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RESUMO

A sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) tem sido registrada no Brasil desde
1993 e a transmissdo para o homem ocorre através da inalacdo de particulas virais
presentes em aerossois de excretas de roedores infectados. No Brasil, nove genotipos
virais caracterizados a partir de roedores e/ou humanos foram descritos, sendo seis
comprovadamente patogénicos. Desde o0s primeiros registros, mais de 1600 casos
humanos foram confirmados, com ampla distribuicdo entre a maioria dos estados
brasileiros e alta taxa de letalidade. A SPH apresenta-se como doenca febril aguda
caracterizada pelo grave comprometimento cardiovascular e respiratorio. Os pacientes
podem exibir uma ampla variedade de manifestagdes clinicas, onde os sinais e sintomas
podem ser confundidos com os de outras doencas. Assim € necessario o diagnostico
diferencial separando casos de SPH de outros agravos com manifestagdes clinicas
semelhantes, como é o caso da dengue. Embora ndo existam relatos de casos humanos
no estado do Rio de Janeiro, foram encontradas evidéncias sorolégicas em humanos e
confirmacdo de circulagcdo de hantavirus patogénico entre roedores silvestres, mais
especificamente, na espécie Oligoryzomys nigripes, no Parque Nacional da Serra dos
Orgdos, em Teresopolis. Neste cenario, este estudo teve como objetivos avaliar a
infeccdo por hantavirus em amostras humanas e em amostras de roedores silvestres e
sinantrépicos provenientes de diversos municipios fluminenses. Um total de 497
amostras de soro de pacientes negativos para dengue pelos testes soroldgicos, cedidas
pelo LACEN/RJ, provenientes de 25 municipios, e de 235 amostras de roedores
provenientes de sete municipios, foram analisadas através do ensaio imunoenzimatico
para deteccdo de anticorpos anti-hantavirus da classe IgM e 1gG (ELISA IgM e IgG) e
de testes moleculares. Cinco amostras de pacientes (1%) procedentes dos municipios de
Valencga, Vassouras e Nova Friburgo foram ELISA-IgM reativas. Um roedor (0,42%)
da espécie Oligoryzomys nigripes ELISA-IgG foi reativo no municipio de Valenca. A
auséncia de RNA nas amostras humanas impossibilitou a realizacdo de testes
moleculares para caracterizacédo e identificacdo do virus, poréem na amostra do roedor
reativo foi possivel detectar a variante viral Juquitiba como responsavel pela infeccao
deste espécime. Em conclusdo, a identificacdo do hantavirus patogénico Juquitiba em

roedores silvestres e a evidéncia soroldgica de infeccdo em amostras humanas neste
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estudo reforcam a importancia e a necessidade de vigilancia da SPH no estado do Rio

de Janeiro.
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ABSTRACT

Hantavirus pulmonary syndrome (HPS) has been registered in Brazil since 1993
and transmission to humans occurs through inhalation of viral particles present in
aerosols from excreta of infected rodents. In Brazil, nine viral genotypes characterized
from rodents and/or humans have been described, six of them pathogenic. Over 1.600
human cases were confirmed, with wide distribution among most Brazilian states and
high lethality. Hantavirus pulmonary syndrome presents as an acute febrile illness
characterized by severe cardiovascular and respiratory compromise. Patients may
exhibit a wide variety of clinical manifestations, where signs and symptoms can be
confused with other diseases. Thus the differential diagnosis of HPS is necessary from
other illnesses with similar clinical manifestations, such as dengue. There are no reports
of human cases in Rio de Janeiro state, until now, but serologic evidence in humans and
confirmation of circulating pathogenic hantavirus among wild rodents in Parque
Nacional da Serra dos Orgdos in Teresopolis, related to the rodent Oligoryzomys
nigripes were found. In this scenario, this study aimed to evaluate hantavirus infection
in human, wild and synanthropic rodents samples from different municipalities in Rio
de Janeiro state. Serum samples from 497 dengue fever seronegative patients, from 25
municipalities provided by the LACEN/RJ, and 235 serum samples from rodents, from
seven municipalities, were analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay for
detection of anti-hantavirus antibodies of IgM and IgG (IgM and IgG ELISA) and
molecular tests. Five human samples, from Valenca, Vassouras and Nova Friburgo
municipalities, presented IgM antibodies against hantavirus. A rodent species O.
nigripes was found to be ELISA-reactive for IgG in the city of Valenca. The absence of
RNA in human samples made it impossible to perform unable to achieve molecular tests
for characterization and identification of the virus, but the sample of the reactive rodent
made it possible to detect the variant viral Juquitiba. In conclusion, the identification of
pathogenic Juquitiba hantavirus in wild rodents and serological evidence of infection in
human samples in this study reinforce the importance and need for surveillance of HPS
in the state of Rio de Janeiro.
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1- INTRODUCAO

1.1- BREVE HISTORICO

A hantavirose é uma zoonose amplamente distribuida em todo o mundo e
constitui um grande problema de saude publica. E transmitida para o homem
principalmente por roedores silvestres e seus agentes etiol6gicos sdo virus do género
Hantavirus pertencentes a familia Bunyaviridae. Os hantavirus podem causar duas
sindromes distintas conhecidas como: febre hemorragica com sindrome renal (FHSR) e
a sindrome pulmonar por hantavirus (SPH).

A FHSR foi nomeada pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) para agrupar
doencas infecciosas agudas com manifestacfes hemorragicas e comprometimento renal
(Schmaljohn et al., 1985; Jonsson, 2001). Seus primeiros relatos datam desde o século
X na literatura chinesa (Lee et al., 1982b; Johnson 2001). Contudo, a hantavirose foi
inicialmente reconhecida em 1951, durante a Guerra da Coréia (1950 — 1953), quando a
doenca acometeu mais de 3.000 soldados americanos provocando uma sindrome febril
aguda com manifestacdo hemorragica, com letalidade de 5 a 10% (Smadel, 1953;
Sheddy et al., 1954; Gajdusek, 1962).

O virus foi identificado somente em 1976, quando foi possivel a descricdo como
virus Hantaan (HTNV), através de tecido de pulmdo do roedor Apodemus agrarius
coreae, proveniente da regido rural da Coréia do Sul. Posteriomente, em 1978, a
etiologia viral da doenga foi confirmada a partir do isolamento do virus de um roedor
infectado experimentalmente (Lee et al., 1978).

Diante da identificacdo de um novo agente viral, diversos estudos foram
realizados e, a partir da década de 1980, outros virus antigenicamente relacionados ao
virus Hantaan foram identificados e isolados de roedores silvestres e sinantrépicos:
virus Puumala (PUUV), causador de nefropatia epidémica na Europa, encontrado no
roedor Chlethrionomys glareolus (Brummer-Korvenkontio et al., 1980); virus Seoul
(SEOV), identificado em 1982, isolado de roedores sinantrépicos do género Rattus na
regido urbana de Seoul na Coréia (Lee et al., 1982); e o virus Prospect Hill (PHV),
identificado em 1984 em roedores silvestres da espécie Microtus pennsylvanicus,
capturados em Prospect Hill, Frederick, Maryland, EUA (Lee et al., 1985), sem
evidéncia de infeccdo humana (Yanagihara et al., 1984).

1



Desde entdo, a FHSR tem sido notificada na Europa, Africa e Asia, com uma
incidéncia anual em torno de 150.000 casos, metade deles com ocorréncia no territorio
chinés (Lee, 1996; Song, 1999; Jonsson et al., 2010).

Em 1987, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (CITV) criou um novo
género integrante da familia Bunyaviridae, denominado assim de Hantavirus, no qual
incluiriam o virus Hantaan, protétipo do género (McKee et al., 1991) além dos virus
Seoul, Puumala e Prospect Hill (Lee, 1988).

Somente em 1993, a presenca de hantavirus patogénico para homem foi
identificada nas Américas, como agente da emergente SPH nos Estados Unidos durante
surto de desconhecida doenca respiratéria grave em indios da tribo Navajo na regido de
Four Corners, sudoeste dos Estados Unidos, em maio de 1993 (Nichol et al., 1993;
CDC, 1993). Com a caracterizacdo do virus Sin Nombre (SNV) em amostras dos casos
foi possivel identificar pela primeira vez uma nova doenca, causada por um novo
gendtipo de hantavirus, até entdo nunca descrito no mundo (Hjelle et al., 1994b; Zaki et
al., 1996), embora evidéncias de ocorréncia da doenga tenham sido identificadas em
estudos retrospectivos realizados posteriormente, como o de Frampton e colaboradores
que demostraram que, nos EUA, a SPH vem ocorrendo desde 0 ano de 1959 (Frampton
et al., 1995). Desde entdo, diversos gendtipos virais ja foram identificados nos EUA,
associados com SPH, como o virus Bayou (BAYV), Black Creek Canal (BCCV),
Monongahela (MGLV) e o New York (NYV), especificos de uma &rea geografica
caracteristica e seus hospedeiros roedores (Childs et al., 1994; Peters, 1998).

No Brasil, os trés primeiros casos clinicos da doenca foram relatados na area
rural do municipio de Juquitiba, estado de Sdo Paulo, nos meses de novembro e
dezembro de 1993 (Iversson et al., 1994; Vasconcelos et al., 1997). Assim como nos
Estados Unidos, a SPH foi identificada pela primeira vez em 1993 e estudos realizados
anteriormente ja apontavam para a circulagdo do hantavirus no territorio brasileiro
(LeDuc et al., 1984; 1985). Em 1983, mais especificamente, no estado do Para, foi
realizado o isolamento do primeiro hantavirus associado ao virus Seoul, a partir de
visceras do roedor sinantrépico Rattus norvegicus (LeDuc et al., 1985). Posteriormente,
em 1990, anticorpos especificos anti-virus Seoul foram encontrados em pacientes
diagnosticados com leptospirose na cidade de Recife, Pernambuco e anti-virus Hantaan
e Puumala, na cidade de S&o Paulo, Sdo Paulo e na cidade de Paranagud, Parana
(LeDuc, 1984; 1985; Iversson et al., 1994; Romano-Lieber et al., 1995).
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Apos a identificacdo nos Estados Unidos e no Brasil, a SPH passou a ser
reconhecida, subsequentemente, em diversos paises da América do Sul com a descrigdo
de novos gendtipos virais de hantavirus tanto em roedores silvestres quanto em
humanos (Kruger et al., 2001).

A SPH também é denominada sindrome cardiopulmonar por hantavirus (SCPH)
ou sindrome pulmonar e cardiovascular (SPCVH), considerando que estudos realizados
posteriormente comprovaram o importante comprometimento cardiaco (Peters et al.,
1999; Figueiredo et al., 2001; Ferreira, 2003; Saggioro et al., 2007).

Caracterizada por apresentar, em sua grande maioria, roedores silvestres como
seus hospedeiros naturais, recentememte novos hantavirus tém sido detectados também
em espécies de mussaranhos e toupeiras na Eurésia, Africa, EUA e China (Carey et al.,
1971; Zeller et al., 1989; Klempa et al., 2007; Song et al., 2007a; Arai et al., 2007; Kang
et al., 2009a; 2010; Guo et al., 2013). Nos ultimos trés anos, estudos desenvolvidos em
Serra Leoa, na Africa, e na Costa do Marfim, na Africa Ocidental, tém identificado a
presenca de novos hantavirus chamados Magboi e Mouyassué, em morcegos da espécie
Nycteris hispida e Neoromicia nanus, respectivamente. Na China, outros hantavirus
foram identificados em morcegos e insetivoros, nomeados Huangpi, Lianghe, Longquan
e Yakeshi, o que corrobora com a necessidade de maiores estudos e informagdes sobre
0s hantavirus e seus reservatorios (Weiss et al., 2012; Sumibcay et al., 2012; Guo et al.,
2013).

1.2 - ETIOLOGIA

Pertencentes a familia Bunyaviridae, atualmente compreendendo mais de 300
virus distintos, os hantavirus formam um género distinto, no qual diferentemente dos
outros quatro membros da familia que sdo arbovirus, - Orthobunyavirus, Phlebovirus,
Nairovirus e Tospovirus -, ndo sdo transmitidos por vetores artropodes (Nichol et al.,
2005; Schmaljohn e Nichol, 2007).

A taxonomia dos hantavirus ¢ bem complexa e, de acordo com o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (CITV), sdo classificados, atualmente, 24 espécies
de hantavirus (Elliot et al., 2000; Fauquet et al., 2005).

Assim como outros Bunyavirus, os hantavirus apresentam-se morfologicamente

esféricos ou ovdides, com suas particulas medindo em torno de 80 a 120 nm de
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diametro, embora possam apresentar particulas com forma alongada chegando a 170 nm
ou mais (Figura 1.1). S&o virus envelopados por dupla camada lipidica na qual estéo
inseridas duas glicoproteinas, Gn e Gc, com aproximadamente 70kDa e 50kDa de peso
molecular, respectivamente, que compdem as espiculas do envelope (Schmaljohn &
Patterson, 1991; Nichol, 2001; Lednicky, 2003; Schmaljohn & Nichol, 2007).

Figura 1.1: Microscopia eletrénica do Virus Sin Nombre. Fonte: www.cdc.gov/.../hanta/

hps/noframes/hpsem.htm, 2006.

Seu genoma trissegmentado é composto de RNA fita simples de polaridade
negativa; (i) o segmento grande (L) constituido por 6530-6550 nucleotideos que
codifica a polimerase viral que tem funcdo de transcriptase/replicase viral, (ii) o
segmento médio (M) com 3613-3707 nucleotideos, que codifica uma poliproteina
clivada de modo a formar as duas glicoproteinas virais do envelope, Gn e Gc, e (iii) 0
segmento pequeno (S) com 1696-2083 nucleotideos, que codifica a proteina do
nucleocapside (N) (Figura 1.2) (Elliot et al., 1991; Nichol et al., 1996; Plyusnin et al.,
1996; 2002; Bi Z et al., 2008).

Nas extremidades de cada um dos segmentos existem regides ndo codificadoras
(NCR) que sdo conservadas, com aproximadamente 23 nucleotideos, que ao se
complementarem, através do pareamento das bases, formam estruturas com formato de
raquete chamadas de “panhandle”, conferindo o aspecto circular do RNA, peculiar da
familia Bunyaviridae (Plyusnin et al, 1996; Jonsson & Schmaljohn, 2001; Hepojoki et
al., 2012).
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Figura 1.2: a) Representacdo esquemaética de hantavirus e b) micrografia da particula
viral. Adaptado de: Vaheri et al., 2013.

Semelhante aos outros virus da familia Bunyaviridae, a replicacdo dos
hantavirus ocorre exclusivamente no citoplasma das células endoteliais do hospedeiro.
Apdbs a penetracdo do virus por acoplamento das proteinas de envelope (Gn e Gc) a
receptores celulares especificos da célula hospedeira do tipo integrinas f1 e 3, ocorre a
endocitose. Algumas lectinas também podem promover a entrada das particulas virais
(Ogino et al., 1999). A liberacdo do nucleocapsidio no citoplasma ocorre pela fusdo do
virion com a membrana endossomal, dependente de valores baixos de pH, iniciando-se
posteriormente a transcricdo dos genes virais para a produgdo das proteinas que irdo
constituir parte dos novos virions (Vapalahti et al., 1995; Ravkov et al., 1998; Kaukinen
et al., 2001; Jin et al., 2002).

A RNA polimerase viral ¢é ativada e ira transcrever o RNA genémico em RNA
mensageiro (RNAm). Posteriormente ocorrerd a traducdo das proteinas que irdo
constituir os novos virions, seguido de replicacdo do genoma e amplificacdo da sintese
dos RNAm que irdo compor o genoma trissegmentado (Elliot 1990; Schmaljohn &
Hooper 2001; Hepojoki et al.; 2012). Essas particulas recém-formadas sdo, entdo,
transportadas para vesiculas secretoras da membrana citoplasmética e liberadas por
exocitose (Plyusnin et al., 1996; Gavrilovskaya et al., 1998; 1999; Kaukinen et al.,
2001) (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Representacdo esquematica da replicacdo dos hantavirus. 1) O virus se liga
a um receptor na superficie da célula; 2) Este evento induz a sinalizagéo de endocitose;
3) Endocitose mediada por receptores e englobamento do virus (outras vias de
endocitose ja foram observadas); 4) Liberacdo do nucleocapsideo e de RNA polimerase
dependente de RNA celular; 5) Endossoma precoce abrigando a vesicula do virion; 6)
Evolucdo para endossoma tardio; 7) Fusdo e liberacdo de RNPs (Ribonucleoproteinas
virais — RNA gendmico maduro e proteina do nucleocapsideo) e proteinas do envelope
viral que séo transportadas para o complexo de Golgi para transcricdo e traducdo; 8)
Replicacdo e amplificacdo do material genémico; 9) Os virions nascentes sao
transportados por vesiculas do Complexo de Golgi; 10) Particulas virais em vesiculas

secretorias sdo exocitadas da célula. Adaptado de: Vaheri et al., 2013.

