mosaico
de Unidades de conservacao do lado da UHE de Tucurui (Figura 9) que ainda possui uma
Area de protecio Ambiental e duas Zonas de Protecdo da Vida Silvestre. A RDS Alcobaca
possui area de 36.128,00ha (abrange as comunidades de Acapu, Agua Fria, Angelin, Boa

47



Vida, Cajazeira, Cajazeirinha, Cametd, Lago Azul, Mocaba, Ouro Verde, Piquia, Piquiazinho,
Rio Jordao e S&o Benedito) localizada nos municipios de Tucurui e Novo Repartimento; ja a
RDS Pucurui-Arardo possui area 29.049,00ha (abrange as comunidades de ASPESCA, Base
1, Castanheiro, Funai, Guela da Morte, llha das Flores, Ilha do Maracujd, Ilha Santo Antonio,
P6lo Pesqueiro, S8o Miguel e Timbozal) localizada nos municipios de Tucurui e Novo
Repartimento. O lago formado inundou 25% das areas anteriormente ocupadas pelo rio
Tocantins e seus principais afluentes e possui 2917kmz2, com cerca de 50,3 bilhdes de metros
cubicos. O perimetro do reservatorio apresenta 7.700km e possui aproximadamente 1.600
ilhas, formadas pelas terras mais elevadas que ndo foram inundadas. O comprimento do lago é
de 175 km no eixo norte-sul. A area de influéncia da Montante esta dividida em trés partes: a
primeira parte abrange o municipio de Tucurui, Breu Branco e parte do municipio de
Goianésia, localizada logo no inicio da barragem; a segunda parte envolve parte do municipio
de Goianésia e 0s municipios de Novo Repartimento e parte do municipio de Jacunda; a
terceira parte envolve parte do municipio de Jacunda e os municipios de Ipixuna e Itupiranga,
ficando ja proximo ao final do lago. Ja a area da Jusante abrange os municipios de Baido,
Mocajuba, Cameta, Limoeiro do Ajuri e lgarapé Miri. (ARAUJO, 2009; COSTA, 2006;

BRASIL, 2010; SANCHES & FISCH, 2005; SOUSA, SOUZA, CANETE, 2008).
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UNIDADES DE CONSERVACAO DO LAGO DE TUCU RUI
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Figura 8 - Mosaico das unidades de conservagdo do lago da UHE de Tucurui com 568.667,00 ha. Nele
observamos as ZPV'S, a APA e as RDS de Alcobaca (36.128,00 ha) e Pacurui-Arardo (29.049,00 ha).
Fonte: ARAUJO&ROCHA, 2008, pag. 12
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3.4- AVALIACAO SOCIO-AMBIENTAL:

O projeto avaliou as caracteristicas da populacdo no que se referem a habitos
alimentares, condi¢fes habitacionais, qualidade da dgua consumida, nimero de individuos
residentes em um mesmo domicilio, condi¢cdes socio-econémicas, renda familiar, grau de
instrucao, estilo de vida, antecedentes mérbidos e sinais clinicos por meio de um questionario
(Anexo ). Estas caracteristicas foram utilizadas para correlacionar com os dados
epidemiologicos.

3.5- ESTUDOS LABORATORIAIS:

As amostras utilizadas neste estudo fazem parte do projeto de pesquisa a que este
estudo esta vinculado. A coleta das amostras se deu em dois momentos distintos, em
setembro/2008 e mar¢o/2009; onde foi coletado uma amostra contendo 8ml de sangue venoso
em um tubo sem anticoagulante. No primeiro periodo foram avaliados 113 individuos e no
segundo 284 pessoas, totalizando 397 pessoas. Todas as amostras de soros humanos foram
analisadas em parceria com o laboratorio de Arbovirologia do Instituto Evandro Chagas onde
foram submetidas ao teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo (IH) descrita por Clark e Casals
(1958) e adaptado para microplacas para a pesquisa de anticorpos contra 19 tipos de
Arbovirus: quatro alphavirus da familia Togaviridae (VEEE; VWEE; VMAY; VMUC); nove
flavivirus da familia Flaviviridae (VILH; VROC; VDENL1; VDEN2; VDEN3; VDEN4;
VSLE; VFA silvestre, cepa H111; e o VFA vacinal, cepa 17D); e seis orthobunyavirus da
familia Bunyaviridae (VCAR; VCATU; VGRO; VTCM; VMAG; e VORO).

