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RESUMO

SOROPREVALENCIA DE INFECCAO POR HANTAVIRUS EM INDIVIDUOS RESIDENTES
DE MUNICIPIOS DO ESTADO DO AMAZONAS

Os Hantavirus sdo alguns dos responsaveis por enfermidades emergentes potencialmente letais para 0s
humanos. Esses agentes negligenciados constituem a familia Bunyaviridae. A infec¢do por Hantavirus
ocorre mediante contato direto ou inalacdo de aerossodis oriundos de secre¢des e excretas de roedores
infectados. Nos humanos, essa enfermidade se apresenta principalmente de duas formas clinicas: febre
hemorragica com sindrome renal, prevalente na Europa e Asia, ou sindrome cardiopulmonar por
Hantavirus, prevalente nas Américas. A forma cardiopulmonar é responsavel por alta taxa de
mortalidade, variando entre 40 e 100%. Embora seja um virus endémico na regido Amazdnica, ha
poucos registros de casos e dados epidemiolégicos. O intuito deste estudo foi descrever a epidemiologia
do Hantavirus nas populagdes dos municipios de Manaus, Coari e Itacoatiara, do estado do Amazonas,
indicando a natureza de fatores de risco associados. Para isso, amostras de sangue de individuos foram
coletadas de outubro de 2014 a junho de 2016, e questionarios epidemiolégicos e socio demogréaficos
foram aplicados. Realizamos um alinhamento multiplo de sequéncias da nucleoproteina de espécies de
Hantavirus identificadas na Regido Amazodnica. A sequéncia construida foi otimizada para clonagem e
expressdo em sistema bacteriano. A proteina expressa e purificada por afinidade foi usada como
antigeno recombinante na padronizacdo de testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos IgG anti-
Hantavirus, como ensaio imunoenzimatico (ELISA) e confirmagdo por DotBlot. O segmento S
produzido foi confirmado por sequenciamento e a andlise filogenética indicou que a proteina tem maior
proximidade a espécies de Hantavirus circulantes na Amazénia e na América do Sul. Testamos um total
de 1.419 amostras, distribuidas por Manaus (n=713), Coari (n=642) e ltacoatiara (n=65). Encontramos
uma prevaléncia global de 11,35% (161 soropositivos) e relativa de 6,6% (47), 16% (103) e 17% (11),
em Manaus, Coari e Itacoatiara, respectivamente. Os achados epidemiolégicos mais relevantes estao
relacionados ao municipio, sexo feminino, classe etaria mais velha, baixo nivel socioecondmico,
ocupacao (agropecuarios e florestais), histérico antigo ou recente de trabalho com agricultura,
manutenc¢do de alimentos da colheita, armazenamento de gréos, presenca de roedores nos domicilios
e/ou locais de trabalho e ndo possuir rede esgoto. Conclui-se que a prevaléncia encontrada foi maior em
relacdo a estudos anteriores realizados no Amazonas e associacBes de risco encontradas foram
pertinentes nas populacdes. Os dados apresentados nesse estudo foram relevantes e contribuirdo para

uma maior compreensdo da distribui¢cdo do Hantavirus no bioma amazonico.

Palavras-Chave: hantavirus, epidemiologia, soroprevaléncia, diagnostico, Amazonas.



ABSTRACT

SEROPREVALENCE OF HANTAVIRUS INFECTION IN RESIDENTS INDIVIDUALS OF
MUNICIPALITIES OF AMAZONAS STATE

The Hantavirus are one of responsible for potentially deadly emerging disease in humans. These
neglected agents belong to Bunyaviridae family. The Hantavirus infection occurs by direct contact or
inhalation of aerosols from infected rodents secretion and excretion. In humans, this disease mainly
present two clinical forms: hemorrhagic fever with renal syndrome, prevalent in Europe and Asia, or
hantavirus cardiopulmonary syndrome, prevalent in the Americas. The cardiopulmonary form is
responsible for high mortality rate. Although a endemic virus in the Amazon region, there are few
records of cases and epidemiological data. The aim of this study was describe the Hantavirus
epidemiology in populations of Manaus, Coari and Itacoatiara municipalities, Amazonas state, showing
the associated risk factors nature. Blood samples were collected from october 2014 to june 2016 and
epidemiological and socio-demographic questionnaires were applied. We performed a multiple
sequence alignment of nucleoprotein from Hantavirus species identified in the Amazon region. The
constructed sequence was optimized for cloning, expression on bacterial system. The expressed and
affinity-purified protein was used as recombinant antigen on serological tests patterning for anti-
Hantavirus 1gG antibody detection, as enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) and confirmation
by Dot Blot. The generated S segment was confirmed through sequencing and phylogenetic analysis
showed that protein has greater proximity to current Hantavirus species in Amazon and South America.
We examined 1,419 samples, distributed across Manaus (n=713), Coari (n=642) and Itacoatiara (n=65).
We found a global prevalence of 11,35% (161 seropositives) and relative prevalence of 6,6% (47), 16%
(103) e 17% (11), in Manaus, Coari and Itacoatiara, respectively. The more relevant epidemiological
findings are related to municipality, females, older age group, low socioeconomic status, occupation
(agricultural and forests), ancient or recent history of farming work, food crop maintenance, grain
storage, presence of rodents in dwelling and/or workplace and no sewage. We concluded the prevalence
found was greater than in previous studies fulfilled in Amazonas and associated risk factors were
pertinent in the populations. The presented data in this inquiry were relevant and will contribute to

greater understanding of Hantavirus distribution in amazon biome.

Keywords: hantavirus, epidemiology, seroprevalence, diagnosis, Amazonas.
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1 INTRODUCAO

O ecossistema consiste em um arranjo de equilibrio entre fauna, flora e seres humanos.
Com a ocorréncia de alteracbes nesse bioma, seja por motivos climéaticos ou intervencao
humana, uma crescente desarmonia se sucede no meio ambiente com efeitos positivos e
negativos. A urbanizagdo, por exemplo, acarreta um ciclo econémico ativo continuo com
intensa exploragdo da floresta nativa e desenvolvimento de atividade agricola. Esses fatores
levam a um desequilibrio ecolégico, impactando na emergéncia de diversos agentes infecciosos
no ambito urbano, tais como Hantavirus (KLEMPA, 2009; DOS SANTOS, et al., 2012).

Hantavirose é uma antropozoonose emergente causada por virus do género Hantavirus,
pertencente a familia Bunyaviridae, sendo transmitido principalmente por roedores infectados
(NICHOL et al., 1993), alem outros pequenos mamiferos e insetivoros hospedeiros, como
mussaranhos, toupeiras e morcegos. A diferenca marcante em relacdo aos outros membros
dessa familia refere-se ao fato que os Hantavirus s@o os Unicos cuja transmisséo ndo ocorre por
vetores artropodes (mosquitos e carrapatos), portanto, ndo sdo arbovirus (SCHMALJOHN &
NICHOL, 2007; FIGUEIREDO, et al., 2014; MANIGOLD & VIAL, 2014).

Os membros da familia Bunyaviridae dispdem de uma estrutura envelopada com genoma
formado por trés segmentos de RNA (acido ribonucleico) de fita simples com polaridade
negativa, os quais possuem a funcdo de codificar componentes especificos importantes do
virion: nucleocapsideo viral (N), glicoproteinas do envelope (G1/Gn e G2/Gc) e enzima RNA
polimerase RNA-dependente (SCHMALJOHN & NICHOL, 2001, 2007).

As infecgbes por Hantavirus podem progredir e levar a uma doenca grave com exibicéo de
duas sindromes clinicas distintas e definidas por regides geogréficas: a febre hemorrégica com
sindrome renal (FHSR) no “Velho Mundo” (Asia e Europa) e a sindrome pulmonar por
Hantavirus, ou sindrome cardiopulmonar por Hantavirus, (SPH ou SCPH) no “Novo Mundo”

(Américas) (Bl et al., 2008).
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Embora descoberto cerca de 40 anos atras, os Hantavirus ainda sdo considerados como
“virus emergentes” devido a sua significativa progressdo como patdgenos humanos,
disseminacéo para novos territorios e populacées (KLEMPA, 2009) e com espécies ainda sendo
descobertas, podendo ser patogénicas ou ndo. Essa enfermidade tem reconhecimento ha quase
um século, no entanto, apenas décadas seguintes uma variedade de Hantavirus foi identificada.
A primeira espécie desses virus foi descrita na década de 70, encontrada as margens do rio
“Hantaan” na Coreia do Sul, sendo, por esse motivo, a nomeacgdo do primeiro virus como
Hantaan (HTNV) (LEE etal., 1978; MANIGOLD & VIAL, 2014), de modo que 0 género como
um todo fosse denominado, assim, Hantavirus.

No Brasil, o primeiro caso foi identificado na década de 90, no sudeste do pais (SILVA et
al, 1997). A partir desse relato, iniciaram-se investigacoes e inquéritos soroldgicos voltados a
clinica e epidemiologia da hantavirose. Constatou-se que essa doenca vem sendo encontrada
cada vez mais em locais atipicos e ndo-endémicos, bem como novas variantes do virus e novas
espécies de roedores silvestres e urbanos envolvidos no processo de transmissdo viral
(WILLEMAN & OLIVEIRA, 2014).

Embora em menor proporcdo em relacdo a outros estados da Regido Amazodnica, o
Amazonas é um estado em desenvolvimento caracterizado por determinadas atividades
extrativistas. Esses fatores ocupacionais acentuam a degradacao de areas florestais preservadas
com desmatamentos e invasdes, ocasionando a desestabilizacdo dos biomas naturais. Esse fato
reflete na transicdo do ciclo silvestre para o ciclo doméstico, estreitando a interacdo de vetores
em areas urbanas e periurbanas e, consequentemente, transmissdo e emergéncia de agentes
transportadas por eles. (SANTOS et al., 2012). Os Hantavirus sédo uns dos exemplos desses
patdgenos emergentes que, embora sejam negligenciados no estado, sdo considerados

endémicos.
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Em razdo disso, existem diversas popula¢des em risco e/ou com altas taxas de ocorréncia
e letalidade de hantavirose, porém precarias de informacdes e formas diagnosticas conhecidas
e precisas. Uma vez que se trata de uma zoonose emergente na Amazonia, com poucos dados
epidemioldgicos e sociodemograficos (SANTOS et al., 2006), e por apresentar sinais clinicos
similares a outras doencas endémicas na regido (OLIVEIRA et al, 2014), como dengue e outras
viroses, € essencial a ampliacdo de conhecimento relacionado a hantavirose, cujo tratamento
terapéutico € inexistente e sem vacinas.

Por esta razdo, este trabalho englobou populacgdes do estado do Amazonas, tanto da capital
(Manaus) quanto dos interiores (Coari e Itacoatiara), principalmente aquelas frequentadoras dos
centros de satide do &mbito do SUS (Sistema Unico de Satde), bem como residentes em &reas
periurbanas. Esse estudo contou com a aplicacdo de questionarios que ajudou a aprimorar 0
contetido de informagfes vinculadas a esse patdgeno e respectiva doenca, sendo assim, de
grande importancia para determinar a estimativa da soroprevaléncia do Hantavirus no estado.

Esse projeto dispbe de recursos que podem oferecer uma maior compreensdo da
abrangéncia e dinamicidade dos fatores de risco, a correlacdo entre eles e a epidemiologia do

Hantavirus em populacdes de diferentes localidades do estado do Amazonas.



23

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Estimar a soroprevaléncia de Hantavirus em diferentes popula¢bes do estado do

Amazonas.

2.2 Especificos

e Produzir uma nucleoproteina recombinante a partir de espécies circulantes de

Hantavirus na Regido Amazonica para utilizagdo como antigeno em imunoensaios;

e Avaliar a prevaléncia de anticorpos anti-Hantavirus em doadores de sangue do

municipio de Manaus, populacéo geral de Coari e em trabalhadores rurais de Itacoatiara;

e Investigar os possiveis fatores de risco associados a infec¢do por Hantavirus.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Doencas negligenciadas, emergentes e re-emergentes

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, mais de um bilhdo de pessoas estdo
infectadas com uma ou mais doengas negligenciadas, representando um sexto da populacéo
mundial. Sdo consideradas doengas negligenciadas aquelas que possuem, principalmente,
estreita relacdo e alta prevaléncia em regides com condi¢des de pobreza, bem como dificultam
o0 desenvolvimento dos paises, contribuindo para a manutencdo do quadro de desigualdade.
Dentre os principais exemplos de doencas negligenciadas, tem-se a dengue, doenca de Chagas,
esquistossomose, hanseniase e leishmaniose (BRASIL, 2010b).

As doengas negligenciadas, em sua maioria, ndo possuem estudos significativos e séo
interpretadas como assuntos desnecessarios, com pouca atencdo e descaso. Embora ainda haja
determinado financiamento voltado para pesquisa relacionada a esse grupo de doengas, 0
conhecimento resultante ndo é convertido em novas terapias, como por exemplo, novos
farmacos, vacinas e métodos diagnosticos. Essa falta de investimento pode ser advinda da
caréncia de interesse despertado pela industria farmacéutica, em virtude do baixo potencial de
retorno lucrativo, visto que a populagdo atingida € de baixo renda e, muitas vezes, majoritaria
em paises em desenvolvimento (BRASIL, 2010b; SOUZA, 2010).

Os termos emergente e re-emergente em doencas infecciosas séo associados a grupos
de doencas que tém seus niveis de incidéncia alterados em funcéo de uma série de fatores em
determinada regido ou grupo de individuos. Tais fatores podem estar divididos em sete grandes
grupos: fatores demograficos; fatores sociais e politicos; fatores econdémicos; fatores
ambientais; fatores relacionados ao desempenho do setor salde; fatores relacionados as
mudancas e adaptacdo dos microrganismos e manipulacdo de microrganismos com finalidade

de desenvolvimento de armas bioldgicas (LUNA, 2002).
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As doengas emergentes sdo as que, geralmente, se manifestaram e/ou foram
identificadas recentemente em populacdo e/ou territorios especificos. Uma causa geralmente
associada a emergéncia consiste na ado¢do de novas condi¢des de transmissao. Essas condicoes
acontecem em decorréncia a modificaces de caracteristicas do agente infeccioso e/ou inclusdo
e infeccdo a um novo hospedeiro suscetivel. Outro motivo que pode estar atrelado é a evolugéo
de doencas raras e restritas a um patamar de problema de saide publica, consequentemente,
atingindo novas regifes, o qual resulta no aumento progressivo das taxas de incidéncia e na
alteracdo do alcance geografico (BRASIL, 2010a; PRASAD, 2010), como no caso do
Hantavirus. As re-emergentes, por sua vez, sdo aquelas doencas existentes ja conhecidas e, ao
longo dos anos, foram controladas, entretanto voltaram a apresentar ameagca para satde humana,
reaparecendo como problema de satde publica (BRASIL, 2010a).

O Hantavirus é considerado um patégeno negligenciado e emergente, pois abrange
muitos dos fatores que sdo relacionados ao desinteresse, caréncia de investimento e ao
surgimento inesperado. Essa manifestacdo repentina decorre de alteracBes climaticas e
demograficas, migracdo da urbanizacdo para zonas rurais, desflorestamento, agricultura,
desequilibrio ambiental, estreitamento do contato entre animais silvestres e humanos, e, assim,

aumento da probabilidade de ocorréncias de distarbios (CDC, 1994; KLEMPA, 2009).

3.2 Biologia do virus

O género Hantavirus pertencente a familia Bunyaviridae compreende cerca de 80
espécies identificadas e relacionadas geneticamente (OLIVEIRA et al., 2014), sendo 22 delas
consideradas patogénicas para os humanos. No entanto, ha a possibilidade de ampliacdo desses
nimeros, uma vez que muitos Hantavirus ainda permanecem ndo descobertos, ndo detectaveis
e ndo notificados (JONSSON, et al., 2010; MANIGOLD & VIAL, 2014).

O Hantavirus consiste em uma particula viral de 80 a 120 nm de didmetro empacotada

por um envelope com bicamada lipidica, geralmente com formato esférico, contendo material
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genético do tipo RNA fita simples, polaridade negativa e trissegmentado. Os segmentos
consistem em S (small - pequeno), M (medium - médio) e L (large - grande) (Figura 1), cujas
funces sdo codificar especificamente uma estrutura essencial do virion. O segmento gendmico
S é responsavel pelo nucleocapsideo viral (denominado proteina N); o M codifica o precursor
glicoproteico para processar o envelope de glicoproteinas superficiais (G1/Gn e G2/Gc) e o L
gera a enzima RNA polimerase RNA-dependente, a qual atua como replicase, transcriptase e

endonuclease (SCHMALJOHN & DALRYMPLE, 1983; SCHMALJOHN & NICHOL,2007).

Ribonucleocapsideos

Subunidade
de Proteina N

*~ Carboidratos
N-ligados

RNA Polimerase
RNA-dependente Envelope lipidico

Figura 1. Representacdo esquematica da morfologia de uma particula viral da familia
Bunyaviridae. Os trés segmentos genémicos de RNA (S, M e L) complexados com a proteina
N e ligados a polimerase viral formam as estruturas de ribonucleocapsideos. Essas estruturas
sdo empacotadas dentro de um envelope lipidico que contém glicoproteinas virais, Gn e Gc.
(Fonte: Adaptado de SCHMALJOHN & HOOPER, 2001; VOGEL et al., 2007)

As proteinas Gn, Gc e N podem levar a producdo de altos niveis de IgM, componente
principal detectavel no inicio dos sintomas da doenca. A proteina N induz uma forte resposta
imune humoral em humanos e roedores, por isso pode ser usado como um antigeno em ensaios
imunoenzimaticos para o diagndstico de infeccdo por Hantavirus (CHILDS et al., 1994;
SCHMALJOHN & NICHOL, 2007). Além disso, as glicoproteinas (G1 e G2) sdo consideradas

do tipo | transmembranicas, as quais se ligam a receptores de membrana celular, permitindo a
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entrada do virus em diversas células, como macrdfagos e células endoteliais, entre outras
(GAVRILOVSKAYA et al., 1999).

Cada um dos trés segmentos do genoma € composto por um filamento de RNA
conjugado com proteinas (proteina N + RNA polimerase) (VOGEL et al., 2007) e, nas
extremidades 3' e 5', possuem sequéncias nucleotidicas que se complementam, propiciando,
assim, um genoma viral com topologia circular e helicoidal (PLYUSNIN et al., 1996; MAES
et al., 2004). Esse pareamento de bases é uma regido altamente conservada e sua funcao pode
estar relacionada a replicacao viral (MACHADO, 2007) e a distingdo do Hantavirus em relacéo
aos outros virus da familia Bunyaviridae (SCHMALJOHN & DALRYMPLE, 1983).

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) sdo usados
quatro parametros para determinacao de novas espécies de virus dentro do género Hantavirus:
(1) critério ecoldgico-geografico baseado na manutencdo de um unico nicho ecoldgico de
reservatorio primario; (2) critério genético baseado na diferenca de ao menos 7% nas sequéncias
de aminoé&cidos do nucleocapsideo (N) e precursor glicoproteico (GPC); (3) critério soroldgico
baseado na apresentacdo de ao menos uma diferenca de 4 vezes no titulo de anticorpos no teste
de neutralizacdo cruzada; e (4) ndo possuir eventos de rearranjo naturais com outras espécies
(PLYUSNIN et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2014, OLIVEIRA et al., 2014).

Embora esses critérios ainda persistam como fator primordial e classificatorio para
novos virus, algumas publica¢fes descrevem regularmente, desde a década de 80, a evidéncia
de novos virus, cepas, genotipos, espécies e linhagens por meio de uma variedade de
determinagdes que ndo séo padronizadas e ndo estdo em conformidade com as propostas pela
ICTV (LEVIS et al, 1998; TRAVASSOS DA ROSA et al, 2005; CHU et al, 2009; MAES, et
al, 2009). Atualmente, embora haja muitos descritos mundialmente, apenas 24 espécies de

Hantavirus sdo oficialmente aceitas e classificadas pelo ICTV (OLIVEIRA et al., 2014).
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Existem varios modos de estabelecer a terminologia e classificacdo de novas espécies.
A nomeacdo do Hantavirus estd relacionada com o nome do local onde foi detectado e
identificado pela primeira vez (PINTO JUNIOR et al, 2014). As estratégias de categorizacao
envolvem fatores geograficos quanto aos domicilios dos reservatorios roedores (“Velho
mundo” e “Novo mundo”) e fatores clinicos quanto ao tipo de manifestacdo exposta (febre
hemorragica com sindrome renal e sindrome cardiopulmonar por Hantavirus) (JONSSON et
al., 2010; KANERVA et al., 1998; VERITY et al., 2000).

Alguns autores acreditam que essa classificacdo por sindromes clinicas €, em sua maior
parte, didatica, por isso sugerem unificar essas abordagens para termos Unicos denotando a
doenca apenas como “hantavirose” ou “febre Hantavirus” (CLEMENT et al, 2012, 2014;
FIGUEIREDO et al., 2014; LEE et al., 2014; KRUGER, et al., 2015). Ressalta-se que, apesar
do perduro de uma divisdo, 0s virus que integram este género apresentam patogénese similar e
alta porcentagem de similaridade na organizacdo da sequéncia dos segmentos de RNA,

diferindo somente entre cepas (JONSSON et al., 2010; KRUGER et al., 2015).

3.3 Replicacdo viral

Os Hantavirus infectam células endoteliais, epiteliais, dendriticas foliculares,
macrofagos e linfocitos. O processo replicativo (Figura 2) ocorre inicialmente pela ligacéo das
glicoproteinas virais (G1/Gn e G2/Gc) aos receptores de membrana das células-alvo,
denominadas integrinas (JONSSON et al., 2010; RAFTERY et al., 2014).

Ressalta-se que a glicoproteina Gce tende a desempenhar um papel mais importante em
células de artrépodes, e a Gn, em células de vertebrados (VOGEL et al., 2007). Essa ultima é
considerada a glicoproteina mais larga e responsavel pela interagdo com as integrinas. A
integrina 1 € 0 receptor mais importante para os Hantavirus ndo-patogénicos, particularmente

provenientes de roedores Microtus; enquanto a avp3, que sdo receptores de células do sistema
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imune e plaquetas, esta interligada a Hantavirus patogénicos (GAVRILOVSKAYA et al., 1998,
1999; RAYMOND et al., 2005). Recentemente, Raftery e pesquisadores, em 2014,
evidenciaram que as integrinas 2 podem se complexar com outras integrinas da classe a,
formar receptores-complemento (CR3 e CR4) e, assim, sugerindo que esses podem ser
considerados como novos receptores moleculares de entrada para Hantavirus.

Logo apo6s a ligacdo virus-célula hospedeira, a particula viral a penetra por endocitose,
por meio de pogos revestidos com claritina, formando uma vesicula endossomal (JIN et al.,
2002). Seguida da fusdo da capsula lipidica viral a membrana vesicular, as ribonucleoproteinas
sdo liberadas do compartimento endolisossomal, por meio da redugédo de pH, para dentro do
ambiente citoplasmatico. Ocorre, entdo, o desnudamento parcial do genoma e a polimerase viral
(RNA polimerase RNA-dependente) inicia imediatamente a transcricdo dos segmentos
gendmicos (S, L e M) de RNA negativo, originando os RNA mensageiros (mMRNAS) que
poderdo ser traduzidos em proteinas. A traducdo dos mRNASs dos segmentos S e L ocorrem em
ribossomos livres no citoplasma celular, enquanto 0 mRNA do segmento M ¢é traduzido em
ribossomos associados & membrana do reticulo endoplasmatico rugoso, codificando a
poliproteina (precursora das glicoproteinas), que sera clivada pelas peptidases celulares e
originara as Gn e Gc. Essas serdo glicosiladas e modificadas no aparelho de Golgi (GARCIN
etal., 1995; JONSSON et al., 2010; HIELLE & PEREZ., 2010; MIR & PANGANIBAN, 2010;
LEE et al., 2011).

Concomitante aos processos de transcricdo e traducéo, a replicacdo genémica se inicia
no momento que a polimerase viral muda sua funcdo de transcriptase para replicase, copiando
por completo 0 RNA viral a partir do RNA anti-gendmico previamente transcrito (JONSSON
& SCHMALJOHN, 2001). A morfogénese dos novos virions ocorre pela conjugacdo dos RNAs
gendmicos recém-sintetizados com multiplas subunidades da proteina N, formando os novos

ribonucleocapsideos, aos quais se juntam a proteina L (polimerase viral) e, seguidamente,
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interagem com as caudas citoplasmaticas das glicoproteinas. Essa interacdo resulta na
locomocdo para o maquinario do complexo de Golgi, onde se adquire o envelope e ocorre 0
processo de montagem com posterior liberacdo para 0 meio extracelular por exocitose, sem a

necessidade de lise celular (ndo-citopatico) (VOGEL et al., 2007).
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Figura 2. Representacdo esquematica de replicacdo do Hantavirus. 1) Ligagdo aos receptores
celulares; 2) Internalizagao por endocitose; 3) Penetracdao por fusiao do envelope com a
membrana endocitica, seguida de desnudamento e liberacdo no citoplasma; 4) Transcricao dos
segmentos de polaridade negativa e produgao de mRNAs; 5) Tradugao dos mMRNAS e produgao
de proteinas envolvidas na replicagdao do genoma e de proteinas estruturais; 6) Replicagdo do
RNA viral via RNA anti-gendmico intermediario; 7) Formagao dos virions no complexo de
Golgi; 8) Egresso por exocitose. (Fonte: Adaptado de VOGEL, 2007; JONSSON et al., 2010)

Dentre as proteinas estruturais, a proteina N é a mais abundante, sendo precocemente
produzida, logo apds o inicio da infeccdo. Além disso, é uma proteina multifuncional por
desempenhar a¢6es fundamentais durante todo o ciclo de vida do virus, incluindo iniciagdo no
processo de transcri¢do e tradugdo, assim como transporte, montagem da particula viral e
atividade imunodominante. O processo de encapsulamento dos segmentos de RNA replicados
é considerado como evento central da replicacdo em virtude da habilidade na protecdo dos
genomas recém-sintetizados contra a degradagéo por nucleases celulares (FIGUEIREDO et al.,

2008; YOSHIMATSU & ARIKAWA, 2014).
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3.4 Doenga clinica e aspectos epidemioldgicos

As hantaviroses sdo doencas agudas virais antropozoondticas, cujas infeccdes em
humanos variam de assintomaticas a severas. Podem evoluir de doenca aguda febril inespecifica
e autolimitada até quadros mais graves, conhecidos como as formas classicas de Febre
Hemorragica com Sindrome Renal, na Asia e Europa, e Sindrome Cardiopulmonar por
Hantavirus, nas Américas (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2013).

