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RESUMO

Os arenavirus sao membros da familia Arenaviridae que é constituida de um género Unico
(Arenavirus), que atualmente compreende 25 espécies. Os reservatorios naturais dessa familia
sdo0 em sua maioria roedores. A exposicdo humana aos arenavirus ocorre, principalmente,
através da inalacdo de aerosséis contendo particulas virais procedentes de urina, fezes ou
saliva de roedores silvestres infectados. Arenavirus sdo responsaveis por causar graves
doencas em humanos: febre hemorragicas (FH) e/ou meningite, com altas taxas de letalidade.
No Brasil, apos a identificacdo do primeiro e unico caso de febre hemorragica Brasileira
(FHB), em 1990, nenhum estudo até o momento conseguiu identificar o possivel reservatorio
do virus Sabia. Em nosso pais cinco espécies de arenavirus ja foram descritas nos ultimos
anos em diferentes biomas e regides. Além disso, o Brasil faz fronteira com trés paises onde
FH causadas por arenavirus sdo endémicas (Argentina, Bolivia e Venezuela), tornando
factivel a introdugdo de arenavirus exoticos em nosso territorio. O presente estudo foi
desenvolvido com amostras humanas e de roedores silvestres no estado de Mato Grosso do
Sul. O estudo com amostras humanas foi constituido por dois distintos grupos: (i) amostras de
profissionais de salde, de diversas regides do Brasil, que exercem atividades nas quais existe
0 contato com animais silvestres, com o objetivo de inferir as regides do pais onde esses virus
possam estar circulando; (ii) amostras de soro de casos suspeitos e confirmados de dengue
provenientes do Mato Grosso do Sul. No inquérito soroldgico nos profissionais que
manuseiam animais foi encontrada uma prevaléncia de 0.7% pela técnica ELISA,
confirmando o baixo risco de transmissdo de arenavirus nesta populacdo com elevada
exposicdo. N&o foi detectada a infecgdo ou contato prévio com arenavirus nas amostras de
pacientes com suspeita de dengue, com ou sem confirmacdo laboratorial, procedentes do
estado do Mato Grosso do Sul, porem foram detectadas altas prevaléncias (21.6%), por RT-
PCR, de infeccdo por arenavirus nos roedores das espécies Calomys callosus e Necromys
lasiurus no estado confirmando a hipo6tese de circulacdo de arenavirus em &reas onde 0s
roedores reservatorios se encontram distribuidos e apontam para a importancia da vigilancia
epidemioldgica para os arenavirus considerados patogénicos para o homem. Por fim, o
sequenciamento de nucleotideo do segmento S completo possibilitou a identificagdo de dois
virus, sem descrigdo prévia no Brasil, os virus Latino em C. callosus e Oliveros em

N.lasiurus.
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ABSTRACT

The arenaviruses are members of Arenaviridae family that consists of a single genus
(Arenavirus), which currently comprises 25 species. The natural reservoirs of this
family are mostly wild rodents. Human exposure to arenaviruses occurs mainly through
inhalation of aerosols containing virus particles coming from urine, feces or saliva of
infected rodents. Arenaviruses are responsible for causing serious diseases in humans:
hemorrhagic fever (HF) and/or meningitis, with high mortality rates. In Brazil, after the
identification of the first and only case of Brazilian hemorrhagic fever (FHB) in 1990,
no study to date has identified the possible reservoir of Sabid virus. In our country there
are five Arenavirus species habitting different biomes and regions. In addition, Brazil is
bordered by three countries where the FH are endemic (Argentina, Bolivia, and
Venezuela), making feasible the introduction of exotic arenavirus in our territory. This
study was conducted with human and wild rodents’ specimens in the state of Mato
Grosso do Sul. The study of human samples consisted of two distinct groups: (i)
samples of health professionals, from many regions of Brazil, performing activities
where there is direct contact with wild animals, with the goal of inferring regions of the
country where these viruses may be circulating; (ii) serum samples of suspected or
confirmed cases of dengue fever from the Mato Grosso do Sul. In the serological survey
on animal handlers a prevalence of 0.7 % was found using ELISA, confirming the low
risk of arenaviruses transmission in this population with high exposure. We did not
detect infection or previous contact with arenaviruses in samples from patients with
suspition of dengue fever, with or without laboratory confirmation coming from the
state of Mato Grosso do Sul, however we detected high prevalence (21.6%) of
arenaviruses infection in Calomys callosus and Necromys lasiurus rodents in the same
state, usin RT-PCR, confirming the hypothesis that these viruses circulation in areas
where rodent reservoirs are distributed and point to the importance of surveillance of
arenavirus considering it’s ability to be pathogenic to man. Finally, the nucleotide
sequencing of the complete S segment allowed the identification of two viruses without
previous description in Brazil, the Latin virus in C. callosus and Oliveros virus in

N.lasiurus.