As amostras séricas foram tratadas com acetona e adsorvida com hemacias de ganso,
resultando numa diluicdo inicial de 1:20. Os antigenos foram preparados pelo método de
extracdo por Sucrose-Acetona e usados em titulos contendo quatro unidades hemaglutinantes.
As amostras testadas foram reveladas numa suspensdo de 1:200 de heméacias de ganso em

solucdo de pH 6,2. As amostras positivas a 1:20 foram tituladas para obtencao do titulo final
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usando 0 mesmo procedimento. Os soros que apresentaram resultado positivo para MAY,
ORO, FA — cepa selvagem ou vacinal e DEN (sorotipos 1,2,3 ou 4), foram submetidos a
pesquisa de anticorpos da classe IgM utilizando-se a técnica de MAC-ELISA descrita por
Monath et al (1984). O teste foi realizado em placas de microtitulagdo sensibilizadas com
anticorpos anti-lgM humana, diluidas em solucdo tampéo de carbonato-bicarbonato com pH
9,0 e incubadas a 37°C por uma hora, onde foram adicionados as amostras séricas, 0S
antigenos, conjugados e substrato revelador. As leituras das placas ocorreu através da
determinacéo da absorbancia em comprimento de onda de 410nm.

3.6- ANALISE ESTATISTICA:

Para o calculo estatistico foi utilizado o programa Epilnfo versdo 3.5.3, aplicado nas
areas de ciéncias bioldgicas e médicas. Os dados foram apresentados em tabelas. Foi estudada
a prevaléncia de casos de EEE e WEE. Realizou-se uma andlise descritiva e analitica, sendo
empregado o teste qui-quadrado e/ou exato de Fisher a fim de verificar a significancia das
associaces estatisticas entre as variaveis do estudo com um nivel alfa de 0,05.

3.7- ASPECTOSETICOS:

Este estudo é parte de um projeto de pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical em
parceria com a ELETRONORTE, intitulado “Avaliacdo da Influéncia dos niveis do UTH
Tucurui na Incidéncia e prevaléncia de doengas infecciosas endémicas da Amazonia: uma
analise multidisciplinar” que seguiu as normas da Resolu¢ao 196/96 do Conselho Nacional de
Salde, relativa a pesquisa em seres humanos, que torna necessaria a aprovacdo do protocolo
de pesquisa por um Comité de Etica em Pesquisa Institucional. Por se tratar de pesquisa
envolvendo material bioldgico e também exame clinico dos individuos, tal procedimento
pressupde a utilizacdo do consentimento livre e esclarecido conforme explicitado no capitulo
IV da Resolucdo CNS 196/96 (BRASIL, 1996). No termo de consentimento (Anexo 1), serdo

esclarecidas a utilizagdo do material bioldgico, as caracteristicas do exame clinico, o sigilo
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dos dados obtidos e a livre decisdo de participacdo do individuo. Sera exigido que todos 0s
participantes da amostra autorizem a sua participagdo no estudo através de assinatura ou
identificacdo por impressdo dactiloscépica. O projeto original foi submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para e

aprovado atraves do parecer n°® 056/2008 (Anexo IlI).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise das 365 amostras de soro coletada dos morados sob influéncia do lago da
UHE de Tucurui confirma a circulacdo do virus da EEE e WEE, com positividade de 1,1%
para EEE e de 1,6% para WEE. (Tabela 1). Essas amostras tiveram titulacbes variando de
1:20 a 1:80, com predominio da titulacdo de 1:80 para ambos os virus. (Tabela 2). O resultado
para EEE vai de encontro ao relatado por Vasconcelos et al (1991) para as populagdes da
Amazonia, em torno de 1%; contudo nenhum caso foi encontrado para WEE. Bruno-Lobo et
al (1961), ao investigar 199 soros no Rio de Janeiro, encontraram a prevaléncia de 5,6% para
EEE e 22,6% para WEE. Romano-Lieber & Iversson (2000) ao realizarem um inquérito
soroldgico para Arbovirus em 182 individuos de uma Reserva Ecoldgica encontraram
prevaléncia de 21,4% para Alphavirus, sendo 2,2% para EEE e 19,2 para EEV; ndo sendo
encontrando nada relacionado ao virus da WEE. Vasconcelos et al (1991) afirmam que até
este ano ndo havia estudos com casos confirmados do virus WEE na Amazonia e Causey &
Theiler (1958) encontraram 13 casos confirmados do virus EEE nas cidades de Abaetetuba e
Cameta, no Pard, com 1 e 12 casos, respectivamente; e de 3 casos para o virus da WEE na
cidade de Cametd, considerando que esses casos possam ser em decorréncia de reacdo