Em ambas as entidades clinicas, a patogénese da hantavirose inicia pelas células
endoteliais da microvascularizacdo dos pulmdes, seguido pela disseminagdo do virus por via
linfo-hematica para todo o corpo. Em geral, compreende alteragcdes na coagulacdo sanguinea,
vasodilatagdo e falhas na funcdo da barreira endotelial proporcionada pelos vasos capilares,
resultando, assim, no extravasamento de sangue; e resposta imune exacerbada, com liberacéo
de citocinas, aumento da permeabilidade vascular e diversos processos inflamatdrios nos
orgaos-especificos afetados (VOGEL et al., 2007; BRASIL, 2013; KRUGER et al, 2015).
Embora essas duas formas clinicas apresentem quadro de patogenia semelhante, diferem muito
em nivel de desenvolvimento clinico e taxas de fatalidade (MANIGOLD & VIAL, 2014).

O periodo de incubacéo consiste em torno de 2 a 3 semanas, apresentando 0s primeiros
sinais da doenca ap6s esse periodo de exposicdo. Esse tempo pode variar entre 3 dias até
aproximadamente 2 meses, dependendo da sindrome causadora. A sintomatologia inicial da
infeccdo ou fase prodrémica € indiscriminavel em comparacgéo a outras doencas relacionadas a
eventos agudos febris e geralmente cursa com febre, mialgia, artralgia, cefaleia, dor abdominal,
indisposicao, bem como fendmenos neuroldgicos, cardiovasculares e gastrointestinais (nausea,
vomito e diarreia). Entdo, nesses casos, sdo de suma relevancia o levantamento e a analise dos
aspectos epidemiologicos para diagnostico diferencial (YOUNG et al., 2000; LEDNICK, 2003;

CAMPOS et al., 2009; BRASIL, 2013).



32

3.4.1 Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR)

Estudos retrospectivos sugerem registros compativeis com essa sindrome na Europa e
Asia. Em 1913, na antiga Unido Soviética e China; em 1932, no Japdo; e em 1934, foram
notificados na Escandinavia e Leste Europeu 0s primeiros casos, possivelmente associados aos
virus Puumala, causando Nefropatia Epidémica (NE) (ZETTERHOLM, 1934; MYHRMAN,
1934), e virus Dobrava-Belgrade, respectivamente (apud:COLLIER & OXFORD 2000).

Contudo, apenas na década de 50, a FHSR obteve destaque e importancia quando
acometeu com febre hemorragica em torno de 3.000 soldados das NacGes Unidas durante a
Guerra da Coreia e 7% desses foram a dbito (SMADEL, 1953; SCHMALJOHN & HJELLE,
1997). Era uma enfermidade de causa desconhecida e teve o isolamento do agente etiolégico
apenas duas décadas depois, em 1976, quando o coreano Lee e outros pesquisadores
identificaram o virus Hantaan (HTNV) dos tecidos do roedor silvestre Apodemus agrarius
(LEE et al., 1978). No mesmo ano, foi confirmada a relacéo entre o Hantavirus isolado e 0s
quadros de febre hemorragica com sindrome renal ocorridos anteriormente (LEE, 1989). Essa
forma clinica persiste no mundo desde o inicio do século XX, apresentando curso autolimitado.

A partir do isolamento do HTNV, verificou-se que a expansdo de FHSR em diversos
paises asiaticos e europeus, como Japdo, China, Manchuria e Rdssia, estendendo-se também
para outros paises do sudoeste asiatico. Em 1986, foi identificada na Africa. Atualmente, a
FHSR mostra-se endémica na Asia, especificamente na China e na Coreia e, na Europa, nos
paises escandinavos (Finlandia, Suécia, Noruega), em alguns paises dos Balcds, como
Eslovénia e Croécia, além de Franca, Alemanha e Grécia (LEE, 1989).

A forma FHSR ¢ reconhecida por diversas nomenclaturas em diferentes regides do
mundo: nefrosenefrite hemorrégica, na antiga Unido Soviética; febre songo ou febre

hemorragica epidémica, na China; febre hemorragica coreana, na Coreia; Nefropatia
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Epidémica, na Escandinavia; nefrite epidémica ou febre hemorrégica epidémica ou nefrite dos
Balcas, na Europa; e febre hemorréagica epidémica, no Japao (BRASIL, 2013).

No geral, a FHSR apresenta sinais de trombocitopenia, diatese hemorragica e
insuficiéncia renal (VOGEL et al., 2007). A principio, ap0s fase inicial e febril inespecifica,
além de sintomas oculares e eventos hemorragicos, os pacientes apresentam derrame vascular
em virtude da trombocitopenia e choque ocasional (10 a 15% dos casos), adentrando em fase
hipotensiva. A fase seguinte denominada oligurica é determinante na evolugdo do individuo,
pois ha grande risco de ocorréncia de hipertensdo, edema pulmonar e insuficiéncia renal, sendo
essas complicacBes as principais responsaveis por aproximadamente 50% dos casos fatais por
FHSR. Posteriormente a fase diurética subsequente, procede-se a convalescenca (LEE et al.,
1979; NIKLASSON et al., 1987; MUSTONEN et al., 1998; LUNDKVIST et al., 1998;

MANIGOLD & VIAL, 2014).

3.4.2 Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH)

No “Novo Mundo”, o primeiro caso de Hantavirus ocorreu no continente americano
entre os indios navajos da regido dos Quatro Cantos (estados do Novo México, Utah, Arizona
e Colorado) no sudoeste dos Estados Unidos (EUA) na primavera de 1993. A nova doenca
humana hantaviral manifestou sintomatologia respiratéria grave e desencadeou, naquela
ocasido, a sindrome cardiopulmonar. Esse misterioso surto, semelhante clinicamente a
Sindrome Desconforto Respiratério Adulto, estimulou uma série de investigacdes viroldgicas
e sorologicas que sugeriram uma enfermidade de curso rapido com alta letalidade,
aproximadamente 75%. Esse virus foi inicialmente denominado virus dos Quatro Cantos, em
seguida, virus Muerto Canyon, até finalmente virus Sin Nombre (SNV) (HUGHES et al., 1993;
NICHOL et al., 1993; NOLTE et al., 1995), isolado e identificado em roedores predominantes

na area, o Peromyscus maniculatus (CHILDS et al.,1994).
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Assim como para FHRS, os casos de SCPH manifestam inicialmente as mesmas
caracteristicas febris inespecificas, trombocitopenia e leucocitose, contudo, apresentam, por
conseguinte, insuficiéncia respiratoria de etiologia desconhecida e podem evoluir para quadros
pulmonares fatais (WILLEMAN & OLIVEIRA, 2014). A severidade da fase cardiopulmonar
ocorre apos 7 dias do estagio prodrémico e é caracterizada pelo inicio de tosse seca, todavia,
em alguns casos, pode ser produtiva, acompanhada por taquicardia, taquidispneia, hipoxemia,
edema pulmonar ndo-cardiogénico, hipotensao e colapso circulatério (FERREIRA et al., 2000.;
BRASIL, 2013).

H& uma estimativa de 300 casos de SCPH por ano nas Américas (NSOESIE et al., 2014),
com cerca de 4.000 reportados desde 1993 (FIGUEIREDO et al., 2014) e com taxas de
mortalidade para SCPH em torno de 50% (KRUGER et al., 2015). No entanto, essa taxa difere
por cepa do virus (JONSSON et al. 2010). Uma forma de atenuar esses nimeros € por meio de
incentivo a programas nacionais e financiamentos de amparo a pesquisa, tendo como modelo o
ocorrido no Chile, levando a uma prevencdo mais definida, diagnéstico mais rapido e
intervencdo otimizada e, assim, reduzindo o indice de mortalidade de 60% para cerca de 30%
entre os aproximadamente 60 casos de SCPH por ano (MANIGOLD & VIAL, 2014).

Desde o surto nos EUA, um numero crescente de paises americanos vem descrevendo
surtos e novos Hantavirus, bem como roedores-reservatorio. No Brasil, ha um consideravel
progresso nos numeros de estudos continuos e bem-sucedidos acerca da SCPH sob aspectos
epidemioldgicos, clinicos e fisiopatoldgicos (FERREIRA et al., 2000; PINCELLI et al., 2003;
WILLEMAN & OLIVEIRA, 2014; FIGUEIREDO et al., 2014) e desenvolvimento de métodos
diagnosticos, como testes soroldgicos de ELISA (RABONI et al., 2007; FIGUEIREDO et al.,

2008, 2009).



35

3.5 Transmissdo e fatores epidemiolégicos

Os principais reservatorios do virus sdo das ordens: Rodentia (roedores), Soricomorpha
(mussaranhos e toupeiras) e Chiroptera (morcegos) (GUO et al., 2013). Todavia, apenas 0s
Rodentia sdo capazes de transmitir os virus, em virtude da sua habilidade de adaptacdo
ecoldgica e fisiologica aos diversos biomas distribuidos pelo mundo (OLIVEIRA et al., 2014).

A transmissdo da doenca hantavirose, em ambas as sindromes clinicas, ocorre sobretudo
por meio da inalacdo de aerossois ou particulas virais provenientes das excretas secas de fezes,
urina e saliva de roedores infectados pelo virus (Figura 3). Outras formas também foram
abordadas, porém pouco frequentes, como a percutanea, mordida do animal infectado e o

contato do virus com as mucosas (OPS, 1999; PINTO JUNIOR et al., 2014).

Transmissao inter-humana
(ANDV)

Inalagao de aerossois de
dejetos contaminados

) S S8 ¥ )
,’—) — ~
Transmissdo horizontal F iﬁm )
Comportamento agressivo et

Figura 3. Ciclo de transmissdo do Hantavirus. Desde a disponibilidade de alimentos pela chuva
a inalacdo de aerossois de secrecOes infectadas. (Fonte: Adaptado de MACHADO, 2007)

Outra forma de transmissao de grande importancia epidemioldgica foi descrita em 1996
na Argentina, no decorrer do surto de hantavirose associado ao virus Andes (ANDV). Dois
médicos desenvolveram a SCPH sem visitar tal area endémica, no entanto, entraram em contato
com 0 microrganismo durante o atendimento a um dos pacientes proveniente do surto. Com
isso, pode-se abordar a probabilidade de transmissao inter-humana por Hantavirus (ENRIA et

al., 1996; WELLS et al., 1997; PADULA et al., 1998).
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Por conseguinte, um estudo similar decorrente de uma mesma ocasiéo foi realizado no
Chile em 1997 que, embora inconclusivo, sugeriu-se esse tipo de transmissdo em grupos de
casos por contato domiciliar (GALENO et al., 2002). Mais recentemente, a transmissdo
domiciliar e nosocomial por ANDV foi evidenciada e confirmada no sul do Chile
(MARTINEZ-VALDEBENITO et al., 2014).

No Brasil, os determinantes ambientais envolvidos no processo de transmisséo nédo séo
totalmente compreendidos. Entretanto atividades relacionadas a dispersdo de aerossois ou
poeira, tais como limpeza, remoc¢éo ou destrui¢do de graos armazenados em solos, ou ocasides
que estreitam o contato entre humanos e roedores-hospedeiros, sdo considerados grandes
fatores de risco para adquirir a doenca (NUNES et al., 2011).

A triade epidemiologica da infeccdo por Hantavirus sugere-se ser formada pela
intercomunicacdo de trés elementos fundamentais para transmissdo viral: reservatorios
(roedores, morcegos e insetivoros), hospedeiro acidental (homem) e o ambiente.

Em geral, cada um desses trés elementos influencia diretamente na incidéncia de
ocorréncia de casos e na distribuicdo e propagacdo viral mediante inUmeros fatores de
transmissibilidade (ENGELTHALER et al., 1999; JONSSON et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2013; ZEIER et al., 2005):

a) Roedores: comportamento das espécies, crescimento e adensamento populacional,
adaptacdo as areas degradadas, competicdo inter e intra espécie por alimento, reproducao,
replicacdo e eliminacdo do virus, presenca de predadores;

b) Ambiente de ocorréncia do reservatdrio: disponibilidade de alimentos, regime de
aguas, flutuacdes climaticas sazonais, fendbmenos climaticos atmosférico-oceanicos;

c) Hospedeiro Acidental: atividades agricolas, desmatamento, degradacédo de biomas

preservados, colonizacdo, atividades de lazer em areas de ocorréncia do reservatorio roedor.
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Globalmente, os principais fatores que afetam a sobrevivéncia de Hantavirus fora do
hospedeiro roedor sdo temperatura, umidade, exposicao a radiacdo luz ultravioleta e a luz solar,
e o teor de matéria organica de fluido contaminado. CondicOes ideais para a sobrevivéncia no
ambiente pode variar entre os diferentes Hantavirus e, assim, explicar a dindmica do diferencial
de infeccdo em roedores e seres humanos (MANIGOLD & VIAL, 2014).

Nos ultimos anos, casos foram relatados nas periferias de cidades de paises de baixa e
média renda, onde ocorrem, principalmente, a exposicdo peridoméstica, por meio do
crescimento desordenado em assentamentos humanos com praticas de desflorestamento em
areas rurais proximas ao habitat natural dos roedores, promovendo a invasdo e a conexao com
esses hospedeiros (NUNES et al., 2011). Atividades de lazer, como caca e pesca, também
permitem a transmissibilidade (NSOESIE et al., 2014). Os roedores, por outro lado, podem
entrar em habita¢cdes humanas abandonadas, por exemplo, domicilios de verdo, em busca de
alimento e deixar fezes, urina e saliva contaminadas, permitindo a exposi¢cdo aos seres humanos
apods o seu regresso (MANIGOLD & VIAL, 2014).

H& outro fator intrigante quanto a disseminacdo de infec¢des predominantes e
especificas de uma regido para outros locais ndo-impactados ou sem ocorréncia de determinado
sorotipo. Esse fato pode estar atrelado ao fluxo demasiado de turistas, soldados e/ou imigrantes
(PRASAD, 2010).

Muitos fatores ou combinacdes de fatores que contribuem para a emergéncia de doencas
incluem mudancas ecoldgicas, tais como as causadas por atividades de humanos ou a anomalias
no clima; mudancas demograficas e alteragdes comportamentais, como viagens, tecnologia e
industria; e mudanca e reparticdo de medidas de saude publica (CDC, 1994). As doencas
infecciosas emergentes também s&o atribuidas ao crescimento e envelhecimento da populacéo,

a pobreza e desnutricdo, a poluicdo ambiental, a infraestrutura inadequada, a falta de
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saneamento e abastecimento de agua, ao aquecimento global e a adaptacdo e desenvolvimento
de resisténcia antimicrobiana / inseticida (MORSE, 1995).

O aumento na prevaléncia de todos esses fatores, juntamente com o curso da evolucao
das variantes microbianas e selecdo para resisténcia aos medicamentos, sugere que infeccoes
tendem a continuidade de eclosdes e, por isso, ha uma necessidade enfatica no controle efetivo,
além do desenvolvimento de novos instrumentos de vigilancia avancada, testes de diagndstico,

vacinas e terapias (PRASAD, 2010).

3.6 Epidemiologia

3.6.1 Mundo

A distribuicdo desses virus, em muitos casos, é especifica, segundo a constatacdo da
relagdo direta entre uma espécie de Hantavirus e seu hospedeiro-especifico. Cada espécie
encontra-se em um unico roedor hospedeiro, em contrapartida, um Unico roedor pode ser
reservatorio para mais de um tipo de Hantavirus com caracteristicas gendmicas distintas ou ndo
(SILVA-VERGARA et al., 2002). Assim, pode-se correlacionar a localizagdo geografica das
cepas com o habitat dos seus respectivos roedores (JONSSON, et al., 2010; YOSHIMATSU &
ARIKAWA, 2014; MANIGOLD & VIAL, 2014).

Em geral, as espécies de Hantavirus que infectam roedores estdo distribuidas em
(PLYUSNIN, 2002; ZHANG et al, 2010; YOSHIMATSU & ARIKAWA, 2014):

a) Familia Muridae: Subfamilias Murinae e Arvicolinae, na Europa e Asia;

b) Familia Cricetidae: Subfamilias Sigmondontinae e Neotominae, nas Américas.

Associados a subfamilia de roedores Murinae, 0s principais agentes sdo os causadores
das formas mais graves de FHSR (Tabela 1). Enquanto a subfamilia Arvicolinae, distribuida
pela Eurésia, tem como principal representante patogénico o virus Puumala (PUUV), causador
da forma mais branda de FHSR, que infecta a ratazana de banco Myodes glareolus

(BRUMMER-KORVENKONTIO et al., 1980).
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Virus Roedor Loga_l de~ Ano Referéncia
Identificacdo
Hantaan . .
(HTNV) Apodemus agrarius Coreia 1976 LEEetal., 1978, 1989
Seoul Ratos urbanos Rattus .
(SEOV)  norvegicus e R. rattus Coreia 1982 LEE etal, 1982
Dobrava- Camundongos de Regides Balcas: AVSIC etal., 1992;
pescogo amarelo Eslovéniae Sérvia ~0°2  GLIGIC etal,, 1992
B[‘;'ggge (Apodemus flavicollis) g
( ) Apodemus agrarius Europa 2001  SIBOLD etal., 2001

Tabela 1. Principais Hantavirus patogénicos causadores de FHSR grave.

Outros agentes causadores de FHRS sdo: virus Saaremaa (SAAV) — Apodemus
agrarius; virus Sangassou (SANGV) — Hylomyscus simus; virus Tula (TULV) — Microtus
arvalis e M. rossiaemeridionalis; virus Thottapalayam (TPMV) — Suncus murinus (LEE et al,
2014). O virus Thailand (THAIV), carreado pelo Bandicota indica é suspeito de ser patogénico
em humanos na Asia (SUPUTTHAMONGKOL et al., 2005; PATTAMADILOK et al., 2006).

Com uma taxa de letalidade geral em torno de 12% (MANIGOLD & VIAL, 2014), a
cepa causadora define o nivel da gravidade e determina a taxa de letalidade de FHSR, com
HTNYV atingindo cerca de 5%, DOBV a 10% (NICHOL, 2001; VAHERI et al., 2013), SEOV
podendo atingir 2% em casos fatais, enquanto a NE induzida por PUUV leva a morte em 0,08%
a 0,4% dos pacientes (VAHERI et al., 2013).

Os numeros atuais em relacdo ao numero de casos no mundo giram em torno de 150.000
a200.000 casos de doenca por Hantavirus por ano, dos quais 70% a 90% correspondem a casos
FHSR na China. Ressalta-se que esse pais € a regido mais endémica no mundo para hantavirose,

estimando a soroprevaléncia na populacgéo cerca de 5% (MANIGOLD & VIAL, 2014).

3.6.2 Américas
Estudos precoces foram realizados, antes mesmo do surto das Nagdes Unidas, revelando
a disseminac&o de infec¢des por Hantavirus na América do Sul desde a década de 80. Inquéritos

soroldgicos foram desenvolvidos em ratos urbanos (Rattus norvegicus) em diferentes cidades e
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foi detectado positividade em amostras de soro de ratos capturados nas cidades de Belém, S&o
Paulo, Recife e Olinda, no Brasil, e em Buenos Aires, na Argentina. O virus isolado de um dos
ratos provenientes da captura em Belém apresentou similaridade antigénica com o SEQV,
enfatizando a dissipagéo viral (LeDUC et al., 1985, 1986).

A primeira suspeita de Hantavirus no “Novo Mundo” foi observada no norte dos EUA,
na cidade de Maryland, em 1982, em ratazanas silvestres Microtus pennsylvanicus por meio da
presenca de isolados do virus Prospect Hill no soro do animal. Essa forma pdde infectar
humanos, entretanto, sem desencadear doenca (FRANKO et al., 1983; YANAGIHARA et al.,
1984).

Subsequentemente, em 1993 uma sindrome respiratdria de causa desconhecida surgiu
no continente americano. Primeiramente, na América do Norte reportando um surto nos EUA
com reconhecimento do SNV e seu respectivo reservatéorio (KSIAZEK et al, 1995). Em seguida,
na Ameérica do Sul, os Hantavirus com similaridade genética ao SNV comecaram a ser isolados
e identificados.

Em marco e abril de 1995, um surto de estresse respiratorio agudo atingiu trés pessoas
de uma area rural, perto de El Bolson, na Argentina, das quais duas foram a 6bito. Inicialmente,
a investigacao soroldgica resultou em positividade para anticorpos IgM e IgG reagindo contra
0 SNV, em seguida, a caracterizacdo genética levou a identificacdo de um novo Hantavirus, o
virus Andes (ANDV) (LOPEZ et al., 1996), cujo roedor-hospedeiro é Oligoryzomys
longicaudatus (LEVIS et al., 1998)

Desde 1993, cerca de 4.000 casos de SCPH tém sido relatados no continente americano
desencadeados por aproximadamente 30 cepas de Hantavirus (FIGUEIREDO et al., 2014). Na
América do Norte, o agente influente causador dessa sindrome é o SNV, enquanto o ANDV é
0 de maior relevancia clinica na regido sulamericana (KRUGER et al., 2015). Na América

Central, o patogeno predominante € o virus Choclo (CHOV), abrigado pelo roedor
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Oligoryzomys fulvescens, residente no Panama (VINCENT et al., 2000). Outros Hantavirus

patogénicos e seus respectivos roedores-reservatorios estdo listados na tabela 2.

Regido/Virus Roedor-reservatorios Local de~ Referéncia
Identificacdo
Ameérica do Norte
Bayou (BAYV) Oryzomys palustris EUA (Luisiana) MORZLigg(%V etal,

Black Creek Canal
(BCCV)

New York (NYV)
América do Sul

Andes (ANDV)

Laguna-Negra (LANV)

Rio Marmoré (RIOMV)
Bermejo (BMJV)

Oran (ORNV)
Lechiganas (LECV)
Maciel (MACV)
Juquitiba (JUQV)

Araraquara (ARAV)

Castelo dos Sonhos
(CASV)

Anajatuba (ANJV)

Laguna-Negra semelhante

(LANV-like)

Sigmodon hispidus

Peromyscus leucopus

Oligoryzomys
longicaudatus

Calomys laucha, C.
callosus

Oligoryzomys microtis
Oligoryzomys
chocoensis

O. longicaudatus
Oligoryzomys flavescen
Bolomys obscurus
Oligoryzomys nigripes
Bolomys lasiurus
Oligoryzomys moojeni
Oligoryzomys fornesi

Calomys callosus

EUA (Flérida)

EUA (Nova
lorque)

Chile

Argentina,
Bolivia,
Paraguai

Bolivia e Peru
Argentina

Argentina

Argentina

Argentina

Brasil (SP)
Brasil (SP)
Brasil (MT)
Brasil (MA)

Brasil (MT)

RAVKOV etal., 1995

HJELLE et al., 1995

LOPEZ et al., 1997

WILLIAMS et al., 1997
JOHNSON et a., 1997

HJELLE et al, 1996
LEVIS et al., 1998

LEVIS et al., 1998

LEVIS et al., 1998

LEVIS et al., 1998
IVERSSON et al., 1995
JOHNSON et al., 1999
JOHNSON et al., 1999
MENDES et al., 2001

RABONI et al., 2009

Tabela 2. Principais Hantavirus patogénicos causadores de SCPH nas Américas.

Nos dias atuais, diversas regides americanas albergam muitas outras espécies de

Hantavirus reportadas, como México (7 espécies, inclusive SNV), Venezuela (2 espécies),

Honduras (1 espécie), Costa Rica (1 espécie), Coldombia (1 espécie), Guiana Francesa (RIOMV)

e Peru (RIOMV e SEQV), entre outros (MONTOYA-RUIZ et al., 2014).

Dados recentes a cerca de soroprevaléncia demonstram valores de 1% na Regido dos

Quatro Cantos nos EUA, menos de 0,1% na populacao geral do pais, 1,9 a 7,5% em regifes

endémicas no Chile e 15% a 60% em areas rurais do Panam4, Paraguai e Argentina sendo as
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taxas de soropositividade mais altas relatadas. Quanto a severidade e taxas de letalidade por
SCPH h& uma oscilagdo consideravel. Para os Hantavirus de maior relevancia do “Novo
Mundo”, como SNV, ANDV, ARAV ¢ JUQV, as taxas de casos fatais alternam entre 25% e

40%, enquanto o LANV atinge 15% e CHOV atinge 10% (MANIGOLD & VIAL, 2014).

3.6.3 Brasil

Em 1993, simultaneamente ao surto ocorrido nos EUA, os primeiros casos no Brasil
estavam sendo confirmados no municipio de Juquitiba, regido do Vale Ribeira, estado de Séo
Paulo, quando trés irmdos jovens e saudaveis, recém-chegados na Serra do Mar, com historico
recente de exploracdo da Mata Atlantica, desenvolveram uma doenga em curto intervalo de
tempo e manifestaram quadros graves de insuficiéncia respiratéria aguda e choque, dos quais
dois foram a dbito (SILVA et al, 1997). Apenas anos depois, com analises filogenéticas e
moleculares, determinaram-se a nova linhagem hantaviral, Juquitiba (JUQV), e seu roedor-
reservatorio, Oligoryzomys nigripes (JOHNSON et al., 1999; SUZUKI et al., 2004).

Entre 1995 e 1996, foram descritos e diagnosticados novos casos de SCPH, sendo um
proveniente da regido do Vilarejo de Castelo dos Sonhos, no estado do Mato Grosso, e outros
dois, novamente em S&o Paulo, na parte sudoeste do estado, nas cidades de Araragquara e Franca.
Em 1999, Johnson e outros pesquisadores realizaram estudos filogenéticos para estabelecer as
novas linhagens virais com base nos locais de origem, e assim determinaram-se 0S novos
agentes: Castelo dos Sonhos (CASV) e Araragquara (ARAV).

Desde entdo, o numero de casos notificados dessa doenca avangou progressivamente no
Pais. Na descricdo desses eventos foi ratificado a relagdo com ocasides climaticas e atividades
ocupacionais ou de lazer que envolvia contato com floresta e desmatamento e,
consequentemente, maior proximidade a roedores silvestres da subfamilia Sigmondontinae, os
quais sdo predominantes em habitagdes rurais e areas suburbanas nas diversas regides

brasileiras.
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Outras variantes virais de Hantavirus foram identificadas e tornaram-se prevalentes no
pais, como: ANJV, encontrado em roedores silvestres da Floresta Amaz6nica e regides
inundadas (MENDES et al., 2001); LANV-like, residente em roedores silvestres do cerrado,
pastagens e Floresta Amazonica (LOPES et al., 2014; RABONI et al., 2009). Os virus JUQV
ocorrem em roedores silvestres da regido da Mata Atlantica; ARAV, naqueles que vivem nos
biomas cerrado e caatinga (vegetacdo tipica brasileira); e CASV, presente em roedores do
cerrado e Floresta Amazonica (WILLEMAN & OLIVEIRA, 2014)

Embora o primeiro e principal surto de SCPH reconhecido no mundo tenha ocorrido nos
EUA, atualmente, 0 maior nimero de casos nas Américas € de responsabilidade da América do
Sul, superando a do Norte. Progressao essa desencadeada, principalmente, por Argentina, Chile
e Brasil (FIGUEIREDO et al., 2003).