Xvii



1- INTRODUCAO
1.1. Considerac6es Gerais

O termo febres hemorragicas virais (FHVs) se refere a um grupo de doencas causadas
por diferentes familias virais (Arenaviridae, Bunyaviridae, Filoviridae e Flaviviridae) que se
apresentam como sindromes febris agudas caracterizadas pelo envolvimento sistémico, e
hemorragia generalizada em casos graves (Ippolito et al. 2012). Essas familias virais ttm como
caracteristicas em comum: (i) sdo virus envelopados de RNA fita simples, (ii) sdo virus que séo
mantidos na natureza em hospedeiro vertebrado ou invertebrado, chamados de reservatorios
naturais, que limitam, muitas vezes, esses virus as areas onde as espécies hospedeiras vivem; (iii)
sdo virus que, acidentalmente, infectam o homem a partir do contato com hospedeiros infectados
(Vainrub & Salas 1994a).

Embora o homem néo seja o reservatdrio natural para qualquer virus causador de febre
hemorrégica, algumas espécies, no entanto, ap6s a transmissao acidental hospedeiro-homem,
podem ser transmitidos pessoa-pessoa, com consequente disseminacdo hospitalar e
acometimento tanto de profissionais de salde quanto de pacientes. Esta disseminagdo pessoa-
pessoa, que frequentemente esta associada com elevada morbidade e letalidade, tem gerado um
enorme interesse pela midia mundial com grande notoriedade publica na ultima década. Com
algumas excecdes, ndo ha cura ou tratamento medicamentoso estabelecido para as FHV (Vainrub
& Salas 1994a, Timothy et al. 1998, Jahrling et al. 2004)

As FHVs possuem distribuicdo mundial. Nas Américas, em especial na América do Sul,
existe um grande numero de casos anuais de FHV, causadas pelos virus dengue, o virus da febre
amarela, os hantavirus e os arenavirus (Brandling-Bennett & Pinheiro 1996, Tesh 2002,
Figueiredo 2006).

Os arenavirus sdo responsaveis por doencas de elevada letalidade, caracterizadas por
febres hemorragicas e/ou meningites em humanos. Sdo conhecidas pelo menos 10 espécies
capazes de causar doenca em humanos, mundialmente distribuidas, a maioria delas identificadas
na Ameérica do Sul (J Casals 1975, Briese et al. 2009) (Figura 1.1.).
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Figura 1.1. Distribuicdo mundial dos arenavirus (os simbolos coloridos representam o0s

arenavirus patogénicos).




A coriomeningite linfocitica (LCM) é uma doenca febril muitas vezes sem sinais
neuroldgicos, que pode evoluir para uma meningite asséptica. Sua distribuicdo mundial se deve a
associacdo entre o agente etioldgico (virus da LCM - LCMV) e o roedor cosmopolita Mus
musculus. A doenca ocorre em forma de pequenos surtos esporédicos, geralmente acometendo
criancas e adultos jovens, como ocorreram nos surtos registrados nos EUA e na Alemanha, onde
as fontes de infeccdo foram roedores revendidos como animais de estimacao (Fischer et al. 2006,
Amman et al. 2007, Palacios et al. 2008).

A febre do Lassa, outra doenga causada por arenavirus, ocorre de forma endémica em
paises da Africa Ocidental, mas que tem geograficamente se expandindo no continente africano.
Estima-se que ocorram aproximadamente 100.000 infec¢bes pelo virus Lassa (LASV) todos os
anos na Africa, com cerca de 5.000 6bitos (Bowen et al. 2000). Em surtos hospitalares a
letalidade pode atingir taxas de 50%, considerando a capacidade do virus Lassa de ser
transmitido de pessoa-pessoa e que mais de uma vez este virus ja causou surtos em hospitais na
Africa, atingindo médicos e enfermeiras que cuidaram dos pacientes infectados (Monath et al.
1973). Casos importados de febre do Lassa ja foram notificados nos EUA, Inglaterra, Japao e
Alemanha, fato que reforca a importancia do conhecimento da doenca por clinicos fora do
continente africano (Glnther et al. 2000, Macher & Wolfe 2006).