cruzada com outros Arbovirus do grupo A.

Tabela 1 - Prevaléncia dos virus EEE e WEE na regido do lago da UHE de Tucurui.

EEE WEE
SOROLOGIA N/ % N/ %
NEGATIVO 361/98,9% 359 /98,4%
POSITIVO 4/1,1% 6/1,6%
TOTAL 365 /100% 365 /100%
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Tabela 2 - Titulagdo dos virus EEE e WEE

EEE WEE
TITULACAO N/ % N/ %
1:20 1/25% 2/33,3%
1:40 1/25% 1/16,7%
1:80 2 /50% 3/50%
TOTAL 4/100% 6/ 100%

Em relacdo ao sexo encontramos valor de p=0,47 para os casos de EEE ndo havendo
significancia estatistica. Romano-Lieber & Iversson (2000) encontraram prevaléncias
semelhantes de infec¢Bes para os arbovirus entre homens e mulheres pesquisados nos varios
grupos etarios. Terzian (2008) estudando Arbovirus encontrou a prevaléncia para casos
positivos de 78,9% para o sexo feminino e 78,46% para o masculino. Ja os casos de WEE o
p=0,02 demonstra um predominio dos casos no sexo masculino (Tabela 3). Para
compreendermos melhor esse predominio no estudo, podemos correlacionar com as
atividades profissionais dos casos de WEE, onde observamos que 83,3% dos casos positivos
acometeram pescadores, uma profissdo caracteristicamente e sujeita as variaveis ecoldgicas.
De um modo geral, as profissdes mais predominantes na area estudada para tanto para EEE
como para WEE foram de pescador, lavrador / roceiro e do lar; onde observamos que houve

um predominio dos casos positivos nas atividades consideradas rurais (Tabela 4).
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Tabela 3 - Prevaléncia dos EEE e WEE em relagdo ao sexo

SEXO EEEV WEEV
p* = 0,47 p* = 0,02
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
N/ % N/ % N/ % N/ %
FEMININO 228/ 63,2% 2 /50% 229/ 63,8% 1/16,7%
MASCULINO 133/ 36,8% 2 /50% 130/ 36,2% 5/83,3%
Ntotal 361/ 100% 4 /100% 359/ 100% 6/100%
p* Teste exato de Fisher
Tabela 4 - Prevaléncia dos EEE e WEE em relagdo a profissdo
PROFISSAO EEE WEE
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
N/ % N/ % N/ % N/ %
DO LAR 75/21,2% 1/25% 76 /21,6% 0/0%
LAVRADOR / ROCEIRO 33/9,4% 1/25% 26 /7,4% 0/0%
PESCADOR 199/ 56,3% 1/25% 195/ 54,8% 5/83,3%
OUTROS 45/13,1% 1/25% 57 116,2% 1/16,7%
TOTAL 352 / 100% 4 /100% 352/ 100% 6 /100%
Tabela 4 - Prevaléncia dos virus EEE e WEE em relag¢&o ao tempo de residéncia
EEE WEE
p* = 0,56 p* = 0,42
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
TEMPODERESIDENCIA  171+75ANOS 13+88ANOS 112+7,5ANOS 86 +56 ANOS