No Brasil, os casos de SCPH vém sendo diagnosticados desde 1993, conforme tabela 3,
predominantemente nas regides sul, sudeste e centro-oeste, sendo 0s responsaveis por cerca de
88% dos casos no Brasil e, a regido Sul, majoritaria com a maior taxa de ocorréncias de 35,3%.
A maioria das infeccdes de 1993 a 2016 ocorreram nos estados de Minas Gerais (15,99%),
Santa Catarina (15,94%), Mato Grosso (15,45%), Parana (13,27%) e S&o Paulo (11,14%), onde
a ocupacdo comum dos habitantes integram atividades agropecuarias pertinentes a dois tipos de
ecossistemas naturais: cerrado e da Mata Atlantica (SUZUKI et al., 2004).

De acordo com o Ministério da Saude, até setembro de 2016, foram notificados 2.019
casos de hantavirose no Brasil, com letalidade de 39,87% (805/2.019). Observou-se que o
estado de Sdo Paulo vem se demonstrando com a maior taxa de letalidade atualmente (52,88%),
inclusive bem acima da média nacional. Pesquisadores afirmam que dentro de cada regido, a
taxa de letalidade pode variar de 33% a 100% (PINTO JUNIOR et al., 2014). O maior pico
anual, até entdo, ocorreu em 2006, com 191 casos notificados e 63 obitos. Contudo, acredita-se

gue o namero real de casos por ano é ainda maior que o notificado, tendo como principais razoes
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o diagnostico equivocado e erroneamente realizado, devido ao perfil clinico semelhante a outras

viroses, além das ocorréncias ndo-notificadas ou subnotificadas.

T - - S T ST N N R U O N DY U CON N B O SR COR C N 3

rgiour - 8 B B EEEEEEEEEREEEEEEEREREERRE S
P

Acre -
Amapa -
Amazonas 3 1 2 6
Ronddnia 1 1 1 2 5
Roraima -
Pard 1 1 1 2 2 9 15 9 17 15 4 11 4 4 3 3 2 103
Tocantins -
NORTE = = 1 = ° = ° 1 1 ° 2 6 10 15 10 18 15 4 13 4 6 3] 3 2 114
Alagoas -
Bahia 1 1
Ceara -
Maranhéo 1 2 4 2 1 1 1 12
Paraiba R
Pernambuco -
Piauf -
Eloor tS‘rande do 1 1 2
Sergipe -
NORDESTE - - - 1 - - 1 1 8 - 4 - - 2 - 1 1 - - - 1 - - 15
Brasilia (DF) 27 16 5 7 3 9 13 7 1 3 2 2 2 97
Mato Grosso 3 2 10 12 5 9 11 49 29 22 26 48 8 17 23 16 18 4 312
gl(l)ats% IGrosso 1 1 1 3
Goiés 1 2 9 5 5 6 10 13 12 6 7 10 1 11 10 108
gEgTTE @ - - - - - - 3 3 10 12 7 45 32 59 42 35 48 73 21 26 36 19 32 17 520
Espirito Santo -
Minas Gerais 2 3 9 5 14 21 39 39 34 25 19 24 23 11 10 14 11 10 10 323
Rio de Janeiro -
S&o Paulo 3 2 5 10 1 8 15 17 10 11 9 20 16 10 24 19 12 10 11 8 4 225
SUDESTE 3 - - 2 - 7 13 10 13 29 38 49 50 43 45 35 34 47 30 22 24 22 18 14 548
Parana 7 24 30 15 14 10 48 10 6 10 10 14 10 9 15 7 20 9 268
Rio G. do Sul 4 4 10 6 7 2 8 3 11 4 9 10 8 9 6 7 4 7 4 123
Santa Catarina 1 5 16 11 16 41 23 50 18 17 12 19 16 18 22 14 20 3 322
SUL - - - - - 4 12 39 52 33 32 59 74 71 28 36 32 41 35 33 44 25 47 16 713
Ignorado - - - - - - - 1 - - 1 4 - 1 7 ] 4 8 8 15 20 14 9 4 109
BRASIL 3 0 1 ] 0 11 29 55 79 74 84 163 166 191 132 128 134 173 117 100 131 83 109 53 2019

Tabela 3. Casos de hantavirose no Brasil, de 1993 a 2016. Fonte: Sistema de Informagdo de
Agravos de Notificacdo / Secretaria de Vigilancia em Saude / Ministério da Saude (SINAN/SVS/MS).
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3.6.4 Regido Amazonica

A Amazbnia Legal compreende a maior biodiversidade em uma floresta tropical no
mundo e esta contida em paises da América da Sul, como Peru, Colémbia, Venezuela, Equador,
Bolivia, Guiana, Suriname, Guiana Francesa e Brasil, esse Gltimo corresponde a 60% da sua
totalidade. Dentre esses, Suriname, Guiana e Equador ainda ndo apresentaram ocorréncia de
hantavirose (FIGUEIREDO et al., 2014; MONTOYA-RUIZ et al., 2014).

Dos estados brasileiros que compdem a Regido Amazonica, foram registrados casos no
norte do Brasil, com Amazonas, Pard e Rondonia, além de Maranh&o e Mato Grosso no periodo
de 1993 a 2016 (SANTOS et al., 2012; SINAN/SVS/MS), conforme tabela anterior. Ressalta-
se que o0s roedores e as variantes virais encontradas nessa Regido sdo: Calomys callidus —
LANV-like, Oligoryzomys moojeni — CASV, Oligoryzomys microtis - RIOMV, Oligoryzomys
fornesi — ANJV e o Holochilus sciureus — virus Rio Mearim (NUNES et al., 2011; PINTO
JUNIOR et al., 2014).

Estudos recentes revelam que mais de 50% dos casos ocorreram em individuos com
ocupagdes voltadas a agricultura, pecudria, extrativismo e extracdo e produgdo de madeiras,
portanto, com grande probabilidade de a zona rural ser o principal local de transmissdo. A
presenca de solos abundantes em matéria organica vegetal, caracteristica da Amazonia, propicia
intensos processos de uso e ocupagdo, principalmente no Para e Mato Grosso, onde ocorrem o
maior numero de registros. Esse fato motiva, consequentemente, uma transicdo humana
descontrolada para areas rurais em busca de exploracdo de recursos naturais, causando um
desequilibrio ambiental generalizado. Os fatores sazonais sdo de relevancia consideravel para
dindmica de hantavirose na Amazonia Legal, sem excluir a ecologia dos roedores

(DONALISIO et al., 2008; SANTOS et al., 2012)
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3.6.5 Amazonas

A primeira referéncia de Hantavirus no Brasil revela um estudo sorolégico realizado no
estado do Amazonas em agosto de 1991 com individuos residentes em Manaus. Motivado pela
ocorréncia de 7 6bitos por febre hemorragica com etiologia desconhecida, procedeu-se o teste
de imunofluorescéncia indireta (IFI) contra 0 HTNV, cuja soropositividade foi de 45,2% em
amostras de soro de familiares e proximos desses pacientes e 54,3% em amostras de doadores
de sangue (VASCONCELOS et al., 1992).

Em seguida, em julho de 2004, foram evidenciados os primeiros casos identificados e
confirmados de hantavirose no estado, mais precisamente no municipio de Itacoatiara (baixo
Rio Amazonas). Nesta ocasido, quatro agricultores jovens de uma mesma familia, moradores
de area rural, entraram em contato com roedores durante suas atividades e, posteriormente,
apresentaram um quadro febril agudo. Desses, 3 foram diagnosticados laboratorialmente e o
outro foi a dbito sem confirmacdo laboratorial. Neste relato, investigou-se 11 roedores
capturados, sendo 9 da espécie Oligoryzomys microtis, e 4 deles sorologicamente positivos por
ELISA para Hantavirus (ELKHOURY, et al., 2005; SANTOS et al., 2006). Futuramente, um
estudo confirmou o identificacdo da variante RIOMV-3 para essas 4 amostras soropositivas
(FIRTH et al., 2012).

Em 2005, um caso fatal de SCPH foi relatado no municipio de Maués (TEIXEIRA et
al., 2006; GIMAQUE et al., 2012) e, em 2011, ocorreu outro caso fatal reportado no municipio
do Careiro da Varzea, que teve sua amostra analisada e identificada pela variante RIOMV
(OLIVEIRA et al., 2014).

Ressalta-se que houve casos relatados em estudos epidemioldgicos que ndo foram
reconhecidos pelo Ministério da Saude, no SINAN NET. Um ocorreu em julho de 2007, no
municipio de Itacoatiara, porém o paciente realizou passagem pelo estado de Goias e assim nao

se pode confirmar o real local de infeccdo (GIMAQUE et al., 2012). Outros 3 casos — 1 em
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2008 e 2 em 2009, sendo 1 identificado como CASV — ocorreram, contudo sem registros de
suas localidades e outras informac6es adicionais (FIRTH et al., 2012).

Mais recentemente, pesquisadores elaboraram um estudo de prevaléncia em soros de
humanos residentes em municipios do estado do Amazonas e reportaram valores de 0,2%,
0,4%, 0,8% e 0,9% em Itacoatiara, Careiro Castanho, Atalaia do Norte e Labrea,

respectivamente (GIMAQUE et al., 2012).



4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento e fluxograma experimental

INQUERITO SOROLOGICO

Estudo transversal
MANAUS ITACOATIARA COARI
HEMOAM Mil Madereira « LACEN
«FMT
* Hospital

PADRONIZACAO METODOS DIAGNOSTICOS

Alinhamento de sequéncias proteina N

Clonagem, expressdo ¢ purificagdo
proteina N_ AM Hanta

Coleta de amostras
Aplicacio de questionarios

Padronizagdo ELISA e Dot Blot
antigeno recombinante N AM_Hanta

Screening de amostras

1° ELISA

Amostras positivas

Amostras negativas - .
g Amostras indeterminadas

2° ELISA

Triplicata das amostras

Amostras negativas Amostras positivas

Amostras indeterminadas

Confirmagio das amostras
Duas concentragdes da proteina N_AM_Hanta

Dot Blot

Amostra Positiva
Detecgdo de anticorpos
IgG anti-Hantavirus

Amostra Negativa
Naio-deteccdo de
anticorpos

Figura 4. Delineamento e Fluxograma experimental do trabalho.
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4.2 Estudo populacional

4.2.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo transversal. A amostragem foi calculada por meio de programa
estatistico online OpenEpi. Utilizou-se os dados do contingente populacional proporcionado
pelo Departamento de Informética do Sistema Unico de Salide (DATASUS) e Secretarias de
Salde dos municipios estudados, frequéncia de 50% (valor usado para frequéncias
desconhecidas), limite de confianca de 5% (o = 0,05), e, assim, determinando um n de 400
amostras por regiéo.

A pesquisa contara com as populac@es residentes nos municipios de Manaus (3.1292°
S, 60.0214° W) e regides com localidade proxima a capital, como Coari (4.0850° S, 63.1408°

W) e Itacoatiara (03°08'35" S, 58°26'39" W) (Figura 5).

N g
Sl (\.
| fo T
L - Z
e IRV !
B M
P anz‘lu © e N7
£ \ e Itacoatiara |
g & Lo :
‘“{l __’,f-"f C. "N
e Loari e
/ /
‘f ’f/
T efl #
/.\_,J_‘-..-'JI.-WIA-‘ J
= ke N {
>
j
[j )
. 7ﬁ_f WikiMap

Figura 5. Representacao geografica dos locais de coletas.
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4.2.2 Descricao da populagéo e coleta de material
A coleta das amostras foi realizada convenientemente, tendo como Unico critério de

incluséo ter idade igual ou maior que 18 anos, e segue descrita na tabela abaixo.

Municipio Populacédo e Local de Coleta Periodo de coleta
coletadas
Manaus Doadores de sangue 1054 HEMOAM Outubro a dezembro
de 2014
) . LACEN, )
Coari Populacéo geral 643 Hospital € FMT Maio de 2016
Itacoatiara | Trabalhadores rurais 65 Emprega M'I Outubro de 2015
Madeireira

Tabela 4. InformacGes sobre a coleta do trabalho. Municipio, populacdo participante,
quantidade de amostras coletadas, local e periodo de coleta.

Foram coletados 5 mililitros (mL) de sangue da veia com o uso de agulha e seringa
descartaveis em tubos a vacuo com EDTA. As amostras foram centrifugadas de 2.000 a 3.000
rpm por 5 a 10 minutos. Tanto o sobrenadante (porcdo plasmatica) quanto a porcdo celular
foram separadas em eppendorfs de 2 mL armazenadas a temperatura de —80°C para posteriores

procedimentos.

4.2.3 Aspectos éticos e inquérito soroldgico

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Amazonas sob o n°® de CAAE 19328313.7.0000.5020, n° do parecer 569.240 e CEP
522021 (anexo 1), para coleta de amostras em humanos.

Os participantes do estudo foram submetidos a um questionario epidemioldgico (anexo
2) com dados sociais, demograficos, econdémicos e investigativos que contribuiram para melhor
compreensdo dos provaveis fatores associados a circulacdo do Hantavirus na regido, com a
devida assinatura do documento de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

(anexo 3), permitindo e autorizando o uso da amostra para o desenvolvimento da pesquisa.
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4.3 Alinhamento e anélise das sequéncias da nucleoproteina do Hantavirus

Foi realizado um levantamento das sequéncias do nucleocapsideo, proveniente do
segmento S, de espécies de Hantavirus identificadas na regido e que estavam disponiveis no
bando de dados online (GenBank e Virus Pathogen Resource). Foi utilizado para o alinhamento
doze sequéncias de aminoacidos da nucleoproteina, dentre elas, sete cepas da espécie ANDV,
pertencente ao cld Andes e prevalente na América do Sul, trés cepas de CASV, do cld Laguna
Negra, e duas de RIOMV, do cla Rio Mamoré, ambas espécies encontradas na Regido
Amazonica e publicadas em estudos prévios (FIRTH et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014). O
alinhamento permitiu a obtencdo de uma sequéncia de aminoacidos consenso, denominada
N_AM_Hanta, por meio de ferramentas online de alinhamento mdltiplo de sequéncias, como

MUSCLE e MAFFT, bem como o software MEGA, versao 7.

4.4 Andlise filogenética

Neste estudo filogenético, utilizou-se a sequéncia da nucleoproteina obtida do
alinhamento das 12 cepas envolvidas no trabalho em comparagcdo a outras sequéncias
nucleoproteicas de diversas espécies de Hantavirus disponiveis no banco de dados online
(GenBank) para analise comparativa de distancia e similaridade. Para isso, utilizou-se 0

programa MEGA (versdo 7) e FigTree (versdo 1.4.2).

4.5 Desenho e otimizacdo do fragmento da nucleoproteina recombinante N_AM_Hanta
Os aminoéacidos da sequéncia gerada da proteina N_AM_Hanta foram substituidos e
otimizados em codons preferenciais para expresséo da proteina na hospedeira Escherichia coli

(E. coli) por meio de ferramenta online (https://www.idtdna.com/CodonOpt) e edi¢cdo manual.
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Foram desenhados na sequéncia uma cauda de histidina, composto por 6 aminoécidos
consecutivos de histidina (His6x-tag), e enterokinase, para auxiliar no processo de purificacéo
da proteina, além dos sitios de restri¢ao das enzimas EcoRI e Ndel na extremidade 5° do gene

N e sitios de Notl, BamHI e Hindlll na extremidade 3’, conforme ilustrado na tabela 6.

Desenhos e S~|'tios de EcoRl Ndel Enterokinase
restri¢do

GAATTCCATATGGGTGCCCATCACCATCACCATCACGGTGCAGATGACGATGACAAA-

RTINSl SE QUENCIA CODIFICADORA PROTEINA N AM HANTA

-GCGGCCGCAGGATCCAAGCTT

Tabela 5. Desenho do fragmento da proteina N_AM_Hanta, otimizada e com a causa de
histidina (His6x-Tag) e enterokinase e 0s sitios de restricdo nas extremidades correspondentes.

4.6 Sintese quimica do fragmento da nucleoproteina recombinante N_AM_Hanta

A sequéncia codificadora da proteina N_AM_Hanta foi sintetizada e clonada dentro do
sitio de restricao Smal do vetor de transferéncia pBluescript 11 SK (-) (pBSK), desprovido do
multiplo sitio de clonagem, conforme a Figura 6. Estes materiais foram fornecidos pela empresa

GenOne Biotechnologies.
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Figura 6. Representacdo esquemaética do vetor comercial pBSK contendo o fragmento da
proteina N_AM_Hanta desenhado para este trabalho e identificado como (GS58822), fornecido
pela empresa GenOne Biotechnologies.

4.7 Plasmideo utilizado para expressao da proteina

O grupo de pesquisa do Laboratorio de Tecnologia de DNA/CAM/UFAM inseriu 0 gene
da hipoxantina guanina fosforribosiltransferase (HGPRT) em um plasmideo comercial, pGS-
21a, produzido pela empresa GenScript, 0 qual é denominado por eles de pGSHP
(pGS21a+HGPRT), conforme o mapa plasmidial apresentado na Figura 7. Este plasmideo
recombinante foi utilizado para a expressao da proteina N_AM_Hanta, por meio da retirada do

gene HGPRT e insercdo do gene da proteina de interesse.
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Figura 7. Representagdo esquematica do mapa fisico do vetor de expressao pGSHP, o gene
HGPRT e os sitios de restricGes presente nas extremidades do gene.

4.8 Construcédo do plasmideo pGSN_AM _Hanta para expressdo da proteina de interesse

4.8.1 Preparo de células E.coli eletrocompetentes

Células de E. coli, comerciais e eletrocompetentes, DH5a (Invitrogen), para
transformacéo e clonagem dos plasmideos, e BL21(DE3) (Promega), para indugéo e expressao
da proteina, foram cultivadas. Para isso, uma unica colénia da bactéria foi inoculada em 5 mL
de meio Luria-Bertoni (LB) e a cultura foi incubada em agitagdo de 150 rpm a 37°C, durante
16h. Foi transferido 2 mL dessa cultura em 200 mL de meio LB sem antibidtico, mantendo em
constante agitacao de 250 rpm a 30°C até ser atingida a densidade dptica a 600nm (D.O.s00nm)
de 0,5-0,7. O frasco foi esfriado em gelo durante 15 minutos e a cultura transferida em tubos

estéreis de 50 mL que foram centrifugados a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. O
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sobrenadante foi descartado completamente e o pellet de células ressuspendidas gentilmente até
total dissolucdo em 200 mL de glicerol a 10% estéril e gelado. Em seguida, os tubos foram
incubados no gelo por 15 minutos para uma nova centrifugacédo a 3.000 rpm/10 minutos/4°C.
O sobrenadante foi despejado completamente e o pellet ressuspendido em 10 mL de glicerol a
10% gelado e estéril. Estas etapas de centrifugacao e ressuspensdo foram repetidas mais 2 vezes,
com 4 mL e 1 mL de glicerol. Ao final, o pellet foi ressuspendido gentilmente em 1 mL de
glicerol a 10% gelado e estéril. As células eletrocompetentes foram aliquotadas em 80-100 pL,

e armazenadas imediamente a -80 °C. Todo o procedimento ocorreu em gelo.

4.8.2 Transformacéo e clonagem dos vetores plasmidiais na hospedeira E. coli

Existem varios meétodos de transformacdo, como quimica e eletricamente. A
transformagao por eletroporacdo é uma forma simples e rapida de introduzir DNAs exdgenos
em células bacterianas por meio de choques elétricos de alta voltagem que fundem a membrana
procariota por milisegundos, criando poros e possibilitando a entrada do material genético
externo para dentro da célula hospedeira (PRIMROSE et al., 2001).

Tanto o vetor sintético pBSK, contendo o gene da proteina N_AM_Hanta, quanto o
plasmideo recombinante pGSHP, contendo o inserto HGPRT e que servird como plasmideo de
expressao neste trabalho, foram trabalhados simultaneamente. Uma aliquota de cada solugao
contendo os plasmideos de interesse (1uL) foi misturada a 80 pL de células E. coli DH5a
eletrocompetentes e transferidos para a cubeta de eletroporagdo de 2mm. Foi aplicado 2 pulsos
elétricos de 1900 volts em aparelno de eletroporagao (Modelo Electroporator 2510 —
Eppendorf). Imediatamente apos o pulso, foi adicionado 250 uL de meio LB na cubeta,
revigorando as células transformadas. As amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C em
agitagdo a 150 rpm. Em seguida, aliquotas foram plagueadas em placas de petri com meio LB-
agar contendo o antibiotico ampicilina (100pug/mL). Ao final, as placas foram incubadas

invertidas a 37°C durante 16 h ou overnight.
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4.8.3 Identificagao dos fragmentos dos insertos nos plasmideos por analise de restri¢ao

Apbs os processos de transformacdo bacteriana e crescimento em meio sélido dos
plasmideos de interesse (pBSK e pGSHP), foram escolhidas as col6nias mais isoladas para
crescimento celular em meio liquido. Duas coldnias bacterianas de cada clone plasmidial foram
inoculadas uma em cada tubo com 5 mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100pg/mL).
Os tubos foram seguidamente incubados a 37°C durante 16 h ou overnight e em agitagdo a 150
rpm e de forma inclinada, para maior aeracdo e melhor rendimento de crescimento celular
bacteriano. Foi entdo realizada a extracdo dos plasmideos de interesse por meio do illustra
plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare Life Sciences), seguindo suas especificagdes. Os
plasmideos extraidos foram analisados em gel de agarose a 0,8% e 0,01% de brometo de etidio,
com corrida de eletroforese a 100 walts e 100 volts, para visualizacao e avaliagdo do rendimento
da extracdo plasmidial.

Os vetores extraidos foram submetidos a digestdo enzimatica com as enzimas de
restricdo Ndel e Notl por 2h a 37°C, conforme tabelas 19 e 20, apéndice A, para liberacdo dos
insertos HGPRT e N_AM_Hanta dos plasmideos pGSHP e pBSK, respectivamente, e
analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,8% e 0,01% de brometo de etidio. Apos a
nova incubagdo com as enzimas digestivas (tabelas 21 e 22, apéndice B) e separacdo das bandas
no gel, os fragmentos correspondentes ao gene da proteina N_AM_Hanta e plasmideo pGS
linearizado foram cortados do gel e purificados utilizando o kit de purificacéo illustrarm GFXtm

PCR DNA and Gel Band Purification Spin Kit (GE Healthcare Life Sciences).

4.8.4 Insercdo do fragmento da proteina N_AM_Hanta no vetor de expressao pGS
O fragmento de DNA correspondente ao gene N_AM _Hanta, ja purificado, foi inserido
ao vetor pGS, também purificado, utilizando os sitios de restricao Ndel e Notl, por 16 horas a

10°C conforme ilustrado na tabela 23, apéndice C. O sistema de ligagdo foi realizado na
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proporgao de 2:1 (vetor/inserto), utilizando a enzima T4 DNA ligase, proveniente da empresa
New England Biolabs Inc. Apos a ligagao da sequéncia codificadora da proteina N_AM_Hanta
ao vetor pGS, o plasmideo construido passou a se denominar pGS_N_AM_Hanta.

Apos sistema de ligacdo, o plasmideo PGSNH foi transformado por eletroporagdo em
celulas bacterianas de E. coli DH5a, submetido a crescimento celular em meio liquido,
extraidos por meio do illustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE®) e, por fim, inoculado em gel
de agarose para avaliacdo do rendimento de concentracdo plasmidial. O novo plasmideo
recombinante foi submetido & digestdo enzimatica com as enzimas Ndel e Notl (tabela 24,

apéndice C), para confirmac&o da inser¢do do gene da proteina N_AM_Hanta ao vetor pGS.

4.9 Inducdo e expressao da proteina N_AM_Hanta

4.9.1 Transformacdo em E. coli BL21(DE3) e pré-inducéo

Para expressao da proteina N recombinante, presente no vetor construido pGSNH, foi
necessario introduzi-lo em células eletrocompetentes de E. coli, linhagem BL21(DE3) por
eletroporagdo. Uma aliquota do pGS_N_AM_Hanta (1uL + 20ng) foi misturado a 80 uL de
células E. coli BL21 (DE3) eletrocompetentes e transferidos para a cubeta de eletroporagao para
aplicacdo de 2 pulsos elétricos de 1900 volts em aparelho eletroporador. Logo em seguida foi
adicionado 250 pL de meio LB na cubeta, revigorando as células transformadas, transferindo o
contetdo para um eppendorf de 1,5 mL. Como controle de expressao, foi adicionado 250 pL
de meio LB em 80 uL de células E. coli BL21 (DE3), sem o vetor nem eletroporacdo. Ambos
os eppendorfs foram incubados por 1 hora a 30°C em agita¢ao a 150 rpm. Em seguida, a
aliquota contendo o vetor foi plaqueada em placas de petri com meio LB-agar contendo o
antibiotico ampicilina (100ug/mL), enquanto a aliquota contendo apenas a hospedeira foi
plaqueada em placas de petri com meio LB-agar sem antibiotico. Ao final, as placas foram

incubadas invertidas a 30°C durante 16 horas ou overnight.
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No dia seguinte preparou-se 0s materiais de pré-inducdo, inoculando uma colénia de
cada sistema em 5 mL de meio LB liquido para crescimento durante 16 horas ou overnight sob
agitacdo a 150 rpm a 30°C. A colbnia contendo o vetor foi inoculada em meio LB contendo
100 pg/mL de ampicilina, enquanto a hospedeira vazia em meio LB liquido sem antibiético.
Apods o periodo de crescimento anteriormente mencionado, foram aliquotados 1 mL de cada
pré-indculo em 250 mL de meio LB liquido, de forma que a hospedeira transformada esteja em
meio contendo antibidtico (ampicilina 100pg/mL) e a hospedeira vazia em meio LB sem
antibidtico. Essas novas culturas foram reincubadas, por cerca de 3 h, sob as mesmas condicdes,
até atingir densidade Otica com leitura espectrofotométrica a 600nm (D.O.s0onm) de 0.6-0.8
(primeira metade da fase de crescimento logaritmica).

4.9.2 Inducéo e expressao da proteina N_AM_Hanta

Atingida a densidade ética mencionada, a inducdo foi promovida para que as bactérias
produzissem a proteina N_AM_Hanta, por meio da adi¢do as culturas o isopropil-D-tiogalacto-
piranosida (IPTG) (Gibco, EUA) a uma concentragdo final de 1 mM. As culturas foram
incubadas por 5 h, sendo que a cada hora foi coletado 1 mL desta cultura para determinacéo da
cinética de expressao. Estas amostras de 1 mL da cultura foram centrifugadas a 15000 g por 5
minutos, o sedimento foi estocado a—20 °C. Ao final do tempo de indugéo, cada volume de 250
mL de cultura foi transferido para um tubo de 50 mL, e esses tubos centrifugados a 4000 rpm
por 10 minutos a 4°C, armazenando o pellet a —20 °C até a etapa de solubilizacéo e purificacdo.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS a 12%, com
200 volts e 30 watts, por cerca de 45 minutos, em sistema de Eletroforese Mini-Protean
(BioRad, EUA). O gel foi corado com azul de Coomassie (0,25% de azul de coomassie
brilhante, 45% de metanol, 10% de acido acético e H20 MilliQ) por 30 minutos e descorado

numa solucéo de metanol a 45% e acido acético a 10%, por 3 horas.
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4.10 Extracéo e Purificacdo da proteina N_AM_Hanta

Primeiramente os sedimentos recuperados de um volume de 250 mL de cultura de E.
coli BL21 (DE3) contendo o vetor pGS_N_AM Hanta e da hospedeira vazia foram
inicialmente descongelados e mantidos em gel durante todo o procedimento para evitar a efeito
das proteases. Durante o processo, utilizaram-se tampdes, listados na tabela 27, apéndice F.