1.3 - EPIDEMIOLOGIA E ECOLOGIA

1.3.1 - TRANSMISSAO



O ciclo de transmissdo dos hantavirus ocorre na natureza, principalmente,
através da infeccdo crbnica entre roedores silvestres reservatorios que irdo hospedar o
virus ao longo da vida. Dessa forma, ao se infectarem, podem eliminar as particulas
virais através da saliva, urina e fezes para o ambiente (Lee et al., 1981; Nichol, 1999;
Yahnke et al., 2001; Lednicky, 2003; Oliveira et al., 2014).

A infeccdo em roedores reservatdrios ainda € pouco elucidada, porém estudos
tém mostrado que ela ocorre de maneira horizontal, através de mordeduras e encontros
agonisticos (por territério e alimento, por exemplo), bem como a transmissao por
aerossois (Lee et al., 1981; Padula et al., 2004; Mill & Childs, 1998; Mills et al., 2007).

O homem se infecta acidentalmente ao inalar particulas virais aerolizadas de
excretas e secrecdes dos roedores no ambiente (Lee et al., 1981; Lee et al., 1982;
Nichol, 1999; Strauss & Strauss, 2002), devido, principalmente, a ocupac¢do humana de
areas de interface entre o ambiente silvestre e peridomiciliar. Outras maneiras de
transmissao natural a humanos vém sendo descritas, porém mais raramente, como
ingestdo de alimentos contaminados por excretas, contato direto de mucosas com
materiais contendo particulas virais e a mordedura de roedores infectados (Peters,
1998b; Wells et al., 1997; Simpson, 1998). A transmissao transplacentaria também tem
sido relatada (Prebensen, 1997; Hart & Bennett, 1999). Apesar da hantavirose estar
relacionada diretamente com a ecologia dos roedores, a transmissdo pessoa-pessoa
também ja foi descrita na Argentina em 1996 e no Chile entre 1997 e 1998, em um surto
de SPH, sendo, em ambos 0s casos, 0 agente causador o virus Andes (ANDV) (Padula
et al., 1998; Toro et al., 1998; Martinez et al., 2005).

1.3.2 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS HANTAVIRUS.

A distribuicdo dos hantavirus estd intimamente relacionada com a distribuicéo
dos seus reservatorios, roedores das familias Cricetidae e Muridae. A FHSR est4
restrita aos continentes europeu, asiatico e africano (Figura 1.4), com a circula¢do do
virus Hantaan na China, Coréia, Japdo e RuUssia, principalmente, do virus Dobrava —
Belgrade (DOBV) nos Balcds, Estdnia, Alemanha e Russia (Plyusnin et al.; 1997
Lundkvist et al.; 1997; Meisel et al., 1998). O virus Seoul tem distribui¢do mundial em
consequéncia da distribuicdo do roedor cosmopolita Rattus norvegicus enquanto o virus
Puumala se encontra restrito ao norte e noroeste da Europa.
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Legenda
Casos reportados/ano (desde 2000)
10,001 - 100,000
1,001-10,000

101-1,000

] 11-100
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[::]DadosniodEpOMVeE

Figura 1.4: Numero de casos, do ano de 2000 a 2013, da FHSR e da SPH no
mundo e sua distribuicdo. Adaptado de: Watson et al., 2013.

A SPH tem sido descrita somente nas Américas, com diferentes gendtipos virais
circulantes nas areas onde seus reservatorios predominam (Monroe et al., 1999; Hart &
Bennett, 1999). O virus Sin Nombre, identificado nos EUA, também tem ocorréncia no
Canada. Desde entdo, mais de 3.000 casos de SPH tém sido relatados com mais de 30
genotipos virais descritos neste continente, com a maioria na América do Sul (Figura
1.5): (i) na Argentina (Andes [ANDV], Bermejo [BMJV], Laguna Negra [LANV],
Lechiguanas [LECV], Oran [ORNV]), (ii) na Bolivia (ANDV, BMJV, LANV, Tunari
[TUNV]); (iii) no Brasil (Anajatuba [ANJV], Araraquara [ARQV], Araucaria
[ARAUV], Castelo dos Sonhos [CASV], Juquitiba [JUQV], LANV- like); (iv) no Chile
(ANDV); (v) no Panama (Choclo [CHOV]): (vi) no Paraguai (LANV); (vii) no Uruguai
(Andes Central Plata [ACPV]) e (viii) na Guiana Francesa (Maripa [MARV]) (Johnson
et al.,, 1997; 1999; Padula et al., 2000; Delfaro et al., 2003; Figueiredo et al., 2003;
Levis et al., 2004; Raboni et al., 2009; Jonsson et al., 2010; Matheus S et al., 2010;
MacNeil et al., 2011; Cruz et al., 2012; Firth et al., 2012).
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Os hantavirus néo-patogénicos até o momento s6 foram encontrados em
roedores silvestres, sem causar doenca humana, sem associacao, assim, até a presente
data, com a SPH (Vicent et al., 2000; Travassos da Rosa et al., 2005; Chu et al., 2006,
Oliveira et al., 2011; Oliveira et al., 2014).

1.3.3 - RESERVATORIOS

Roedores silvestres da familia Muridae, mais especificamente da subfamilia
Arvicolinae e Murinae no Velho Mundo e da familia Cricetidae, subfamilia
Sigmodontinae e Neotominae no Novo Mundo, sdo 0s principais reservatorios de
hantavirus.

Os roedores pertencentes a subfamilia Murinae sdo endémicos na Eurésia, com
excecdo das espécies Rattus rattus, Rattus norvegicus e Mus musculus, que séo
distribuidas mundialmente, a partir de sua introdu¢do no Novo Mundo por
colonizadores europeus. J& os roedores da subfamilia Arvicolinae apresentam-se
distribuidos em todo hemisfério norte, desde a América do Norte até a Asia, enquanto
que roedores sigmodontineos e neotomineos ocorrem exclusivamente no continente
americano (Nowak, 1991).

Cada hantavirus é especifico a uma espécie de roedor reservatorio, porém
estudos reforcam que, atraves do fenébmeno de spillover, infeccBes por hantavirus em
outros hospedeiros ndo especificos podem ocorrer (Johnson et al., 1999; Hjelle &
Torres-Pérez, 2010). Desta forma, a distribuicdo geogréafica do hospedeiro determina a
distribuicdo do virus e, consequentemente, da hantavirose.

Os principais roedores reservatorios na Asia, norte da Europa e oeste da Europa
sdo, respectivamente, Apodemus agrarius, Clethrionomys glareolus e Apodemus
flavicollis. Porém, o papel de outras espécies reservatdrias potenciais transmissoras do
virus também é de grande importancia, como: Lemmus sibiricus, Microtus arvalis,
Microtus fortis, Bandicota indica e Suncus murinus, reservatérios dos virus Topografov
(TOPV), Tula (TULV), Khabarovsk (KHAV), Thailand (THAIV) e Thottapalayam
(TPMV), respectivamente (Zeier et al., 2005).

Nas Ameéricas, diversos roedores sigmodontineos tém sido implicados na
transmissdo da hantavirose no continente. As seguintes espécies sao consideradas de
grande importancia: Peromyscus maniculatus, associado ao virus Sin Nombre;
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Sigmodon hispidus, ao virus Black Creek Canal; Oryzomys palustres, ao virus Bayou;
Peromyscus leucopus, ao virus New York; Calomys laucha, Calomys callosus e
Calomys sp., ao virus Laguna Negra (LANV) ; Oligoryzomys microtis, ao virus Rio
Mamoré (RIOMV) e Oligoryzomys longicaudatus, ao virus Andes (ANDV) (Figuras
1.6 e 1.7) (Nichol et al., 1993; Hjelle et al., 1995; 1996; Johnsson et al., 1997; Lopez et
al., 1997; Chu et al., 2003; Ferrer at al., 2003; Schmaljohn & Hjelle, 2004; Zeier et al.,
2005).

No Brasil, nove genoétipos ja foram descritos, com seis deles considerados
patogénicos: (i) virus Juquitiba (JUQV) (Araucaria) associado a espéecie Oligoryzomys
nigripes; (ii) virus Araraquara (ARAV) a Necromys (=Bolomys) lasiurus; (iii) virus
Castelo dos Sonhos (CASV) a Oligoryzomys utiaritensis; (iv) virus Anajatuba
(ANAJV) a Oligoryzomys fornesi, (v) virus Laguna Negra a Calomys callidus e (vi)
virus Rio Mamoré a Oligoryzomys microtis; e trés ndo-patogénicos: (i) virus Rio Mearin
(RIMEV), associado a Holochilus sciureus; (ii) virus Jabora (JABV), a Akodon
montensis e (iii) virus Seoul, a Rattus norvegicus; (Suzuki et al., 2004; Rosa et al.,
2005; Rosa et al., 2011; Rosa et al., 2012; Oliveira et al., 2014).

11



e OIS laucha ™

Figura 1.6: Distribuicdo dos principais reservatorios de hantavirus da América
do Sul. O ndmero ap6s 0s nomes das espécies referem-se ao genotipo hantavirus ou
espécie (*) associada: (1) virus Maporal; (2) virus Rio Mamoré*; (3) virus Anajatuba;
(4) virus Lechiguanas e Central Plata; (5) virus Andes* e Oran; (6) virus Castelo dos
Sonhos; (7) virus Bermejo; (8) virus Juquitiba e Itapud; (9) virus Cafio Delgadito*; (10)
virus Calabazo; (11) virus Araraquara; (12) virus Maciel; (13) virus Laguna Negra*;
(14) virus Rio Mearin; (15) virus Ape Aime-Itapua e Jabora; (16) virus Pergamino; (17)
virus Alto Paraguay. Adaptado de: Oliveira et al., 2014.
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Figura 1.7: Distribuicdo dos reservatérios principais de hantavirus na América

No reservatorio, a infeccdo é assintomatica ou pouco deletéria, como
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do Norte: (1) virus Sin Nombre* e Monongahela; (2) virus Bayou*; (3) virus Catacamas
e Playa de Oro; (4) virus Prospect Hill; (5) virus Black Creek* e Muleshoe*; (6) virus
Rio Segundo*; (7) virus Isla Vista; (8) virus Blue River e New York™; (9) virus Choclo;
(10) virus Bloodland Lake; (11) virus Limestone Canyon; (12) virus Montano; (13)

virus ElI Moro Canyon* e Huitzilac; (14) virus Carrizal. Adaptado de: Oliveira et al.,

demonstrado em estudos de infeccdo experimental em ratazanas com virus Puumala e
em Apodemus agrarius ou em camundondos lactantes com o virus Hantaan. Nestes

casos, a doenca ndo foi detectavel, porém o virus foi detectado em diversos tecidos
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como pulmd@es, baco, figado, pancreas, glandulas salivares, rim, bexiga, cérebro e tecido
adiposo. Na urina, o virus foi excretado até o fim do experimento (270 dias), apesar dos
niveis de anticorpos, das classes IgM e I1gG, especificos permanecerem altos
(Yanigahara et al., 1985; Hart & Bennett, 1994; 1999). Contudo, ha um periodo de
maior eliminacdo das particulas virais, que € de trés a oito semanas poés-infeccdo
(Engelthaler et al., 1999).

Casos humanos de hantavirose tém sido associados as caracteristicas
populacionais dos roedores, como tamanho populacional, competicdo intraespecifica e
interespecifica, atividade reprodutiva, maturacdo sexual entre outros, bem como
caracteristicas climéticas, como precipitacdo e temperatura, possibilitando a ocorréncia
de surtos da doenga (Engelthaler et al., 1999; Gubler et al., 2001; Yates et al., 2002;
Jonsson et al., 2010).

Caracteristicas comportamentais dos roedores também garantem a manutencao
do virus no ambiente. Estudos mostram que encontros agonisticos por disputa de
territério e alimento, por exemplo, podem ser importante via de transmissdo,
considerando a presenca de mordidas e arranhdes principalmente em machos, género
que apresenta maior prevaléncia de infeccao viral (Mills & Childs, 1998; Mills et al.,
2007).

Em éareas periurbanas, onde ha& presenca de habitacdes humanas préximas as
areas rurais, ha uma facilidade de se encontrar roedores, pois 0s mesmos invadem estes
locais em busca de alimento ou mesmo fugindo de queimadas nas plantacfes de cana-
de-agUcar, por exemplo. Da mesma forma, areas consideradas outrora rurais, devido a
expansdo das &reas urbanas, tambeém possibilitam o encontro dos roedores com
humanos, favorecendo, consequentemente, a transmissdo da hantavirose (Ferreira,
2003).

1.3.4 — DISTRIBUICAO DE CASOS HUMANOS NO BRASIL E SINDROME
PULMONAR POR HANTAVIRUS NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO.

Os primeiros relatos da SPH no Brasil datam de novembro de 1993, ocorridos no
municipio de Juquitiba, no estado de S&o Paulo, culminando com mais de 1.600 casos
notificados até maio de 2013. Segundo dados do Ministério da Saude, as regides sul

(n=583) e sudeste (n= 468) sdo as que apresentam 0 maior numero de casos, seguidas
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pelas regides centro-oeste (n=164), norte (n=101) e nordeste (n=14). Com casos
notificados em 15 unidades federadas, Minas Gerais (n=278), Santa Catarina (n=264) e
Mato Grosso (n=248) sdo os estados que apresentam maior numero de casos (Figura
1.8).

A regido sudeste lidera a estatistica em namero de ébitos (n=272), sequida da
regido sul (n=190) e centro-oeste (n=171), com uma taxa de mortalidade em torno de
39,8% em todo o territorio nacional.

Considerada uma doenca de notificagdo compulsoria e de investigacdo
obrigatdria, a hantavirose tem apresentado um aumento significativo do numero de
casos notificados em decorréncia, entre outros fatores, da sensibilizacdo dos
profissionais da salde no seu diagnostico, aléem do treinamento especializado para a

investigacao pela vigilancia epidemioldgica.

6 91 11 2
5 1
248 88
Regiao 75 278
Norte (6,38%) 1 1 90"

Centro-Oeste (26,11%)~ 218

Nordeste (0,88%) 1264 Cisg‘i;?,dz%f: :

Sudeste (29,67%) _ 1 01’ Total: 1640 casos
Sul (36,96%) | Casos fatais: 653 (39,8%)
Figura 1.8: Numero de casos de Hantavirose no Brasil por unidade federada,
1993 a 2013. Adaptado de: SVS/ Ministério da Saude (www.portalsaude.saude.gov.br).

Segundo dados de 2009 da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude, metade dos individuos acometidos pela doenca, de 1993 até 2009, residiam em
area rural (50%); cerca de 65,0% exerciam ocupagdo relacionada com atividades
agricolas e/ou de pecuaria e 77,6% eram do sexo masculino. A faixa etaria mais atingida
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foi a de 20 a 39 anos (com amplitude de 8 meses a 66 anos), com 58,2% das
ocorréncias. Em 758 casos (67,7%), a infeccdo ocorreu em ambiente de trabalho. A
necessidade de assisténcia hospitalar foi observada em 88,6% dos pacientes e a taxa de
letalidade média foi de 46,5%.

De 1° de janeiro de 2013 até sete de maio de 2013, somente cinco casos da
doenca foram notificados no Brasil; um Unico caso nos estados de Rondénia, Pard,
Parand, Santa Catarina e um de ocorréncia indeterminada, com quatro o6bitos (MS,
2013).

Embora os hantavirus sejam reconhecidos como importantes agentes da doenca
no Novo Mundo, a incidéncia de infeccdo por hantavirus provavelmente tem sido
subestimada, devido em parte as caracteristicas clinicas compartilnadas com uma
variedade de outras sindromes e a possibilidade de manifestacGes clinicas mais brandas
ou mesmo de quadros assintomaticos.

Diversos inquéritos soroldgicos tém sido realizados por todo o territorio nacional
a fim de esclarecer um pouco mais sobre a doenga e sua circulagdo (Tabela 1).

E importante ressaltar que, apesar dos 12 estados - Acre, Roraima, Amapa,
Tocantins, Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Espirito Santo e Rio
de Janeiro - ndo apresentarem casos confirmados de hantavirose, a possibilidade da
circulacdo viral ndo pode ser descartada, tendo em vista 0 pouco conhecimento da
hantavirose em relacdo a outras enfermidades, especialmente em regides com grandes
epidemias, cuja manifestacdo clinica se assemelha a SPH. Corroborando com este fato,
durante a epidemia de dengue de 2008, um estudo soroldgico realizado no estado do
Ceara, em 72 pacientes com histéria clinica de febre aguda consistente com dengue, foi
possivel identificar, pelo teste soroldgico ELISA, duas amostras IgG e uma amostra
IgM reativas para hantavirus constituindo, assim, a primeira evidéncia da infeccéo por

hantavirus no estado do Ceara (Lima et al., 2011).
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Tabela 1.1: Inqueéritos sorologicos para investigacdo de hantavirus em amostras
humanas realizados em diversos estados brasileiros.