p* Teste de Kruskal-Wallis. £: Desvio Padréo
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Ao analisar as variaveis socio-demograficas observamos que a média de idade entre o0s
casos de EEE variou de 40,1+15 anos para 0s negativos e de 32 + 12 anos para 0s positivos,
com p=0,29 demonstrando ndo haver diferenca estatistica. Ja nos casos de WEE a idade
média ficou em 39,7 + 15,1 anos para 0s negativos e 58,1 + 7,1 anos para 0s positivos, com
p=0,003 revelando uma diferenca estatistica (Tabela 6). Podemos correlacionar essa
relevancia com o predominio dos casos positivos no sexo masculino e em pescadores que,
com essa idade média, provavelmente tenham sido expostos ao impacto ecoldgico na época
da construcdo da UHE de Tucurui. Além disso, observamos que o tempo de residéncia dos
casos de EEE ficou em média 11,1 £ 7,5 anos para os negativos e 13 = 8,8 anos para 0S
positivos; e os de WEE apresentaram média de 11,2 £ 7,5 anos para 0s negativos e 8,6 + 5,6
anos para os positivos. (Tabela 5). E houve correlacdo dos casos de EEE e WEE ao uso de
mosquiteiro como barreira protetora, pois todos 0s positivos relataram usar mosquiteiro

(Tabela 7).

Tabela 6 - Prevaléncia dos EEE e WEE em relacéo a idade

EEE WEE
p* =0,29 p*=0,003

NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO

IDADE 40,1+152 32412 39,7+15.1 58,1+ 7,1

p* Teste de Kruskal-Wallis. £: Desvio Padréo

Tabela 5 - Prevaléncia dos virus EEE e WEE em relagdo ao uso de mosquiteiro

Uso de EEE WEE
mosquiteiro p*=0,78 p* =0,69
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
N/ % N/ % N/ % N/ %
SIM 21/5,8 0/0 21/5)9 0/0
NAO 338/94,2 4/100 336/94,1 6 /100

* Teste exato de Fisher
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Quanto as condicBes de saneamento, observamos que a maioria da populacdo estudada
apresenta condicdo ruim ou razoavel, onde todos os casos positivos para EEE tém condigédo
ruim. Ja os casos positivos de WEE, 16,7% apresentam condi¢do boa e 83,3% apresentam
condicdo ruim e tiveram significancia estatistica com p=0,02, demonstrando que a condicao
ruim de saneamento é favoravel para presenca de casos de WEE (Tabela 8). Essa afirmacao é
ratifica ao analisarmos o tipo de fossa mais utilizado e o tipo de abastecimento de agua, onde
observamos que 75% dos casos positivos de EEE e 100% dos casos para WEE faziam uso de
fossa negra (Tabela 9) e 100% dos casos positivos de EEE e 83,3% dos casos de WEE fazem
uso do abastecimento de agua de rios e/ou lagos (Tabela 10). Essas condi¢des desfavoraveis
de saneamento favorecem o contato com mosquitos vetores do género Aedes e Culex,
responsaveis pela transmissdo da EEE e da WEE.

Quanto aos vetores, varias espécies de Culex tém sido incriminadas como vetores de
virus de diversas encefalites cujos casos ocorreram nos E.U.A e na Amazonia. No Brasil
existem muitas espécies de mosquitos do género Culex, e a maioria das espécies brasileiras
parece ter certa atracdo por aves, atacando também mamiferos, inclusive 0 homem. Estdo
sempre proximos as moradias. Os locais com acimulo de &gua rica em matéria organica em
decomposicdo e detritos, de aspecto sujo e odor fétido sdo preferidos como criadouros.
Recipientes artificiais transitérios, sombreados, como vasilhames de varios tamanhos sao
procurados para desova e criacdo deste mosquito, assim como as aguas estagnadas e poluidas
no solo, valas de aguas servidas que correm proximo as residéncias sem instalacdes sanitarias
adequadas e deficiéncia de drenagem, e fossas, ralos, pocos e cisternas. A agua de chuvas que
se acumula no solo e em varios recipientes multiplica seus criadouros, e a presenca do
mosquito torna-se mais freqliente nos periodos mais quentes e chuvosos. Entretanto, é

observado durante o ano inteiro, ininterruptamente (VIANNA, 2000).