Os sedimentos foram submetidos a fase de lise, adicionando 10 mL de tampéo A, 100uL
de Lisozima a 100mM (Sigma, EUA) e 500uL de PMSF (1mg/mL) até completa ressuspenséo
e incubados em gelo (4°C) por 30 minutos. A lisozima facilita a lise da parede celular bacteriana
e 0 PMSF (fluoreto de fenol sufonil), por sua vez, é um inibidor de proteases. Ap0s sonicacao
a 200 watts e 20 khz em sonicador ultrasénico QR200 Ultronique, em gelo, por 5 ciclos de 30
segundos, em intervalos de 20 segundos, o lisado foi centrifugado a 4.000 rpm, a 4°C, por 20
minutos. O sobrenadante (sobrenadante 1) foi armazenado a —20 °C para futura analise quanto
a presenca da proteina solGvel, e o sedimento 1 foi ressuspenso em Tampéo B desnaturante e
incubado em gelo (4°C) por 30 minutos. A seguir, o lisado foi centrifugado a 4.000 rpm a 4°C,
por 20 minutos, e 0 sobrenadante (sobrenadante 2) e o pellet 2 resultantes foram armazenados
a—20 °C para analise de proteina solivel em SDS-PAGE. Processo esse foi ilustrado na figura

abaixo, cujos produtos que foram analisados quanto a solubilidade da proteina estdo destacados.
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Tampado de lise A

30 min
+ PMSF 4°C
+ Lisozima
5 ciclos
Sonicagdo Duragio 30 seg

Intervalo 20 seg

Sobrenadante 1

Centrifugagdo 3(120 Pm
@ 20 min
Pellet 1
Tampao B 30 min
desnaturante 4C

Sobrenadante 2

4000 RPM
4°C
20 min

Pellet 2

Figura 8. Processo de extracdo da proteina N_AM_ Hanta da hospedeira e separacdo dos
produtos em destaque para analise de solubilidade da proteina.

O método de purificacdo utilizado foi por cromatografia de afinidade por meio de uma
coluna de niquel (IMAC - immobilized metal affinity chromatography). A cauda de
polihistidina (His6x-tag) presente na proteina N_AM_Hanta tem afinidade por esse metal
carregado na coluna. Adicionou-se a uma coluna de niquel com capacidade de 1 mL (HisTrap
HP® 1mL - GE healthcare life Science) um volume acima desse limite. O tampéo eluente
utilizado para equilibrar a coluna foi tampéo B desnaturante, enquanto o tampédo C foi o
responsavel por coletar a proteina N_AM_Hanta recuperada, a qual foi analisada em SDS-
PAGE. Todos os materiais utilizados (tamp®es) e resultantes dos processos (proteina extraida
e purificada) foram filtrados com membrana de 0,22 pm.

O produto final foi submetido a um processo de diélise para reducdo da concentragdo

de ureia e do imidazol, além da reducdo do pH. O material foi empacotado em um tubo de
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didlise (Millipore®) e sustentado por 8 horas em solucédo | de diélise com ureia 4M, seguido
por mais 8 horas em solucéo Il de dialise com ureia 0,5M, sendo as incubacdes sob agitacao.

Ambas as solucBes foram descritas na tabela 28, apéndice F.

4.11 Quantificacdo da proteina N_AM_Hanta

Para a quantificacdo da proteina de interesse, utilizou-se o método do Bradford
(Bradford, 1976, EUA). Para tanto, preparou-se, de forma seriada, solu¢des de albumina de
soro bovino (BSA), nas diluicBes de 62,5, 125, 250, 500 e 1000 ug/mL, visando gerar uma
curva proteica padrdo. Em seguida, 10 uL de cada solugdo de BSA foi adicionado a um volume
de 200 uL do reagente de Bradford + 790uL de agua Milli-Q, preparando solucées com diluigcdo
1:100. O branco da curva foi preparado com 200 uL do reagente de Bradford e 800uL de agua
Milli-Q. Simultaneamente, 10 uL da amostra a ser quantificada (proteina N_AM_Hanta) foi
também preparada em diluicdo 1:100 com o complexo reagente de Bradford+agua Milli-Q.
Todas as solugfes foram incubadas por 5 min, a 28°C (temperatura ambiente) e medidas as suas
absorbancias em espectrofétometro BioMate 3 (Thermo Electron Corporation, EUA) com filtro
de 595 nm. Observou-se uma cor arroxeada nas preparacfes, nos quais a intensidade da
coloracdo estava diretamente relacionada aos teores proteicos. A curva proteica padrdo foi
gerada pelos valores de DO’s de BSA e, baseada na equacao de reta com valor de R2=0,95, o

valor encontrado na aferi¢do para a proteina N_AM_Hanta foi de 680 pug/mL.

4.12 Sequenciamento do fragmento codificador da proteina N_AM_Hanta

O sequenciamento foi realizado com colaboracdo da Plataforma de Gendémica da
unidade Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD), da Fundacdo Oswaldo Cruz. Realizou-se a
reacdo de sequenciamento com o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo

Fisher Sientific, EUA) seguindo especificacfes do fabricante bem como modificacdes da
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plataforma, segundo Naveca (2012). Para tal, utilizou-se por reacdo aproximadamente 150 a
300 ng dos plasmideos e primers na concentracdo final de 0,32 uM que se ligam em sitios
proximos ao local dos promotores do vetor (T7 Forward: 5> TAATACGACTCACTATAGGG
3’ e T7 Reverse: 5> GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’). A reagdo de sequenciamento foi
desenvolvida por meio de sequenciamento capilar de &cidos nucleicos do tipo Sanger no
sequenciador automatico Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,

USA) utilizando um gel de poliacrilamida a 6%.

4.13 Antigenicidade da proteina por Western Blotting (WB)

Western blotting também, conhecido como protein blotting ou immunoblotting, ¢ um
método rapido de alta sensibilidade e especificidade em biologia molecular utilizado para
deteccao, caracterizacdo e quantificacao de proteinas apos a separacgao destas em corrida de gel
por eletroforese e consecutiva transferéncia para membrana adsorvente (MIGUEL et al., 2012).

A proteina N recombinante purificada foi confirmada por WB, além de ratificar as
amostras usadas nesse trabalho como controle positivo e negativo no ELISA. Foram preparadas
duas solucbes na proporcdo 1:1 com azul de bromofenol: (1) 50 uL (+42,5ug) da proteina N
purificada com 50 uL de azul de bromofenol e (2) 50 uL tampé&o de elui¢do da proteina com 50
uL de azul de bromofenol. Essas solugdes foram incubadas por 5 minutos em fervura no banho-
maria a 100°C antes da deposi¢do no gel para corrida de eletroforese. No gel, foi inserido
aliquotas do marcador de peso molecular para proteinas (PageRuler™ Prestained Protein
Ladder 10-180 kDa, Thermo Fisher Scientific, EUA) e aliquotas de 10 uL das solugdes com a
proteina (+2ug/pogo) e com o tampdo de eluicdo, alternadamente. Em seguida, foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) a 12% com 200 volts, por 2 h.

Montou-se, entdo, o sistema de transferéncia: um sanduiche gel-membrana entre 2

papéis de filtro absorventes e espuma de cada lado embebidos em tampao de transferéncia
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(transferéncia Umida). As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(BioRad, EUA) com porosidade de 0,45 pm por electroblotting utilizando o sistema de
Eletroforese Mini Trans-Blot® (BioRad, EUA), em solucdo tampéo de transferéncia, descrito
na tabela 29, apéndice F. A transferéncia foi realizada em gelo (para evitar aquecimento do
tampao de transferéncia), a 100 volts e 200 mA, por trés horas e a temperatura ambiente. Apds
a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi bloqueada, para evitar reacdes inespecificas,
adicionando-se solucéo de leite desnatado a 5% em PBS, por 16 horas a 4°C.

Em seguida, a membrana foi cortada ao meio e adicionados o0s soros (anticorpo
primario) na proporg¢do 1:1000 diluidos em PBS. Em uma metade da membrana, incubou-se
com um soro de paciente conhecidamente positivo para Hantavirus, enquanto na outra metade
adicionou-se um pool de 5 soros conhecidamente negativos. Apds 45 minutos de incubacéo, a
temperatura ambiente e sob agitacdo, as membranas foram lavadas 5 vezes com solugéo salina
(NaCl 0,9%) e adicionou-se 0 anticorpo anti-lgG humano conjugado com peroxidase,
preparado em roedor (Pierce, EUA) na proporc¢édo 1:1000 em PBS. A membrana foi incubada
por 45 minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo e lavada novamente, por 5 vezes, com
solucdo salina.

Finalmente, detectou-se a reacdo antigeno-anticorpo-conjugado, acrescentando a
solucdo do substrato H202 (peréxido de oxigénio ultrapuro) a concentracdo de 1,5ulL/mL, na
presenca de DAB (3,3',4,4' Diaminobenzidina) (BioRad, EUA) a concentracdo de 0,5 mg/mL,
diluido em PBS. Incubou-se as membranas com esta solucdo por 5 minutos e a reacao foi
interrompida por lavagem da membrana com &gua destilada, sendo, por conseguinte, deixadas
para secar em papel de filtro absorvente. Ao final, observou-se na membrana bandas

correspondentes a proteina N do Hantavirus, com aproximadamente 51 kDa.
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4.14 ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay — ensaio imunoenzimatico)

4.14.1 Padronizacdo do ELISA para deteccdo de anticorpos IgG contra a proteina N
recombinante

Para a realizagdo do ensaio, a etapa de bloqueio das reagoes inespecificas € primordial.
Portanto, para escolha do blogueador mais adequado foram realizados varios testes com
solugoes contendo soro fetal bovino a 5% em PBS, soro de cavalo a 5% em PBS, soro de
albumina bovina a 1% em PBS e leite em p6 desnatado a 1 e 10% em PBS. Esta tltima, leite
em po a 10%, mostrou menor background a leitura espectrofotométrica das microplacas ao final
do teste e, portanto, foi a mais adequada para uso no ELISA.

Na padronizacédo do teste foi utilizada a técnica de “checkerboard” para otimizagdo de
concentracdes e diluicBes dos imunoreagentes. Foram experimentadas diferentes concentractes
do antigeno de 1, 2, 4, 6, 8 ug/mL e dilui¢des seriadas de amostras conhecidamente positivas e
negativas na razao 2 (1:50 até 1:1600). Com base no resultado destes testes, decidiu-se utilizar
0 antigeno na concentracdo de 2 pg/mL e os soros na diluicdo 1:100, pois estas foram as
medidas que melhor discriminaram a reatividade encontrada.

Para o ELISA, foram utilizadas microplacas rigidas de poliestireno de fundo chato de
96 pocos do tipo MaxiSorp® (Nunc, EUA). O desenho experimental em cada placa, como
ilustra a Figura 9, foi determinado da seguinte forma: as duas primeiras tiras serviram como
controle do teste, sendo a primeira (coluna 1) sensibilizada com o tampé&o de solubilizacéo da
proteina (solucéo Il ureia 0,5M) e a segunda (coluna 2) com o proprio antigeno N_AM_Hanta.
As outras 10 tiras (colunas 3 a 10), atribuidas para analise das amostras do estudo, foram
sensibilizadas normalmente com o antigeno de interesse.

As tiras-controle 1 e 2 ainda eram divididas em linhas, onde: (A) branco (sensibilizada
com tampdo carbonato-bicarbonato e sem amostra); (B) controle do antigeno (sem amostra);

(C,D) controle anticorpo primério (sensibilizada com tampdo carbonato-bicarbonato e com
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amostra); (E,F,G) controle negativo em triplicata (antigeno e pool de amostras conhecidamente

negativas); e (H) controle positivo (antigeno e amostra conhecidamente positiva).
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Sem antigeno € sem anticorpo primario

Com antigeno e sem anticorpo primario

Sem antigeno e com anticorpo primario do pool de soros negativos — C (-)
Com antigeno e com anticorpo primario do poo! de soros negativos — C (-)

Com antigeno e com anticorpo primario da amostra do soro positivo — C (+)

Amostras

Figura 9. Desenho experimental da microplaca do teste de ELISA. Tiras-controle 1 e 2 seguem
0 modelo da legenda colorida. Tira 1 utiliza como “antigeno” apenas o tampao de solubilizacéo
da proteina (ureia 0,5M). Tiras 2 a 12 utilizam como antigeno a proteina N_AM_Hanta na
concentracdo 2 ug/mL. Tiras 3 a 12 para analise das amostras (bolas brancas). Pocos sem
antigeno = sensibilizacdo com tampdo carbonato-bicarbonato 0,5M, pH 9,6. Pocos sem
anticorpo primario = sem adicdo de amostra, apenas o tampao de dilui¢do correspondente (PBS-
T+ LD10%).
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4.14.2 Procedimento do ELISA para anélise das amostras

A composicdo dos tampdes e solucBes desse ensaio estdo descritos na tabela 30,
apéndice G. O teste se inicia com a sensibilizacdo da placa com o antigeno, sendo recobertas
com 2ug/mL de antigeno, diluido em Tampdo Carbonato-Bicarbonato 0,05M pH 9,6, e
adicionando 50uL (100 ng da proteina N) por orificio. Ressalta-se que na primeira tira utilizou-
se como “antigeno” a solucdo Il ureia 0,5M, seguindo o modelo das linhas. As microplacas
foram incubadas overnight a 4°C em camara Umida e em seguida lavadas 5 vezes com solugéo
de lavagem PBS-T 0,05%, removendo o liquido residual batendo a placa sob um papel
absorvente limpo.

O bloqueio das microplacas foi realizado pela adicdo de 200 uL de solugdo composta
por leite desnatado a 10% (LD 10%) diluida em PBS em cada poco da microplaca, incubando
por 90 minutos a 28°C (temperatura ambiente) em cdmara Umida. Apds a lavagem por 4 vezes
com PBS-T e remocao residual, foi adicionado um volume de 50uL de cada amostra e controles
na diluicdo 1:100 em solucdo de diluicdo de anticorpos (PBS-T + LD10%). Apos adicdo dos
anticorpos primarios, a microplaca foi incubada por 30 minutos a 28°C (temperatura ambiente)
em camara Umida, homogeneizando a cada 15 minutos, e lavada 5 vezes com PBS-T. Em
seguida, foi adicionado 50uL em cada poco da microplaca a imunoglobulina caprina anti-IgG
humano, especifico para cadeia v, conjugada com peroxidase (ThermoFisher Scientific, EUA),
na diluicdo 1:4000 em PBS-T + LD10%, incubando por 30 minutos a 28°C (temperatura
ambiente) em cadmara Umida, homogeneizando a cada 15 minutos e, ao final, lavando 5 vezes
com PBS-T e removendo o liquido remanescente.

Por conseguinte, foi realizado a reacdo colorimétrica por meio da adi¢do de 50uL de
substrato fotossensivel 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) em cada poc¢o, deixando
desenvolver suficientemente uma coloracdo, geralmente entre 30 a 60 segundos e, logo em

seguida, bloqueando a reacdo com a adi¢do de 50 uL de acido sulfarico 3M em cada pogo. As
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microplacas eram tampadas com papel aluminio, protegendo-as da luz, para consecutivamente
serem realizadas as leituras das absorbancias de cada orificio em leitora de placa
multitecnologica CHAMELEON™ V e filtro de absorbancia de 450 nm (MORELI, 2005;

SCHMIDT et al., 2006).

4.14.3 Calculo do ponto de corte (cut-off)

Primeiramente, realizava-se o background, o qual era calculado por meio da média das
densidades opticas (DOs) da triplicata do controle negativo (pool de amostras conhecidamente
negativas) onde se utilizou o tampao ureia como “antigeno”, ou seja, linhas E, F e G da colunal,
e assim subtraia-se esse valor de todos os outros valores de DOs, para redugdo de viés em
relacdo ao tampdo de solubilizacdo da proteina N e de anticorpos ndo-especificos para o
antigeno de interesse.

O ponto de corte resultou da média da triplicata do controle negativo da coluna 2, que
utiliza a proteina N como antigeno, acrescida de 3 desvios-padrdes. Foram consideradas
positivas, as amostras em teste cujas DOs foram maiores que o valor do ponto de corte. Foram
consideradas indeterminadas, as amostras em teste cujas DOs foram menores que o valor do
ponto de corte, contudo maior que a média da triplicata do controle negativo (sem o acréscimo

dos 3 desvios-padrées), como ilustra a figura abaixo.

ELISA = Padrdo

Cut-off @'l'@"‘@ 4| 3% Desvio
3

Resultado | Amostra positiva> Cut-off

ELISA
Cut-off > Amostra indeterminada > Me¢dia de O

Figura 10. Céalculo do ponto de corte (cutoff) e interpretacdo dos resultados no ensaio de ELISA.
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4.15 Dot Blot

As amostras consideradas positivas e indeterminadas por meio de marcador enzimatico
foram submetidas a um teste de confirmacdo de maior sensibilidade e especificidade ante a
proteina N, uma vez que técnicas de immunoblotting sdo rapidas para detectar e identificar
proteinas (YEE et al., 2003; MATTAR et al., 2015). E similar ao teste de WB, diferindo apenas
na captacdo da amostra da proteina, pois essa ndo passa por uma separacao eletroforética,
contudo s&o observadas por meio de moldes circulares aplicados diretamente sob membranas
de nitrocelulose (STOTT, 1989).

Para padronizacdo do teste, foram testadas duas concentra¢Bes do anticorpo primario
(1:1000 e 1:2000) e 10 concentracdes da proteina, de forma seriada, de razdo 2, de 1,8ng a
920ng, frente ao controle positivo e trés controles negativos. PGde-se observar que o controle
positivo reagiu com todas as quantidades e os controles negativos reagiram inespecificamente
com 920 ng e 460 ng de proteina N (retdngulo vermelho), como ilustra a Figura 11. Portanto, a
maior e melhor quantidade para deteccdo especifica de amostras positivas para Hantavirus foi
estabelecida em 230 ng. Agregado a isso, foi determinado também uma menor quantidade de
trabalho da proteina (10ng) com intuito de verificar amostras que possam ter alta titularidade
de anticorpos contra proteina N do Hantavirus. Baseado no resultado dos testes realizados, a

concentracgdo ideal de trabalho para o soro (anticorpo primério) foi de 1:2000.
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Figura 11. Padronizacdo do teste de Dot Blot quanto a concentracdo ideal de proteina N a ser
utilizada. Na primeira linha, observa-se que 0 soro controle positivo reagiu com todas as
concentragdes de proteina N. Na segunda linha, soro controle negativo 1 reagiu com 920 ng do
antigeno, enquanto nas terceira e quarta linhas, os soros controle negativos 2 e 3,
respectivamente, reagiram com 920 e 460 ng do antigeno, indicado pelo retangulo vermelho.
Como controle do teste, nenhum dos soros reagiu com o tampao de eluigdo da proteina N.

As amostras foram analisadas em placas de cultura de 24 pocos, onde em cada po¢o
havia uma membrana sensibilizada com as quantidades pré-determinadas de proteina N para
analise de uma amostra. Primeiramente, foi desenhado um grid com um lapis com formato de
quadrados medindo 1cmxlcm, sem tocar na membrana. Em seguida, esses quadrados foram
cortados e feito um pequeno corte em uma das pontas, o qual representou a deposic¢ao da gota

de 2 uL com a maior quantidade de proteina N purificada (230 ng), enquanto que a menor

quantidade (10ng) ficou na direcdo contraria, conforme figura abaixo.

— 230 ng/2ul de Proteina N purificada

> 10 ng/2ul Proteina N purificada

Figura 12. Representacdo esquematica da sensibilizacdo das membranas de nitrocelulose para
o teste de Dot Blot. A gota de 2uL. com maior quantidade de proteina N (230ng) depositada no
local marcado por um pequeno corte na ponta da membrana e a gota com menor quantidade
(10ng) no sentido contréario a gota anterior. Membrana de nitrocelulose 0,45um (BioRad, EUA).
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Foram preparadas solucBes de 115 ng/uL e 5 ng/uL da proteina N purificada em PBS
para deposi¢ao das gotas de 230 ng e 10 ng, respectivamente. Apds plotagem dos volumes nas
membranas de nitrocelulose de porosidade de 0,45um (BioRad, EUA), deixou-as secar por 20
a 30 minutos. Em seguida, cada membrana com a proteina imobilizada foi transferida para um
poco da placa de 24 pogos, juntamente com a adi¢cdo de 500 uL por orificio da solucdo de
bloqueio (leite desnatado a 10% - LD10% em PBS) por 3 horas a 4°C, para evitar ligagdes ndo-
especificas nas membranas. Apos retirada da solucéo de bloqueio, foi adicionado em cada po¢o
1 mL de solu¢do de uma amostra na propor¢ao 1:2000 em PBS-T (PBS + Tween 20 0,05%) +
LD 10%, incubando por 45 minutos a temperatura ambiente (28°C) e homogeneizando a cada
15 minutos. As placas foram lavadas 3 vezes com solucdo de lavagem PBS-T, por 1 minuto
cada lavagem, para posterior adicdo de 500 uL na proporc¢do 1:1000 em PBS-T + LD10% do
anticorpo secundario anti-lgG humano, conjugado com peroxidase, especifico para cadeia y
(ThermoFisher Scientific, EUA), incubando por 45 minutos a temperatura ambiente (28°C) e
homogeneizando a cada 15 minutos. As placas foram lavadas novamente 3 vezes com solugéo
de lavagem PBS-T, por 1 minuto cada lavagem.

Finalmente, acrescentou-se 400 uL por pogo da mistura do substrato comercial DAB
(3,3',4,4' diaminobenzidine) (BioRad, EUA), a concentragdo de 0,5 mg/mL e 1,5 puL/mL de
H202 (perdxido de oxigénio ultrapuro), diluidos em PBS. Incubou-se as membranas com esta
solugéo por 5 minutos, sob agitagéo, e a reacdo foi interrompida por lavagem das membranas
com agua destilada, sendo, por conseguinte, deixadas para secar em papel de filtro absorvente.
Conformo ilustra a Figura 13, as amostras foram consideradas positivas quando p6de ser
observado os moldes circulares nas duas concentragdes de proteina N_AM_Hanta (A) ou na
maior delas (B), enquanto as consideradas negativas (C) ndo apresentaram molde em quaisquer

concentracoes.
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Positivo nas duas Positivo na maior

N - Negativo
concentragoes concentragao

A B

Figura 13. Interpretacdo dos resultados na membrana de nitrocelulose no teste de Dot Blot. A.
Amostra considerada positiva quando observado os moldes circulares nas duas concentracfes
de proteina N_AM_Hanta. B. Amostra considerada positiva quando observado reacdo na maior
concentracdo de 230 ng de proteina. C. Amostra considerada negativa quando n&o observado
nenhum tipo de reacdo na membrana.

4.16 Analise estatistica

Os dados epidemioldgicos gerados pelos questionarios aplicados nas diversas
populacdes, com informacdes ligadas ao préprio individuo e/ou ao ambiente que o cerca, foram
analisados pelos programas estatisticos STATA (versdo 11), Prism (GraphPad, versdo 7), e
MedCalc (versdo 16.8.4). Foi realizada uma avaliacdo geral da populacéo do estudo, enquanto
que as informagdes inerentes a cada municipio, comparagdes entre sexos e entre as populaces
de Manaus e Coari foram analisadas separadamente. As variaveis qualitativas foram realizadas
por meio de testes de Qui-Quadrado (x2) e modelos de regressdo logistica univariada e
multivariada foram elaborados para analisar a for¢a de associacao entre varidveis independentes

e a variavel-resposta, ambos para o de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise filogenética da proteina N_AM_Hanta

Para a filogenia, 45 sequéncias de aminoacidos selecionadas foram analisadas em 423
residuos pelo método de Probabilidade Méaxima, modelo de Jones-Taylor-Thornton e 1000
replicacdes do boostrap. A sequéncia da proteina N_AM_Hanta exibiu maior proximidade com
as espécies do cla do virus Andes, o qual € majoritario e prevalente na América do Sul.
Secundariamente, assemelha-se a espécies dos clas dos virus Rio Mamoré e Laguna Negra, 0s

quais ja foram identificados em regides da Amazonia Legal.

5.2 Clonagem, expresséo, purificacdo e confirmacdo da proteina N_AM_Hanta

Ao final dos processos de transformacdo e crescimento celular bacteriano foi realizada
a extracdo dos plasmideos de interesse e analisados em gel de agarose, como mostra a Figura
15A. Contudo, foi verificado que os clones do plasmideo pGSHP foram extraidos em baixa
concentragdo, indicado pelas setas pretas. Portanto foram elaborados novos processos de
transformacéo, clonagem e extracao e, por conseguinte, foi analisado em gel de agarose e péde

ser observado melhor rendimento em trés novos clones (Figura 15B).
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PBSK PGSHP
le2 le2

Figura 14. Gel de agarose em eletroforese com os plasmideos pBSK e pGSHP extraidos dos
clones de E. coli DH5a transformadas, utilizando kit Illustra GE®. A. Primeira extracdo com
dois clones (1 e 2) de pBSK e dois clones (1 e 2) de pGSHP (setas pretas indicando baixa
concentracdo do material extraido). B. Segunda extracdo com trés clones de pGSHP (1, 2 e 4)
com melhor rendimento e maior concentracdo do material genético. Gel de agarose a 0,8%,
brometo de etideo 0,01%, 30 minutos de corrida, 100V.

Os plasmideos foram entdo submetidos a digestdo enzimatica com os sitios de restricdo
Ndel e Notl, como ilustra a Figura 16A. A coluna do meio € o marcador de peso molecular, na
esquerda o vetor pBSK e 0 gene N_AM_Hanta e na direita o vetor pGS e o inserto HGPRT. As
setas pretas indicam os fragmentos de DNA, resultados das suas respectivas digestdes e suas
distancias relativas de migracao eletroforética frente ao marcador molecular, confirmando a
liberacdo das sequéncias, seja da N_AM_Hanta (aproximadamente 1370 pares de base), seja
do plasmideo pGS linearizado (aproximadamente 5500 pares de base).

Entdo, depois de confirmada a presenca dos insertos nos vetores plasmidiais, com uma
nova digestdo enzimatica, ocorreu a separacdo das bandas no gel de agarose, e os fragmentos

correspondentes a proteina e ao plasmideo de interesse foram cortados do gel, como ilustra a

Figura 16B, e purificados, de acordo com a Figura 16C.
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pBSK-N ™M pGSHP DT P N AM®
| — Y Hanta

pBSK
2900 pb

N_AM_Hantags
~1370 pb

N_AM_Hanta

-

HGPRT

750 pb t

Figura 15. Digestdo enzimatica e purificagdo dos fragmentos da proteina N_AM_Hanta e vetor
pGS. A. Perfil eletroforético da digestdo do vetor pBSK contendo o gene de N (seta preta) e do
vetor pGSHP contendo o gene da HGPRT (seta preta), utilizando Ndel e Notl. Gel de agarose
a0,8%, brometo de etidio 0,01%, 40 minutos de corrida, 100V. M: marcador de peso molecular.
B. Perfil eletroforético da digestdo pBSK-N e pGSHP-HGPRT e as setas brancas indicando o
corte do gel no local de migracdo dos genes do inserto N_AM_Hanta e do vetor pGS
linearizado. Gel de agarose a 0,8%, brometo de etidio 0,01%, 60 minutos de corrida, 80V. C.
Perfil eletroforético dos genes do vetor pGS (a esquerda) e do inserto N (a direita) purificados.
Gel de agarose 0,8%, brometo de etideo 0,01%, 30 minutos de corrida, 100V.