N° de Amostras reativas
M unicipio /Estado Ano amostras IgM 19G Autores
Recife/PE 1990 156 2 (1,3%) 8 (5,1%) Hindrichsen, 1993
Mascarenhas-Batista et
Salvador/BA 1998 379 50 (13,2%) al., 1998
117
Jardinopolis/SP 2001 818 (14,3%) Campos et al., 2003
Ribeirdo Preto/SP | 2005 a 2008 52 11 (21,2%)| 1 (0,52%) Figueiredo et al., 2010
Maranhdo 2004 a 2006 1386 65 (4,7%) Mendes et al., 2010
Céssia dos
Coqueiros /SP 1987 a 1990 1876 89 (4,7%) Badra et al., 2012
Santa Catarina 2011 450 8 (1,97%) Souza etal., 2012
Turvo/SC 2012 257 6 (2,3%) Pereira et al., 2012
Amazonas 2007 a 2009 1731 0 (0%) 10 (0,6%) Gimague et al., 2012
Marcelandia/MT 2013 54 7 (13%) Santos et al., 2013
Sobradinho/MT | 2009 a 2010 33 9 (52,9%) | 17 (51,1%) Tergas etal., 2013

Considerando a ocorréncia da SPH em Minas Gerais e de Sdo Paulo, estados que
fazem divisa com o estado do Rio de Janeiro, e a possibilidade de confusdo diagndstica
da SPH com dengue, em especial durante o periodo de epidemias desta arbovirose,
alguns estudos vém sendo desenvolvidos, na Ultima década, com o objetivo de se
compreender a real situacdo da doenca no estado. Assim, estudos com roedores
silvestres tém demonstrado a circulacdo de hantavirus patogénico no Rio de Janeiro.
Um destes estudos foi realizado por Sobreira e colaboradores que demonstraram
evidéncia sorologica de roedores silvestres infectados em uma area de peste bubénica na
regido serrana fluminense em 2008. Em 2009, Oliveira e colaboradores identificaram o
hantavirus Juquitiba na espécie de roedor silvestre Oligoryzomys nigripes, configurando
a primeira identificacdo e caracterizagdo molecular de hantavirus no territorio
fluminense. Quanto a populacdo humana, embora néo exista caso notificado da SPH,
em 2003, 9,3% das amostras de casos suspeitos de leptospirose procedentes da regido

metropolitana do Rio de Janeiro apresentaram reatividade soroldgica para hantavirus
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(Lemos et al., 2003). Mais recentemente, em 2006, no municipio do Rio de Janeiro,
foram encontrados anticorpos anti-hantavirus em pacientes HIV reativos em pacientes

residentes da regido de Jacarepagua (Lamas et al., 2013).

1.4 — ASPECTOS CLINICOS DA SINDROME PULMONAR POR HANTAVIRUS.

1.4.1 - MANIFESTACOES CLINICAS.

A SPH apresenta-se como doenca febril aguda caracterizada pelo grave
comprometimento cardiovascular e respiratorio que, clinicamente, assemelha-se a
sindrome respiratdria aguda grave (Jenison et al., 1995; Hallin et al., 1996).

A doenca pode apresentar desde formas assintomaticas a quadros graves
classicos de alta letalidade. O periodo de incubacdo estimado é de 5 a 60 dias, com
média de 15 dias, o qual o paciente pode desenvolver um quadro semelhante a diversas
doencas respiratérias agudas, como influenza, podendo evoluir para uma forma
respiratoria grave (Lemos & Silva, 2005; De Borba et al., 2013).

A doenca pode progredir muito rapidamente e pacientes que se apresentam com
dispnéia normalmente requerem intubagdo e ventilagdo mecénica dentro de 1 a 6 horas
(Hallin et al., 1996; Simpson, 1998).

A SPH tem sido associada com uma alta taxa de letalidade e € caracterizada por
febre e extravasamento vascular resultando em edema pulmonar nédo-cardiogénico
seguido em diversos casos por choque com acidose lactica, um baixo indice cardiaco e
elevada resisténcia do sistema vascular (Enria et al., 2001; Jonsson et al., 2008).

Geralmente a SPH apresenta trés fases clinicas, com algumas variacdes em
incidéncia e gravidade dos sintomas entre os pacientes: a fase prodrémica ou
inespecifica, a fase cardiopulmonar e a fase convalescente. Na fase prodrémica, com
duracdo de um a seis dias, observa-se manifestacdes inespecificas caracterizadas por
febre, mialgia, dor dorso-lombar, dor abdominal, cefaleia intensa e sintomas
gastrointestinais como nauseas, vomito e diarreia. Sintomas respiratérios sao0 menos
frequentes nesta fase. Anticorpos das classes IgM e IgG podem ser tipicamente
detectados nesta fase ou logo ap6s o inicio do prodromo (Figura 1.9) (Jonsson et al.,
2008).
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A fase cardiopulmonar é caracterizada pelo inicio da tosse seca, com progressiva
infiltracdo de liquido e proteinas no intersticio e alvéolos pulmonares, levando a
taquicardia, taquidispinéia e hipoxemia, podendo evoluir rapidamente para uma forma
grave com insuficiéncia respiratéria aguda com edema pulmonar ndo cardiogénico,
hipotensdo arterial e colapso circulatério. O obito pode ocorrer poucas horas apds o
inicio da faléncia respiratoria, mesmo em individuos ventilados precocemente; alguns
pacientes, entretanto, passam dias ou mesmo semanas, sob ventilagdo mecénica, e
muitos destes se recuperam, sem qualquer sequela. Os pacientes que sobrevivem
evoluem para uma fase diurética em que ha absorcdo de liquido retido no intersticio,
seguida da fase de convalescenca (Figueiredo et al., 2001; Ferreira, 2003; Lemos &
Silva, 2005).

Como as manifestacGes clinicas iniciais sdo muito semelhantes as de diversas
enfermidades, o diagnostico da SPH pode ser confundido com uma série de outras

doengas fazendo-se necessario o diagnostico diferencial (Ferreira, 2003).
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Figura 1.9: Curso clinico da sindrome pulmonar por hantavirus. Adaptado de: Jonsson
et al., 2008.
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1.4.2 - TRATAMENTO.

N&o ha terapia antiviral especifica e eficaz para o tratamento da SPH. O
tratamento das formas leves € sintomatico. Porém, por se tratar de uma doenca com
progresséao rapida e de alta gravidade, € recomendado que 0s pacientes suspeitos sejam
removidos imediatamente para unidade de terapia intensiva (Peters, 1998; Simpson,
1998).

A administracdo de fluidos deve ser cuidadosa para evitar sobrecarga de volume,
pois pode precipitar o edema pulmonar, reforcando que o manejo adequado do aporte
liquido é o principal elemento terapéutico (lversson, 1996; Figueiredo et al., 2001;
Lemos & Silva, 2005).

Estudos realizados com o uso de ribavirina, em pacientes com FHSR, apontam
resultados com certa eficiéncia no tratamento, se esta é administrada precocemente
(Huggins et al., 1991). Estudos ndo controlados sobre a utilizagdo deste antiviral nos
EUA estdo em desenvolvimento, porém ainda ndo comprovaram a sua eficacia na SPH
(Peters et al., 1998; Ferreira et al., 2000).

A administracdo de anticorpos neutralizantes humanos durante a fase aguda do
HPS pode revelar-se eficaz para o tratamento e/ou profilaxia de infec¢bes por
hantavirus. Bharadwaj e colaboradores (2000) descobriram que os pacientes com titulos
mais baixos de anticorpos neutralizantes, muitas vezes apresentam doenca grave,

enguanto que aqueles com titulos mais altos manifestam com doenca leve.

1.5 - DIAGNOSTICO LABORATORIAL.

O diagndstico laboratorial é realizado a partir de achados tanto inespecificos
quanto especificos. No hemograma tem-se como achados laboratoriais mais comuns,
linfocitos atipicos (>10%), plaquetopenia (<20.000 até 150.000), leucécitos normais ou
com desvio a esquerda, hemoconcentracdo (hematocrito >45%), radiografia simples de
térax normal ou com infiltrados difusos, uni ou bilterais (GVE/Ministério da Saude,
2009). Cerca de 75 a 100% dos pacientes com SPH demonstram alteragdes das provas
funcionais hepaticas. Os niveis séricos de lactato encontram-se elevados nos casos
graves e esse parametro laboratorial pode indicar mau prognostico. Em relacdo aos
achados da radiografia de torax, embora na fase prodrémica o resultado seja normal, em
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poucas horas de evolugdo, em decorréncia do aumento de permeabilidade capilar, surge
um infiltrado intersticial, com o padrdo de pneumonia atipica, com edema pulmonar e
derrame pleural, caracterizando, assim, a fase cardiorrespiratoria (Figura 1.10) (Ketai et
al., 1994; Jenisson et al., 1995; Ferreira, 2003).

O diagndstico laboratorial especifico baseia-se na deteccdo de anticorpos das
classes IgM e 1gG, a partir de testes soroldgicos, contra a nucleoproteina viral. O teste
mais utilizado é o ensaio imunoenziméatico (ELISA), um teste que utiliza proteinas
recombinantes de hantavirus como antigeno, por apresentar maior sensibilidade e
especificidade, 97,2% e 100% respectivamente. Além do ELISA, técnicas de
imunofluorescéncia indireta em células de rim de macaco verde africano (VERO E-6)
infectadas, a neutralizacdo por reducdo de placa, hemaglutinacdo passiva e Westernblot
também podem ser utilizadas como ferramenta diagndstica (Enria et al., 1998; Hart &
Bennett, 1999; Padula et al., 2000; Figueiredo et al., 2009).

Figura 1.10: Radiografia de térax do primeiro caso confirmado da sindrome
pulmonar por hantavirus no Brasil, mostrando o infiltrado bilateral. Fonte: Lemos &
Silva, 2004.
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O ELISA-IgM ¢ realizado no formato de captura “in house”, com adicdo de
antigeno controle inespecifico, com o objetivo de evitar reacfes cruzadas e resultados
falso-positivos (Ksiazek et al., 1995; Figueiredo et al., 2009).

A presenca dos anticorpos da classe IgM que surgem precocemente,
concomitantemente ao inicio dos sintomas, e que permanecem na circulacdo até cerca
de 60 dias ou a quadruplicacdo dos titulos de IgG em amostras de soro pareadas
confirmam a suspeita clinica. O método diagndstico ELISA-IgM ¢ utilizado em ambas
formas da doenca (FHSR ou SPH) e também pode ser bem eficiente em época de surtos,
ja que cerca de 95% dos pacientes com SPH tém IgM detectavel no inicio dos sintomas.
Os anticorpos da classe 1gG persistem por toda a vida do individuo e podem ser
utilizados em investigacdes soroldgicas, visando diagnosticar infeccdes passadas
sintomaticas ou assintomaticas, e tém sido utilizados mais frequentemente em estudos
epidemioldgicos (Ferreira, 2003; GVE/Ministério da Saude, 2009).

Para confirmacdo diagndstica, as técnicas de imunohistoquimica, a partir de
bidpsia e/ou necropsia de 6rgaos, e de transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR), a partir de amostras de soro e sangue, além de tecido,
mostram-se eficientes para deteccdo do RNA viral (Figueiredo et al., 2014). A primeira
é utilizada para detectar antigenos virais em fragmentos de tecidos exclusivamente em
casos fatais, j& a segunda, geralmente identifica 0 RNA viral entre 7 a 10 dias de
doenca. Embora “primers” especificos para amplificacdo, provenientes de sequéncias
genéticas obtidas de tecidos humanos ou de roedores, venham sendo utilizadas na RT-
PCR, diferencas significativas entre os virus isolados de cada regido ou pais,
eventualmente podem complicar o uso e a sensibilidade da técnica para uso rotineiro no
diagnostico das hantaviroses (Jenison et al., 1995; Peters, 1998; Terajima et al., 1999;
Ferreira, 2003).

Para diagndstico laboratorial de hantavirus em espécies de roedores hospedeiras
em estudos epidemiolégicos € realizada a técnica de ELISA, para deteccdo de
anticorpos da classe IgG anti-hantavirus, além da andlise molecular semelhante a

descrita para amostras humanas (Lee, 1988; Padula et al., 2000a).

1.6 - DIAGNOSTICO DIFERENCIAL E A DENGUE
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O diagnostico diferencial deve ser realizado com inUmeras outras doencas, tanto
de origem infecciosa quanto néo infecciosa. Entre as doencas infecciosas, a SPH pode
se confundir com leptospirose, influenza, parainfluenza, dengue, febre amarela e febre
do Vale Rift, viroses causadas por coxsackievirus, adenovirus e arenavirus, triquinelose,
maldria, pneumonias (virais, bacterianas, fangicas e atipicas), septicemias, rickettsioses,
histoplasmose, legionelose, peste pulmonar, antraz respiratorio e pneumocistose.

Quanto as doencas ndo infecciosas, a sindrome da angustia respiratdria (SARA),
0 edema agudo de pulméo (cardiogénico), pneumonia intersticial por colagenopatias
(lapus eritematoso sistémico, artrite reumatdide), abdémen agudo de etiologia variada,
estenose mitral e doenca pulmonar obstrutiva crénica, entre outras, cujo curso clinico
pode ser semelhante a SPH, precisam também ser incluidas no diagdstico diferencial
(GVE/Ministério da Saude, 2009).

Em relacdo a dengue, considerando a sua importancia na sadude publica, por estar
associada com explosivas epidemias urbanas desde a década de 1980 (5.423.999 casos
notificados de 1981 a 2009), e por sua similaridade clinica com a hantavirose, o
diagnostico diferencial passa a ser um grande desafio para o clinico, especialmente nos
periodos de epidemia, quando, em decorréncia do elevado nimero de casos, nao
raramente, o diagnostico de dengue pode ser realizado sem confirmacgdo laboratorial
(GVE/Ministério da Saude, 2009). E pertinente reforcar que a reposi¢o e manutengao
do volume de liquido perdido pelo paciente é a medida mais importante no tratamento
nos casos de dengue, procedimento que, no caso da SPH, aumenta o extravasamento de
liquido para o pulm&o, com consequente piora da insuficiéncia respiratoria. Assim, o
diagndstico diferencial entre estas duas doencas passa ser imprescindivel, pois a conduta
terapéutica preconizada para dengue é inadequada e prejudicial para a SPH, para qual
esta indicado o uso de inotrépicos (Lemos & Silva, 2013).

Causada por quatro sorotipos - DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 -, a dengue
é uma doenca febril aguda que pode causar manifestacdes clinicas de amplo espectro
clinico, de acordo com as caracteristicas do hospedeiro e do virus, para qual o
diagnostico etiologico definitivo deve ser com base nos dados clinico-laboratoriais
(Gubler, 2002).

Com a circulacdo dos quatro sorotipos no Brasil, antes da introducdo mais
recente do DENV4 em 2010 no Brasil e em 2011 no estado do Rio de Janeiro (Nogueira
& Eppinghaus, 2011; SVS, 2011), o diagndstico laboratorial vinha sendo realizado,
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mais frequentemente, a partir de testes sorolégicos ELISA que detectam anticorpos das
classes IgM e 1gG. De uma forma geral, apesar da diferenca de perfil na producgéo de
anticorpos nas infeccBes primarias e secundarias, os anticorpos da classe IgM
geralmente sdo detectados entre o 3°/ 5° dia e os da classe 1gG, entre o0 10° /14° (Figura

1.11).
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Figura 1.11: Cinética de antigeno e de anticorpo nas infec¢bes por dengue. Adaptado

de: Lima et al., 2014.

Embora a presenca de anticorpos da classe IgM em Unica amostra de soro
confirme infeccéo ativa ou recente, os testes soroldgicos apresentam limitacdes devido a
variacdo dos niveis dos anticorpos anti-DENV especificos na fase aguda da doenca e,
assim, mais recentemente o diagndstico na rotina passou a ser realizado também a partir
da pesquisa de antigeno NS1 (proteina ndo estrutural 1) (OPAS, 1997; Schilling et al.,
2004; Guzman et al., 2010).

Neste contexto, considerando a circulagcdo dos quatro sorotipos e a dificuldade
na interpretacdo dos testes soroldgicos, ja que em caso de infec¢do secundaria pode ser
observada uma elevagdo precoce dos titulos de anticorpos da classe 1gG, tem se
preconizado, a utilizagdo de outros testes laboratoriais como o isolamento viral, a
deteccdo do genoma e do antigeno que, embora mais especificos, ndo estdo disponiveis

para a rotina da maioria dos laboratdrios nacionais.
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1.7 - CONTROLE E PREVENCAO

As principais estratégias de controle e prevencao sdo aquelas relacionadas com a
reducdo do contato com 0s reservatorios e seus excretas, evitando estes ambientes
(Lemos e Silva, 2005). Esta deve ser definida de acordo com o conhecimento prévio da
biologia dos roedores envolvidos e seus habitats em cada &rea (domiciliar,
peridomiciliar e silvestre).