57



Tabela 6 - Prevaléncia dos virus EEE e WEE em relag&o as condi¢es de saneamento

EEE WEE
SANEAMENTO p* = 0,21 p* = 0,02
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
N/ % N/ % N/ % N/ %
BOM 12/ 3,4% 0/0% 11/3,1% 1/16,7%
RAZOAVEL 164 /47,1% 0/0% 164 / 47,5% 0/0%
RUIM 172/ 49,4% 3/100% 170/ 49,3% 5/83,3%
TOTAL 348/ 100% 3/ 100% 345/ 100% 6/100%
* Teste Qui-quadrado
Tabela 7 - Prevaléncia dos EEE e WEE em relag&o ao tipo de fossa
TIPO DE FOSSA EEE WEE
p* = 0,99 p* = 0,36
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
N/ % N/ % N/ % N/ %
FOSSA NEGRA 271175,3% 3/175% 268 / 74,9% 6/ 100%
SANITARIA 88/ 24,4% 1/25% 89 /24,9% 0/0%
* Teste Qui-quadrado
Tabela 8 - Prevaléncia dos virus EEE e WEE em relagdo ao abastecimento de dgua
ABASTECIMENTO EEE WEE
DE AGUA p* =0,96 p*=0,73
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO
N/ % N/ % N/ % N/ %
RIOS E LAGOS 290/ 80,6% 4 /100% 289 /80,7% 5/83,3%
POCO 49/13,6% 0/0% 49/13,7% 0/0%
OUTROS 19/5,8% 0/0% 20/5,6% 1/16,7%

* Teste Qui-quadrado
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AGUILAR et al (2007) levanta varias hipoteses para explicar a escassez de casos de
EEE na América do Sul, uma delas é que Alphavirus com anticorpos heter6logos promovem
uma protecdo cruzada contra a infeccdo e/ou doenca pelo virus da EEE. Para CALISHER
(2002) as distancias antigénicas entre as espécies individuais sdo correlacionados com o grau
de diferenca na sequéncia de sua proteina capsidial (E1 e E2). Embora o grau de
especificidade antigénica varie com o grau de parentesco, a antigenicidade € consideravel
entre os isolados do mesmo virus espécies e espécies do mesmo sorogrupo. Algumas espécies
de Alphavirus sdo antigenicamente relacionados, compartilhando alguns epitopos nas
proteinas estruturais (40% de homologia entre as espécies) ou nas proteinas ndo-estruturais
(60% de homologia entre as espécies). O virus WEE esta intimamente relacionado com outros
virus do complexo WEEYV e ligada a todas os outras Alphavirus. Na Tabela 12 observamos
que dos casos positivos para EEE, 100% eram positivos para HI-Flavivirus, 25% para o virus
Maguari, 25% para HI-Mayaro, 25% para HI-Oropouche. Dos casos positivos para WEE,
100% eram positivos para HI-Flavivirus, 33,3% para HI-Mayaro e 16,7% para o virus
Guaroa. Além disso, 0s casos negativos tanto para EEE como para WEE tiveram positividade
para outros Alphavirus sugerindo a ocorréncia de protecdo cruzada. Os casos negativos para
EEE foram positivos para Mucambo (2,2%) e Mayaro (22,2%); ja os negativos para WEE

foram positivos para Mucambo (2,2%) e Mayaro (22%).
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Tabela 91 - Correlagdo dos virus EEE e WEE com a presenca de outros Arbovirus

ARBOVIRUS EEE WEE
NEGATIVO  POSITIVO p* NEGATIVO POSITIVO p*
N/ % N/ % N/ % N/ %

CARAPARU 41/11,4% 0/0% 0,61 41/11,4% 0/0% 0,48
GUAROA 34/9,4% 0/0% 0,67 33/9,2% 1/16,7% 0,44
MAGUARI 5/1,43% 1/25% 0,06 6/1,7% 0/0% 0,90
MUCAMBO 8/2,2% 0/0% 0,87 8/2,2% 0/0% 0,87
HI-FLAVIVIRUS 296 / 82,7% 4/100% 0,47  294/82,6% 6 /100% 0,32
HI-MAYARO 80/22,2% 1/25% 0,63 79/ 22% 2/33,3% 0,39
HI-OROPOUCHE 57/ 15,8% 1/25% 0,50 58 / 16,2% 0/0% 0,35