Mais recentemente, o virus Lujo, isolado de casos humanos de febre hemorragica na
Africa, foi reconhecido como um novo membro da familia Arenaviridae e também demonstrou
potencial de transmissdo pessoa-pessoa (Briese et al. 2009).

As febres hemorragicas americanas causadas por arenavirus (FHA) sdo zoonoses com
altas taxas de letalidade (15-30%) e com grande impacto na saude publica (Ambrosio et al.
2011). Essas doencas vém sendo identificadas na América do Sul desde 1959 e sédo
caracterizadas como doencas sistémicas graves com alteracGes na permeabilidade vascular e na
vasoregulacdo, com manifestagdes neuroldgicas e trombocitopenia (de Manzione et al. 1998).
Até o momento, cinco espécies de arenavirus patogénicas ja foram descritas na América do Sul:
0 virus Junin na Argentina, os virus Machupo e Chapare na Bolivia, o virus Guanarito na
Venezuela e o virus Sabia no Brasil (Arribalzaga 1955, Mackenzie et al. 1964b, Salas et al. 1991,
Coimbra et al. 1994, Delgado et al. 2008). Existe, também, investigacdo de casos de FHA
causada pelo virus Ocozocoautla de Espinosa no México e pelo virus Whitewater Arroyo nos
EUA (Fulhorst et al. 1996, Cajimat et al. 2012).
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1.2. Aspectos Virologicos
1.2.1. Morfologia e Organiza¢cdo Gendmica

Os arenavirus sdo virus esféricos ou pleomorficos, com um didmetro que varia de 110 -
130 nm e que possuem um genoma de RNA fita simples de polaridade negativa, bi-segmentado.
Os segmentos possuem aproximadamente 3.5kb e 7kb, com o menor e o maior segmento
denominados, respectivamente, S (small) e L (large), que se encontram envolvidos por uma
bicamada lipidica derivada da membrana das células hospedeiras. O segmento S codifica para
nucleoproteina (NP) e para o precursor de glicoproteinas (GPC) clivado secundariamente nas
proteinas do envelope GP1 e GP2 e o peptideo de sinal estavel (SSP). A RNA polimerase RNA
dependente (RpRd ou proteina L) e a proteina de matriz ligada ao zinco (proteina Z) sdo
codificadas pelo segmento L dos arenavirus (Meyer & Southern 1994, Lopez et al. 2000).

Projecdes de 8 a 10nm de comprimento, compostas pelas duas glicoproteinas virais, GP1
(40-64 kDa) e GP 2 (35-44 kDa) se encontram incorporadas a bicamada lipidica. A proteina GP1
é um tetrdmero que forma a cabeca da projecdo, enquanto que o tetramero GP2 forma a haste
ancorada na membrana do envelope viral (Figura 1.2). O SSP (5 kDa), que desempenha um
papel crucial no trafico das glicoproteinas através da via secretora, € 0 Unico componente que se
mantém estavelmente associado ao complexo GP apds a clivagem pela peptidase (Eichler et al.
2003, 2004, York & Nunberg 2006).

A proteina viral mais abundante, a NP que possui cerca de 70 kDa, esta associada ao
RNA genémico em estruturas circulares formando o nucleocapsideo. A RpRd (200-250 kDa),
que possuiu uma atividade de transcriptase e replicase, também estd associada ao
nucleocapsideo. A proteina Z (10-14 kDa), uma pequena proteina estrutural com um dominio de
ligagdo de zinco (RING finguer motif), se liga com a polimerase viral e inibe a transcrigéo e a
replicagdo (Meyer & Southern 1994, Meyer et al. 2002, Shtanko et al. 2010). Os granulos
elétron-denso que fornecem aos arenavirus sua aparéncia de “areia” foram identificados como

sendo os ribossomos das células hospedeiras, cuja funcdo ainda ndo esta definida.
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Figura 1.2. Morfologia e estrutura do género Arenavirus (A) Imagens de microscopia
crio-eletronicas de particulas virais purificadas ndo coradas congeladas no
gelo vitreo, tomadas em 1,5; 3 e 4 microns (B) ilustracdo esquematica do

género Arenavirus (Rodas & Salvato 2006, Gomez et al. 2011).