O controle desses reservatorios naturais do virus no ambiente silvestre ndo é
pratico e pode levar a desequilibrio ecoldgico. Entretanto, a eliminagdo dos animais no
peridomicilio e no domicilio mostra-se factivel e deve ser realizada de forma estratégica
e continua (Ferreira, 2003). Podemos citar como forma de controle de roedores:
armazenamento de produtos agricolas e seus insumos em locais apropriados e
suspensos, distantes do domicilio; eliminacdo de residuos, entulhos e objetos
desnecessarios, a fim de diminuir a possibilidade de abrigos; alimentos devem ser
estocados e armazenados de maneira apropriada em recipientes fechados; vedacao de
portas e janelas das residéncias para evitar a entrada de roedores; remocao de alimentos
de animais domésticos em horarios nas quais 0s mesmos sejam desnecessarios; coletas
regulares de lixo e armazenagem a uma altura adequada a pelo menos 1,5 metros do
chdo. Caso ndo exista coleta de lixo, este deve ser enterrado a uma distancia minima de
30 metros do domicilio e de fontes de agua. O controle de roedores geralmente s se
realiza diante de alta infestacdo e esta pratica geralmente é feita entre os limites de
domicilio e peridomicilio. Préticas de higiene e medidas corretivas como saneamento e
melhorias nas condi¢des de moradia sdo importantes para reduzir o contato com estes
roedores e ambientes contaminados (GVE/Ministério da Saude, 2009).

Em relacdo a populacdo em geral, é importante a realizacdo de medidas
educativas para prevenir e controlar o acesso de roedores nas residéncias e também
esclarecer sobre os roedores envolvidos, suas vias de transmissdo e a gravidade da
doenca.

Segundo recomendagfes do Ministério da Satde, em ambientes que possam ser
locais provaveis de infeccdo e que possam estar potencialmente contaminados, 0s
cuidados devem ser rigorosos. A ventilagdo de ambientes fechados deve ser realizada
pelo menos 30 minutos antes da limpeza do local. Nao se deve varrer o chdo seco, pois
0 mesmo pode levantar particulas de poeira contendo o virus. A maneira mais adequada,
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nesta situacdo, € umedecer pisos, paredes e utensilios, com solucdo de agua sanitaria a
10% ou de lisoforme e aguardar 30 minutos antes de proceder & limpeza com mascaras
com filtro tipo P3 e luvas de borracha.

A vigilancia epidemioldgica e os trabalhos eco-epidemioldgicos sdo importantes
para elucidar e contribuir para o conhecimento sobre a dinamica dos reservatorios e da
hantavirose em &reas endémicas e ndo endémicas, constituindo, assim, ferramentas
importantes para controle e a prevencdo da SPH (Mills & Childs, 1998; Vicent et al.,
2000).

Estudos para encontrar uma vacina eficaz contra a hantavirose tém sido
realizados. Na Asia, vacinas com os virus Hantaan, Seoul e Puumala inativados tém
eficacia comprovada, porém ndo garantem protecdo contra outros virus causadores da
SPH (Schmaljohn & Hijelle, 1997; Peters, 1998; Park et al., 2004). Desta forma, as
melhores medidas profilaticas a serem tomadas pela populacdo sdo as que concernem
diminuir o contato com roedores e seus excretas até que uma vacina eficaz contra a SPH

seja produzida.
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2 - JUSTIFICATIVA

A hantavirose, uma zoonose emergente descrita no Brasil desde 1993, apresenta
espectro clinico semelhante a diversas doencas infecciosas como a dengue e a
leptospirose, o que dificulta o diagndéstico diferencial, em especial, nas areas, nas quais
as epidemias tém sido identificadas, como é o caso do estado do Rio de Janeiro, onde,
somente no primeiro bimestre de 2013, 91,4 pessoas se infectaram para cada 100 mil
habitantes (OPAS, 2013).

Embora até a presente data ndo existam casos notificados da SPH no estado do
Rio de Janeiro, a realizagdo do presente estudo se justifica considerando que: (i) foram
encontradas evidéncias soroldgicas de infeccdo por hantavirus em humanos e roedores
(Lemos et al., 2003; Silva et. al, 2005; Lamas et al., 2013); (ii) foi identificada a
presenca do hantavirus patogénico Juquitiba entre roedores silvestres no Parque
Nacional da Serra dos Orgdos em Teresopolis (Oliveira et al., 2009) relacionado ao
roedor Oligoryzomys nigripes, e (iii) existem centenas de amostras de casos suspeitos,
mas descartados laboratorialmente, de dengue que se encontram acondicionadas no
Laboratorio de Saude Publica Noel Nutels e que, até a presente data, ndo tem etiologia
definida.

A avaliacdo destas centenas de amostras de casos suspeitos de dengue no estado
do Rio de Janeiro, que foram negativas no teste sorolégico, assim como a pesquisa em
roedores para a presenca de infeccdo por hantavirus, contribuirdo para aumentar 0 nosso
conhecimento sobre a presenca de hantavirus no territério fluminense e auxiliar no
diagnéstico diferencial no contexto do sistema de vigilancia epidemiol6gica em nosso

estado e no Brasil.
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3 - OBJETIVOS.

3.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de infeccdo por hantavirus em humanos e em roedores
silvestres e sinantropicos no e4stado do Rio de Janeiro, contribuindo para a vigilancia
epidemioldgica desta zoonose.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Detectar a presenca de anticorpos anti-hantavirus da classe IgM, utilizando
imunoensaio enzimatico (antigeno Araraquara), nas amostras de soro de
pacientes com suspeita clinica de dengue sem confirmacdo soroldgica, nos

municipios do estado do Rio de Janeiro.

I Determinar o gendtipo viral das amostras humanas sororreativas através de

diagnostico molecular.

I11)  Avaliar a presenca de anticorpos anti-hantavirus em roedores silvestres e
sinantrépicos capturados em municipios do estado do Rio de Janeiro utilizando o

imunoensaio enzimatico com o antigeno Araraquara.

IV)  Caracterizar os hantavirus identificados em amostras de roedores sororreativos

por diagnostico molecular.
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4 - METODOLOGIA.
4.1 — AREAS DE ESTUDO.

Considerando que o estudo foi constituido por dois subprojetos, desenvolvidos
subsequentemente - um estudo em roedores silvestres capturados em diferentes regides
do estado e, um segundo estudo, em amostras de pacientes de diversos muncipios
fluminenses procedentes do LACEN- Noel Nutels, Rio de Janeiro. As areas de estudo
serdo detalhadamente descritas nos topicos seguintes, de acordo com a divisdo do
territorio do estado do Rio de Janeiro com base no Plano de Desenvolvimento
Econdmico e Social, no qual o territério fluminense passou a ser dividido em oito
Regides de Governo: Metropolitana (17 municipios), Noroeste Fluminense (13), Norte
Fluminense (9), Baixadas Litoraneas (13), Serrana (14), Centro-Sul Fluminense (10),
Médio Paraiba (12) e Costa Verde (4) (Figura 4.1.).
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Figura 4.1: Mapa do Estado do Rio de Janeiro, Regides de Governo, segundo Diviséo
Politico-Administrativa. Fonte: CIDE, 2004.
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4.2 - ESTUDO COM POPULACAO DE ROEDORES
4.2.1. Caracterizagdo da Pesquisa e das Areas de Captura de Roedores

O estudo foi realizado, retrospectivamente, em amostras de soro e tecidos de
roedores, acondicionadas no Laboratorio de Hantaviroses e Rickettsioses - LHR /10C,
procendentes de estudos realizados no periodo de agosto de 2006 a dezembro de 2012,
em parceria com o Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres
Reservatorios — LABPMR/IOC. As amostras dos roedores incluidas no estudo foram

coletadas nas seguintes localidades do estado do Rio de Janeiro (Figura 4.2):

i) Regido Serrana do Estado — os municipios de Teresopolis e Cantagalo;

i) Na regido sul do Estado - o municipio de Mangaratiba;

iii)  Fragmentos florestais localizados no Reservatorio de Ribeirdo das Lajes,
municipio de Pirai;

iv)  Campus Fiocruz Mata Atlantica em Jacarepagua;

V) Zona Portuaria na regido metropolitana do municipio do Rio de Janeiro;

vi)  Regido do Médio Paraiba no sul do Estado — Municipio de Valenca;

vii)  Regido Metropolitana do Estado — Municipio de Sdo Gongalo
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Figura 4.2: Municipios do estado do Rio de Janeiro onde foram coletadas amostras de

roedores para a pesquisa de hantavirus.
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4.2.2. Captura de Roedores

As amostras de roedores silvestres foram coletadas em parceria com a equipe do
Dr. Paulo Sérgio D Andrea, do Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos
Silvestres Reservatorios, IOC/FIOCRUZ.

Nas areas selecionadas, foram estabelecidos transectos lineares com 20 estagdes
de captura em cada. Todos os transectos foram geo-referenciados e nas estaces de
captura foram dispostas armadilhas do tipo live-trap, modelos Tomahawk (40,64cm X
12,70cm x 12,70cm) e do tipo Sherman (7,62cm x 9,53cm x 30,48cm), apropriadas para
a captura de pequenos mamiferos vivos com até 3 Kg. Cada coleta teve duracdo de
cinco noites e a isca utilizada foi uma mistura composta de bacon, aveia, banana e pasta

de amendoim (Figura 4.3).

e l!lwlw" - —.
y % f_u--";“-.;':=2

BRI

v

Figura 4.3: Armadilhas utilizadas na captura de

A

roedores, na parte superior

armadilha tipo Sherman e na parte inferior armadilha tipo Tomahawk.

Os animais foram processados em um laboratério de campo e as amostras
coletadas, segundo normas estritas de biosseguranca, com toda a equipe paramentada
com equipamentos de nivel de biosseguranca 3 (filtros motorizados, méascaras com
pressao positiva e demais acessorios) que garantem a seguranca dos membros da equipe
contra zoonoses de transmissdo por aerossois.

Na base laboratorial de campo, os animais foram anestesiados com cloridato de
ketamina, conforme orientacdo veterinaria, e tiveram seus dados biondmicos coletados
(peso corporeo e medidas de corpo e cauda), verificados quanto ao sexo e atividade
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reprodutiva. A atividade reprodutiva foi constatada pela ocorréncia de gestacdo e pelo
estado de desenvolvimento do Utero nas fémeas de roedores; e nos machos pela posi¢éo
dos testiculos (escrotais ou abdominais). A idade dos animais foi estimada por analises

de cranio e pelo peso corporeo relativo (Anexo 10.1).
4.2.3. Coleta de Material Biologico dos Roedores

Todos os espécimes tiveram seu sangue coletado para o diagndstico sorologico
de infeccdo por hantavirus. Os animais foram submetidos a coleta de sangue por puncéo
cardiaca, com o uso de seringas de 1-3 ml de acordo com o tamanho do animal. Foram
também coletadas amostras de Orgdos e visceras dos espécimes (rim, figado, baco,
pulmdo e coragdo), fixados em nitrogénio liquido para confirmacdo da infecgdo por

hantavirus, através de diagnostico molecular e tipagem dos virus por sequenciamento do
RNA viral (Figura 4.4).

Figura 4.4: Coleta de amostras bioldgicas de roedores silvestres e laboratério de campo
para pesquisa de hantavirus.

Amostras de figado foram também fixadas e preservadas em etanol para estudos
moleculares filogenéticos dos animais. Amostras de medula 6ssea foram obtidas para
estudos citogenéticos e realizagdo da cariotipagem. A identificacdo taxondmica foi
baseada na morfologia externa, morfometria craniana e na analise cariotipica.

A eutanasia dos animais foi realizada por exanguinagdo (sangria total),
preferencialmente. Caso ndo tenha sido constatada a morte do animal, ainda com o
animal completamente anestesiado foi realizada inoculacéo intra-cardiaca de cloreto de

potassio 19,1%, numa dosagem de 2 ml/Kg de peso.
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Todos os animais coletados foram taxidermizados e seus esqueletos preparados,
para serem depositados como material testemunho na colecdo cientifica do Museu
Nacional, UFRJ.

4.2.4. Consideracdes Eticas

A pesquisa obteve a aprovacdo pela Comissdo de Etica em Uso de Animais
(CEUA/FIOCRUZ) sob o0 nimero 1-049/08 (Anexo 10.2) para o estudo com populacao
de animais. As expedicdes realizadas de coleta de animais estdo de acordo com licenca
de captura para todo o territorio nacional (ICMBIO/IBAMA, licenca permanente 13373
e autorizacBes de coleta nimeros 225/2006 — CGFAU; 084/2007 e IEF/RJ 011/2007)
(Anexos 10.3, 10.4 e 10.5).

4.3-ESTUDO COM A POPULAC}AO HUMANA
4.3.1. Caracterizacdo da Pesquisa na Popula¢do Humana e dos Municipios de Estudo.

Com o desenho do estudo na populacdo humana, caracterizado como
restrospectivo, dados secundarios de casos suspeitos de dengue foram descartados pelo
Laboratorio Central Noel Nutels (LACEN-RJ), somente as amostras de pacientes
procedentes do estado do Rio de Janeiro, coletadas durante o periodo de janeiro de 2010

a junho de 2011, foram incluidos no estudo.
4.3.2. Critérios de Inclusdo para Pesquisa de Hantavirus.

Amostras de soro e/ou sangue de pacientes com suspeita de dengue e que
foram negativas pelo teste soroldgico para dengue (Dengue IgM/Elisa Panbio), no
periodo de janeiro de 2010 a junho de 2011, foram selecionadas, apds anélise criteriosa
e cuidadosa das fichas epidemioldgicas disponibilizadas pelo Lacen Noel Nutels, sem a
identificacdo nominal do paciente (Anexo 10.6). Os critérios de inclusdo no presente
estudo foram: amostras de pacientes com historia de febre, cefaleia e mialgia
procedentes de municipios fluminenses. Quanto a procedéncia dos pacientes, além dos
municipios e areas de onde havia evidéncia de circulacdo de hantavirus - dados obtidos
em estudos previamente realizados (Lemos et al., 2003; Lamas et al., 2006; Sobreira et

al., 2008; Oliveira et al., 2009) - também foram incluidas amostras de pacientes:
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(i) de municipios com evidéncia sorolégica ou molecular de infeccdo por
hantavirus em roedores capturados na primeira etapa de desenvolvimento do presente

estudo,

(if) de municipios fluminenses limitrofes aos municipios com evidéncia
soroldgica e molecular de circulacdo de hantavirus tanto de amostra humana quanto de

roedor

(iii) complementarmente, foram incluidas também amostras de pacientes
procedentes de nove municipios que fazem fronteira com Minas Gerais e Sao Paulo,

estados com casos da SPH.

(iv) todos os casos fatais, independente dos critérios acima estabelecidos, foram

incluidos no estudo.

Foram excluidas do estudo amostras procedentes das regides nao listadas,
amostras sem dados demogréficos, sem a presenca da triade febre, cefaléia e mialgia, de
municipios sem divisa com os estados de S&o Paulo e Minas Gerais e amostras com
volume insuficiente para a realizacdo dos testes.

Assim, para 0 estudo em populacdo humana, foram selecionadas amostras de
vinte e cinco municipios, considerando as Regides de Governo, segundo Divisdo

Politico-Administrativa (figura 4.5):

i) Metropolitana — Niterdi, Nova Iguacu, Duque de Caxias e Guapimirim;
ii) Noroeste Fluminense — Santo Antdnio de Padua, Itaperuna e Porcilncula;

iii) Baixadas Litoraneas — Cabo Frio e Cachoeira de Macacu;

iv) Serrana — Teresopolis, Petropolis, Nova Friburgo, Sdo José do Vale do Rio
Preto e Carmo;

v) Centro-Sul Fluminense — VVassouras, Sapucaia, Trés Rios e Paraiba do Sul;

vi) Médio Paraiba — Valenga, Quatis, Barra Mansa, Barra do Pirai e Resende;

vii) Costa Verde — Paraty e Angra dos Reis.
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Figura 4.5: Distribuicdo dos municipios com amostras humanas analisadas no estado do
Rio de Janeiro para pesquisa de infeccdo por hantavirus (janeiro de 2010 a junho de
2011).

4.3.3. Consideracdes Eticas

O estudo esta inserido no projeto “Vigilancia Epidemioldgica de Hantaviroses e
Rickettioses lato sensu dentro do Programa de Vigilancia do Ministério da Satude” e foi
submetido ao Comité Etico em Pesquisa (CEP) Fiocruz/IOC por se tratar de um estudo
com seres humanos (CEP 559/10) (Anexo 10.7).

4.4 — DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE INFECCAO POR HANTAVIRUS.