Com os fragmentos da proteina N_AM_Hanta e do plasmideo pGS purificados, o
sistema de ligagao foi realizado na proporgao de 2:1 (vetor/inserto), utilizando a enzima T4
DNA ligase, proveniente da empresa New England Biolabs Inc. Apos a ligagdo da sequéncia
codificadora da proteina ao vetor, o plasmideo construido passou a se denominar
pGS_N_AM_Hanta, como mostra a Figura 18. O novo plasmideo recombinante foi analisado
em gel (Figura 17A) e, em seguida, submetido a digestdo enziméatica com Ndel e Notl para
avaliagdo e confirmacdo da insercdo da proteina N_AM_Hanta (Figura 17B).

O resultado dos procedimentos realizados na secdo 4.6.4 esta ilustrado nas figuras
abaixo, confirmando que houve a ligagao do fragmento da proteina N_AM_Hanta ao vetor de
expressdo pGS. A fim de ratificar o resultado do sistema de ligagcdo bem-sucedido, o plasmideo

pGS_N_AM_Hanta construido foi submetido a digestdo enzimatica, e a Figura 17B ilustra o

resultado desse processo por meio da migracao eletroforética do inserto e a distancia relativa
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ante ao marcador de peso molecular. Na lacuna da esquerda temos o marcador de peso
molecular, no meio o plasmideo pGS_N_AM_Hanta digerido e na lacuna da direita 0 mesmo
plasmideo nao-digerido. A seta preta indica a liberagao de um fragmento de aproximadamente
1400 pb, quando da dupla digestao do vetor pGS_N_AM_Hanta com as enzimas Ndel e Notl.
Resultado este, que confirma a proposta de construgao deste trabalho. A sequéncia codificadora

de N_AM_Hanta possui aproximadamente 1370 pb.

pGS_N_AM Hanta

1 2 pGS_N_’AM_Ha nta

digerido  nao-digerido

pGS pGS_N
6000 pb —
3000 pb
N_AM_Hanta
1500 pb
1000 pb

Figura 16. Introdugdo do fragmento da proteina N_AM_Hanta no vetor de expresséo pGS. A.
Perfil eletroforético de dois clones do sistema de ligacdo do plasmideo pGS_N_Hanta néo-
digeridos. Gel de agarose a 0,8%, brometo de etidio 0,01%, 30 minutos de corrida, 100V. B.
Perfil eletroforético da digestao do vetor contendo a proteina N_AM_Hanta (seta preta),
utilizando Ndel e Notl. O controle negativo esta representado pelo plasmideo ndo-digerido na
lacuna da direita e 0 marcador de peso molecular na lacuna da esquerda. Gel de agarose a 0,8%,
brometo de etideo 0,01%, 40 minutos de corrida, 100V. M: marcador de peso molecular.
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Ndel-87 - CA'TA_TG

11 pf+ Otep

Nofl - 1422 - GC'GGCC_GC

pGS N_AM Hanta

6712 bp

Figura 17. Mapa fisico do plasmideo pGS_N_AM Hanta com o promotor, 0s sitios de
restricdes e as localizacBes, o gene da proteina N_AM_Hanta, 0 gene de resisténcia ao
antibidtico ampicilina (AmpR), o tamanho molecular total do plasmideo e a origem F1.

5.2.1 Andlise da expressdo da proteina N_AM_Hanta

A expressao da proteina de interesse pode ser observada na Figura 19, a qual possui
massa molecular de aproximadamente 50,8 kDa, conforme o calculo teorico de massa
molecular a partir da sequéncia de 428 residuos de aminoacidos do gene N_AM_Hanta e mais
20 residuos referentes a cauda histidina e enterokinase, o qual é de 50810,17 Da. Além disso, 0
marcador de peso molecular corrobora a massa molecular aproximada do produto de expressao.
Na mesma figura é possivel observar que a hospedeira E. coli BL21(DE3) sem vetor, o qual foi
utilizada como controle, apresenta uma expressao basal de proteinas na regiao de 50 kDa. Pode-

se observar também o perfil de expressao da proteina em diferentes tempos do experimento

desenvolvido na secao 4.7.2.



77

M |E. coliBL21| E. coli BL21(DE3) com proteina N_AM Hanta
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Figura 18. Gel de poliacrilamida com perfil de expressdo da proteina N_AM_Hanta produzida
pelo clone recombinante E.coli BL21(DE3) + pGS_N_AM_Hanta. Aliquotas da hospedeira
BL21(DE3) vazia e dos tempos de expressao ap6s inducdo com IPTG de Oh, 1h, 2h, 3h, 4h e
5h do experimento estdo mostradas. O retdngulo preto demarca a migragdo dos produtos da
expressdo da proteina N (~51 kDa) com massa molecular aproximada frente ao marcador de
peso molecular proteico. Gel de poliacrilamida 12%, 200 V, 2h. Revelagao com azul de
comassie. M: marcador de peso molecular.

5.2.2 Solubilidade e purificacdo da proteina N_AM_Hanta

Antes do processo de purificacdo da proteina, o sedimento proveniente do material de
cultura induzido por 5h foi submetido a processos de extracdo com tampdes de lise e
desnaturacdo, consecutivamente. Os sobrenadantes e pellet resultantes desse procedimento,
demonstrado na Figura 8 da secdo 4.8, foram analisados quanto a presenca de proteina soltvel,
como ilustra a Figura 20 abaixo.

Quanto as lacunas correspondentes & extracdo, o sobrenadante 1 foi resultado da
centrifugacdo e sonicacdo ap6s ressuspensdao com tampdo de lise com lisozima e PMSF,
enquanto o sobrenadante 2 e pellet 2 originados apds centrifugacdo com tampdao desnaturante.

Pode-se observar que, em condi¢des nativas, apos tampao lise e sonicacdo, a proteina ainda ndo

esta soltvel, ficando aderida no sedimento. Esse sedimento, por sua vez, em condicdes
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desnaturantes (tampdo com uréia 8M), a proteina se apresenta sollvel no sobrenadante 2,
ficando ainda retida em grande quantidade no pellet 2. As lacunas de expressdo, nos tempos Oh
e 3h, foram inseridas apenas a critério de comparacdo. O marcador de peso molecular proteico

ilustra a massa molecular aproximada da proteina N_AM_Hanta (aproximadamente 51 kDa).

M ExeRessio [T EXTRAGAO

= 2 |

o

Sobrenadante 1

Sobrenadante 2

Figura 19. Gel de poliacrilamida com resultados da solubilidade da proteina N_AM_Hanta apds
processos de extracdo. Nas lacunas da extracdo, o sobrenadante 1 mostra a auséncia da proteina
em condicdes nativas, pds-uso de tampédo de lise e sonicacdo. O sobrenadante 2 mostra a
proteina soldvel em condigdes desnaturantes, ficando ainda retida no pellet 2. Tempos de
expressdo apos inducdo com IPTG de Oh e 3h estdo mostradas para comparacao. O retangulo
preto demarca os produtos da expressdo da proteina N_AM Hanta (~51 kDa) e material
ressuspenso em condicdes desnaturantes com massa molecular aproximada frente ao marcador.
Gel de poliacrilamida 12%, 200 V, 45 minutos. Revelagdao com azul de comassie. M: marcador
de peso molecular.
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Para a purificagdo da proteina utilizou-se uma coluna carregada com niquel. Em virtude
da conjugacédo da proteina N_AM _hanta a uma cauda de polihistidina (6 moléculas), a proteina
é coletada por afinidade. Esse método de cromatografia por afinidade permite analisar o
processo de purificacdo por meio de uma curva de absorbancia (linha azul da Figura 21) que
afere a liberacdo de proteinas com picos.

Pode-se observar na figura que a proteina de interesse é liberada junto com outros
produtos em um grande pico do ponto 1 ao 6, quando ainda ndo ha imidazol (linha verde). O
imidazol € responsavel por competir com a proteina N de interesse na ligacdo ao metal niquel
da coluna. Esse grande pico foi analisado em gel, representado pelo eluato 4, e indica que a
capacidade de ligacdo da coluna foi saturada com grande quantidade de proteina inserida.
Quando a concentracdo de imidazol passa a aumentar, ao tempo em que o tampé&o C de eluicdo
é inserido, € possivel ver um segundo pico (pontos 10 a 12) e que, quando analisado em gel
pelo eluato 11, ndo representa a proteina de interesse.

Ao passo que a concentracdo de imidazol aumenta, surge um terceiro pico (pontos 13 a
18). Esses eluatos analisados em gel demonstram o deslocamento da proteina N_AM_Hanta da
coluna ja purificada, uma vez que as bandas correspondem ao tamanho de massa molecular da
proteina (aproximadamente 51 kDa) quando comparadas ao marcador de peso molecular de
proteinas. Essas fracfes foram unidas, dialisadas e apresentaram concentracdo final de
680ug/mL. O produto da extracdo (PE*) representa um controle da eficicia do processo de
purificacdo, de modo que visualmente se possa comparar o resultado da extragdo, com mais
bandas inespecificas, enquanto que as bandas da proteina purificada se apresentam Unicas e

especificas.
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Figura 20. Curva de absorbancia de purificacdo da proteina N_AM_Hanta e gel de
poliacrilamida correspondente a analise das aliquotas dos eluatos do processo. O eluato 4,
representando o primeiro pico, mostra a saturacdo da coluna, pois a proteina ainda estava
presente nessa fase junto a outros elementos. No eluato 11, representando o segundo pico, ndo
é detectada a proteina de interesse. Nos eluatos de 13 a 18, representando o terceiro pico,
observa-se a obtencdo da proteina N purificada, com bandas correspondentes ao tamanho da
massa molecular da proteina (~51 kDa) ante ao marcador proteico. Gel de poliacrilamida 12%,
200 V, 30W, 45 minutos. Revelagdo com azul de comassie. PE*: produto da extragdo. M:
marcador molecular.



81

5.2.3 Teste de antigenicidade da proteina N_AM_Hanta por Western Blotting (WB)

Utilizou-se o método de WB para confirmagéo da capacidade de ligacdo da proteina
purificada a anticorpos 1gG contra Hantavirus. Para isso, foi selecionado um soro
conhecidamente positivo para IgG contra Hantavirus e outro um pool de soros negativos para
Hantavirus. Na Figura 22, pode-se observar duas membranas de nitrocelulose. Na membrana
A, incubada com soro controle positivo, pdde ser observado a presenca de banda exatamente
no local onde havia proteina. O tampdo de dialise da proteina foi empregado como controle do
teste para garantir ligacGes ndo-especificas a outros componentes da solu¢do. Na membrana B,
incubada com controle negativo, ndo foi visualizado bandas, garantindo que o soro utilizado no
ensaio de ELISA era, de fato, negativo contra o antigeno. Essa técnica permitiu a deteccdo e
quantificacdo da proteina N_AM_Hanta (aproximadamente 51 kDa) por meio da comparacao

frente ao marcador de peso molecular proteico.

Tampao Tampaoda
ProteinaN | ProteinaN | Marcador _ Marcador | ProteinaN P

ProteinaN

ageRuler™ Prestained Protein Ladd
10-180kDa

Soro controle positivo Soro controle negativo

Figura 21. Antigenicidade por Western blotting da proteina N_AM_Hanta e confirmacéo dos
soros-controle utilizados no ELISA. A. Membrana de nitrocelulose incubada com soro controle
positivo permitiu a detecgdo especifica de proteina N_AM_Hanta (~51kDa). A visualizacao de
banda corresponde a ligacado de anticorpos 1gG especificos (indicado pela seta preta) na caneleta
onde havia a proteina de interesse. B. Membrana de nitrocelulose incubada com soro controle
negativo ilustrou a ndo-deteccdo de anticorpos IgG frente a proteina. Transferéncia por
electroblotting pelo sistema de transferéncia Umida para membrana de nitrocelulose 0,45um,
por 120 minutos, 100V, a temperatura ambiente. O marcador de peso molecular é PageRuler™
Prestained Protein Ladder 10-180 kDa.
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5.2.4 Resultado da analise das amostras nos imunoensaios

Do total de amostras coletadas, foram analisadas 713 do municipio de Manaus, 642 de
Coari e 64 de Itacoatiara. No primeiro teste de ELISA, das 1.419 amostras, foram selecionadas
183 (111 positivas e 77 indeterminadas). Essas foram reanalisadas por ELISA em triplicata e
resultou em 99 amostras positivas, 69 indeterminadas e 15 negativas. As amostras positivas e
indeterminadas (n=168) foram submetidas & confirmacdo por Dot Blot. Dessas, 87 amostras
apresentaram molde circular na maior concentragdo de 230 ng de proteina N_AM_Hanta,

enquanto que 74 ilustraram nas concentracdes de 230ng e 10 ng, como mostra a Figura 23.

Manaus = 713 analisadas/1054 coletadas
Coletae Coari = 642 analisadas/643 coletadas
Sele(}ao das Itacoatiara = 64 analisadas/65 coletadas
amostras

N total = 1.419 amostras analisadas

Screening de amostras

1° ELISA N=1419

Negativas Indeterminadas Positivas
n=1231 n=77 n=111
Triplicata das amostras
2“ ELISA N=183

Anélise das
amostras

Negativas Indeterminadas Positivas
n=15 n==69 n=99

Confirmacdo das amostras

Dot Blot Duas concentragoes: 230 nge 10 ng

N=168
Negativas Positivas :> PREVALENCIA
n=7 n=161 11,3% (161/1.419)

N

Positivas nas duas Positivas apenas na
concentragoes concentragio 230 ng
n="74 n=87

Figura 22. Fluxograma do resultado da analise das amostras nos imunoensaios.
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5.3 Inquérito soroldgico

5.3.1 Anélise da prevaléncia para Hantavirus na populacdo total do estudo

5.3.1.1 Caracteristicas sociais, demograficas e econémicas

Dentre os 1.419 individuos analisados, 161 apresentaram anticorpos IgG para proteina
N recombinante do Hantavirus, ou seja, 11,35% da populagdo participante total no estudo.
Desses 161 soropositivos, 47 (29,2%) pertence ao grupo de doadores de sangue do municipio
de Manaus, 103 (64%) da populacao geral em Coari e 11 (6,8%) de trabalhadores florestais de
Itacoatiara. O teste do Qui-Quadrado (2) mostrou que houve significancia estatistica quando
se comparou o percentual de positividade entre os municipios (p<0,001).

Comparando a positividade para Hantavirus de um municipio com os demais, Manaus
apresentou positividade de 6,6%, Coari de 16%, e Itacoatiara de 17,2%. Notou-se a positividade
significantemente aumentada em Coari [p<0,0001; OR= 2,7 (IC9% 1,9-3,9)] e em Itacoatiara

[p=0,003; OR= 2,9 (ICe5% 1,4-6,0)] em relacdo a Manaus, como mostra a Figura 24.

100+

80+

60- [ Negativo
Il Positivo

Frequéncia (%)

20 16% | |17,2%

i 11’3% 6,6%
0-_-_—_-!_

Total Manaus Coari Itacoatiara

Figura 23. Prevaléncia de amostras positivas da populacdo total por ELISA indireto-1gG e
confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo municipio.

Dentre as 625 mulheres participantes do estudo, 85 delas apresentaram anticorpos IgG
especificos para Hantavirus, com positividade de 13,6%. Enquanto que dos 794 homens, 76 se

mostraram positivos (9,6%). Das 161 amostras positivas, a maior porcentagem foi do sexo
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feminino, 52,8%, e dos homens, 47,2%, conforme ilustra a tabela 7. Essa diferenga foi
estatisticamente significante entre os sexos (y2; p=0,022), cuja maior prevaléncia para

Hantavirus ocorreu no sexo feminino [p=0,018; OR= 1,5 (ICes% 1,1-2,1)].

Total N=1419  Manaus N=713  Coari N=642 ltacoatiara N=65
Sexo

% (n) % (n) % (n) % (n)
Masculino 9,6% (76) 6% (32) 15,7% (33) 17,2% (11)
Feminino 13,6% (85) 8,4% (15) 16,9% (70) -
TOTAL (n) 161 47 103 11

Tabela 6. Prevaléncia e numeros de amostras positivas da populacdo total e entre municipios
por ELISA indireto-1gG e confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo sexo.

A positividade para Hantavirus segundo faixa etaria dos participantes do inquérito

sorologico esta descrito na tabela 8 e na Figura 25.

Faixa etaria (anos) N Prevaléncia % (n)
18-19 98 8,2% (8)
20-29 450 12,4% (56)
30-39 373 9,4% (35)
40-49 264 11% (29)
50-59 148 12,2% (18)
60-69 50 14% (7)

>70 22 36,4% (8)
TOTAL 1405 11,35%

Tabela 7. Prevaléncia e nimeros de amostras positivas da populacao total por ELISA indireto-
IgG e confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo faixa etaria.

Houve significancia estatistica quando se comparou o prevaléncia entre as faixas etarias
(x2; p=0,009). Foi evidenciado que o maior nimero de amostras positivas se enquadrou entre
20 a 29 anos, com 56 individuos, entretanto quando se analisa a positividade relativa para
Hantavirus de um grupo de faixa etaria com os demais, nota-se a prevaléncia significantemente
aumentada no grupo de 70 anos ou mais [p=0,007; OR= 4,6 (ICe% 1,9-11,1)]. Além disso, a
Figura 25 ilustra que, embora haja um ligeiro pico na faixa entre 20 e 29 anos, hd uma relacéo

diretamente proporcional entre a elevacdo de amostras positivas e 0 aumento da idade.
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Figura 24. Prevaléncia de amostras positivas da populacdo total por ELISA indireto-1gG e

confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo faixa etéria.

Quando a populacdo foi analisada quanto a renda familiar mensal, medida por salarios

minimos — SM (R$880), constatou-se uma grande concentracdo de amostras positivas nas

menores rendas, conforme mostra a tabela 9. A diferenca entre os grupos de rendas mostrou-se

estatisticamente significativa (y2; p<0,001), e o grupo com até 1 salario minimo com o maior

percentual de positividade (15%), como mostra a Figura 26. Pode-se observar na figura também

gue em Manaus as amostras positivas foram distribuidas quase similarmente entre os grupos de

renda, e em Itacoatiara cujas prevaléncias no grupo de 3 salarios minimos e a partir de 5 salarios

pode ser justificada pela amostragem pequena, com 1/3 para 3SM e 1/2 para > 5 SM.

Renda familiar mensal N Prevaléncia % (n)
Até 1 SM 612 15% (92)
2 SM 332 6,9% (23)
3SM 136 7,3% (10)
4 SM 100 12% (12)
>5SM 128 7,9% (10)

Tabela 8. Prevaléncia e nUmeros de amostras positivas da populacao total por ELISA indireto-
IgG e confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo renda familiar. SM: salario minimo.
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Figura 25. Prevaléncia de amostras positivas da populacéo total e entre municipios por ELISA
indireto-1gG e confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo renda familiar mensal.

Quanto ao nivel de escolaridade, a populagdo total apresentou maior prevaléncia para
Hantavirus na classe dos analfabetos (16%), seguida de individuos com ensino fundamental
incompleto (14,7%) e ensino médio incompleto (14,6%), como mostra a Figura 27. Foi
observado que em Manaus as maiores porcentagens ocorrem nas classes com melhor nivel de
escolaridade apresentando valores de prevaléncia altos nos niveis de ensino superior incompleto
(23,9%) e completo (28,3%). O municipio de Itacoatiara concentrou-se entre ensino
fundamental incompleto a médio completo, com prevaléncias variando entre 15,4 a 25%. Ja
Coari revelou valores maiores nas classes mais baixas, desde os analfabetos (16,2%) a médio

completo (17%).
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Figura 26. Prevaléncia de amostras positivas da populacéo total e entre municipios por ELISA
indireto-1gG e confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo nivel de escolaridade.

Foi investigado a associacdo da ocupacdo com a positividade para Hantavirus. Dentre
os individuos positivos, 30 (19,9%) relataram estar desempregados, outros 30 (19,9%)
trabalhadores agropecuérios, florestais de caca e de pesca, 22 (14,6%) comerciarios e
prestadores de servicos e 17 (11,3%) trabalhadores domésticos, sendo essas ocupacdes as de
maior porcentagem. Nao houve significancia estatistica quando se comparou entre 0S grupos
de ocupac0es, tanto na populagéo total (y2; p=0,08), quanto nos municipios de Manaus e Coari,
como mostra a tabela 10. O municipio de Itacoatiara ndo foi analisado nesse quesito, pois todos
os individuos sdo trabalhadores rurais. Aplicou-se uma regresséo logistica univariada, pelo
método stepwise, para avaliar a influéncia das ocupagdes na prevaléncia da populaco total, e
o resultado indicou que ha associacao do trabalho agropecuério e florestal como maior chance
para adquirir Hantavirus [p=0,014; OR= 1,7 (ICes% 1,1-2,7)].

Outras caracteristicas sociodemogréficas foram analisadas, mas ndo apresentaram

associacdo para Hantavirus (tabela 25, apéndice D).



Total Manaus Coari
Ocupacéo % (n) % (n) % (n)
(positivos) (pos/total) (positivos) (pos/total) (positivos)  (pos/total)
Desempregado (a) 13,1 (30/229) 4,1 (3/74) 17,4 (27/115)
Altos funcionarios de governo ou empresa 5,6 (2/36) 4 (1/25) 10 (1/10)
Profissionais de nivel superior 9,6 (9/94) 11 (8/73) 4,8 (1/21)
Profissionais das artes 33,3 (1/3) 33,3 (1/3) 0 (0/0)
Profissionais ou técnicos de nivel médio 4,8 (5/105) 51 (4/79) 3,8 (1/26)
Servigos administrativos 12,4 (11/89) 7,7 (4/52) 18,9 (7137)
Prestacdo de servicos e comerciarios 11,1 (22/198) 5,3 (6/113) 18,8 (16/85)
Servicos domésticos 15 (17/113) 0 (0/17) 17,7 (17/96)
Trabalhadores agropecuérios, florestais, caca e pesca 16,5 (30/182) 0 (0/3) 16,4 (19/116)
Producéo de bens e servicos industriais 11,6 (8/69) 9,5 (6/63) 33,3 (2/6)
Trabalhadores manuais de construcéo civil 0 (0/39) 0 (0/31) 0 (0/8)
Trabalhadores manuais de reparacdo e manutencéo 4,8 (1/21) 4,8 (1/21) 0 (0/0)
Membro das forcas armadas, policiais e bombeiros 8 (6/75) 8,3 (6/72) 0 (0/3)
Ocupacdes mal especificadas e trabalho informal 7,7 (1/13) 12,5 (1/8) 0 (0/5)
Autdnomo 9 (7/78) 6,3 (3/48) 13,3 (4/30)
Estudante 59 (1/17) 0 (0/8) 11,1 (1/9)
Valor de p* p=0,089 p=0,538 p=0,604

Tabela 9. Prevaléncia e nimeros de amostras positivas da populacdo total e entre municipios por ELISA indireto-1gG e confirmadas por DotBlot
para Hantavirus segundo ocupacéo. Valor de p1 = teste do Qui-Quadrado (y2). Pos=amostras positivas
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5.3.1.2 Possiveis fatores de risco

Em seguida a populacdo total foi investigada quanto a relacdo da prevaléncia com
possiveis fatores de risco ligados ao contato com area de florestamento e com roedores, bem
como dados de saneamento bésico. Foi observado que, dentre os positivos, 53,2% relataram ter
historico de trabalho com agricultura, 26,1% mantém os alimentos da colheita no domicilio,
14,5% possuem depositos ou galpdes de armazenamento de graos ou celeiros e 34% nao possui
esgoto em casa, havendo associacdo estatisticamente significativa apenas nessas atividades,

como mostra a tabela abaixo.

Possivel fator de risco Prevaléncia % (n) Valor de p1 RPb (1C95%)
Trabalhou com agricultura 15,8% (84) <0,001 1,8 (1,3-2,4)
Mantém alimentos da colheita 16,6% (36) 0,007 1,6 (1,2-2,3)
oLl owes  omT  18ads0
N&o possui esgoto 14,2% (53) 0,05 1,4 (1,0-1,8)

Tabela 10. Prevaléncia e nimeros de amostras positivas da populacéo total por ELISA indireto-
IgG e confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo possiveis fatores de risco. RPb: razéo
de prevaléncia bruta. Valor de p1 = teste do Qui-Quadrado (y_2).

Outras acGes que submetem a populacdo a proximidade a areas florestadas e atividades
ligadas a zona rural ndo apresentaram relevancia estatistica com prevaléncia para Hantavirus,
bem como comportamentos relacionados ao estreito contato com 0s vetores roedores e outras
condi¢des de saneamento, como possuir 4gua encanada e tratada (tabela 26, apéndice E).

Os participantes do inquérito sorolégico também responderam sobre conhecimentos
gerais a cerca do tema do trabalho, no caso, se sabiam o que significava o termo “zoonoses” e,
curiosamente, dentre os individuos positivos, 113 (76,9%) relataram ndo saber. E esse fator

apresentou uma associacdo significante para Hantavirus (x2; p=0,014). Na populagdo total do

estudo, dos 1.419 individuos, 839 relataram ndo ter ouvido falar sobre Hantavirus.
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Com esses prévios resultados, foram montados modelos de regressdo logistica para
identificar quais variaveis (preditoras) tém maior influéncia no desenvolvimento de anticorpos
IgG para Hantavirus (variavel dependente) nos individuos participantes desse inquérito. Por
conveniéncia, as variaveis preditoras foram aquelas que exibiram associacéo significativa nas
andlises acima e, que quando investigadas por regressdo logistica univariada pelo método

stepwise com o de 5%, apresentaram probabilidade estatistica p1<0,05, conforme tabela 12.

Variavel Preditora p1 Odds ratio (OR) cc:r;:‘?;\rizgogii % p2
Mun!cfp!o (Coari) _ <0,0001 2,7 1,9-3,9 <0.0001
Municipio (Itacoatiara) 0,003 2,9 1,4-6,0 ’
Género (feminino) 0,018 15 1,1-21 0,018
Faixa etaria ( > 70 anos) 0,0007 4,6 19-111 0,002
Renda familiar (até 1 SM) <0,001 2,1 1,4-29 <0,0001
caropeatio  forestal) 0018 17 11-27 0018
Trabalhou com agricultura 0,0002 19 1,4-27 0,0002
Mantém alimentos da colheita 0,007 1,8 12-27 0,009
Armazena graos 0,018 18 1,1-29 0,024
N&o possui esgoto 0,05 1,4 1-18 0,05
Né&o sabe sobre zoonoses 0,015 1,6 1,1-25 0,012

Tabela 11. Regressdo logistica univariada das variaveis preditoras em relagdo a prevaléncia
para Hantavirus. P1=Teste de Wald (associacdo da varidvel preditora e a dependente); p2 =
nivel de significancia do modelo. Regressao logistica pelo método de stepwise com a. de 5%.