1.2.2. Classificacdo Taxondmica

Os arenavirus sao membros da familia Arenaviridae que é constituida por um Unico
género, Arenavirus, atualmente composto por 25 espécies virais reconhecidas pelo International
Committee for Taxonomy of Viruses (ICTV). O protétipo dessa familia, o virus da coriominigite
linfocitica (LCMV), foi identificado, praticamente, ao mesmo tempo por trés grupos de pesquisa
distintos, na década de 1930 (Armstrong & Lillie 1934, Rivers & Scott 1936, Traub 1936). No
ano de 1970, Rowe e colaboradores propuseram o nome desta “nova” familia viral com base no
aspecto dos granulos visualizados nas particulas virais em seccfes ultrafinas (arenosus = areia
em latim). Originalmente proposto como Arenovirus, em decorréncia da possibilidade de
confusdo com os adenovirus, o0 nome foi posteriormente alterado para Arenavirus (Rowe et al.
1970).

Os critérios de demarcacdo de espécies originalmente estabelecidos pelo ICTV séo: (1)
associacdo com uma espécie de hospedeiro especifica ou um grupo de espécies interrelacionadas;
(2) estar presente em uma area geografica definida; (3) ser agente etioldgico (ou ndo) de doenca
em seres humanos; (4) possuir diferenca significativa na reatividade antigénica cruzada,
incluindo os testes de neutralizacdo cruzada, quando aplicaveis, e (5) possuir diferenca
significativa nas sequéncias nucleotidicas quando comparado com as demais espécies incluidas



no género; para este ultimo critério, as fronteiras entre espécies ndo sao claramente determinadas
(Salvato et al. 2005a).

Assim, um novo isolado sera considerado uma nova espécie se ndo existir
compartilhamento de quatro ou cinco caracteristicas comuns com os demais membros do género,
enquanto que uma espécie “tentativa” serd proposta se o isolado apresentar no minimo duas
diferencas com qualquer outro arenavirus (Salvato et al. 2005a). No entanto, o cumprimento
desses critérios nem sempre é possivel, ja que nem todas as espécies descritas se enquadram nos
critérios acima mencionados.

Alguns arenavirus foram isolados apenas de pacientes humanos, o que impossibilita a
identificacdo do hospedeiro do virus, como € o caso do virus Sabia e, mais recentemente, dos
virus Chapare e Lujo (Coimbra et al. 1994, Delgado et al. 2008, Briese et al. 2009). Além disso,
a reatividade antigénica cruzada de um novo isolado pode ser dificil de determinar, uma vez que
requer infra-estrutura laboratorial e instalacbes para trabalno em condicdes de nivel de
biosseguranca 4 (NB-4) para a manipulacdo de isolados de diferentes arenavirus para fins
comparativos (Emonet et al. 2009).

Essas dificuldades levaram os diferentes grupos a adotarem critérios genéticos para
definir novas espécies do género Arenavirus. Bowen e colaboradores (Bowen et al. 2000)
propuseram o uso de um valor de corte utilizando uma distancia p ndo corrigida de 12% de
aminoacidos da NP. A justificativa se baseia no fato de que essa é a maior distancia intra-espécie
relatada e a menor distancia interespécies entre os arenavirus. Vale ressaltar que esse critério foi
projetado para sequéncias completas da NP. Apesar da possibilidade de definir valores de cortes
distintos para as diferentes espécies e linhagens ja descritas, no presente momento, é provavel
que 0 aumento do namero de sequéncias disponiveis nos bancos de dados, em breve, torne esses
valores e alguns critérios obsoletos (Charrel & de Lamballerie 2010, Zapata & Salvato 2013).
Portanto, ao invés de propor valores de corte, alguns autores preferem recomendar uma
investigacdo da diversidade genética das sequéncias homdlogas entre espécies mais proximas e o
uso desta informagdo em conjunto com outros critérios propostos pelo ICTV para desenvolver a
classificagdo taxondmica de virus recém-descobertos, respeitando suas especificidades (Charrel
et al. 2008, Emonet et al. 2009).