4.4.1 — IMUNOENSAIO ENZIMATICO (ELISA).

4.4.1.1. Amostras Humanas.

As amostras de soro e/ou sangue foram submetidas ao teste sorologico seguindo
os procedimentos preconizados no Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses para a

pesquisa de anticorpos da classe IgM com a utilizagdo da proteina N recombinante do
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virus Araraquara fornecido pela Universidade de Sdo Paulo (USP), Ribeirdo Preto
segundo protocolo descrito por Figueiredo et al. (2009). Para realizacdo do teste, placas
de 96 pogos foram sensibilizadas com proteina recombinante do nucleocapsideo do
hantavirus Araraquara (ARAV-N) na metade superior (linhas A, B, C e D) e extrato de
Escherichia coli usado como controle negativo na metade inferior (linhas E, F, G e H)
diluidos em solucdo tampdo carbonato-bicarbonato na concentracdo de 0,2ug/ L,
durante incubagdo por uma noite (“overnight”) a 4°C. Em seguida, apds lavar a placa
por 5 vezes com PBS pH 7.4 acrescido de Tween (PBS-T) 1X a 0,05%, foi adicionada
solucéo de bloqueio (leite em po desnatado a 10% em PBS-T). Apoés incubacédo da placa
a 37°C por duas horas e subsequente etapa de lavagem, as amostras de soro,
sabidamente positivas e negativas utilizadas como controle do teste, e as amostras em
teste foram adicionadas na diluicdo de 1/400 em solucdo de bloqueio (5ul da
amostra/495 pl da solucdo de blogueio). Ap6s nova incubacgdo a 37°C por uma hora e
etapa de lavagem por 6 vezes, anticorpos secundarios anti-lgM humano conjugado com
peroxidase foram utilizados como conjugado na diluicdo de 1/2000 em solucdo de
bloqueio. Em continuagdo, ap6s incubar e lavar novamente a placa, o substrato
cromogénico 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) ABTS (KPL, USA) foi
adicionado e a placa entdo foi incubada por 20 min a 37°C. Apo6s o bloqueio da placa
com adigédo de HCI a 1M, a absorbéancia foi mensurada a 405 nm em espectrofotdmetro.
A diluicdo do soro foi considerada positiva quando a densidade 6tica (DO) foi superior
a 0,3. A DO final de cada dilui¢do de soro foi calculada como a diferenca entre o valor
da DO mensurada nos pogos sensibilizados com a proteina ARAV-N e aqueles
sensibilizados com o antigeno controle negativo. Um titulo >1: 400 foi considerado
positivo.

Nas amostras sororreativas para IgM anti-hantavirus, adicionalmente foi
realizada a pesquisa de anticorpos da classe IgG utilizando-se 0 mesmo protocolo
mencionado acima, exceto pelo fato de que anticorpos secundarios anti-lgG humano
conjugado com peroxidase foram utilizados como conjugado na diluigéo de 1/3000 em

solugéo de bloqueio.
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4.4.1.2. Amostras de Roedores

Os soros obtidos de animais silvestres foram submetidos ao imunoensaio
enzimatico para deteccdo de anticorpos anti- hantavirus da classe IgG utilizando o
antigeno Araraquara fornecido pelo Prof. Dr Luiz Tadeu Figueiredo da USP/Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo (Figueiredo et al., 2009). Para realiza¢do do teste, placas de 96 pocos
foram sensibilizadas com proteina recombinante do nucleocapsideo do hantavirus
Araraquara (ARAV-N) na metade superior (linhas A, B, C e D) e extrato de
Escherichia coli usado como controle negativo na metade inferior (linhas E, F, G e H)
diluidos em solucdo tampdo carbonato-bicarbonato na concentracdo de 0,2ug/ L,
durante incubagdo por uma noite (“overnight”) a 4°C. Em seguida, apds lavar a placa
por 5 vezes com PBS pH 7.4 acrescido de Tween (PBS-T) 1X a 0,05%, foi adicionada
solucdo de bloqueio (leite em po6 desnatado a 10% em PBS-T). Apds incubacédo da placa
a 37°C por duas horas e subsequente etapa de lavagem, as amostras de soro,
sabidamente positivas e negativas, utilizadas como controle do teste, e as amostras em
teste foram adicionadas na diluicdo de 1/400 em solucdo de bloqueio. ApGs nova
incubacdo a 37°C por uma hora e etapa de lavagem por 6 vezes, anticorpos secundarios
anti-Peromyscus leucopus e anticorpos anti-Rattus rattus conjugado com peroxidase na
diluicdo de 1/3000 em solucdo de bloqueio. Em continuacdo, ap6s incubar e lavar
novamente a placa, um substrato cromogénico (o-phenylenediamine = OPD) diluido em
solucdo citrato- fostato (pH 4,9 a 5,2) foi adicionado acrescido de perdéxido de
hidrogénio e a placa entdo foi incubada por 15 a 20min a 37°C. Ap6s o bloqueio da
placa com adicdo de HCl a 1M, a absorbancia foi mensurada a 490 nm em
espectrofotdbmetro. A dilui¢do do soro foi considerada positiva quando a densidade Otica
(DO) foi superior a 0,3. A DO final de cada diluicdo de soro foi calculada como a
diferenca entre o valor da DO mensurada nos poc¢os sensibilizados com a proteina
ARAV-N e aqueles sensibilizados com o antigeno controle negativo. Um titulo > 1: 400

foi considerado positivo.
4.4.2 - TECNICAS MOLECULARES.

Considerando que, com excecdo da primeira etapa, todos os procedimentos

moleculares foram realizados com os mesmos protocolos, uma descrigdo em conjunto
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da analise molecular das amostras humanas e de roedores é apresentada, com excecao

do topico "Extracdo do RNA Viral" como descrito a seguir.

4.4.2.1. Extracdo do RNA viral

4.4.2.1.1. Amostras Humanas

Para realizacdo da extracdo do RNA viral em amostras humanas foi utilizado o
kit QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN), no qual 140uL de soro das amostras
reativas pelo ensaio imunoenzimatico foram adicionados em 560pL de tampdo AVL em
tubos de 1,5mL e posteriormente foram misturados no vortex por 15s. A solucdo foi
incubada a temperatura ambiente por 10 min. Rapidamente os tubos de microtubos
foram centrifugados para remover gotas da parte interna da tampa. Em seguida, foram
adicionados 560uL de etanol (96-100%) as amostras e misturadas no vortex por 15
segundos. Logo em seguida, foram centrifugadas rapidamente para retirada de gotas na
parte interna da tampa. Com cuidado, a mistura foi aplicada para as colunas QlAamp
Spin sem tocar no aro interno. Fechada a tampa, a mistura foi centrifugada a 8000 rpm
(6000g) por 1 minuto. Em sequéncia, as colunas QlAamp Spin foram transferidas para
tubos coletores de 2 mL limpos e os tubos contendo o filtrado foram descartados.
Posteriormente, 630uL restantes da mistura foram aplicados na coluna QlAamp Spin e
as amostras foram novamente centrifugadas a 8000 rpm (6000g) por 1 minuto. A coluna
QIlAamp Spin foi transferida para um tubo coletor de 2 mL limpo e os tubos contendo o
filtrado foram descartados. Em uma nova etapa, foram adicionados 500uL do tampédo
AW1 nas colunas QlAamp Spin sem tocar no aro interno. As amostras foram
centrifugadas a 8000 RPM (6000g) por 1 minuto. Em seguida, as colunas QlAamp Spin
foram alocadas em tubos coletores de 2 mL limpos e os tubos contendo o filtrado foram
descartados. 500puL do tampdo AW?2 foi adicionado nas colunas QlAamp Spin sem
tocar no aro interno e sequencialmente centrifugadas a 14000 RPM (20000g) por 3
minutos. As colunas QlAamp Spin foram colocadas em tubos coletores de 2 mL limpos
e os tubos contendo o filtrado foram descartados. As colunas QlAamp Spin foram
colocadas em novos tubos coletores e os tubos coletores contendo o filtrado foram
descartados. A 14000 rpm (20000g) as amostras foram centrifugadas por 1 minuto.
Posteriormente, as colunas QlAamp Spin foram transferidas para microtubos de 1,5 mL
e os tubos coletores contendo o filtrado foram descartados. Cuidadosamente, as colunas
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QlAamp Spin foram abertas e 40uL de tampdo AVE foram adicionados, seguido de
incubacdo a temperatura ambiente por 1 minuto e posterior centrifugacdo a 8000 RPM
(6000g) por 2 minutos. Finalmente, as aliquotas de RNA foram armazenadas em freezer
-80°C (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Esquema de extracdo de RNA viral. Fonte: Imagem cedida por Mares-Guia,
A. adaptada do Handbook kit QlIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN).

4.4.2.1.2. Amostras de Roedores

As amostras de fragmentos de tecidos (pulmdo, rim ou figado) de roedores,
previamente identificados como sororreativos, foram submetidas a extracdo do RNA
viral pelo kit comercial PureLinkTM (Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante,
descrito em seguida. Para a extracdo foram obtidos aproximadamente 50 mg de tecido
que foram macerados com um pistilo em banho de nitrogénio liquido (NL), em uma
primeira etapa. Em seguida foram adicionados 120ul de Trizol® (Invitrogen) no tubo ¢
o tecido foi macerado complementarmente. Posteriormente, 880ul de Trizol® foram
adicionados e ap6s homogeneizacdo em vortex, o material foi incubado a temperatura
ambiente por 5 minutos. Na etapa seguinte 200ul de cloroférmio foram adicionados, o
tubo agitado por 15 segundos e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas a 12.000x g por 15 minutos a 4°C, com a transferéncia,
em seguida, de 400ul da fase aquosa para um novo tubo. Uma quantidade de 400ul de
etanol a 70% foi adicionada e ap6s homogeneizacdo da amostra em vortex, o tubo foi
invertido para dispensar qualquer precipitado. Subsequentemente 700ul da mistura
foram transferidos para uma coluna com tubo coletor, submetidos & centrifugagdo a
12.000x g por 15 segundos a temperatura ambiente e o liquido do tubo coletor foi
desprezado e a coluna recolocada no mesmo tubo coletor. Essas etapas foram repetidas

a partir da adigdo de 700ul da mistura. Em sequéncia, adicionou-se 700ul do tampé&o de
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lavagem | na coluna e centrifugou-se a 12.000x g por 15 segundos a temperatura
ambiente, com o descarte do tubo coletor seguido pela colocacdo da coluna em um novo
tubo coletor. Na etapa seguinte, 500ul do tampao de lavagem II foram adicionados na
coluna e submetidos a centrifugacdo a 12.000x g por 15 segundos a temperatura
ambiente. O liquido do tubo coletor foi desprezado e a coluna foi recolocada no mesmo
tubo coletor. Os passos foram repetidos a partir da adigdo de 500ul do tampao de
lavagem IlI. Por fim as amostras foram centrifugadas a 12.000x g por um minuto a
temperatura ambiente para secagem da membrana com RNA aderido, com posterior
descarte do tubo coletor. A coluna foi colocada em um tubo de 1,5mL com adicdo
subsequente de 30ul de agua livre de nuclease, seguida da incubacdo a temperatura
ambiente por um minuto e centrifugacéo da coluna com tubo de 1,5mL a 12.000x g por
2 minutos a temperatura ambiente. O RNA extraido foi aliquotado e armazenado no
freezer -80°C.

4.4.2.2. Transcricdo Reversa do RNA (RT) com Reagdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR)

A partir do RNA total extraido foram realizadas a sintese e posterior
amplificacdo do cDNA em uma Unica etapa (One Step PCR) com utilizagdo do Mini Kit
SuperScript IIITM Reverse Transcriptase One Step (Invitrogen) e de primers
especificos para o segmento S viral. Na One Step PCR (752bp), tubos de 0,5 mL foram
utilizados para preparar a solugdo contendo: 0,5 pl (100 pmol/ul) do primer H04-25F
(5°- TAGTAGACTCCTTGAKAAGCT — 3°), 0,4 ul (100 pmol/ul) do primer H733-
752R (5 —= TCWATCCTTTCCATCCARTC — 3’) , 0,5 ul de SuperScript® III One-
Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase, 12,5 pl (0,4 mM de
dNTP + 3,2 mM de MgS04) de 2X Mix da reagdo, 8,9 ul de 4gua nuclease-free e 0,2 pl
(50mM) de Cloreto de Magnésio (MgS0O4), com um volume total de 23 pul. Esta mistura
foi entdo distribuida em microtubos para PCR (0,2 mL) e entdo eram acrescentados 2 pl
de RNA da amostra, totalizando um volume final de 25 pl. Os tubos foram entdo
alocados em um termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
que realizava uma primeira etapa de 48°C por 45 minutos para amplificacdo do cDNA,
seguida de uma fase inicial de 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 51°C por 40 segundos, 68°C por 50 segundos, finalizando com uma etapa de

extensdo de 68°C por 5 minutos e uma temperatura final de 4°C. Uma PCR Semi-
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Nested foi realizada para aumentar a sensibilidade da amplificagdo. Tubos de 0,5 mL
foram utilizados para preparar a solu¢do contendo: 0,25 ul (100 pmol/ul) do primer
H274-791F (5’- CCACTTGATCCAACAGGG — 3°), 0,25 pl (100 pmol/ul) do primer
H733-752R (5> — TCWATCCTTTCCATCCARTC - 3°), 0,1 pl (5U/ul) de Taq
platinum DNA polimerase (Invitrogen), 0,25ul de dNTP (20mM), 2,5 ul de tampao
PCR 10X, 0,75 ul (50mM) de Cloreto de Magnésio (MgSO4) e 18,9 ul de agua
nuclease-free, com um volume total de 23 pl. Esta mistura foi distribuida em
microtubos para PCR (0,2 mL) na qual foi acrescentado 2 pl do produto da primeira
PCR da amostra, com um volume final de 25 ul. Os tubos foram entdo alocados em um
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) que realizava uma
primeira etapa de 94°C por 2 minutos seguida por 25 ciclos de 94°C por 30 segundos,
54°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, uma extensdo de 72°C por 5 minutos e
uma temperatura final de 4°C.

No caso de um resultado positivo na RT-PCR, foi realizado o seqlienciamento
completo do segmento S do genoma viral conforme metodologia descrita por Guterres
etal., 2013.

4.4.2.3. Andlise de DNA em gel de agarose

O gel de agarose a 1,5% foi preparado em tampdo TBE 0,5X. Os produtos da
PCR foram aplicados no gel e submetidos a eletroforese em tampdo TBE 1X. A
visualizacdo do DNA foi realizada apds o gel ter sido submetido ao banho de
GelRedTM (Uniscience) durante 10 minutos, através da luz ultravioleta por meio de

transluminador.
4.4.2.4. Purificacdo e Sequenciamento nucleotidico

Os DNAs obtidos foram purificados utilizando o kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification (PROMEGA), segundo o protocolo do fabricante. Os
fragmentos obtidos na PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5%. As bandas de
interesse foram excisadas dos géis, pesadas e transferidas para tubos de 1,5 mL. O
tampéo de solubilizagdo (PROMEGA) foi adicionado a cada tubo na proporgdo de
10ul/10mg de gel e incubados a 65°C até estar completamente dissolvido. A mistura foi
entdo colocada na coluna disposta sobre os tubos coletores de 2,0 mL, incubados por
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um minuto a temperatura ambiente e centrifugados por um minuto a 16.000x g. Os
filtrados foram descartados e, logo em seguida, adicionados 700ul de tampdo de
lavagem PROMEGA para remover todo residuo da agarose, seguido de centrifugacdo
por um minuto a 16.000x g e o filtrado descartado. Novamente 500ul de tampao de
lavagem foram adicionados com subsequente centrifugacdo por 5 minutos a 16.000x g.
Uma nova centrifugacdo de 1 minuto a 16.000x g foi realizada agora sem a tampa
interna da centrifuga para total evaporagdo residual do etanol. As colunas foram
transferidas para tubos de 1,5mL estéreis e identificados. Em uma nova etapa foram
adicionados 50pul de 4gua livre de nuclease (PROMEGA), seguida de incubagdo por um
minuto a temperatura ambiente e centrifugacdo a 16.000x g por um minuto. A coluna
foi descartada e o filtrado, contendo o DNA a ser sequenciado, foi estocado a -20°C. O
DNA purificado foi submetido ao sequenciamento utilizando o kit comercial BigDye®
TerminatorTM v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). O volume final de
cada reagdo foi de 20ul, contendo: (i) DNA purificado a ser sequenciado, na
concentracdo de 100-200ng; (ii) 3,2 pmol dos primers senso e antisenso (utilizado
separadamente), (iii) 2pl da mistura Big Dye terminator e (iv) 3ul de tampao fornecido
pelo kit. O protocolo foi seguido, segundo o fabricante, e a reacdo foi processada em um
termociclador 9700 GeneAmp® sob as seguintes condicdes: 30 ciclos de 96°C por 10
segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. As sequéncias nucleotidicas
foram obtidas em sequenciador automatico, modelo ABI PRISM® 3130x (Applied

Biosystems).
4.4.2.5. Andlise do Sequenciamento

As sequéncias de nucleotideos e seus eletroferogramas de sequenciamento dos
fragmentos amplificados do segmento gendmico S foram analisados por meio do
programa MEGA 5.0 (Tamura et al.,, 2011). Inicialmente as sequéncias foram
analisadas contra o banco de sequéncias depositadas no GenBank utilizando a
ferramenta BLASTNn. Em seguida, as sequéncias obtidas foram manipuladas no
programa MEGA 5.0. Apos a localizacdo dos iniciadores por meio dos quais 0
fragmento foi inicialmente amplificado, as sequéncias foram alinhadas entre si por meio
da ferramenta MUSCLE (Edgar, 2004) no programa MEGA 5.0. Uma sequéncia
consenso foi estabelecida, e as divergéncias de nucleotideos entre as sequéncias foram

esclarecidas pela analise dos eletroferogramas de sequenciamento.
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4.4.2.6. Analise Filogenética

Para todas as analises filogenéticas realizadas, as sequéncias obtidas no
sequenciamento e as obtidas em bancos de sequéncias foram alinhadas pela ferramenta
MUSCLE (Edgar, 2004) no programa Seaview4 (Gouy et al., 2010). As relagdes
filogenéticas foram estimadas pelo método de Monte Carlo via Cadeias de Markov
(MCMC) implementado em MrBayes v3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), usando
0 modelo GTR+G de substitui¢do de nucleotideos. As configuracbes MCMC consistiam
em duas corridas simultaneas independentes, com quatro cadeias cada, que foram
executadas por 10 milhdes de geracdes e amostrados a cada 100 geracOes, produzindo
100 mil &rvores. Depois de eliminar 25% das amostras como “burn-in” uma arvore
consenso foi construida. O suporte estatistico dos clados foi medido pelo teste de razdo
de verossimilhanca aproximada (Anisimova & Gascuel, 2006) e as probabilidades
posteriores bayesianas. Para as analises, sequéncias do virus Haantan (NC005218) e do
virus Seoul (AY027040) foram utilizadas como grupo externo.