Foram, entdo, montados 2 modelos de regressdo logistica multivariada a fim de analisar
a influéncia do municipio na positividade para Hantavirus: (a) municipio, género, faixa etéria,
renda familiar mensal, trabalho com agricultura, manutencdo de alimentos da colheita,
armazenamento de graos e saber zoonoses; e (b) género, faixa etéria, renda familiar mensal,
trabalho com agricultura, manutengéo de alimentos da colheita, armazenamento de gréos, saber

Z00Nnoses, 0CUPacao e possuir esgoto.
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Modelos com variaveis preditoras p1 Odds ratio (OR) Ccl)?]ﬁ;\rl]zgogd; % p2
Modelo (a) <0,0001
Constant <0,0001 - -

Municipio (Coari) <0,0001 3,1 20-47
Municipio (Itacoatiara) 0,0012 4,1 1,7-9,6
Género (feminino) 0,28 1,3 0,8—2,0
Faixa etaria ( > 70 anos) 0,29 1,9 0,6-6,5
Renda familiar 0,44 1,2 0,7-2,0
Trabalhou com agricultura 0,42 1,2 0,7-2,0
Mantém alimentos da colheita 0,39 1,3 0,7-21
Armazena graos 0,65 1,2 06-21
N&o sabe sobre zoonoses 0,94 1,0 06-1,6
Modelo (b) <0,0001
Constant <0,0001 - -
Género (feminino) 0,009 1,7 1,1-26
Faixa etéria (> 70 anos) 0,22 2,1 06-71
Renda familiar 0,15 1,4 09-23
Trabalhou com agricultura 0,009 1,8 12-28
Mantém alimentos da colheita 0,24 14 0,8-2,3
Armazena graos 0,57 1,2 06-2.2
Ocupacdo (trabalho agropecuario e 0,02 19 11-33
florestal)

N&o possui esgoto 0,77 1,1 0,7-1,7
Nao sabe sobre zoonoses 0,93 1,0 0,6-1,6

Tabela 12. Regressdo logistica multivariada de 2 modelos para avaliacdo da influéncia do
municipio na prevaléncia. p1 = Teste de Wald (significancia da associacao da variavel preditora
com a variavel dependente); p2 = nivel de significancia do modelo. Regressao logistica pelo
método enter com o de 5%. Medidas em negritos estdo estatisticamente significativas (p<0,05).

Na tabela 13, pode-se observar no modelo (a) que a principal e Unica associacao

encontrada foi a positividade de forma aumentada para Hantavirus em relagdo aos municipios

de Coari (OR 3,1; ICos% 2,0-4,7) e Itacoatiara (OR 4,1; I1Ces% 1,7-9,6). Em contrapartida,

quando nédo hé influéncia dos municipios, as principais variaveis associativas que surgem s&o:

género feminino (OR 1,7; ICes% 1,1-2,6), trabalho com agricultura (OR 1,8; 1Cos% 1,2-2,8) e

trabalho agropecuario e florestal (OR 1,9; ICos% 1,1-3,3).

5.3.2 Andlise da prevaléncia para Hantavirus nas populac@es de acordo com sexo

Dos 794 homens participantes do estudo, 76 (9,6%) apresentaram anticorpos 1gG
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especificos para Hantavirus. Destes, 32 (42,1%) foram doadores de sangue de Manaus, 33
(43,4%) de Coari e 11 (14,5%) trabalhadores rurais de Itacoatiara. Comparando a positividade
entre municipios, houve uma diferenca estatisticamente significativa (y2; p<0,001), tendo
percentuais de positividade de 5,98% em Manaus, 16,9% em Coari e 17,2% em Itacoatiara.
Quando analisados por faixa etaria (tabela 14), foi observado uma significancia
estatistica entre os grupos (y2; p<0,001), e comparando cada uma das faixas etarias com as
demais, verificou-se um aumento significativo na faixa a partir dos 70 anos, com percentual de

positividade de 50% [p=0,002; OR=11 (ICe5% 2,4-50,5)].

Faixa etaria Masculino Feminino Total
(anos) % (n/total) % (n/total) % (n/total)
18-19 8,3% (4/48) 8% (4/50) 8,2% (8/98)
20-29 10,5% (27/258) 15,1% (29/192) 12,4% (56/450)
30-39 7,7% (17/221) 11,8% (18/152) 9,4% (35/373)
40-49 8,7% (13/150) 14% (16/114) 11% (29/264)
50-59 7,9% (6/76) 16,7% (12/72) 12,2% (18/148)
60-69 15% (3/20) 13,3% (4/30) 14% (7/50)

>70 50% (6/12) 20% (2/10) 36,4% (8/22)

Valor de p! p<0,0001 p=0,806 p=0,009

Tabela 13. Prevaléncia e nimeros de amostras positivas da populacéo total por ELISA indireto-
IgG e confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo sexo e faixa etaria. Valor de p1 = teste
do Qui-Quadrado (2). Medidas em negritos estéo estatisticamente significativas (p<0,05).
Sobre as ocupacdes, foi observado uma associagdo significativa entre os grupos (y2;
p=0,05), tendo a maior porcentagem dos positivos no trabalho agropecuario e florestal (25%).
Analisou-se também a positividade para Hantavirus quanto a fatores relacionados a contato
com éarea de florestamento e roedores, bem como saneamento basico. Dentre 0s positivos, 0s
principais fatores encontrados foram: participar de desmatamento, trabalhar com agricultura e
ndo possuir rede de esgoto, cuja associacdo foi estatisticamente significativa, como mostra a
tabela 15. Outros acontecimentos estudados no inquérito soroldégico ndo apresentaram

relevancia estatistica, embora cerca de 60% dos positivos tenham relatado ter tido contato
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recente com area de florestamento. Com relacéo a contato com roedores, 30% informaram ter
matado ou capturado roedores, 23,5% comeram carne de roedor e 56,1% observaram a presenca

de roedor em casa ou no trabalho.

Possivel fator de risco Prevaléncia % (n) Valor de p1
Participou de desmatamento 14% (25) 0,023
Trabalhou com agricultura 15,3% (39) <0,001
N&o possui esgoto 13,4% (25) 0,043
Visitou ou teve contato com floresta 10,2% (45) 0,465
Matou ou capturou roedores 11,6% (20) 0,275
Comeu carne de roedores 10,5% (16) 0,712

Observou presenca de roedor em
casa/trabalho
Tabela 14. Prevaléncia e nimeros de amostras positivas de homens por ELISA indireto-IgG e
confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo possiveis fatores de risco. RPo: razdo de
prevaléncia bruta. Valor de pi=teste do Qui-Quadrado (y2).

9,6% (37) 0,981

Dentre as 625 mulheres desse inquérito soroldgico, 85 se mostraram positivas para
Hantavirus com positividade de 13,6%. Destas, 15 (17,65%) foram doadoras de sangue de
Manaus e 70 (82,35%) da populacdo geral de Coari. O teste de y2 mostrou que houve
significancia estatistica quando se comparou o percentual de positividade entre 0os municipios
(p=0,017), sendo 8,43% em Manaus e 15,7% em Coari.

Todos os outros fatores analisados nesse estudo como faixa etaria, ocupacao, renda, e
aqueles relacionados a proximidade a area de florestamento, contato com roedores, saneamento
bésico, entre outros, ndo apresentaram associacdo estatisticamente significativa. Contudo
destaca-se que, dentre as mulheres positivas, 79,2% recebem até 1 SM, 47% tiveram contato
recente com area florestada, 53,6% trabalham com agricultura, 34,3% mantém alimentos da
colheita, 57,1% possuem hortas ou arvores frutiferas ao redor da casa, 67,1% relataram a
presenca de roedores na residéncia ou local de trabalho, além do maior percentual de

positividade ter sido na classe etaria mais velha, a partir dos 70 anos (20%) (tabela 14).
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5.3.3 Andlise da prevaléncia para Hantavirus nas populacées de acordo com municipio

Em Manaus, das 713 amostras analisadas, 47 (6,6%) apresentaram anticorpos 1gG
especificos para Hantavirus. Dessas 47, 15 eram do sexo feminino e 32 do sexo masculino. Nao
houve diferenca estatistica entre os géneros (2; p=0,25), entretanto o maior percentual de
positividade ocorreu no sexo feminino com 8,4%, em relacdo a 6% do sexo masculino. Por
faixa etéria, com média de idade de 33,3 anos, mediana de 32 anos e intervalo de 18 a 65 anos,
0 maior percentual ocorreu entre 50 a 59 anos (10,6%).

O fato de possuir galpdo ou depdsito para armazenamento de grdos se apresentou
estatisticamente significativo (y2; p=0,04), com um percentual de positividade de 18,75%.
Outro fator que exibiu uma associacdo com significancia estatistica foi zona (y2; p=0,026),
observando-se uma positividade significantemente aumentada na zona centro-sul [p=0,003;

OR=4,5 (IC9% 1,7-12,5)], conforme tabela 16.

Zona N Prevaléncia % (n)
Norte 232 4,3% (10)
Sul 117 4,3% (5)
Leste 98 9,2% (9)
Oeste 129 7,7% (10)
Centro-oeste 88 5,7% (5)
Centro-sul 47 17% (8)
TOTAL 711 6,6% (47)

Tabela 15. Prevaléncia e nUmeros de amostras positivas da populacdo do municipio de Manaus
por ELISA indireto-1gG e confirmadas por DotBlot para Hantavirus segundo zona.

Em Coari, dos 642 individuos analisados, 103 (16%) se mostraram positivos para
Hantavirus. Desses, 70 eram do sexo feminino e 33 do sexo masculino. N&o houve diferenca
estatistica entre os géneros (y2; p=0,68), entretanto 0 maior percentual de positividade ocorreu
no sexo feminino com 16,9%, em relacdo a 15,6% do sexo masculino. Por faixa etaria, com
média de idade de 38,7 anos, mediana de 36 anos e intervalo de 18 a 95 anos, 0 maior percentual

ocorreu na faixa de idade igual ou maior que 70 anos (36,4%).
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Nenhum dos fatores estudados nesse inquérito sorolégico apresentaram alguma
associacdo estatisticamente significativa dentro do municipio de Coari. Entretanto, destaca-se
que, dentre as amostras positivas, 84,8% recebem até 1 SM, 54% tiveram contato recente com
area florestadas, 67,3% trabalham com agricultura, 34,6% mantém alimentos da colheita, 41%
ndo possuem rede de esgoto, 75,3% relataram a presenca de roedores na residéncia ou local de
trabalho e 45,9% comem carne de roedor.

Em lItacoatiara, dos 65 trabalhadores rurais, 11 (17,2%) foram positivos para infeccao
por Hantavirus. Todos sdo do sexo masculino e entram em contato constantemente com areas
florestadas devido a ocupacédo extrativista em uma madeireira do municipio. Por faixa etéria,
com média de idade de 33,4 anos, mediana de 30 anos e intervalo de 19 a 59 anos, 0s maiores
percentuais ocorreram entre 20 e 29 anos (n=6; 54,5%) e entre 40 e 49 anos (n=4; 36,4%).

Embora se trate de uma amostragem pequena e muito homogénea, dentre os 11
individuos positivos, 7 recebem até 2 SMs, 7 ndo possuem rede de esgoto em casa, 8 possuem
plantagBes ou arvores frutiferas ao redor da casa, 7 relataram a presenca de roedores na

residéncia ou local de trabalho, 3 mataram ou capturaram roedor e 4 foram mordidos por roedor.

5.3.4 Comparacdo de fatores entre amostras positivas dos municipios de Manaus e Coari
Foi realizada uma analise entre os individuos positivos para Hantavirus das populagoes
de Manaus (n=47) e Coari (n=103), para investigar e estimar possiveis fatores de risco
vinculados aos municipios, excluindo Itacoatiara pelo tamanho e homogeneidade da
amostragem (todos do sexo masculino com continua atividade rural e contato em area florestal).
Comparando 0s municipios por escolaridade, houve uma diferenca significante (yz2;
p<0,0001), em que a prevaléncia em Manaus concentrou-se nos grupos com melhor nivel
(ensino médio para adiante), enquanto Coari nos menores (analfabetos a ensino fundamental

incompleto). Referente a renda, Manaus manteve a positividade distribuida entre os grupos,
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diferentemente de Coari que aglomerou nos grupos de baixa renda (cerca de 85% com até 1 SM
e 9,8% com 2 SM), sendo essa associacdo estatisticamente significante (y2; p<0,0001). Quanto
a ocupacdo, apresentou-se uma diferenca entre os municipios (y2; p<0,0001), em que
profissionais de nivel superior foi a maior porcentagem em Manaus (18,2%), e desempregados
e trabalhadores agropecuarios/florestais em Coari (28,1 e 19,8%, respectivamente).

Algumas ag¢des comportamentais relacionadas a contato com roedores, atividades em
imediacBes de areas de florestamento e propriedades de saneamento basico apresentaram
significancia estatistica comparando os municipios, conforme ilustra a tabela 18. Ressalta-se
que essa avaliagdo mostra as principais caracteristicas mais presentes nos individuos
soropositivos do municipio de Coari em relacdo a Manaus.

Com o propdsito de investigar mais profundamente a influéncia de cada fator na
prevaléncia dentre os municipios, realizou-se uma regressdo logistica univariada, com método
stepwise com o de 5%, entre as variaveis dicotdbmicas que apresentaram significancia estatistica
no teste do Qui-Quadrado (y2) da tabela 18. Fatores como observar a presenca de roedores na
residéncia ou trabalho [p=0,024; OR=6,5 (IC9s% 1,3-32,7)] e trabalho com agricultura [p=0,009;
OR=10,1 (ICe5% 1,8-56,9)] apresentam associa¢do com a positividade no modelo (p=0,039).

Com os resultados desse modelo univariavel preliminar e agregado a fatores estudados
na tabela 12 acima citada, elaborou-se quatro modelos de regressdo logistica multivariada para
avaliar as variaveis preditoras com maior influéncia na prevaléncia entre 0os municipios: (1)
género, renda, trabalho com agricultura, alimentos da colheita, armazenamento de gréos,
presenca de roedores em casa/trabalho, néo saber zoonoses e ndo possuir esgoto; (2) género,
renda, trabalho com agricultura, presenca de roedores em casa/trabalho e ndo possuir esgoto;
(3) género, renda, trabalho com agricultura, presenca de roedores em casa/trabalho; (4) género,
trabalho com agricultura, presenca de roedores em casa/trabalho e néo possuir esgoto.

Os resultados dos modelos de regresséo logistica, mostrados na tabela 17, indicam que
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0 género feminino, trabalho com agricultura, renda familiar mensal minima, presenca de sinais
de roedores na residéncia ou trabalho e ndo possuir rede de esgoto na moradia sao fatores que

tém associacdo com prevaléncia para Hantavirus, principalmente no municipio de Coari.

Intervalo de

Variaveis Preditoras p1 Odds ratio (OR) confianca 95% p2
Modelo 1 <0,0001
Constant 0,019 - -

Género (feminino) 0,479 1,6 04-6,1

Renda familiar (até 1 SM) 0,001 14,9 29-755

Trabalhou com agricultura 0,009 58 15-221

Mantém alimentos da colheita 0,257 29 0,4-19

Armazena gréos 0,958 0,94 0,1-6,9

Observou presenca de roedor 0,015 4,9 1,3-17,8

Nao sabe sobre zoonoses 0,367 0,5 0,1-2,3

N&o possui esgoto 0,772 1,3 02-75

Modelo 2 <0,0001
Constant <0,0001 - -

Género (feminino) 0,057 3,1 0,97 -10,1

Renda familiar (até 1 SM) 0,002 7.5 2,1-26,2

Trabalhou com agricultura <0,0001 9 2,7-30,2

Observou presenca de roedor 0,003 57 1,8-18,1

N&o possui esgoto 0,515 1,7 04-81

Modelo 3 <0,0001
Constant <0,0001 - -

Género (feminino) 0,002 5,4 1,9-15,2

Trabalhou com agricultura <0,0001 11,2 3,7-339

Observou presenca de roedor <0,0001 79 2,8-224

N&o possui esgoto 0,034 43 1,1-16,4

Modelo 4 <0,0001
Constant <0,0001 - -

Género (feminino) 0,050 3,2 1,0-10

Renda familiar (até 1 SM) <0,0001 9,6 3,1-294

Trabalhou com agricultura <0,0001 8,8 2,7-28,7

Observou presenca de roedor 0,004 5,2 1,7-15,8

Tabela 16. Regressao logistica multivariada de 4 modelos para avaliar as variaveis com maior
influéncia na prevaléncia para Hantavirus entre os municipios de Manaus e Coari. p1 = Teste
de Log Likelihood — méxima verossimilhanca/probabilidade (significancia da associacdo da
varidvel preditora com a variavel dependente); p2 = nivel de significancia do modelo. Regressédo
logistica pelo método de enter com o de 5%. Medidas em negritos estdo estatisticamente
significativas (p<0,05).



Possiveis fatores de risco Manaus Coari Valor dep!  RPb (IC 95%)
% n % n

Relacionado a roedores
Costuma cacar animais 7 3 19,6 19 0,059 1,3 (1,0-1,6)
Matou ou capturou roedores 18,2 8 31,3 30 0,107 1,2 (0,9-1,5)
Observou a presenca de roedores na residéncia e/ou trabalho 30,2 13 75,3 70 <0,0001 7 (3,1-15,7)
Foi mordido por roedor ou outro animal 4,4 2 25 24 0,003 1,5 (1,2-1,8)
Comeu carne de roedor 0 0 459 45 <0,0001 1,8 (1,5-2,2)
Relacionado a proximidade a &rea de florestamento
Visitou ou teve contato com floresta 41,3 19 54 54 0,154 1,2 (0,9-1,5)
Costuma visitar fazenda ou chacara 30,4 14 37,6 38 0,39 1,1(0,88-1,4)
Costuma tomar banho em locais abertos ou rios 26,9 12 495 50 0,008 1,3(1,1-1,7)
Costuma fazer passeios ou acampamentos em areas florestadas 8,7 4 24,7 25 0,023 1,3(1,1-1,6)
Tem gramado em volta da casa 15,6 7 31,2 25 0,054 1,3(1,0-1,7)
Tem hortas, plantagdes ou arvores frutiferas em volta da casa 34,8 16 53,5 54 0,035 1,3(1,0-1,6)
Mora perto de floresta ou fragmento de floresta 26,7 12 41,8 41 0,082 1,2 (0,9-1,5)
Mora ou trabalha perto de &rea de criacdo de animais 0 0 25,5 25 <0,001 1,6 (1,4-1,8)
Participou de desmatamento 6,5 3 21,6 21 0,024 1,4 (1,1-1,7)
Trabalhou com agricultura 19,6 9 67,3 68 <0,0001 8,5 (3,6-19,6)
Mantém alimentos da colheita 8,7 4 34,6 28 0,001 1,6 (1,2-1,9)
Possui deposito ou galpdo para armazenamento de graos 7 3 18,4 18 0,08 1,3 (1,0-1,6)
Relacionado a saneamento basico
N&o possui agua encanada ou tratada em casa 2,2 1 26 26 <0,001 1,5(1,3-1,8)
N&o possui rede de esgoto em casa 11,1 5 41 41 <0,001 5,5 (2-15,3)

Tabela 17. Prevaléncia e nUmero de amostras positivas para Hantavirus entre os municipios de Manaus e Coari segundo fatores relacionados a
contato com roedores, proximidade a area de florestamento e saneamento basico. p1= teste do Qui-Quadrado (y2). RPb = razéo de prevaléncia bruta.
IC 95% = Intervalo de Confianca 95%. Medidas em negrito estdo estatisticamente significativas (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Hantavirose € uma antropozoonose emergente de grande importancia para saude publica
mundial. E uma doenca que causa um impacto significativo em populacdes devido a alta
gravidade e letalidade dos casos (CORDOVA & FIGUEIREDO, 2014). Entretanto, sugere-se
que haja ocorréncias de infeccdo por Hantavirus com quadros benignos e/ou assintomaticos.

Em virtude da complexidade da biodiversidade amazdnica e do amplo espaco territorial,
é prudente desenvolver estudos para investigar a circulacdo do Hantavirus nas diversas regides
e vincular o agravo de cada localizacdo a dinamica do espa¢o amazonico. Os solos ricos em
matéria organica vegetal favorecem atividades ocupacionais e de exploracdo, especialmente
nos estados do Para e Mato Grosso, onde ocorrem o maior nimero de casos na Amazonia Legal
(SANTOS et al., 2012). Entretanto, uma vez que o0 estado do Amazonas integra uma regido
mais conservada com atividades extrativistas mais intensas em municipios do interior e em
menor proporcao na capital, € fundamental entender a distribuicdo geogréfica desse virus.

Baseado nessa ideia, foi proposto investigar preliminarmente a epidemiologia em
municipios ainda ndo estudados do estado do Amazonas com amostras de populagdo com
acessibilidade a servigos publicos de satde de Manaus e Coari, além de pequeno grupo de
trabalhadores rurais de Itacoatiara. Anteriormente, um estudo realizado no Amazonas por
Gimagque et al. (2012) analisou a prevaléncia em quatro municipios de trés regides do estado e
encontrou taxas de 0,2% a 0,9%. Para tanto, decidimos aprofundar e ampliar o inquérito
soroldgico no estado por meio da determinacédo de anticorpos para Hantavirus e associar com
caracteristicas sociais, demogréaficas, econdémicas, comportamentos de proximidade a areas
florestadas, atividades que estreitam a interacdo com os vetores roedores, além de dados de

saneamento basico.
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Esse estudo epidemioldgico contou com individuos adultos a partir dos 18 anos de
idade, faixa essa com intensa atividade fisica laboral, que buscaram locais de servico de saude
dos municipios. Ha o reconhecimento que a amostragem ndo-aleatdria e de conveniéncia,
utilizada nesse inquérito, apresenta validade limitada para descrever a frequéncia de uma
doenca e estender as caracteristicas para a populacao geral. Entretanto o conteddo ndo deixa de
ser valido para uma estimativa, associacdo de exposices e melhor compreensdo da dindmica e
manutenc¢do do Hantavirus na regido. Justificamos essa deciséo por facilitar a operacionalidade
de abordagem a populacéo participante desse estudo.

O desenvolvimento da pesquisa intercorreu-se com analises das amostras coletadas por
ELISA na determinacdo de anticorpos IgG contra o antigeno recombinante produzido nesse
trabalho, denominado proteina N_AM_Hanta, o qual se mostrou, em analises filogenéticas,
proximamente relacionado a cepas de Hantavirus Andes, majoritéria e prevalente na América
da Sul, e outras espécies pertencentes ao clda Andes, e secundariamente relacionado aos virus
Rio Mamoré e Laguna Negra, influentes na Regido Amaz6nica. No Brasil, a maioria dos
inquéritos soroldgicos para Hantavirus utilizaram para deteccdo de anticorpos 1gG o teste de
ELISA, entretanto, em sua maioria, utilizando antigenos do virus Araraquara (LIMONGI et
al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2010; BADRA et al., 2012; GIMAQUE et al., 2012; SANTOS
etal., 2013; CORDOVA & FIGUEIREDO, 2014; VIEIRA et al., 2016; MORAIS et al., 2016),
enquanto outros fazendo uso do virus argentino Andes (CAMPOS et al., 2003; MEDEIROS et
al., 2010).

Com a andlise de alguns estudos epidemioldgicos, verificou-se que a prevaléncia de
anticorpos anti-Hantavirus pode variar, especialmente ser subestimada, de acordo com a
proteina N recombinante utilizada como antigeno nas metodologias empregadas e o local do
inquérito. Um exemplo notorio referente a essa constatacdo, foi um estudo realizado por

Holmes et al. (2000) que determinou a prevaléncia de infec¢do por Hantavirus no municipio de
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Jardindpolis (SP) em 1,23%, utilizando como antigeno a proteina N do virus norte-americano
Sin nombre (CDC, EUA). Anos depois, Campos et al. (2003), no mesmo municipio, sugeriu
que utilizando o antigeno N do virus Andes (PADULA et al., 2000), da regido sul-americana,
aumentaria a sensibilidade do teste soroldgico. Ao final, evidenciou uma soroprevaléncia de
14,3%, ou seja, cerca de 12 vezes mais que o achado anterior. Um outro estudo desenvolvido
por Amada et al. (2014) testou strips de imunocromatografia baseado em antigenos de
nucleocapsideos truncados de trés Hantavirus representativos e encontrou que a combinagdo
desses antigenos tem a capacidade de detectar anticorpos anti-Hantavirus com maior
sensibilidade.

Witkowski et al. (2015) conduziu um inquérito soroldgico em vilas de floresta tropical
na Africa e realizou a triagem de 982 amostras com ELISAs utilizando nucleocapsideos
recombinantes dos virus Dobrava-Belgrade, Puumala e Sangassou africano. Foi detectado 229
amostras positivas para virus Sangassou e apenas 28 contra o virus Puumala. Com base no
conhecimento prévio que a espécie Sangassou € a responsavel pelas infec¢des por Hantavirus
na regido africana, a soroprevaléncia foi subestimada quando se utilizou como antigeno a
proteina recombinante do virus Puumala. Em um estudo sobre reacdo cruzada, Elgh et al.
(1998) comparou a reatividade dos anticorpos contra o virus Puumala em comparagdo aos virus
Hantaan, Seoul, Dobrava e Sin nombre, em amostras de pacientes com Nefropatia Epidémica.
Foi demonstrado que nesses pacientes houve um aumento significativo de anticorpos IgG
reagindo cruzadamente em funcdo do tempo, ou seja, depois do inicio da doenga, aumenta-se
gradativamente o nivel de reacdo cruzada dos anticorpos IgG contra o virus Puumala. Em
adicdo, notou-se um forte cruzamento com a proteina N do virus Sin nombre e uma reatividade
menos pronunciada com as proteinas derivadas dos virus Hantaan, Seoul e Dobrava. Esse
achado mostra a interferéncia consideravel da reacdo cruzada na interpretacdo de dados

soroldgicos para Hantavirus em estudos com intuito soroepidemiolégico.
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Esses relatos citados anteriormente fundamentam a hipdtese de que dados de
soroprevaléncia para Hantavirus podem variar em funcdo do antigeno e o local da pesquisa.
Em suma, a utilizacdo de um antigeno da espécie predominante na regido de estudo torna o
ensaio mais sensivel e, consequentemente, amplia a estimativa de prevaléncia, atingindo o
maior grau de realidade possivel. Por isso, acreditamos que o uso do antigeno N_AM_Hanta,
produzido nesse estudo com sequéncias de espécies encontradas na regido do Amazonas, pode
aumentar a sensibilidade do teste. Foi realizada uma padronizacdo no método de ELISA com
reprodutibilidade alcancada pela repeticdo e confirmacdo dos soros positivo e negativo.