HI-VACINA 74/ 20,5% 0/0% 0,49 71/19,8% 3/50% 0,10

* Teste exato de Fisher

60



5- CONCLUSAO

O presente estudo confirmou a hipotese alternativa. Demonstrando a circulagdo dos
VEEE e VWEE na populacédo sob influéncia do lago da UHE de Tucurui e que alguns fatores
socio-ambientais favorecem a exposic¢do da populacdo aos vetores, como: uso de fossa negra,
abastecimento de agua através de rios e lagos e condi¢des de saneamento ruim. Além disso, a
atividade profissional de pescador demonstrou estar mais suscetivel ao vetor de transmissédo
por ser predominantemente masculina e estd sujeita as condi¢cbes ambientais do lago. O
estudo também levantou a relacdo dos virus da EEE e WEE apresentarem protecdo cruzada

com outros Alfavirus e de uma melhor investigacdo da sintomatologia com 0s casos positivos.
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ANEXO I

QUESTIONARIO
| - IDENTIFICACAO

Nome: Idade:
Sexo: ( ) Masc. ( ) Fem. Peso: Altura: Cor:
Naturalidade: Data de nascimento: [

Estado Civil: () Solteiro ( ) Casado ( ) Separado ( ) Vilvo
Residéncia atual:

Tempo de residéncia na area:

Telefones: ()
I1 - CONDICOES HABITACIONAIS:

Saneamento: ( ) Bom () Razoéavel ( ) Ruim

Abastecimento de agua: ( ) Encanada ( ) Poco ( ) Rios e Lagos
Fossa: () Sanitéria ( ) Fossa Negra ( ) Esgoto
NUmeros de pessoas na casa: Adultos () ( ) Criancas

NUmeros de comodos da casa:
1" - CONDIC;()ES SOCIO-ECONOMICAS:
Escolaridade: Profissao:

Salario Familiar:

( ) <que 1 minimo ( ) de 3 a5 minimos
( ) 1 minimo ( ) de 5 a10 minimos
( ) 2 minimos () > que 10 minimos
IV -ESTILO DE VIDA:

Uso de anticoncepcional: ( ) Sim ( ) N@oQual?
Ainda menstrua? () Sim( ) Nao

Uso de alcool: () Frequentemente ( ) Eventualmente ( ) Nunca

Fumo: () Freglientemente ( ) Eventualmente ( ) Nunca

Uso de drogas: ( ) Sim () Néo Qual?

Usa mosqueteiro? ( ) Sim ( ) No Fica a noite perto do rio? ( ) Sim ( ) Néo
V - ANTECENDENTES MORBIDOS:

Transfusdo sanguinea? ( ) Ndo ( ) Sim Quantas vezes?

Internacdo hospitalar? ( ) N&o ( ) Sim Quantas vezes?

Submetido a cirurgia? () Nao ( ) Sim Quantas vezes?
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Doengas anteriores:

Diabetes () AVC () Tuberculose () Hepatite ()
Hipertensdo () Cancer () Hanseniase () Dengue ()
Cardiopatia () Epilepsia () Maléria () Sifilis ()
Doenca renal () Asma bronquica () Leishmaniose () Gonorréia ()
Outras:
Toma algum medicamento controlado () Qual?

Ja teve malaria ( ) Quantas? 1a2X ( )3a4X ( )+de5X ( )+del0X ()+de20X ()

VI -SINAIS E SINTOMAS

Febre () Dorabdominal () Edema () Dorméncia ()
Cefaléia () Tosse () Lombalgia () Caimbra ()
Calafrio () Dispnéia () Mialgia () Fragueza nas ()
Néausea/vémito () Urinaescura () Convulsdéio () pernas
Diarréia () Dislria () Tonturas () Dornos Mis ()
Outros sintomas:
VIl - EXAME DA PELE
Presenca de manchas? Sim ( ) Né&o () Quanto tempo?
Alteracdo de sensibilidade? Sim () Néo ( )
Presenca de ulceras? Sim () Né&o () N6dulos? Sim () Néo ()
Numero de lesdes?
Contato de hanseniase? Sim ( ) Néo ( )
VIl - ALIMENTACAO
Didria  6a9X 3a6X 1a2X Raramente
Farinha () () () () ()
Feijao () () () () ()
Arroz () () () () ()
Ovos () () () () ()
Peixe () () () () ()
Carnedegado () () () () ()
Frango () () () () ()
Café () () () () ()
Leite () () () () ()
Frutas () () () () ()
Legumes/verd. () () () () ()
Que peixe(s) consome atualmente?