4.5- ANALISE ESTATISTICA.

A prevaléncia de infeccdo por hantavirus, tanto em amostras humanas quanto em
amostras de roedores, foi avaliada dividindo-se o0 niUmero de amostras sororreativas pelo
namero total de amostras analisadas. Foram calculadas a média, o desvio padrdo, a
mediana e os valores minimo e maximo da idade dos pacientes e do tempo decorrido
entre 0s primeiros sintomas e a coleta de material para analise. A comparacdo da
proporcdo de homens e mulheres sororreativos foi testada através do Teste exato de

Fisher no programa R (R Studio versdo 0.97.551).
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5 - RESULTADOS

5.1 - POPULACAO HUMANA
5.1.1. PERFIL DA POPULACAO HUMANA

Um total de 497 amostras humanas do estado do Rio de Janeiro foi selecionado
para o estudo. As amostras do ano de 2010 apresentaram uma frequéncia de 74,04%
enquanto que as do ano de 2011 a frequéncia foi de 25,95%. Valenca foi 0 municipio
que apresentou o maior numero de amostras (Tabela 5.1). Com um total de 105
amostras analisadas, a faixa etaria com maior nimero de amostras analisadas foi a de

20-29 anos, sendo as amostras de pacientes do sexo feminino as mais frequentes

(Tabela 5.2).

Tabela 5.1: Total de amostras humanas IgM negativas para dengue e a frequéncia por

municipio e ano de ocorréncia no Estado do Rio de Janeiro.

N° de amostras

Municipios 2010 2011 Total %
Angra dos Reis 1 0 1 0,2
Barra do Pirai 3 1 4 0,8
Barra Mansa 25 25 50 10,1
Cabo Frio 1 0] 1 0,2
Cachoeira de Macacu 2 1 3 0,6
Carmo 1 0 1 0,2
Duque de Caxias 1 0 1 0,2
Guapimirim 3 2 5 1
Iltaperuna 2 3 5 1
Niteroi 1 0 1 0,2
Nova Friburgo 20 34 54 10,9
Nova Iguagu 0 1 1 0,2
Paraiba do Sul 1 (0] 1 0,2
Paraty 60 0 60 12,1
Petrépolis 7 1 8 1,6
Porcitncula 4 (0] 4 0,8
Quatis 1 8 9 1,8
Resende 4 0 4 0,8
S. José do Vale do Rio Preto 16 0 16 3,2
Santo Antoénio de Padua 27 0 27 5,4
Sapucaia 0 1 1 0,2
Teresopolis 0 2 2 0,4
Trés Rios 0] 1 1 0,2
Valenca 156 10 166 33,4
Vassouras 32 39 71 14,3
Total 368 129 497 100
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Tabela 5.2: NUmero de amostras por faixa etaria e sexo em relagdo ao ano de coleta.

Faixa 2010 2011 Total
Etaria/Sexo | Masc Fem Total | Masc Fem Ign Total Masc Fem Ign Total
<1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 - 1
1-9 7 11 18 9 4 0 13 16 15 - 31
10-19 25 31 56 16 13 0 29 41 44 - 85
20-29 44 38 82 7 16 0 23 51 54 - 105
30-39 33 54 87 4 8 0 12 37 62 - 99
40 -49 27 25 52 9 8 0 17 36 33 - 69
50 -59 21 26 47 7 5 0 12 28 31 - 59
60 -69 6 11 17 3 3 0 6 9 14 - 23
70-79 4 4 8 2 0 0 2 6 4 - 10
80e+ 3 2 5 1 1 0 2 4 3 - 7
Ignorado 0 0 0 2 2 4 8 2 2 8
Total 170 202 372 60 61 4 125 230 263 497

As caracteristicas relacionadas com a faixa etaria, género e tempo decorrido

entre 0s primeiros sintomas e a coleta de material para analise em relagdo ao sexo das

amostras humanas utilizadas no estudo séo apresentadas nas tabelas 5.3 e 5.4.

Tabela 5.3: Célculo da média, do desvio padrdo, da mediana e os valores minimo e

maximo da idade dos pacientes em relacdo ao sexo dos casos utilizados no estudo.

Idade Mulheres Homens
Média + Desvio Padrao | 33,6 +17,5an0s | 33,4 + 18,4 anos
(n=261) (n =227)
Minimo 1 més 1 ano
Maximo 92 anos 83 anos
Mediana 32 anos 32 anos

Tabela 5.4: Calculo da média, do desvio padrdo, da mediana e os valores minimo e

maximo do tempo decorrido entre 0s primeiros sintomas e a coleta de material para

analise em relagdo ao sexo dos casos utilizados no estudo.

Tempo decorrido entre as Mulheres Homens
primeiras manifestacoes
clinicas e a coleta de material
para analise.
Média + Desvio Padrédo 9 + 8 dias 8 + 7 dias
(n=241) (n=199)
Minimo 1 dia 1 dia
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Maximo 67 dias 61 dias
Mediana 7 dias 6 dias

As manifestacGes clinicas mais frequentes apresentadas na populacdo estudada
foram: febre (91,95%), cefaleia (87,32%) e mialgia (82,69%), seguidos de prostracdo
(72,23%) e artralgia (69,41%). Outras manifestacfes clinicas menos frequentes, porém
ndo menos importantes, foram: dor retro orbitaria (60,36%), nauseas (56,54%), anorexia
(48,89%), vbmitos (33,60%), diarreia (28,37%), prurido (17,7%), exantema (16,49%),

dor abdominal (3,02%) e manifestacdes hemorragicas (2,81%).
5.1.2. TESTES SOROLOGICOS E MOLECULARES PARA HANTAVIRUS

Das amostras analisadas no estudo, cinco (05) apresentaram anticorpos da classe
IgM anti-hantavirus, representando 1% do total de amostras analisadas sendo 4 (0,8%)
do ano de 2010 e 1 (0,2%) do ano de 2011. As amostras sororreativas, com 0s seguintes
dados epidemioldgicos apresentados nas fichas epidemioldgicas disponibilizadas pelo
LACEN/RJ, estdo apresentadas na Tabela 5.4.

Entre as amostras sororreativas, 0,6% (n=3) foram do municipio de Valenca,
0,2% (n=1) do municipio de Vassouras e 0,2% (n=1) do municipio de Nova Friburgo
(Figura 5.1).

Tabela 5.5: Dados clinico-epidemiolégicos de casos suspeitos de dengue, mas
soronegativos, cujas amostras foram reativas para hantavirus no estado do Rio de
Janeiro (2010-2011).

Amostras Dias de doenca/
Reativas | Ano |Sexo|ldade| Municipio 12 coleta Sintomas
Febre, cefaléia, mialgia, artralgia, nduseas, prostragao,
LHP 0088/13 | 2010| F 13 Valenca 8 dias dor retro orbitéria e anorexia.

Febre, cefaléia, mialgia, nduseas, prostragdo, dor retro
LHP 0126/13|2010| F 18 Valenga 10dias orbitéria, anorexia e exantema.

Febre, cefaléia, artralgia, nduseas, diarréia,
prostragdo, dor retro orbitaria, anorexia, prurido e

LHP 0323/13* 2010| F 10 Valenga 3dias exantema.
LHP 0483/13 | 2010| F 76 [Nova Friburgo 10dias Mialgia, artralgia, prostragdo e anorexia.
LHP 0550/13 | 2011| M 12 Vassouras 2dias Febre, nduseas e dor retro orbitaria.
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*Todas as amostras sororreativas para hantavirus foram submetidas a pesquisa de NS1 e

apenas a amostra LHP 0323/13 foi positiva pelo kit Platelia Dengue NS1/BioRad.
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Figura 5.1: Municipios do estado do Rio de Janeiro com amostras de casos humanos
sororreativas para hantavirus.

Em relacdo ao total de amostras por municipio, as amostras sororreativas
representaram 1,8% (3/166) no municipio de Valenca, 1,4% (1/71) no municipio de
Vassouras e 1,85% (1/54) no municipio de Nova Friburgo.

Das cinco amostras sororreativas, 0,8% (4/497) foram do sexo feminino e 0,2%
(1/497) foi do sexo masculino.

Nenhuma das amostras reativas para anticorpos da classe IgM anti-hantavirus
apresentou sororreatividade para anticorpos 1gG anti-hantavirus, bem como para 0s
testes moleculares, ndo sendo possivel a detecgdo do RNA viral.

Para avaliar a diferenca entre homens e mulheres sororreativos (Mulheres =
4/263; Homens = 1/230), foi realizado o teste exato de Fisher, porém ndo houve
diferenga significativa entre mulheres e homens sororreativos (Teste exato de Fisher p =
0,3781).
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5.2 - POPULACAO DE ROEDORES.
5.2.1. CARACTERIZACAO DOS ROEDORES CAPTURADOS

Foram coletados 235 espécimes de roedores neste estudo. Pelo menos dezessete
espécies pertencentes a treze géneros foram identificadas: 10 Sigmodontinae - Akodon,
Calomys, Euryoryzomys, Necromys, Nectomys, Oligoryzomys, Oxymycterus,
Brucepattersonius, Trinomys e Delomys; 02 Murinae - Mus e Rattus; e 01
Ecethizontidae — Sphiggurus (Tabela 5.5). A Tabela 5.5 mostra que as espécies Rattus
norvegicus (96), seguida de Akodon cursor (27), Akodon sp. (21) e Oligoryzomys

nigripes (20) foram as mais abundantes.

Em consequéncia da mé qualidade e de auséncia de metafases para analise
molecular para identificacdo de amostras a nivel especifico, alguns roedores s6 puderam
ser identificados até o nivel genérico, sendo assim, algumas espécies do género Akodon,
Brucepattersonius, Delomys, Oligoryzomys, Oxymycterus e Trinomys permaneceram
identificados como Akodon sp., Brucepattersonius sp., Delomys sp., Oligoryzomys sp.,
Oxymycterus sp. e Trinomys sp..

Dos 235 roedores coletados no estudo, 96 foram fémeas e 139 foram machos, a

relacdo por espécie coletada estd demonstrada na Tabela 5.6.

Tabela 5.6: Relacdo numero de roedores capturados por espécie e 0S municipios

estudados do Estado do Rio de Janeiro.
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Municipios

Espécies Cordeiro Mangaratiba| Valenca |Rio de Janeiro | Sdo Gongalo | Teresépolis|  Pirai | Total | %
Sigmodontinae
Akodon cursor 10 13 4 27 11,49%
Akodon montensis 2 6 8 3,40%
Akodon lindberghi 3 1,27%
Akodon sp. 13 1 21 8,93%
Brucepattersonius sp. 1 1 0,42%
Calomys tener 1 1 0,42%
Delomys dorsalis 17 17 7,23%
Delomys sp. 3 3 1,27%
Euryoryzomys russatus 1 2 3 1,27%
Necromys lasiurus 2 0,85%
Nectomys squamipes 2 3 1,27%
Oligoryzomys flavescens 1 1 0,42%
Oligoryzomys nigripes 2 12 6 20 8,51%
Oligoryzomys sp. 1 1 0,42%
Oxymycterus dasythricus 6 6 2,55%
Oxymycterus sp. 2 2 0,85%
Trinomys dimidiatus 4 4 1,70%
Trinomys sp. 1 1 0,42%
Murinae
Rattus norvegicus 3 93 9 40,85%
Rattus rattus 1 3 4 1,70%
Mus musculus 9 1 10 4,25%
Ecethizontidae
Sphiggurus villosus 1 1 0,42%
Total 16 17 49 4 97 31 21 235 100%

Tabela 5.7: Distribuicdo de fémeas e machos por espécie e por municipios estudados do

estado do Rio de Janeiro.
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Municipios
Espécies Cordeiro| Mangaratiba | Valenca |Rio de Janeiro|S3o Gongalo|Teresépolis| Pirai | Total
Sigmodontinae

Akodon cursor 5F/5M 7F/6M 2F/2M | 14F/13M
Akodon montensis 2M 3F/3M 3F/5M
Akodon lindberghi 1F/2M 1F/2M
Akodon sp. 3F/10M 2F/5M 1M 5F/16M
Brucepattersonius sp. 1F 1F
Calomys tener 1M 1M
Delomys dorsalis 3F/8M 9F/8M
Delomys sp. 3M 3M
Euryoryzomys russatus 1M 1IF/IM | 1F/2M
Necromys lasiurus 2M 2M
Nectomys squamipes 1F 1IF/IM | 2F/IM
Oligoryzomys flavescens 1M 1M
Oligoryzemys nigripes 1F/1M 3F/9M S5F/IM | 9F/11M
Oligoryzomys sp. 1M 1M
Oxymycterus dasythricus 2F/aM | 2F/AM
Oxymycterus sp. 2M 2M
Trinomys dimidiatus 4F 4F
Trinomys sp. 1M 1M

Murinae
Rattus norvegicus 1F/2M 39F/54M 40F/56M
Rattus rattus 1F 3Im 1F/3M
Mus musculus 4F/5M 1M 4F/6M

Ecethizontidae

Sphiggurus villosus 1M 1M
Total 7F/9M 4F/13M 17F/32M 2F/2M 39F/58M 18F/19M | 11F/10M 96Ff139M|

5.2.2. TESTES SOROLOGICOS PARA HANTAVIRUS EM ROEDORES

De todas as amostras de soro submetidas ao ensaio imunoenzimatico (ELISA)

IgG utilizando-se o antigeno Araraquara, apenas uma apresentou reatividade com titulo
de 1:400. A prevaléncia foi de 0,42% (1/235) de anticorpos da classe IgG anti-

hantavirus nos roedores estudados.

O roedor infectado da espécie O. nigripes foi capturado no municipio de

Valenga (ambiente rural), no distrito de Conservatéria (Figura 5.2). Capturado numa

armadilha tipo Sherman, o espécime apresentou os seguintes dados bionémicos: peso de

25 gramas, escrotado, exibindo cicatriz na orelha e ectoparasitas. O mesmo encontra-se

depositado na colegdo zoologica do laboratorio com o esqueleto completo preparado e

pele taxidermizada.
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O especime de O. nigripes sororreativo representou 5% (1/20) de O. nigripes

analisados neste estudo.
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Figura 5.2: Municipio do estado do Rio de Janeiro onde foi encontrado o roedor O.

nigripes infectado por hantavirus.