Dentre os 1419 participantes neste trabalho, a prevaléncia foi de 11,35%, ou seja, 161
amostras apresentaram anticorpos 1gG para o Hantavirus N_AM_Hanta. Dessas, 47 foram
encontradas em Manaus, 103 em Coari e 11 em trabalhadores rurais de Itacoatiara, com
prevaléncias relativas de 6,6%, 16% e 17,2%, respectivamente. Esses valores de positividade
sdo relativamente altos e ndo sdo comumente encontrados em inquéritos soroldgicos. No Brasil,
trés estudos reportaram nameros similares. Um deles foi realizado por Campos et al. (2003),
focando em uma populacgéo entre 15 e 70 anos, com base no conhecimento prévio de que a
SCPH acomete adultos em fase de plenitude fisica e de trabalho, encontrou, dentre 818
habitantes do municipio de Jardindpolis, localidade da regido de Ribeirdo Preto (SP), 117
(14,3%) soropositivos contra o antigeno N do virus Andes argentino. Outro estudo foi executado
por Santos et al. (2013), em um assentamento rural de 540 habitantes no municipio de
Marcelandia, do estado do Mato Grosso e pertencente a Amazoénia Legal, em que 7 individuos
de 54 trabalhadores rurais se mostraram positivos contra o antigeno N do virus Araraguara
(soropositividade de 13%). O terceiro € um recente estudo desenvolvido por Vieira et al. (2016),
também em Mato Grosso, no municipio de Sinop, referenciado como uma zona de transicao
geografica entre os biomas savana e floresta tropical. Nele, 198 amostras de pacientes exibiram

doenca febril aguda e diagndstico clinico-epidemiologico para dengue, entretanto 70% dessas
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amostras, quando testadas, ndo foram positivas para dengue ou outras arboviroses. Das 198
amostras, 27 (13,6%) apresentaram anticorpos anti-Hantavirus. Em ambos os estudos de MT,
0 antigeno N utilizado nos testes de ELISA foi o do virus Araraquara (FIGUEIREDO et al.,
2008, 2009)

Outros dois inquéritos com altas taxas de prevaléncia foram realizados no Paraguai, na
regido de planicie semi-arida de Gran Chaco que, por sua vez, revelou a mais alta prevaléncia
de infecg¢des por Hantavirus nas Américas, utilizando o antigeno N do virus Sin Nombre nos
testes de ELISA. O primeiro estudo investigou casos suspeitos de hantavirose, individuos que
contactaram esses pacientes e membros da mesma comunidade, observando 14,8% entre os
contactantes e 12,8% entre os membros da comunidade (WILLIAMS et al., 1997). O outro
estudo pesquisou 551 indigenas, 140 descendentes de germanicos e 21 procedentes de
espanhois e encontrou uma soroprevaléncia global de 42,7% (45,2% para indigenas e 34,2%
para ndo-indigenas) (FERRER et al., 2003).

Nosso estudo envolvendo doadores de sangue em Manaus, com positividade de 6,6%,
apresentou valor similar a outra andlise realizada por Cordova e Figueiredo (2014) com
doadores de municipios que cobriram geograficamente todo o territério do estado de Santa
Catarina, o qual apresentou soropositividade global de 4,4% (14/314 individuos), taxa de 6%
na capital de Floriandpolis e variacdo de 2,8% a 8% entre 0s municipios adjacentes.
Considerando que os doadores de sangue sdo individuos teoricamente saudaveis, reforca-se a
suspeita de que os Hantavirus podem estar causando infeccOes inaparentes e atipicas, de forma
assintomatica ou oligossintomatica ndo-especifica, elevando o nimero de casos subnotificados,
além de que mais de um tipo de Hantavirus pode estar circulando na regido, os quais podem
acarretar infecgdo benignas ou até mesmo representarem espécies ndo-patogénicas.

Ressalta-se a ideia de que em areas endémicas de dengue, como no caso de Manaus e

0S outros 2 municipios, pacientes com febre provocada por outras arboviroses e até mesmo
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hantavirose sdo, em sua maioria, diagnosticadas equivocadamente como dengue baseado em
dados clinico-epidemioldgicos (VIEIRA et al., 2016). Corrobora-se essa hipotese com um
estudo feito por Lima et al. (2011) no estado do Ceara com a investigacao de 72 amostras de
pacientes, com histdrico de febre aguda, provenientes do surto de dengue ocorrido na regido
em 2008. Dessas, 1 (1,4%) apresentou anticorpos IgM e 2 (2,8%) apresentaram anticorpos IgG
contra 0 antigeno N do virus Araraquara, sendo que um desses pacientes com IgG anti-
Hantavirus também apresentou anticorpos IgM anti-dengue. Esses trés pacientes residiam em
area urbana. Assim pdde ser ratificado que infecgdes virais, especialmente aquelas com perfil
de sindrome febril aguda, como hantavirose, podem estar sendo erroneamente diagnosticadas
como dengue. Esse fato demonstra um alerta para a melhoria da vigilancia epidemioldgica e
emprego de métodos de diagndstico diferencial rapidos e sensiveis.

Quanto a faixa etaria, foi verificado que o estrato entre 20 e 29 anos representou a maior
porcentagem entre 0s positivos, possivelmente devido ao grande nimero de participantes dessa
faixa envolvidos no estudo. Contudo, p6de-se observar uma relagdo diretamente proporcional
entre positividade para Hantavirus e o aumento gradativo da idade. Esse achado coincide com
0 estudo de Limongi et al. (2009), em que entre 400 individuos de 12 a 76 anos, a
soropositividade foi observada apenas na faixa acima de 39 anos, sugerindo que esse evento de
alto risco esta ligado ao historico de maior tempo de exposicdo na classe etaria mais velha,
especialmente durante suas atividades ocupacionais, como outros autores mencionaram
(YOUNG et al., 2000). Enfatiza-se a hipdtese de que a partir dos 20 anos de idade, o individuo
esta em condi¢do integral com intensa produtividade laboral, o que permite maior probabilidade
de infeccdo por Hantavirus no ambiente de trabalho, bem como maior interagdo com locais
susceptiveis durante atividades de lazer, como pescarias e visitas em fazendas e chécaras. Esse

fato é corroborado com o estudo de Mendes et al., (2010) que observou associa¢do na
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positividade para Hantavirus com idade acima de 20 anos, mas esse fator foi explicado pela
ocupacao do trabalho agricola em modelo de regressdo logistica ajustado para idade.

Observamos diferenca significante na prevaléncia de infeccdo por Hantavirus entre
homens e mulheres participantes desse estudo, em que o sexo feminino foi predominante na
taxa de positividade (13,6%). Fato esse que pode ser corroborado com dois recentes trabalhos.
Primeiro com o de Vieira et al. (2016) que encontrou uma porcentagem de 77,7% para as
mulheres dentre os individuos positivos, com prevaléncia de 20% e 3,5 vezes maior risco de
infeccdo para o sexo feminino. Enquanto que Morais et al. (2016) evidenciou 60,9% de
mulheres positivas dentre os soropositivos, com prevaléncias maiores em relacdo ao sexo
masculino em trés dos quatro municipios abrangidos. Os nossos achados juntamente com esses
2 estudos foram de contra a maioria dos inquéritos soroldgicos cujas maiores proporcoes de
positividade para Hantavirus foram observadas no sexo masculino.

Sugere-se que essa maior prevaléncia no sexo feminino esta associada as ocupacoes.
Considerando que as ocupac¢des mais determinantes entre 0s positivos nesse estudo foram
trabalho agropecuério, comerciarios/prestadores de servicos e domésticos, esse Ultimo em
maior nimero entre as mulheres positivas, insinua-se que atividades que envolvem a disperséao
de aerossois e dejetos, como limpeza de ambiente domiciliares, podem ser uma das principais
formas de contaminagio para essas mulheres (MUNOZ-ZANZI et al., 2015; VIEIRA et al.,
2016). Ao contrario do sexo masculino que foi associado significativamente com trabalho
agricola e desmatamento, como observado por Figueiredo et al., 2014, e maiores evidéncias na
classe acima de 60 anos, também identificado em Mufioz-Zanzi et al. (2015).

Em relacdo ao nivel econémico, foi observado que as menores rendas estdo associadas
significativamente com positividade para Hantavirus. Torres-Morales (2000) sugeriu em seu
trabalho que o baixo nivel socioeconémico estd diretamente interligado a existéncia de maior

numero de infec¢cbes humanas por Hantavirus.
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Ao contrério do esperado, ndo foi observado associacdo de infec¢do por Hantavirus e
fatores ligados a contato com roedores na populacgéo total do estudo. Esse achado foi encontrado
no estudo de Vieira et al. (2016) e também em um estudo cross-seccional conduzido por Mendes
et al. (2010), em uma regido de bioma amazonico, no Maranh&o, que teve como objetivo
identificar exposicdes e atividades associadas a positividade para Hantavirus. Acredita-se que,
independente do relato de exposicdo ou ndo a roedores, as pessoas podem se contaminar de
forma imperceptivel. Alguns inquéritos sorologicos ndo encontraram uma diferenca
significativa na prevaléncia frente a proximidade aos vetores (LIMONGI et al., 2009; SANTOS
et al., 2013). Alguns autores que encontraram esses mesmos dados levantaram uma suspeita
semelhante de que tanto o grupo que declara exposicdo quanto o que declara ndo-exposi¢do
pode estar ocorrendo infeccdo de maneira despercebida (TORRES-MORALES, 2000;
CAMPOS et al., 2003). Em um estudo desenvolvido por Romano (1996), cuja prevaléncia foi
baixa em individuos com relato de contato a roedores, concluiu que essa proporcao pode ocorrer
devido a pequena populacédo de roedores infectados.

Quando se comparou apenas os individuos positivos dos municipios de Manaus e Coari,
fatores como caca a animais, alimentar-se de carne de roedor, ser mordido por roedor e observar
a presenca de roedores na residéncia ou no trabalho aumentaram significativamente a chance
de deteccdo de anticorpos IgG anti-Hantavirus no municipio de Coari. Isso pode estar ligado a
maior interacdo da populacdo com roedores em virtude de costumes e/ou consequéncias das
atividades laborais peculiares dos municipios do interior do Amazonas. Juntamente com essas
atividades que ampliam o contato com roedores, condi¢des limitadas de saneamento basico
também influenciaram na maior prevaléncia em Coari, como falta de encanamento e tratamento
de agua e auséncia de rede de esgoto.

Essas circunstancias precarias de sanitizacdo e higiene podem ser extrapoladas para o

municipio de Manaus, uma vez que a prevaléncia de 6,6% pode ser considerada alta para um
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local mais urbanizado. Tentando justificar essa positividade relativa, levantou-se a hipétese da
circulacdo de espécies de Hantavirus em roedores na zona urbana, e isso pode estar associado
a situacOes de higienizacdo do ambiente. Essa suposi¢cdo € corroborada por varios estudos
citadinos. Em duas revisdes sistematicas com sintese narrativa, uma sobre a ecologia de
zoonoses associada a ratos em centros urbanos (HIMSWORTH et al., 2013) e outra sobre
infeccOes zoonoticas e transmitidas por vetores entre os moradores de rua e regides urbanas
pobres nos EUA e na Europa entre 1990 e 2014 (LEIBLER et al., 2016), foi evidenciado o
Hantavirus Seoul como um dos patégenos encontrados em humanos e roedores das areas
mencionadas. Outros dois estudos foram realizados em Nova lorque, EUA, para detectar
agentes em hospedeiros e vetores. White et al. (1996) encontrou prevaléncias de 12% (97/809)
para infeccdo por virus Sin Nombre e 9,6% (78/809) para virus Seoul-like, em amostras de ratos
da pata branca coletadas em todo o estado em 1984. Além disso encontrou o virus Sin nombre,
por ELISA IgG, em 2 de 12 roedores capturados perto da residéncia de um paciente humano
com SCPH em 1994. Firth et al. (2014) detectou que ratazanas comensais (Rattus norvegicus)
transportam, dentre inimeras bactérias e agentes infecciosos, o Hantavirus Seoul.
Mufioz-Zanzi et al. (2015) exibiu maiores evidéncias em casebres pobres e sujos (cerca
de 1,5%) em relacdo a achados em fazendas (0,5%), bem como Castillo et al. (2012) que relatou
0 contraste da prevaléncia em populacdo urbana (2,2%) e rural (1,1%) na Amazonia Peruana.
Em um estudo no Brasil conduzido por Costa et al. (2014) em bairros urbanos de alta miséria
na cidade de Salvador (BA), encontraram-se prevaléncias de 18% em amostras de ratazanas
(Rattus norvegicus) capturadas tanto em 1998 quanto durante a estagéo chuvosa em 2010. Esses
trabalhos indicam que ratos urbanos sao reservatorios para uma vasta diversidade de micrébios
que podem afetar a saude humana, como LeDUC et al. (1985; 1986) j& haviam mencionado
precocemente, e que had uma necessidade de percepcdo de riscos de doencas associadas a

infestagdo de roedores urbanos e condi¢des ambientais de saneamento basico.
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A anélise da populagdo total do estudo revelou que os municipios de Coari e Itacoatiara
se mostraram como maior risco para infeccdo por Hantavirus, aléem do sexo feminino,
atividades ocupacionais florestais e/ou agropecuéria e o fato de ter ou ainda estar trabalhando
com agricultura. Para tanto, quando se comparou as populagdes positivas de Manaus e Coari,
os fatores que exibiram forte associacdo para maior prevaléncia em Coari, foram sexo feminino,
ter ou ainda estar trabalhando com agricultura, observar sinais da presenca de roedores nas
residéncias ou locais de trabalho, renda familiar baixa e ndo possuir esgoto. As caracteristicas
populacionais e econémicas da regido refletem a realidade de praticamente toda a populacéo
que reside nesse municipio. Coari € uma cidade com vegetacdo constituida de arvores e arbustos
de terra firme, varzea de igap0 e vegetagdo aquatica, exibindo a agricultura, pesca, extrativismo
e 0 gas do poco da regido do Urucu como principais atividades econdémicas, além de
popularmente conhecida pela producéo de banana, gas natural e petréleo (IBGE, 2013).

Assim como nos municipios do interior do Amazonas, Coari e lItacoatiara, cujas
atividades laborais mais dominantes e, muitas vezes, responsaveis pela economia da regido,
estdo voltadas a agricultura e pecuaria, outros inquéritos realizados no Brasil também associam
prevaléncias para Hantavirus com localidades de mesma caracteristica ocupacional.

Dentre esses, temos valores de prevaléncia de: 14,3% em Jardindpolis (RP-SP) com
economia local baseada na cana-de-acucar, milho, soja, amendoim e culturas das frutas manga
e abacate (CAMPOS et al., 2003); 4,7% em Cassia dos Coqueiros (MG) com 65% da economia
voltada para agropecuaria e com intensa semeadura de sementes de Brachiaria decumbens
(BADRA et al., 2012); 3,5% nos municipios de Belmonte e Paraiso (SC), regides de fronteiras
com a Argentina, com economia voltada para monoculturas de milho, trigo e tabaco (SOUZA
et al., 2011); 2,3% em Turvo (SC), local da mecanizacgdo agricola e cultivo do arroz, milho e
fumo (PEREIRA et al., 2012); e 0,6% em doadores de sangue de Ilhéus (BA) com principal

componente econémico a producédo de cacau (MORELI et al., 2012).
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Na regido Amazonica, as prevaléncias apontadas foram: 10,9% em Anajatuba (MA),
regido de planicie com plantio de arroz (TRAVASSOS DA ROSA et al., 2010); 4,7% em 6 dos
21 municipios das planicies ocidentais no Maranhdo com vasta atividade agricola (MENDES
et al., 2010); 2,2% e 4,6% em Trairdo e Novo Progresso, respectivamente, no estado do Para, e
4,8% e 9,4% em Guaranta do Norte e Marcelandia, respectivamente, no estado do Mato Grosso,
com intensa agricultura e extracdo de madeira (MEDEIROS et al., 2010); e 13% no
assentamento Tupd (Marcelancia — MT), tendo a agricultura como meio de subsisténcia
(SANTOS et al., 2013). Outro estudo encontrou prevaléncias de 1,6% no Rio Machado e 3%
no municipio de Machadinho do Oeste, ambos no estado de Rond6nia, onde a agricultura
também ¢é atividade de sustento, além de 7% em Teodoro Sampaio e 9% em Jacupiranga, ambos
no estado de Séo Paulo, onde as principais ocupacfes sdo em fazendas de banana ou laranja e
criagdo de gado e/ou peixes (MORAIS et al., 2016). Os recursos naturais dos solos amazonicos
estimulam o extrativismo e o desmatamento, especialmente no Para e Mato Grosso, onde ha
intensa exploracdo ambiental predatdria e expansdo territorial desordenada. De acordo com o
Ministério da Salde, a ocupacao do ramo agropecuario, que envolve plantio/aragem de terra,
colheita, moagem de graos e arrumacdo de fardos, predomina significativamente nas
investigacdes epidemioldgicas para Hantavirus no Brasil (SANTOS & GARRET, 2005).

Quanto a existéncia de celeiros ou galpdes para armazenamento de gréos e alimentos da
colheita, foi demonstrado que houve uma associacdo significativa com positividade para
Hantavirus. O oposto foi documentado por Mendes et al. (2010) e por Santos et al., (2013),
entretanto foi consistente com um relato sobre a dindmica do uso do solo e a distribuicdo da
hantavirose na Amazonia Legal (SANTOS et al., 2012) e com um trabalho no Chile que
descreveu maior risco associado as atividades de rotina que envolvem o uso e a limpeza das
areas de depositos de sementes e alimentos, cujos locais aproximam o ambiente peri-doméstico

aos roedores Sigmodontinae que vio em busca de comida (MUNOZ-ZANZI et al., 2015).
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Em suma, esse trabalho produziu uma proteina que pode ter aumentado a sensibilidade
na deteccdo de anticorpos anti-Hantavirus na Regido Amazoénica. O inquérito soroldgico foi
realizado na capital do estado do Amazonas, Manaus, e dois municipios adjacentes, Coari e
Itacoatiara. O estudo mostrou que infecgdes por Hantavirus estdo associadas com o aumento
da idade, com baixo nivel socioecondmico e com o sexo feminino, embora o0 género possa estar
fortemente relacionado a ocupacgdes e comportamentos de risco. Foi possivel determinar com
clareza que atividades, passadas ou recentes, voltadas a areas rurais ou aquelas que submetem
a um estreito contato com roedores ou seus dejetos demonstraram aumentar o risco de infeccéao
por Hantavirus. A intensa comunicacdo e migracdo que existe entre os ambientes urbano e
rural, seja por motivos laborais ou recreativos, dificultou a determinagdo dos possiveis locais
de infeccéo por Hantavirus nos moradores dos municipios estudados. O fato de a coleta ter sido
de forma conveniente, embora tenha facilitado o trabalho de campo e consiga estimar a
soroprevaléncia e 0s possiveis fatores de risco, prejudica a extensdo dos achados
epidemiolégicos para a totalidade das populacdes envolvidas. Além disso, houve uma
impreciséo na coleta de todos os dados. Para tanto, com todas as informagGes descritas acima,
foram elaboradas algumas hipoteses e questdes que podem ser investigadas futuramente:

Em termos proporcionais, em quanto um levantamento soroldgico desenvolvido em uma
mesma regido e/ou mesma populacdo pode se mostrar diferente utilizando distintas proteinas
do nucleocapsideo de Hantavirus?

A proteina aqui obtida poderia ser util e confidvel para producdo de uma vacina?

Quantas e quais espécies de Hantavirus realmente estdo circulantes no Amazonas e na
Regido Amazonica? As espécies circulantes seriam causadoras de doencas clinicas brandas e
de menor gravidade? A que se deve a gravidade dessas infec¢bes?

Haveria roedores silvestres adaptados a ambientes urbanos no Amazonas transmitindo

Hantavirus nesse meio, uma vez que em outros biomas amazonicos ja se tem esses achados?
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7 CONCLUSOES

A proteina N recombinante gerada pelos Hantavirus mais representativos da Regido
Amazbnica se mostrou adequada para emprego em testes de imunoensaios na deteccdo de
anticorpos.

As metodologias utilizadas de ELISA e Dot Blot, desenvolvidas com o antigeno
produzido, mostraram-se confiaveis e sensiveis.

As infecgdes por Hantavirus apresentaram-se prevalentes em diferentes populagfes do
estado do Amazonas.

As caracteristicas populacionais encontradas nesse trabalho com maior prevaléncia
foram no sexo feminino, nas classes etarias adultas e no baixo nivel socioeconémico.

Os principais fatores de risco associados a detecc¢ao de anticorpos anti-Hantavirus estdo
voltados as atividades rurais, como economias agropecudrias, historico de trabalho com
agricultura, manutencdo e armazenamento de alimentos e gréos.

As atividades ocupacionais, econémicas e condi¢cGes de saneamento béasico dos
municipios do interior do Amazonas aumentam a probabilidade de infec¢do por Hantavirus em
virtude da maior interacdo entre humanos e éareas florestadas, consequentemente maior

proximidade aos vetores roedores e seus respectivos dejetos.
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8 PERSPECTIVAS

E necessaria uma melhor validagio dos imunoensaios para determinagdo de
especificidade e sensibilidade. Junto a isso, analisar a reacdo cruzada dos testes com amostras
de outros virus ou patdgenos circulantes na Amazonia.

Pretende-se padronizar um teste comercial com a proteina produzida para utilizagcdo em
métodos diagnosticos com parametros aceitaveis, precisos e seguros na deteccdo de anticorpos
anti-Hantavirus na Regido Amazonica.

Baseado nesse levantamento de dados e exibicdo da distribuicdo de Hantavirus em
regides do estado do Amazonas, auxiliar os servicos de saude com medidas de vigilancia,

prevencéo e controle.
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11 APENDICES

APENDICE A — Digestes enziméticas com volume de 10 pL

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pBSK-N (160 ng) 2 uL

BSA 10X (1ug/pL) 1 uL

Ndel (20U/uL) 0,5 uL

Notl (10U/uL) 0,5 uL 37.C 2 horas
Tampdo NEB3 10X 1 ul

H20 5puL

Volume total 10 L

Tabela 18. Descricdo da reacdo enzimética e condi¢des reacionais para a digestdo da sequéncia
codificadora da proteina N_AM_Hanta do vetor sintético pBSK-N.

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pGSHP (150 ng) 5uL

BSA 10X (1ug/pL) 1 uL

Ndel (20U/uL) 0,5 uL

Notl (10U/uL) 0,5 uL 37.,C 2 horas
Tampdo NEB3 10X 1 ul

H20 2 uL

Volume total 10 L

Tabela 19. Descricdo da reacdo enzimética e condicGes reacionais para a digestdo da sequéncia

codificadora da HGPRT do vetor de expressao pGS.




APENDICE B — Digestdes enzimaticas com volume de 50 pL

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pBSK-N (800 ng) 10 pL

BSA 10X (1pg/uL) 5ul

Ndel (20U/uL) 2,5 uL

Notl (10U/uL) 2,5 ul 37.C 2 horas
Tampédo NEB3 10X 5uL

H20 25 L

Volume total 50 uL
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Tabela 20. Descricdo da reacdo enzimatica e condicbes reacionais para a nova digestdo e

purificacdo da sequéncia codificadora da proteina N_AM_Hanta.

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pGSHP (750 ng) 25 pL

BSA 10X (1ug/uL) 5ulL

Ndel (20U/uL) 2,5 ulL

Notl (10U/uL) 2,5 ul 37.C 2 horas
Tampao NEB3 10X 5uL

H20 10 pL

VVolume total 50 pL

Tabela 21. Descricdo da reacdo enzimatica e condigdes reacionais para a nova digestdo e
purificagdo do plasmideo de expressdo pGS linearizado.
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APENDICE C — Inserco da sequéncia da proteina ao vetor e confirmacéo enzimatica

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pGS linear (150 ng) 5puL

Gene N (80 ng) 0,8 uL

T4 DNA Ligase (20U/uL 1 uL

Tampio T4%LOX( = 1 ﬁL 16.C 10 horas
H20 2,2 uL

VVolume total 10 puL

Tabela 22. Descricdo da reacdo enzimatica e condicGes reacionais para a insercdo da sequéncia
codificadora da proteina N_AM_Hanta no vetor de expressdo pGS.

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pGSNH (120 ng) 6 uL

BSA 10X (1pg/pL) 1 uL

Ndel (20U/uL) 0,5 uL

Notl (10U/uL) 0,5 uL 37.C 2 horas
Tampédo NEB3 10X 1 uL

H20 1pL

VVolume total 10 puL

Tabela 23. Descricdo da reacdo enzimatica e condicOes reacionais para a confirmacao e digestao

da sequéncia codificadora da proteina N_AM_Hanta do vetor de expressdo pGS.
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APENDICE D — Caracteristicas sociodemogréaficas e econdmicas da populacéo total estudada

Caracteristicas sociais, demogréficas e econémicas Positivos Negativos Valor de pt

% n % n

Municipio

Manaus 6,6 a7 93,4 666 p <0,001

Coari 16 103 84 539

Itacoatiara 17,2 11 82,8 53

Género

Masculino 9,6 76 90,4 718 p=0,022

Feminino 13,6 85 86,4 540

Faixa etaria (em anos)

18-19 8,2 8 91,8 90 p=0,009

20-29 12,4 56 87,6 394

30-39 9,4 35 90,6 338

40-49 11 29 89 235

50-59 12,2 18 87,8 130

60-69 14 7 86 43

>70 36,4 8 63,6 14

Cor da pele / raca

Branca 9,5 15 90,5 143 p=0,281

Negra 6,7 6 93,3 84

Parda 12,1 111 87,9 804

Amarela 3,7 1 96,3 26

Indigena - - 100 26

Negra x india 6,7 1 93,3 14

Branca x india 7,7 1 92,3 12

Branca x negra 14,3 2 85,7 12

Renda familiar mensal (em salarios minimos - SM)

Até 1 SM 15 92 85 520 p<0,001

2SM 7 23 93 309

3SM 7,3 10 92,7 126

4SM 12 12 88 88

>5SM 7,8 10 92,2 118

Escolaridade

Analfabeto 16 12 84 63 p=0,206

Alfabetizado 10,3 3 89,7 26

Ensino fundamental incompleto 14,7 41 85,3 238

Ensino médio incompleto 14,6 13 85,4 76

Ensino fundamental completo 9,9 7 90,1 64

Ensino médio completo 10,1 51 89,9 455

Superior incompleto 6,9 12 93,1 163

Superior completo 9,8 17 90,2 157

Nao sabe 33,3 1 66,7 2

Ocupagao

Desempregado 13,1 30 86,9 199 p=0,089

Altos funcionarios de governo ou empresa 5,6 2 94,4 34

Profissionais de nivel superior 9,6 9 90,4 85

Profissionais das artes 33,3 1 66,7 2

Profissionais ou técnicos de nivel médio 4.8 5 95,2 100

Servigos administrativos 12,4 11 87,6 78

Prestacdo de servigos e comerciarios 11,1 22 88,9 176

Servigos domésticos 15 17 85 96

Trabalhadores agropecudrios, florestais, caga e pesca 16,5 30 83,5 152

Producéo de bens e servicos industriais 11,6 8 88,4 61

Trabalhadores manuais de construgéo civil - - 100 39

Trabalhadores manuais de reparagdo e manutencéo 4,8 1 95,2 20

Membro das forgas armadas, policiais e bombeiros 8 6 92 69

Ocupagdes mal especificadas e trabalho informal 7,7 1 92,3 12

Auténomo 9 7 91 71

Estudante 5,9 1 94,1 16

Conhecimento sobre zoonoses

Néo 131 113 86,9 748 p=0,018

Sim 8,4 34 91,6 371

Conhecimento sobre Hantavirus

Néo 11,2 94 88,8 745 p=0,71

Sim 11,9 57 88,1 423

Tabela 24. Prevaléncia para Hantavirus na populagdo total segundo caracteristicas socais, demogréaficas e econdmicas. p1= teste do Qui-
Quadrado (2). Medidas em negrito estéo estatisticamente significativas (p<0,05).