Responsavel pela coleta:

69



ANEXO 11

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Projeto Pesquisa: Avaliagdo da influéncia dos niveis da UTH de Tucurui na incidéncia e
prevaléncia de doencas infecciosas endémicas da Amazonia: Uma analise multidisciplinar.

Este projeto ira investigar a influéncia dos niveis do lago da Usina Hidrelétrica de Tucurui (periodos de
cheia e vazante) na ocorréncia de doengas infecciosas na populacdo deste lago. Para isso, seré realizado exame
fisico, preenchimento de um questionario e serdo coletadas amostras de sangue e fezes para a realizacdo dos
exames, tanto para verificar a condicdo de salde como para diagndstico das doengas. Caso ocorra suspeita de
tuberculose, serd colhida amostra de escarro. Em relagdo a leishmaniose serd coletado raspado da ferida. Em
caso de hanseniase, seré coletada uma pequena quantidade de liquido (linfa) da orelha. Os exames serdo feitos
em Belém, no Ndcleo de Medicina Tropical — UFPA. Os exames serdo para as seguintes doencas: hepatites
virais, arboviroses (como a dengue e febre amarela), leishmaniose tegumentar e visceral, maléria e as parasitoses
intestinais, hanseniase, tuberculose, HTLV, HIV, e sifilis. Além disso, serdo realizados exames de rotina como
hemograma, colesterol total, HDL, LDL, bilirrubinas, triglicérides, glicemia, TGP e TGO. As amostras serdo
guardadas em freezer e se necessario, elas serdo utilizadas para realizacdo de outro teste para melhor o
diagndstico e investigacdo dessas doencas.

Se vocé tiver qualquer pergunta sobre este estudo ou riscos, vocé pode entrar em contato com o Dr.
Juarez Antdnio SimBes Quaresma, telefone (91) 3241-0032 ou Dra. Hellen Fuzii. Se vocé tiver davidas sobre
seus direitos ou com relacao aos aspectos éticos do trabalho, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP) do Ndcleo de Medicina Tropical — UFPA — Av. Generalissimo
Deodoro, 92, Umarizal, Belém — Par4; telefone 3241-0032.

E garantida a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de participar da
pesquisa. As informacBes serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a
identificacdo de nenhum paciente. N&o ha nenhuma despesa adicional ao participante neste estudo. Também nao
havera compensagdo financeira relacionada & sua participagdo. Os dados obtidos por sua participacdo serdo
apenas utilizados para este estudo e trabalhos que estejam vinculados a este.

Consentimento: Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo dos niveis da UTH de Tucurui na incidéncia e
prevaléncia de doengas infecciosas e endémicas da Amazonia: Uma analise multidisciplinar”.

Eu discuti com o Dr. Juarez Anténio Simdes Quaresma, sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros pra mim, quais sdo 0s propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
a minha participacdo € isenta de despesas e que tenha garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa
ter adquirido.

Belém _ / /200

Participante

Belém __ / /200 _

Testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente para participacdo neste estudo.

Belém _ / /200

Pesquisador
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ANEXO 111

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

. Protocolo: N°056 /2008-CEP/NMT

-

2. Projeto de Pesquisa: AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS NIVEIS DO UTH DE
TUCURUI NA INCIDENCIA E PREVALENCIA DE DOENCAS
INFECCIOSAS ENDEMICAS DA AMAZONIA: UMA ANALISE
MULTIDISCIPLINAR.

3. Pesquisador Responsavel: JUARES ANTONIO SIMOES QUARESMA.

4. Instituicdo / Unidade:NMT/UFPA.

5. Data de Entrada: 07/11/2008

6. Data do Parecer: 14/11/2008.

PARECER

Considerando: - a urgéncia em iniciar o estudo referente a proposta em
tela; - que o protocolo apresentado, atende as exigéncias da resolugdo 196/96/CNS/MS,
decidimos aprova-lo “ad referendum” e , apresenta-lo a proxima reunido prevista para
26/11/2008.

Parecer. APROVADO
Belém, 14 de novembro de 2008.

Prof® Teii awa
Coordenador d MT/UFPA.
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