5.2.3. DETECCAO DO GENOMA VIRAL E ANALISE FILOGENETICA

A andlise molecular pelo método RT-PCR e o sequenciamento possibilitaram o
sequenciamento completo do segmento S (903 nt) e a deteccdo da variante viral
Juquitiba (N° de acesso GenBank KC422348) como responsavel pela infecgdo deste

espécime (Figura 5.3).
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100 L— Seoul virus AY627049

Figura 5.3: Analise filogenética entre hantavirus com base em uma analise bayesiana de
distancias genéticas baseada na analise do gene da proteina do nucleocapsideo (903 nts).
O valor numérico no no indica a probabilidade posterior (pp) replicada que apoiou o
ramo interior. A espécie ou cepa viral e 0 nimero de acesso no GenBank estd ao lado

dos virus relacionados na arvore filogenética.
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6 — DISCUSSAO

Desde os primeiros relatos em 1993, muitos estudos sobre a SPH vém se
intensificando, fato que tem possibilitado um aumento significativo do conhecimento
desta zoonose. Diversos inquéritos sorolégicos de hantavirus em humanos e roedores
vém sendo realizados em todo o mundo e, particularmente no Brasil, mostram o quanto
sdo necessarias mais informacGes sobre a dinamica de transmissdo, ecologia e
taxonomia dos reservatorios, doenca e distribuicdo destes virus.

Neste trabalho, foram realizados subsequentemente dois estudos que avaliaram
amostras de casos humanos e de roedores pelos métodos soroldgicos e moleculares para
a deteccdo de hantavirus no estado do Rio de Janeiro. Os resultados obtidos
demonstraram a evidéncia soroldgica de infeccdo por hantavirus em amostras de casos
humanos inicialmente suspeitos de infec¢do por dengue e a deteccdo da variante viral

Juquitiba no roedor silvestre O. nigripes.

6.1 — DETECCAO DA INFECCAO POR HANTAVIRUS EM ROEDORES DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO.

Estudos relacionados com reservatérios de hantavirus sdo de estimada
importancia para identificar espécies de roedores infectados em areas de ocorréncia de
SPH ou simplesmente para identificar areas em que a doenca ainda nao foi notificada.
Dados adquiridos de sequéncias nucleotidicas demonstram que 0s hantavirus
relacionados a doenca humana estdo altamente relacionados com o0s hantavirus
encontrados em roedores que sdo encontrados nessas localidades (Hjelle et al., 1996;
Ahlm et al., 1997; Plyusnin et al., 1997; Hart & Bennett, 1999). Sendo assim, em uma
segunda vertente deste estudo se buscou estudar e identificar roedores infectados por
hantavirus para tentar compreender o motivo pelo qual ndo existem casos notificados da
doenca no estado do Rio de Janeiro.

Em relacdo as comunidades de pequenos mamiferos, todas as espécies coletadas
ja eram conhecidas da fauna do estado do Rio de Janeiro (D Andrea et al., 2007,
Bonvicino et al., 2008).

Com excecdo do roedor sinantrépico e cosmopolita Rattus norvegicus coletado
em areas urbanas do estado do Rio de Janeiro, os roedores silvestres dos géneros
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Akodon e Oligoryzomys foram os mais abundantes, estando de acordo com diversos
estudos realizados no estado e em areas de Mata Atlantica (Cherem & Perez, 1996;
D Andrea et al., 1999; Gentile et al., 2000; Dalmagro & Vieira, 2005; D" Andrea et al.,
2007; Vaz et al., 2007; Bonecker et al., 2009) que apontam para predominancia dessas
espécies em areas antropizadas. Estes roedores sdo dois dos principais reservatorios de
hantavirus no Brasil e muitas vezes sdo encontrados proximo de habitacbes humanas
(Suzuki et al., 2004; Oliveira et al., 2007).

A espécie O. nigripes € encontrada principalmente nos biomas Mata Atlantica e
Mata de Araucarias. A distribuicdo geografica do roedor O. nigripes se estende da
porcao central, nordeste e sul do Brasil até o Uruguai, o leste do Paraguai e Norte da
Argentina (Andrades-Miranda et al., 2001; Weksler & Bonvicino, 2005; Bonvicino et
al., 2008; Oliveira et al., 2009).

Roedores da espécie O. nigripes ndo possuem restricdo no uso do habitat
(Bonvicino et al., 2002). Segundo Dalmagro & Vieira (2005), O. nigripes pode ser
encontrado em areas com menor densidade de arvores e cobertura de dossel. O roedor
O. nigripes, encontrado infectado neste estudo, foi coletado em uma éarea rural do
municipio de Valenca. Alguns trabalhos relatam que esta espécie € abundante em areas
de estagios iniciais de sucessdo e em areas agricolas, podendo se tornar uma peste em
plantacOes, dada a disponibilidade de alimentos (Rodrigues, 1993; Braga et al., 2009).
Esta espécie é também muito encontrada em areas de borda e em areas abertas (Umetsu
& Pardini, 2007; Puttker et al., 2008). Estes dados salientam o quanto estes roedores
estdo presentes em areas de interface entre o ambiente silvestre e o ambiente
peridomiciliar/rural, favorecendo assim, o contato do reservatério com o homem.

O roedor encontrado infectado neste estudo era macho escrotado, com peso
compativel com um espécime adulto e com cicatrizes na orelha. Segundo alguns
autores, a principal forma de transmissdo de hantavirus entre os roedores é através de
ferimentos oriundos de encontros agonisticos, mais frequentemente observados em
machos adultos (Mills et al., 1999; Mills, 2006). Segundo Mills e colaboradores (1999),
machos adultos possuem uma maior chance de exposi¢do ao virus e a outros roedores
infectados, pois encontros agonisticos entre machos sdo mais agressivos do que
encontros entre fémeas. Além disso, estes resultados corroboram a hipotese de que a

hantavirose é transmitida entre os roedores de maneira horizontal.
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E importante ressaltar que apesar da baixa prevaléncia de anticorpos anti-
hantavirus em roedores (0,42%), este resultado j& era esperado segundo trabalhos
previamente realizados, na qual a prevaléncia de anticorpos tem uma variagcéo de 0 —
47%, estando relacionada diretamente com aspectos sazonais, geograficos e das
populacdes de roedores estudadas (Childs et al., 1994; Morzunov et al., 1998; Mills et
al., 1999). Desta forma, podemos inferir que, apesar da baixa prevaléncia, o fato de ser
encontrado infectado o roedor considerado reservatdrio primério do hantavirus
patogénico Juquitiba e de ser uma espécie comum na regido, sdo dados que apontam a
presenca do virus no ambiente e que maiores estudos precisam ser realizados.

Ressaltando este fato, comparando as sequéncias de nucleotideos e de
aminoacidos virais com outros hantavirus conhecidos, a sequéncia completa do virus
obtido de O. nigripes infectado, demonstrou 0 maior grau de identidade (95,7% nt e
99,7% aa) com o0 virus Juquitiba-like OIn6470 (N° de acesso GenBank KC422347)
variante do municipio de Teresdpolis, um hantavirus previamente caracterizado no
estado do Rio de Janeiro, sugerindo a presenca de uma Unica linhagem circulante nesta
regiao.

Ainda que o estado do Rio de Janeiro ndo tenha notificado nenhum caso da SPH,
a circulacdo do hantavirus patogénico Juquitiba em roedores silvestres e a evidéncia
sorol6gica em amostras humanas, apontam a necessidade de um maior conhecimento da
doenca entre os setores de saude publica para auxiliar no diagndstico diferencial no
contexto do sistema de vigilancia epidemiolégica em nosso estado e no Brasil.

De acordo com Mills & Childs (1998), a circulacdo de hantavirus depende
diretamente da dindmica populacional de roedores reservatérios, ou seja, 0 virus pode
ser extinto da populacdo periodicamente, mas seria reintroduzido a partir do contato
com espéecimes infectados de populagdes vizinhas (Oliveira et al., 2009). Corroborando
com este fato, também foi relatado que a baixa abundancia relativa na dinamica
populacional de O. nigripes, com um ndmero de animais muito diminuido em
determinadas épocas do ano, também é um padrdo observado em outras areas de Mata
Atlantica (Graipel et al., 2006; Bonecker et al., 2009; Teixeira et al., 2014).
Provavelmente, essa baixa frequéncia e instabilidade em popula¢des de O. nigripes

desempenham um papel importante para a manutencao do virus em baixa frequéncia.
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6.2 — INVESTIGACAO E DETECCAO DA INFECCAO POR HANTAVIRUS EM
AMOSTRAS DE CASOS HUMANOS IgM NEGATIVAS PARA DENGUE NO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO.

Apesar do estado do Rio de Janeiro ainda ndo possuir casos notificados da SPH,
existem evidéncias que sugerem que o estado é uma potencial area de circulagdo da
doenca. Estudos prévios realizados no estado ja demonstraram evidéncias de infeccédo
por hantavirus em pacientes com outros diagnoésticos clinicos (Lemos et al., 2003;
Lamas et al., 2013; Oliveira et al., 2009). E importante ressaltar que o estado do Rio de
Janeiro faz fronteira com dois dos estados brasileiros nos quais a incidéncia da doenca é
alta, Minas Gerais e S&o Paulo (Ministério da Saude, 2009).

Corroborando com estes fatos, as amostras humanas sororreativas para
anticorpos da classe IgM anti-hantavirus neste estudo foram oriundas dos municipios de
Valenga, onde foi verificada a presenca do roedor silvestre O. nigripes reativo;
Vassouras, municipio limitrofe a Valenca, e Nova Friburgo, que é um municipio
vizinho de Teresopolis, uma localidade previamente estudada por Oliveira e
colaboradores em 2009, onde o virus foi detectado e identificado previamente,
mostrando a intima relagdo entre a distribuicdo do reservatorio e a dindmica de
transmissdo dos hantavirus (Oliveira et al., 2009).

Cabe ressaltar que o municipio de Valenca é uma localidade de transicdo, pois é
um municipio limitrofe ao estado de Minas Gerais, estado brasileiro com maior nimero
de casos da SPH. Assim, de acordo com os dados observados no presente estudo, é
possivel que casos da doenca, ndo estejam sendo diagnosticados devido, entre outros
fatores, a semelhanca clinica da SPH com outras doencas infecciosas febris como a
dengue, por exemplo.

Embora uma das limitagcdes do nosso estudo tenha sido que as amostras humanas
selecionadas para andlise tinham que, como critério principal, possuir sorologia IgM
negativa para dengue, é imprescidivel reforcar que o teste NS1 foi instituido no LACEN
Noel Nutels somente em 2011, fato que determinou a sua ndo inclusdo nos critérios de
selecdo. Assim, considerando a dificuldade de interpretacdo do teste soroldgico para
dengue, no contexto das infeccdes primarias e as secundarias pelos diferentes sorotipos,

todas as amostras que apresentaram anticorpos anti-hantavirus foram submetidas a
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pesquisa de NS1 no Laboratorio de Referéncia Regional para dengue no Instituto
Oswaldo Cruz.

Com a pesquisa de NS1 nas cinco amostras sororreativas, foi possivel
identificar, a amostra LHP0323/13 que ELISA IgM negativa, foi NS1 reagente. A
explicacdo para este resultado pode estar na cinética de anticorpos na infec¢do pelos
DENV. Os titulos séricos de anticorpos da classe IgM aparece em uma infeccdo
primaria ou secundéria por volta do sexto dia de doenca, apds o aparecimento dos
sintomas. No entanto em uma infeccao secundaria, os titulos de IgM se encontram mais
baixos que na primaria, atingindo seu pico por volta de duas semanas (Nogueira et al.,
1992). Em contrapartida, a proteina NS1 é secretada na corrente sanguinea desde o
aparecimento dos sintomas sendo detectavel até o quinto ou sexto dia (Guzman et al.,
2010; Andries et al., 2012). Sendo a amostra do paciente coletada no terceiro dia de
doenca, dentro do periodo detectavel da proteina ndo estrutural, a hipdtese desta amostra
ter apresentado uma reacdo cruzada com dengue ndo pode ser descartada. Entretanto,
ndo podemos desconsiderar a hipdtese de ocorrer uma co-infeccdo, dado que, em
momentos de grande epidemia, ndo raramente quadros oligossintomaticos ou mesmo
infeccdes subclinicas de dengue podem ocorrer e a SPH, pela similaridade clinica, ndo
ser identificada por falta de uma investigacéo laboratorial.

Em relacdo as amostras reagentes para anticorpos IgM anti-hantavirus,
LHP0088/13, LHP0126/13 e LHP0483/13, elas foram coletadas entre o 8° e 10° dias de
doenca, fato que, considerando a cinética de anticorpos para dengue, na qual anticorpos
IgM ja seriam detectaveis, praticamente descarta a possibilidade de serem amostras de
pacientes com dengue. Da mesma forma, embora coletada dois dias apds o inicio dos
sintomas, a amostra LHP0550/13 foi ELISA IgM e NS1 negativa, afastando,
praticamente a possibilidade de dengue. A complementacdo da analise laboratorial, a
partir da pesquisa de anticorpos da classe 1gG, poderia dar maior robustez aos resultados
obtidos.

Apesar de ndo ser o tema principal deste estudo, diante do exposto, é de extrema
importancia que testes laboratoriais sejam utilizados de maneira conjunta para se obter
um diagndstico de dengue mais conclusivo e com menos vies de interpretacdo,
eliminado assim a possibilidade de resultados falso-negativos. Assim, a utilizacdo de
testes NS1 e IgG na rotina diagnostica, alem do teste IgM, diminuiria a limitacdo de
diagndstico da doenca em sua fase inicial e em sua fase mais tardia, além de infecgdes
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secundarias, ja que sdo testes que ndo necessitam de equipamentos sofisticados e
possibilitam uma andlise rapida de um grande nimero de amostras.

Embora tenha sido detectada a presenca de anticorpos anti-hantavirus em
amostras humanas, ndo foi possivel a deteccdo do RNA viral pelas técnicas
moleculares, muito possivelmente devido a conservagdo inadequada e a manipulacdo
com sucessivo descongelamento e congelamento das amostras, uma vez que as mesmas
seriam descartadas e 0 RNA, muito sensivel, teria se degradado.

A partir da analise das sequéncias completas de duas amostras de roedores, na
qual é possivel verificar que o hantavirus Juquitiba (JUQV) se encontra em uma clade
separada dos restante dos outros JUQV identificados no Brasil, em associagdo com a
evidéncia soroldgica de infeccdo humana por hantavirus, é preciso verificar, entre outras
hipbteses, se a variante viral Juquitiba presente no estado do Rio de Janeiro esta
associada com manifestacBes clinicas mais brandas do que as relatadas em outros
estados por outras linhagens da mesma variante. Esta hipotese passa a ser reforgcada a
partir da andlise dos sinais e sintomas dos pacientes reativos, ja que ndo houve
gravidade em suas manifestaces clinicas.

Adicionalmente, ¢ importante destacar o fato de que o paciente LHP0126/13
apresentou exantema, um dado ndo compativel com as manifestagdes clinicas
encontradas na SPH, nas quais se observa mais frequentemente febre, mialgia, cefaleia,
mal-estar associadas com manifestacdes gastrointestinais. No entanto, a informacdo da
presenca de comprometimento respiratério da SPH, como dado mais especifico, ndo se
encontra contemplada na ficha epdiemioldgica da dengue. Assim, como as amostras
utilizadas neste estudo foram provenientes da investigacédo inicial de dengue, as fichas
epidemioldgicas disponibilizadas comtemplavam as manifestacGes mais frequentes para
esta virose ndo existindo, consequentemente, dados mais especificos para outros
agravos, como a SPH, fato que influenciou, assim como o teste laboratorial utilizado
pelo Lacen Noel Nutels, a construcéo dos critérios de inclusdo de amostras neste estudo.

Com os resultados obtidos é possivel especular que a auséncia de casos humanos
de hantavirose no estado do Rio de Janeiro pode estar associada a circulacdo de virus de
baixa viruléncia, as baixas taxas de transmissdo entre os roedores e/ou ao nao
reconhecimento de casos da SPH pelos sistemas de salde, ja que esta doenca pode ser

confundida com outras que também apresentam a clinica semelhante com
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comprometimento cardiopulmonar, como pneumonias e outras viroses, como dengue e
influenza, que sdo doencas bastante comuns (Ministério da Saude, 2009).