Possiveis fatores de risco Positivo Negativo Valor de pt RPb (IC 95%)
% n % n

Relacionado a roedores
Costuma cacar animais 13,2 24 86,8 158 0,53 1,1 (0,7-1,7)
Matou ou capturou roedores 14 41 86 252 0,18 1,2 (0,9-1,7)
Observou a presenga de roedores na residéncia ou trabalho 12,5 90 87,5 627 0,35 1,1 (0,8-1,6)
Foi mordido por roedor ou outro animal 14,5 30 85,5 177 0,16 1,3(0,9-1,9)
Comeu carne de roedor 13,3 46 86,7 299 0,32 1,2 (0,8-1,6)
Relacionado a proximidade a area de florestamento
Visitou ou teve contato com floresta 11,8 84 88,2 629 0,61 1,1(0,8-1,4)
Costuma visitar fazenda ou chacara 11,8 58 88,2 435 0,88 1(0,7-1,4)
Costuma tomar banho em locais abertos ou rios 11,3 69 88,7 540 0,77 1(0,7-1,3)
Costuma fazer passeios ou acampamentos em areas florestadas 9,9 37 90,1 337 0,24 0,8 (0,6-1,1)
Tem gramado em volta da casa 10,2 33 89,8 289 0,68 0,9 (0,6-1,3)
Tem hortas, plantac@es ou arvores frutiferas em volta da casa 12,8 78 87,2 529 0,21 1,2 (0,9-1,6)
Mora perto de floresta ou fragmento de floresta 12,1 61 87,9 441 0,53 1,1(0,8-1,5)
Mora ou trabalha perto de area de criagdo de animais 13,2 31 86,8 204 0,33 1,2 (0,8-1,7)
Participou de desmatamento 13,4 34 86,6 220 0,27 1,2 (0,8-1,8)
Trabalhou com agricultura 15,8 84 84,2 446 <0,001 1,8 (1,3-2,4)
Mantém alimentos da colheita 16,6 36 83,4 181 0,007 1,6 (1,2-2,3)
Possui deposito ou galpdo para armazenamento de gréos 18,2 22 81,8 99 0,017 1,8 (1,1-3)
Relacionado a saneamento basico
N&o possui agua encanada ou tratada em casa 13,1 28 86,9 186 0,39 1,2 (0,8-1,7)
N&o possui rede de esgoto em casa 14,2 53 85,8 321 0,05 1,4 (1-1,8)

©pEpPN]ISs [210) 0BIRINAOd BP 03SLI 8P S3I0]e) SISAISSOd — 3 IDIANIIV

Tabela 25. Prevaléncia para Hantavirus na populagdo total segundo fatores relacionados a contato com roedores, proximidade a area de
florestamento e saneamento bésico. pi= teste do Qui-Quadrado (y2). RP» = razdo de prevaléncia bruta. IC 95% = Intervalo de Confianca 95%.
Medidas em negrito estdo estatisticamente significativas (p<0,05).
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APENDICE F — Tampdes e solucdes
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Extracéo

Extracéo e purificacédo

Purificacéo

Tampao A de lise

Tampao B desnaturante

Tampéo C de eluicéo

NaH2P0O4 100 mM

NaH2PO4 100 mM NaH2PO4 100 mM TrisCl 10 mM
Tris HCL 10 mM TrisCl 10 mM Ureia8 M
pH 8,0 Ureia8 M Imidazol 500 mM
pH 8,0 Glicerol
pH 8,0

Tabela 26. TampOes utilizados nos processos de extracdo e purificagdo na proteina

N_AM_Hanta.

Solugéo I — Dialise

Solucéo 11 — Dialise

Tris HCL 10 mM

NaH2P0O4 100 mM

Ureiad M
pH 7,0

Tris HCL 10 mM

NaH2P0O4 100 mM

Ureia 0,5 M
pH 7,0

Tabela 27. Soluc@es utilizadas nos processos de diélise da proteina N_AM_Hanta.

Solugéo de Tampdao de Transferéncia — Western Blotting

28,85g Glicina 188 mM

6,069 Tris-base 25 mM
400 mL de Metanol
g.s.p. 2L H20 destilada

Tabela 28. Tampéo de transferéncia do processo de Western Blotting.
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APENDICE G — Lista de reagentes para ELISA

LISTA DE REAGENTES PARA ELISA

1) PBS 1X

2,32 g NaHPO4 10mM
0,2 g KCI 2,7 mM
0,29 K3P0O4 1,8 mM
8,0 g NaCl 137 mM
g.s.p. 1L agua MilliQ
pH 7,4

obs.: preparacdo prévia de PBS 10X com pH 7,4, em seguida diluir a partir desse para PBS
1X

2) SOLUCAO DE LAVAGEM (PBS-T 0,05%)
PBS 1X + 0,05% de Tween 20 (PBS-T)

3) SOLUCAO DILUICAO DO ANTIGENO (BICARBONATO/CARBONATO)
0,05M

2,65 g Na2CO3

2,1g NaHCO3

gsp 500 ml agua MilliQ
pH 9,6

obs.: manter a 4°C

4) SOLUCAO DE BLOQUEIO (LD10%)

10% leite desnatado (LD 10%) em PBS pH 7,4

obs.: sempre preparar no dia do procedimento

obs.2: durante procedimento, manter esse reagente a 4°C para prevenir contaminacéo do
leite

5) SOLUCAO DE DILUICAO DE ANTICORPO (PBS-T + LD10%)
PBS pH 7,4

+ 0,05% de Tween 20 (PBS-T)

+ leite desnatado 10% (LD 10%)

obs.: sempre preparar no dia do procedimento

obs.2: durante procedimento, manter esse reagente a 4°C para prevenir contaminacéo do
leite

Tabela 29. SolucGes e tampdes utilizados durante processo ELISA.
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12 ANEXOS

ANEXO 1 — Documento de aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

FUNDAGAO UNIVERSIDADE QLo
DO AMAZONAS - FUA (UFAM) %fo:i

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Soroprevaléncia para Hantavirus em humanos e animais do Estado do Amazonas

Pesquisador: Pritesh Jaychand Lalwani

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 19328313.7.0000.5020

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciencias Farmaceuticas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 569.240
Data da Relatoria: 26/03/2014

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de Recurso ao Parecer do CEP 522021 de 05/02/2014 17:30:46. O projeto pertence a Grande
Areas do Conhecimento (CNPq) Grande Area 4. Ciéncias da Salde. O pesquisador responsavel é o Prof.
Dr. Pritesh Jaychand Lalwani, pesquisador da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM). O projeto é um estudo observacional de corte transversal sobre a
soroprevaléncia de hantavirus em humanos e animais e que espera desenvolver um teste diagnéstico para
hantavirus, viavel e baixo custo que podera ser empregado nos centros de satde publica. Este projeto,
espera tanto ajudar no entendimento da epidemiologia do hantavirus no Amazonas, quanto contribuir para o
desenvolvimento de um novo teste diagnostico para hantavirus .

Obijetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Hantavirose constitui um problema de satde publica emergente no Estado do Amazonas. Contudo, ainda
n&o é conhecia a prevaléncia e os fatores de risco para hantavirose no Amazonas. O objetivo desse estudo
é conhecer o perfil epidemiol6gico da hantavirose na populagdo do Amazonas e desenvolver um teste
diagnéstico para hantavirus a ser empregado nos centros de salde publica.

Endereco: Rua Teresina, 4950

Bairro: Adrian6polis CEP: 69.057-070

UF: AM Municipio: MANAUS

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

Péagina 01 de 04
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ANEXO 2 — Questionario epidemiologico e socioeconémico para populagéo investigada

Universidade Federal do Amazonas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

QUESTIONARIO

1. Endereco: CEP:
2. Bairro/ Comunidade: Cidade:
3. Haquanto tempo vocé mora nesta area?
4. Idade: Género/Sexo: O Masculino [ Feminino
5. Qual seu Grupo Sanguineo: RH: O Positivo [ Negativo
6. Como vocé classifica a cor de sua pelelraga?
O Branco 0 Negro O Pardo O Amarelo O Indigena
1 Negro x indio O Branco x indio [J Branco x negro

7. Qual o seu nivel de escolaridade?

[0 Analfabeto [0 Ensino fundamental completo
[0 Alfabetizado [0 Ensino médio completo

[0 12 a 42 série do ensino fundamental [0 Superior incompleto

[0 52 a 82 série do ensino fundamental O Superior completo

[0 12 a 32 série do ensino médio O Nao sabe

Renda Familiar: O até 1 salario O 2 salérios [ 3 salarios O 4 salarios I 5 ou mais

9. Vocé trabalha? [ Sim I Nao

10. Nos ultimos 12 meses, qual foi sua principal ocupagao? [Entrevistador: com a ajuda do
entrevistado, classifique a ocupagéo no grupo ocupacional mais adequado]

[0 Nao tinha. Estavas desempregado (a)

[0 Altos funcionarios do governo, dirigentes, gerentes ou altos funcionarios de empresa
O Profissionais de nivel superior

O Profissionais das artes

O Profissionais ou técnicos de nivel médio

O Trabalhadores de servigos administrativos

[0 Trabalhadores da prestacdo de servigos e comerciarios

O Trabalhadores de servicos domésticos

[ Trabalhadores agropecuarios, florestais de caca e pesca

O Trabalhadores manuais (producéo de bens e servi¢os industriais)

O Trabalhadores manuais da construgéo civil

O Trabalhadores manuais de reparacédo e manutencéo

O Membros das forcas armadas, policiais e bombeiros militares

O Ocupacgbes mal especificadas do trabalho informal (ambulante, manobrista, guardador de
carro...)

O Autébnomo:

O

11. Vocé tem algum problema de salde que Ihe impede de trabalhar ou fazer exercicios?
O Sim O Nao

12. Quantas criancas tem nasuacasa? OO 01 02 a3 O 4ou+
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13. Faz uso de bebida alcodlica? OO Sim O N&o Se SIM, que frequéncia? /semana
14. Vocé fuma? OSim ONao Se SIM, que frequéncia? /semana
15. J4 esteve internado? O Sim O Néo

Qual especialidade? [ Cardiologia O Oftalmologia [0 Neurologia
1 Outras: [ Infectologia 0 Pneumologia O Cirurgia

[0 Angiologia I Nefrologia O Clinica da Dor

16. Vocé é usuario do SUS? O Sim O Né&o
17. Possui algumas dessas patologias abaixo? O Sim [0 Néo

Quais? [ Hipertenséo [ Diabetes [0 Obesidade

O Lapus O Cancer O Outras:

18. Vocé ja teve alguma das doencgas a abaixo?

[IDengue [JFebre hemorragica [1Giardiase [JLeishmaniose []Leptospirose

[IMaléria 1 Pneumonia [JRubéola [1Toxoplasmose L1 Vermes
19. Ja ouviu falar sobre Hantavirus? O Sim O Nao

Se SIM, qual (is) fonte(s) de informagéo:

aTv O Radio O Amigos/familia O Servigo de saude O Palestra [ Outros:

E como se pega Hantavirus?

O Doengas transmitidas por roedores 0 Doenga transmitida pelo céo
O Doenca transmitida por mosquito [0 Doenca transmitida por agua
O Né&o sabe 0 Outros:

20. Informacéo sobre animais domésticos e contato/caga com roedores

a) Vocé tem animais em casa? O Sim [ N&o

-Quais? (quantidadef/idade)? 0 Cédo__ /0O Gato / OO Ave /
O Peixe_ /[ Outro /

b) Leva seu animal ao veterinario? O Sim [O Néo

¢) Seu animal tem muita infestacdo de carrapatos? [0 Sim [ Nao
d) Seu animal tem muita infestacdo de pulgas? O sim [ N&o
e) Seu(s) animal (is) costuma(m) capturar e/ou comer ratos? [ Sim [ Néo

f) Costuma cacar animais? O Sim [ Nao
g) Mata ou captura roedores? O Sim [ Nao

h) Ja observou a presenca de sinais visiveis de [0 Sim [ Nao

roedores na sua residéncia ou seu no trabalho?

- Se SIM, quais? [ Fezes [0 Materiais roidos 0 Pegadas
[0 Odor caracteristico [ Presenca propria do animal [ Tocas

i) Ja foi mordido por algum roedor ou outro animal? [ Sim [ Nao Se for outro animal,

qual(is)?
j) Usa ratos como isca para a pesca? O Sim [ Nao
k) J& comeu carne de roedores? O Sim [ Nao
I) Vocé cria cobras? O Sim O Néo

m) Costuma alimenta-las com animais vivos? O Sim [ N&o



Vocé se preocupa com as doenc¢as que 0S animais transmitem para os humanos?

Sabe 0 que s&o zoonoses? Sim [ Naoll

21. Informacgao sobre contato com area de florestamento
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Sim[J N&o [J

a) Vocé visitou ou teve contato com floresta? O Sim [ONéao
- Quando? O Ultimos 6 meses OHa 1 ano [0 Ha 2 anos O Ha 5 anos
b) Costuma visitar fazenda ou xacara? OSim [ON&o

¢) Costuma tomar banho em locais abertos outemo [ Sim [ N&o
habito de ir a areas de banhos em rios?

d) Costuma fazer passeios ou acampamentos em O sim [ON&o
areas de floresta?

e) Tem gramado em volta de sua casa? OSim [ONéao

f) Ha hortas, plantacdes ou arvores frutiferas em OSim [ONao
volta da casa?

- se SIM, qual a distancia? 0 menos de 500 metros [0 mais de 500 metros

g) Mora perto da floresta ou fragmentos de floresta? [ Sim [ N&o

- se SIM, qual a distancia? O menos de 500 metros O mais de 500 metros

h) Mora ou trabalha perto de areas de criacdo de O Sim [ONao
animais (aviarios, suinos, bovinos, caprinos, etc)?

i) Ja participou de algum desmatamento na floresta? [ Sim [ N&o

- se SIM, quando? [ dltimos 12 meses [0 mais de 12 meses
j) Ja trabalhou com agricultura? O sim [ONao
- se SIM, quando? [ dltimos 12 meses 0 mais de 12 meses
k) Mantém em casa muitos alimentos da colheita? O Sim [ONao
I) Possui depdsito ou galpdo para armazenamento O sim [ONa&o

de graos ou produtos da colheita em casa?

22. Informagéo sobre limpeza

Diariamente Dias 1l/semana | 2/semana | 3/semana | Cada 15dias | Outro | Ignorado
alternados
Limpeza da casa
Limpeza da &rea
externa
Descarte do lixo
Usa luvas para limpeza da casa e quintal? O sim [ONa&o
Costuma limpar a mesa ap0s as refeicbes? O sim [ON&o
Acumula entulho/lixo ao redor ou fora da casa? O Sim [ONao
Lixo aberto ou mal acondicionado? O Ssim [ONéo
Usa sabéao para lavar as maos? O Sim [ONao
Caso tenha, limpa a churrasqueira ap6s o uso? O Sim [ONao
23. A sua casa possui dgua encanada e tratada? 0 Sim [0 Nao

24. A sua casa possui esgoto? O Sim [0 Nao
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25. Qual a estrutura da sua casa?
Tipo de parede: O Blocos de cimento [ Argila ou blocos de barro [ Tijolo de fogo

[ Pedra e cimento [ Pedra e lama [ Madeira e lama [

Tipo de telhado: O Palha O Telha O Zinco Olonaftoldo OO0~
26. Tem muito mosquito/carapand/muri¢coca onde vocé mora? [ Sim 0 Nao
27. Informagdes das caracteristicas do mosquito
Qual o criadouro mais comum?
O Agua parada limpa [ Agua corrente limpa [0 Plantas/vegetacdes [1N&o sabe
O Agua parada suja O Agua corrente suja O Lixo O Outros:
Qual o tempo de picada mais frequente?
O Por do sol/escurecer O Manha O Meio-dia 0 N&o sabe
O Nascer do sol/amanhecer [ Noite O Outros:
28. Vocé realiza as medidas preventivas contra o mosquito da dengue conforme as
Campanhas em Saude divulgam? O Sim O Néo
29. Se sim, algumas informag8es das medidas preventivas contra o mosquito.

- Qual tipo de prevencéo utilizada contra a picada do mosquito?

[0 Casa limpa O Cremes e repelentes [J Cobertura do corpo com roupas
O Educacao continua O Evitar agua parada [0 Fumaca para dispersar
[0 Higiene pessoal O Janela fechada O Limpeza de lixo
O Liquido vaporizador 0 Mosquiteiro (cama) [ Spray
[0 Tela de janela e porta 0 Ventilador

OOutros: O N&o sabe

- Erradicacao/extin¢cdo do criadouro do mosquito?

0O Agua em tanques de armazenamento O Cobertura dos recipientes O
Outros:
O Prevencao de agua parada O Corte de arvores/vegetais [ N&o sabe

30. Vocé ja teve Malaria? O Sim O Néo

31. Vocé ja teve Dengue? O Sim [0 Nao

32. Vocé jatomou vacina contra Febre Amarela? O Ssim [ONao [0 Nao sabe

Mais informacdes:

OBRIGADO PELA COLABORAGAO!
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Termo de Consentimento live e Esclaredcido (TCLE)

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa chamada: “Soroprevaléncia para
Hantavirus em humanos e animais do Estado do Amazonas”, realizada por pesquisadores
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

A hantavirose é a doenga causada pelo hantavirus e geralmente transmitida por ratos silvestres.
Dessa maneira, os moradores de areas rurais, agricultores, cacadores, pescadores, pessoas
que fazem trilhas, acampam ou frequentam matas sdo as que tém mais chance de se
contaminar com o hantavirus. Existem apenas cinco casos de hantavirose identificados no
Amazonas até o momento. Por esse motivo, estamos realizando um estudo para conhecer a
verdadeira importancia dessa doenga para 0 seu municipio, procurando anticorpos para o
hantavirus no sangue de pessoas adultas (mais de 18 anos) e animais.

A sua participagao nesta pesquisa consiste em permitir a coleta de 5 mL de sangue da veia, com
o0 uso de agulha e seringa descartaveis, além de responder a um questionario com dados
epidemioldgicos. O seu sangue sera estudado nos laboratérios da UFAM e podera ser guardado
para futuras pesquisas, se vocé permitir. Os exames realizados no seu sangue servem para
diagnosticar apenas a hantavirose.

Caso vocé possua animais em sua casa (cdes ou gatos), se vocé permitir, também serdo
coletados 5 mL do animal para pesquisar hantavirose, também nos animais.

Os riscos relacionados com sua participagdo sdo a dor causada pela picada da agulha e um
pequeno sangramento que pode acontecer apds a coleta de sangue. Para amenizar estes
possiveis desconfortos a coleta de sangue sera realizada por pessoal treinado e experiente na
coleta de sangue e com a adogao rigorosa dos procedimentos padréo de biosseguranca para a
coleta de sangue. O unico beneficio relacionado com a sua participagédo é o de nos ajudar a
conhecer essa doenga no seu municipio e as situagdes de risco para sua transmissao e assim
evitar gue novos casos acontegcam.

A sua participagdo neste estudo € voluntaria, ndo implicando em qualquer custo para vocé. A
qualqguer momento vocé pode desistir de participar e isso ndo trara nenhum prejuizo em sua
relagdo com o pesquisador ou com a UFAM. Todas as informagbes coletadas serdo mantidas
confidencialmente. Os seus dados serdo armazenados em um computador € seu nome nao
aparecera em nenhuma publicagdo, apresentagdo ou documento.

O material coletado (amostra de sangue) sera armazenado por até 10 anos e se o Sr(a) autorizar
abaixo podera ser utilizado em estudos posteriores desde que autorizado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas ou, caso necessario, a Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa e pelo responsavel por esta pesquisa atual.

Por isso, pedimos que o Sr(a). se manifeste abaixo sobre o armazenamento e uso da sua
amostra de sangue em estudos posteriores.

[ 1Nao, a minha amostra ndo devera ser armazenada.

[ ]1Sim, concordo que a minha amostra seja armazenada e utilizada em estudos posteriores.

Se concordar com o armazenamento da amostra de sangue, pedimos que se manifeste
abaixo sobre a necessidade de ser consultado para cada nova pesquisa com a sua amostra e

seus dados:

[ 1 N&o quero ser consultado, mesmo sabendo que assim nao terei os possiveis beneficios dos
resultados do novo projeto de pesquisa.

[ ]Sim, exijo ser consultado para autorizar o uso de minha amostra no novo projeto de
pesquisa. !
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Também em caso de concordar com o anmazenaments da sus amaostra de sangue, @ ndo exgir
ser consultado em estudos posteriores, @ possivel ainda que sua identidade seja desvinculada
dos seus dados e da amosira de sangue, sendo substituides por cédigos, o gue aumeniana a
seguranga de seu anonimaio. Forém, a decisdo de desvincular a sua identidade da amosira
significa gue am todos o5 estudos postenores onde a sua amostra serd ulilizada nBo serd
possivel ralacionar os resultados & sus pessoa & assim o Srfa) ndo teria os possivais baneficios
dos resultados do novo projeto de pesquisa. Um beneficio de sua participag3o neste estudo & a
contribuigdc para o conhacimento cientfico na area da sadde & doengas infecciosas.

Assim, padimos gue se manifeste sobre a desvinculagdo de sua identidsde da amositra de

sangue a dados:

[ ] W&o, & minha identidade ndo pode ser desvinculada da amosira e dados

[ ]%im, concordo que minha identidads seja desvinculada da amostra e dados, mesmo
sabando gue assim n&o tered os possiveis beneficios dos resultados do novo projeto da

pesquisa.

Voo recabserd uma cdpia deste termmo. Logo abaixo, wood tem o nome, telefone e o endarego do
pesquisador principal gue podera ftirar suas dividas scbee o projeto e sua parlicipagdo guando

vood desajar.

Declaro gue entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagio na pesquisa e

concordo em participar.

. i de

de de

ARFINALIA O30 PRAQEAAGENT FaapOnEval

Praf. Dr. Pritesh Jaychand Lalwani
Faculfade da Cncias Farmacaulicas
Universadade Faderal 30 AMAZonas
Rua Alpxardre Ameonn, 230 - Apasracida
Manaus-AMd-Brasil CEP §9010-300
Fora: +55 92 3305 5000

E-rmail: priteshi@utam.edu. br

Asginanura do Fafticioanta

Assinabury afemaina
[Imprasads &0 ey polagar)

Comind de Eca 87 Panpuin da Unharmaiads Fasees 30 Amaannas (0 EP-URAML Aus Temains, 4500 Adrisndocla. Con 506700 Fong: TS5

Pigra 2-2



	1 INTRODUÇÃO
	2 OBJETIVOS
	2.1 Geral
	2.2 Específicos

	3 REFERENCIAL TEÓRICO
	3.1 Doenças negligenciadas, emergentes e re-emergentes
	3.2 Biologia do vírus
	3.3 Replicação viral
	3.4 Doença clínica e aspectos epidemiológicos
	3.4.1 Febre Hemorrágica com Síndrome Renal (FHSR)
	3.4.2 Síndrome Cardiopulmonar por Hantavírus (SCPH)

	3.5 Transmissão e fatores epidemiológicos
	3.6 Epidemiologia
	3.6.1 Mundo
	3.6.2 Américas
	3.6.3 Brasil
	3.6.4 Região Amazônica
	3.6.5 Amazonas


	4 METODOLOGIA
	4.1 Delineamento e fluxograma experimental
	4.2 Estudo populacional
	4.2.1 Tipo de estudo
	4.2.2 Descrição da população e coleta de material
	4.2.3 Aspectos éticos e inquérito sorológico

	4.3 Alinhamento e análise das sequências da nucleoproteína do Hantavírus
	4.4 Análise filogenética
	4.5 Desenho e otimização do fragmento da nucleoproteína recombinante N_AM_Hanta
	4.6 Síntese química do fragmento da nucleoproteína recombinante N_AM_Hanta
	4.7 Plasmídeo utilizado para expressão da proteína
	4.8 Construção do plasmídeo pGSN_AM_Hanta para expressão da proteína de interesse
	4.8.1 Preparo de células E.coli eletrocompetentes
	4.8.2 Transformação e clonagem dos vetores plasmidiais na hospedeira E. coli
	4.8.3 Identificação dos fragmentos dos insertos nos plasmídeos por análise de restrição
	4.8.4 Inserção do fragmento da proteína N_AM_Hanta no vetor de expressão pGS

	4.9 Indução e expressão da proteína N_AM_Hanta
	4.10 Extração e Purificação da proteína N_AM_Hanta
	4.11 Quantificação da proteína N_AM_Hanta
	4.12 Sequenciamento do fragmento codificador da proteína N_AM_Hanta
	4.13 Antigenicidade da proteína por Western Blotting (WB)
	4.14 ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay – ensaio imunoenzimático)
	4.15 Dot Blot
	4.16 Análise estatística

	5 RESULTADOS
	5.1 Análise filogenética da proteína N_AM_Hanta
	5.2 Clonagem, expressão, purificação e confirmação da proteína N_AM_Hanta
	5.2.1 Análise da expressão da proteína N_AM_Hanta
	5.2.2 Solubilidade e purificação da proteína N_AM_Hanta
	5.2.3 Teste de antigenicidade da proteína N_AM_Hanta por Western Blotting (WB)
	5.2.4 Resultado da análise das amostras nos imunoensaios

	5.3 Inquérito sorológico
	5.3.1 Análise da prevalência para Hantavírus na população total do estudo
	5.3.2 Análise da prevalência para Hantavírus nas populações de acordo com sexo
	5.3.3 Análise da prevalência para Hantavírus nas populações de acordo com município
	5.3.4 Comparação de fatores entre amostras positivas dos municípios de Manaus e Coari


	6 DISCUSSÃO
	7 CONCLUSÕES
	8 PERSPECTIVAS
	9 CRONOGRAMA
	10 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	11 APÊNDICES
	12 ANEXOS
	Se SIM, qual (is) fonte(s) de informação:
	E como se pega Hantavírus?
	Qual o criadouro mais comum?
	Qual o tempo de picada mais frequente?