Apesar da impossibilidade de caracterizagéo viral, a partir das amostras humanas
sororreativas, a evidéncia sorolégica em cinco amostras de pacientes no estado
fluminense em associacdo com a presenca de roedores silvestres infectados com
hantavirus Juquitiba, variante patogénica associada com o maior nimero de casos de
SPH no Brasil, reforcam a importancia de se realizar estudos de soroprevaléncia em
humanos e em roedores para a obtencdo de maiores informacdes no que concerne a falta
de casos humanos notificados nesta regido. Finalmente, os resultados obtidos, nédo
somente confirmam que o hantavirus Juquitiba circula no estado do Rio de Janeiro, mas
essencialmente apontam, sob o ponto de vista da satde publica, a necessidade de uma
vigildncia sindromica febril, especialmente em areas onde sabidamente circulam

roedores infectados por hantavirus.
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7- CONCLUSOES

e Anticorpos anti-hantavirus da classe IgM foram detectados em cinco das 497
amostras de pacientes IgM negativos para dengue, nos municipios de Valencga,
Vassouras e Nova Friburgo, corroborando com dados prévios no estado do Rio
de Janeiro.

e Nao foi possivel detectar a presenca de RNA viral nas amostras humanas
sororreativas para hantavirus nos testes moleculares, provavelmente devido a
conservacao e a refrigeracdo inadequadas das mesmas.

e A identificacdo molecular de Juquitiba em O. nigripes infectado confirma a
importancia da realizacdo dos estudos eco-epidemioldgicos e reforca, diante
também da presenca de evidéncia de infeccdo humana por hantavirus, a
possibilidade de ocorréncia da SPH no estado do Rio de Janeiro

e A identificacdo da variante viral Juquitiba na espécie O. nigripes estd em
concordancia com a literatura, visto que este roedor silvestre se encontra
distribuido no bioma Mata Atlantica

e A analise do sequenciamento completo do segmento S da variante viral
encontrada no presente estudo, na qual foi possivel identificar que esta
intimamente relacionada com uma variante previamente identificada no estado,
isolada das outras variantes, sugere a presenca de uma Unica linhagem circulante
nesta regiao.

e Os dados obtidos sugerem a necessidade e a importancia de se realizar estudos
para a pesquisa de anticorpos tanto em populacbes de roedores gquanto na
populacdo humana com o objetivo de auxiliar a vigilancia epidemioldgica da
SPH no estado do Rio de Janeiro
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— PERSPECTIVAS

Realizar um estudo prospectivo em areas de vigilancia e areas com circulacéo de
roedores reservatdrios infectados, para garantir a qualidade das amostras
coletadas e poder identificar molecularmente a(s) variante(s) viral(is)
associada(s) a casos clinicos e circulantes no estado do Rio de Janeiro.
Colaborar com a vigilancia da SPH no estado do Rio de Janeiro com mais
informacdes investigativas e ecoepidemioldgicas sobre a circulacdo do virus no
estado.

Realizar o diagnoéstico diferencial com outras amostras de casos suspeitos de
dengue procedentes do estado do Rio de Janeiro que ndo foram incluidas no
estudo.
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10 - ANEXOS

10.1 — Registro de coleta de animais silvestres.

N© LBCE TAG: Espécie:

Sexo: Macho ( ) Fémea( ) Data de captura: / /
PROCEDENCIA:

Estado: Municipio:___ Localidade (fragmento):

Trilha: __ Ponto: __ _  Armadiha:

AMOSTRAS

Coleta de sangue: sim [ ) nac ()

Hemocultive: sim (__)n°detubos _ n3c( ) Exame afresco: sim({ ) ndo( )
Soro:sim () ndo( ) Eppendorf( } Eluato { ) Microhematocrito:

Cariotipo: sim () n® de tubos ndc { ) Responsavel:

Coleta para Hantavirus: _rim { )} pulmdoc { ) figadoe( ) bago( ) coragdc( )

Banco genético: Figado () baco ([ ) Ectoparasitas: sim( ) ndo( )
Endoparasitas:,_sim( ) ndo( ) Responsavel:
Perfusado:,_ sm( ) ndo{ ) Esfregaco:sim { ) ndo { ) n? de laminas:__

CONDICAO REPRODUTIVA / OUTRAS INFORMACOES

Vagina: aberta( ) fechada( )

Secrecdo: sim () ndo ( ) Tipo: .
Gravida: Sim{ ) Nao{ ) Lactante: Sim({ ) N3o( )
Utero: virgem { ) ndo virgem: ()

Embrites/Filhotes ne: Tamanho do embrido:
Escrotado: () Né&o escrotado: ()

Vesicula: _sim [ ) nac { )

Cicatriz: Orelha: Sim () N3o ( ) / Cauda: Sim({ ) Nao({ )

MARSUPIAIS

Filhotes de marsupiais:_ n° Hb TA
Caracteristicas:

Manchas: sim_.{ ) ndo ()

Bolsa: virgem ( ) ndc virgem { ) Tetas:

Dentigdo (sup./finf.): /

MEDIDAS (em mm) / COLEGAO

Peso: Comp. Corpo Cauda Orelha:
pé: ¢f unha: __ s/ unha:

Pele: Taxidermizade ( ) Aberta { ) em alcool { )
Meio liquido: c/ pele [ ) s/ pele ( )

OBSERVAGOES:
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10.2 — Parecer do comité de ética para licenca de captura de animais silvestres.

MINI§TERIO DA SAUDE / FUNDAGAO OSWALDO CRUZ
VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
Comisséo de Etica no Uso de Animais
CEUA-FIOCRUZ

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo intitulado :

" Avaliagdo da circulagao de hantavirus entre roedores silvestres no estado do
- Rio de Janeiro e no estado do Parana. "

numero P-405/07, proposto por Paulo Sérgio D' Andrea, foi licenciado pelo
N° L-049/08.

Sua licencga de N° L-049/08 autoriza o uso anual de :

- 1540 Didelphimorphia - 3350 Rodentia

Esse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal ( COBEA )
e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ( CEUA -
FIOCRUZ). Na presente formatacao, este projeto esta licenciado e tem
validade até 9 de junho de 2012,

Rio de Janeiro, 25/09/2008

Dra. Norma Volimer abarthe
Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ
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10.3 — Licenca permanente do IBAMA para coletas de mamiferos silvestres.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizacéo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 13373-1 Data da Emissao: 19/11/2007 17:02
Dados do titular
Registro no Ibama: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Nome da Instituigdo : FUNDAGAOQ OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Observacdes, ressalvas e condicionantes

1

A participac3o do(a) pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizacdo depende de autorizacao expedida pelo Ministério de Ciéncia e
Tecnologia (CNPg/MCT);

Alicenca permanente ndo é valida para:
a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingcdo;
b) manutenc&o de espécimes de fauna silvestre em cativeiro;

2 | c) recebimento ou envio de material bioldgico ao exterior; e
d) realizacdo de pesquisa em unidade de conservacdo federal ou em caverna.
A restricdo prevista no item d nio se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecolégico e Area de Protecio
Ambiental constituidas por terras privadas;

3 O pesquisador titular da licenca permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicdo de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedic&o, que constardo no comprovante de registro de expedicdo para eventual apresentacio a fiscalizacdo;

4 Esta licenga permanente nao exime o seu titular da necessidade de abter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

5 Esta licenca permanente ndo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagcdo de atividades inerentes ao processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos.

5 Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrucdo Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7 | O pesquisador titular da licenga permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

3 O orgédo gestor de unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licen¢a permanente e das autorizagdes concedidas pelo Ibama,
estabelecer outras condigdes para a realizacdo de pesquisa nessas unidades de conservaco.
O titular de licenca ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

9 | ao grupo taxonomico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagGes do grupo taxonémico de interesse em condig&o in situ

10 O titular da licenca permanente devera apresentar, anualmente, relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apos o aniversario de
emissédo da licenca permanente.
O titular de autoriza¢do ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagcdo vigente, ou quando da inadequacdo,

11 | omiss&o ou falsa descricdo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacdo ou licenca
suspensa ou revogada pelo Ibama e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislacdo brasileira em vigor.

12 Allicenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituigio cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitacdo.

13 Este documento n&o dispensa a obtencdo de autorizac&o de acesso ao componente do patrimdnio genético ou ao conhecimento tradicional associado nos termos da
legislacdo vigente.

14 As atividades contempladas nesta autorizagdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacdo

Taxons autorizados

# Nivel taxonémico Taxon(s)

1 | ORDEM Rodentia, Didelphimorphia

2

Destino do material bioldgico coletado

# |

Nome local destino | Tipo Destino

1]

Museu Nacional (UFRJ) [ coleg@o

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedide com base na Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007. . Através

do

codigo de autenticac&o abaixo, qualquer cidadio podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 91827146 ml‘l‘ml”“ll“”l‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 133731 Data da Emissao: 19/11/2007 17:02
Dados do titular
Registro no Ihama: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Nome da Instituigéo - FUNDAGAQ OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico
De acordo com a Instrucdo Naormativa Ibama n®154/2007. , a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasifo da coleta, devendo esta ser comunicada ao Ibama por meio do relatério de atividades. O transporte do material
biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotacgéo.
O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituicdo cientifica, preferencialmente
depositado em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biologicas (CCBIQ).

Nivel Taxon* Qtde. Amostra Qtde Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007. . Através

do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadéo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama_gaov_br/sisbio).

Coédigo de autenticagio: 91827146 Hml
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Anexo 10.4 — Autorizacgéo de captura n°255/2006 CGFAU.

~ —A’,
—a
SERVICO PLBILN O FEDERAL
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTTE
INSTITUTO BRASILE {BIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS
DIRETORIA DF FAUNA £ RECURSOS PESQUEIROS
COORDENACAO GERAL DE FAUNA
COORDENACAO DE MANFIO DE FAUNA NA NATUREZA
Caixa Postal n” 09870, Brasilia. DF. TO818-900 Tel (61)316.1169  Fmail: ugo.vercillo(@ibama.gov b

OFICIO N" 29706  COFAN

(M6

Brasilia. 06 de novembro de

A Sua Senhoria o Doutor

Paulo Sergio D"Andrea

Instituto Oswaldo Cruz. Departamento de Medicina 'l ropical
[aboratario de Biologia ¢ Controle da Fsquistossomose

Av. Brasil. 4265, Manguinhos

Rio de Janeiro, R1

21040-900

Assunto: Envio de autorizacio para captura. coleta ¢ transporte de material zoologico.

Senhor Pesquisador,

I Estamos enviando a autorizagio n® 22520060 CGFAU que permite @ capiura. COIca €

transporte de material zooldgico no ambito do projeto “Estudos taxonénicos. cvol
sobre a ecologia ¢ epidemiologia de mamileros silvestres como reservatorios de parasiiosss @

importancia médica ¢ veterinaria™

2. Devera ser encaminhado a Coordenacao Geral de Fauna. ao final da validade dz

autorizagio, relatorio de atividades contendo o nimero de espécimes capturados, material bioloz
caletado. localidades ¢ periodos da coleta do material biologico. ¢ copia do frontispicio das publicacies

oriundas do objeto da antorizagio.

Atenciosamente. 7/

/; K f
ﬁ/ Ugo EichlierVereillo

Coordenacdo de Mancjo de Fauna na Natureza
Coordenador
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ao.

dade de Conservag

icenca para pesquisa em uni

105-L

B

ﬁ

LICENCA PARA 7 Unidade de Conservagiio: | Processo N°: | Licenga N
PESQUISA EM Parque Nacional da Serra dos Orgéos | 02001,003618/03-06 | 084/2007
EINISA AR 2 ; J@eiuuacn Estrangeiro  Nio Validade:

e _:EJ ,.L‘Q.E.ﬁ o ~ Sim- | 16/04/2008

Pesquisador Titular:
Paulo Sérgio D'Andrea

F..E_m..onc“ , Telefone: Caixa Postal:
Rua Santa Clara, 335 Apt. 503 Bairro: Copacabana | (212)235-0457 | =
| Cidade: CEP: UE:
P Rio de Janciro 22041-010 | Ry
—:ﬁmwrm}owﬂ_n. Pesquisa: o - - " Telefone: Fax | Caixa Postal
Fundacéo Oswaldo Cruz, | (212) 280-3740 ,
nderego ._n.\i.ﬁ::mowcu o S ‘ ‘ ‘ , QE&& o Cep: Estado
Rio de Janeiro 21045-900 RJ

Titulo do Projeto:

Ecologia e cons
pequenos mamiferos.

Av. Brasil 4365 ,

ervacdo da biodiversidade em areas agricolas no dominio da Mata Atlantica/RJ -Biodiversidade e ecologia de populagdes de

3.945 de 28

exemplares

Observagdes:
A renovagéo da licenga ou encerra

O relatério devera ser enviado em copia impressa e digital.
a0 conhecimento tradicional associado, ficando o titular da pesq. responsavel pelo atendimento da medida prov. N°

espécies ameagadas de extingéo. Todo pesquisador estrangeiro devera esf
atividades de campo nas unidades de conservacéo contempladas na licenca.
- Haveré coleta de 10 exemplares por espécie/por expedico das familias Did

Datas de Permanéncia na Unidade:
Deverio ser combinadas entre o chefe da unidade de conservacéo e o pesquisador.

mento do projeto ficaré sujeita ao envio do relatério ao Chefe do Programa Gestéio do Conhecimento e ao chefe da UC envolvida.
Esta licenca nio autoriza 0 acesso a informacéo genética e nem a remessa para instituigdo no exterior €
2.186-16, de 23 de agosto de 2001 e dec. N°

de setembro de 2001, no que diz respeilo aos acessos mencionados, em qualquer momento da referida pesquisa. Esta licenga néo autoriza coleta de
tar acompanhado de representante da instituicdo contraparte brasileira, durante as

elphidae, Echimyidae, Muridae, Sciuridae e Ordem Lagomorpha, bem como a de de 20

por espécie/por expedigéo de roedores da familia Cricetidae, sub-familia sigmodontinae, para material {estemunho e anélise soroldgicas e parasitolégicas.

-Participantes: Conforme Memorando n® 448  [2007/PROGR/DIREC/IBAMA.

Local e Data:

- OBS?: Esta licenca substitui a de n® 068/2007 que foi 0>20mr>wp

Brasilia, 16 de abril de 2007. - |

—
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10.6 — Ficha epidemiologica para casos suspeitos de dengue do LACEN.

GOVERNO DO ESTADO DO-RIO DE JANEIRO VERSAO 4‘
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE E DEFESA CIVIL

LABORATORIO CENTRAL NOEL NUTELS

Rua do Resende, 118 —~ CEP: 20.231-092 — CGC: 42.498.717/0011-27

Tel: 2332-8603 R:216/2332-8601

N° DA AMOSTRA

FICHA DE REQUISICAO DE EXAME LABORATORIAL DE DENGUE

TELEFONE DE CONTATO: {0X

2. PACIENTE: 2.1 Nimero do Prontuério:

2.2 Nome do Pacie:\tg:

2.3 Nome da Mae:.....n,, Sriindoie s e

2.4 Endereco: Rua, N2, complemento:

Bairro: ‘ e e ey e Municipio: CEP. :
2.5 Data de Nasciman{o: ! / 2.6 Sexo: . ]F D M

3. DADOS CLINICOS;

3.2 Manifestagbes clinjcas:

Febre - Prostragao : Cefaléia Adenomegalia Miaigia
Artralgia - Dor retro orbitaria Anorexia N3useas Vémitos
Diarréia - Prurido Exantema Pejéquias Epistaxe

Gengivorragia Hemorragia Choque Qutras:
3.3 Vacinado contra a Febre Amarela: NAO SiM, em que data: i !
3.4 Esteve em area de Febre Amarela: NAO SIM, em gue data: R/ /
3.5 Ja teve Dengue antps? NAO SABE NAO SIM, em que data: / /

3 EXAME(S) SOLICITADO(S): * . e
| DSOROLOG[A . DISOLAMENTO : DP(‘;R

Até 0 5°dia . Atéosediae lou
S ~Casos grayes/gestan

" Apés 0 5°dia eloy
Casos graves/gestanteg/obito

4. MEDICO REQUERENTE:

5. COLETA;

5.1 Data da coleta:

Form. ANEXO ll, R.7 Dengue 16/05/2001 Campos em cinza = Preenchimento Qbrigatdrio
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Anexo 10.7 — Protocolo do Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FIOCRUZ.

Ministério da Satide
Fundagdo Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 28 de abril de 2011.

Carta: 012/11

De: CEP/FIOCRUZ

Para: - Dra. Elba Regina Sampaio de Lemos e
- Dr.  Christian Gabriel Niel

Prezados Senhores,

Estamos encaminhando o parecer do protocolo 559/10 intitulado “Projeto
de Pesquisa Associado as atividades de referéncia do laboratério de
Hantaviroses e Ricketisioses do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ” com a
deliberacao de APROVADO.

Atenciosamente

)

Carla Di4s/Netto
Secretaria Geral
CEP/Fiocruz

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Fundagao Oswaldo Cruz
Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705
Manguinhos - RJ. - CEP.: 21.040-360
Tels.: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815
e-mail: etica@fiocruz.br
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Ficha catalogréfica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

P436 Pereira, Liana Strecht

Avaliagdo da infecgdo por hantavirus em amostras humanas e de roedores silvestres e
sinantropicos no estado do Rio de Janeiro / Liana Strecht Pereira. — Rio de Janeiro, 2014.
xvi, 90 f. :il. ; 30 cm.

Dissertacao (Mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, P6s-Graduagédo em Medicina Tropical,
2014.

Bibliografia: f. 62-82
1. Hantavirus. 2. Rio de Janeiro. 3. Sindrome pulmonar por hantavirus. 4. Roedores. I.
Titulo.

CDD 616.918
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