1.2.3. Replicacéo

Os arenavirus possuem um ciclo de replicacdo restrito ao citoplasma da célula. Cada
segmento de RNA gendmico se utiliza de uma estratégia de codificacdo ambisense para a sintese
de dois polipeptidios em orientacbes opostas, separados por uma regido intergénica nédo
codificante (IGR) que forma uma estrutura estavel, semelhante a um grampo de cabelo (Figura
1.3) (Meyer et al. 2002, Buchmeier et al. 2007). Os mRNAs virais s&o ndo poliadenilados e
possuem um namero extra de nucleotideos nao “templates” nas extremidades 3* e um “Cap” nas
suas extremidades 5°. O mapeamento de diversas regides da IGR levou a proposta de que a IGR
serve como um auténtico sinal de término da transcri¢do, fato que foi confirmado por estudos
mais recentes utilizando a tecnologia genética reversa (Meyer & Southern 1994, Tortorici et al.
2001, Lépez & Franze-Fernandez 2007, Qi et al. 2010).
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Figura 1.3. Esquema do ciclo de replicacdo dos arenavirus do Novo Mundo (1) a glicoproteina
1 (GP1) interage com o receptor de transferrina humana 1 (hTfR1) - o virus é
internalizado pela célula por endocitose mediada por clatrina; (2) fusdo entre o
virus e o endossomo - mediado pela GP2 com liberacdo da GP1; (3)
desnudamento;(4) transcricdo, traducéo e replicacdo dos dois segmentos gendmico;
(5) montagem da particula viral e (6) morfogénese e egresso do virus da célula por
brotamento (Radoshitzky et al. 2012).

A projecdo GP1 estad localizada na parte superior da particula viral é responsavel por
mediar interacdo dos arenavirus com os receptores de superficie das células alvo. O receptor

celular para os virus LCM e LAS € o a-distroglicano (a-DG) (Cao et al. 1998, Spiropoulou et al.



2002). Recentemente as familias TAM (Axl e Tyro3) e lectina tipo C (DC-SIGN e LSECtin)
também foram caracterizadas como receptores para 0 LASV (Shimojima & Kawaoka 2012).
Apos a ligagdo inicial a célula alvo, os arenavirus do Velho Mundo (VM) e os membros da Clade
C do Novo Mundo (NM), que caracteristicamente ndo estdo associados com clatrina, séo
envolvidos por vesiculas de parede lisa (Borrow & Oldstone 1994). Em contraste, 0s arenavirus
da Clade B do NM podem utilizar o receptor de transferrina humana 1 (hTfR1) como receptor
celular (Radoshitzky et al. 2007) e a endocitose parece ser dependente de clatrina (Martinez et al.
2007). A fusdo entre as membranas viral e celular é desencadeada pela acidificacdo do ambiente
do endossoma, 0 que parece alterar a conformacéo das GPs dos arenavirus, expondo um peptideo
fusogénico (Castilla et al. 1994, Di Simone et al. 1994, Di Simone & Buchmeier 1995, York &
Nunberg 2006), evento que auxilia a fusdo do virus com a membrana da célula hospedeira
(Gallaher et al. 2001, Eschli et al. 2006).

Apbs liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma da célula infectada, a polimerase viral
inicia 0s processos biossintéticos envolvidos na replicacdo do RNA e na transcricdo génica
(Figura 1.4). A transcricdo priméria se inicia na regido promotora do genoma localizada na
extremidade 3’ resultando na sintese dos MRNA da NP e da proteina L do segmentos S e L,
respectivamente. Posteriormente, a polimerase viral pode adotar a funcdo de replicase se
movendo através da IGR para gerar uma copia antigenoma da molécula RNA (agRNA). Este
agRNA servird como molde para a sintese dos mMRNAs das proteinas GPC (segmento S) e Z
(segmento L). As moléculas de agRNA véo servir também como moldes para a amplificacdo de
RNA correspondentes ao genoma dos arenavirus (Buchmeier et al. 2007, Emonet et al. 2009).

O transporte do complexo GPC ocorre através do reticulo endoplasmatico e pelo Golgi
(Urata & Yasuda 2012), seguido pela clivagem poés-traducional do GPC com a geracdo dos trés
componentes que formam o complexo GPC: o SSP, GP1 e GP2 (Buchmeier et al. 2007). A
geracdo de GP1 e GP2 parece ser mediada pela protease celular SKI-1/S1P para os arenavirus do
VM (Lassa e LCMV) e para os causadores de febre hemorragicas nas Ameéricas, isto é, para 0s
virus Junin, Machupo, Guanarito, Sabid e Chapare (Beyer et al. 2003, Kunz et al. 2003,
Pinschewer et al. 2003a, b, Rojek et al. 2008). Os trimeros de GP1/GP2 se associam através de
interacGes idnicas para formar as projecOes da superficie viral. Assim como a maioria dos virus
de RNA de polaridade negativa, os arenavirus sao liberados por brotamento da
ribonucleoproteina (RNP) viral, cuja montagem associada a superficie das membranas de células
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infectadas possibilita a expressdo das GPs virais dos arenavirus as mesmas (Figura 1.3) (Perez &
de la Torre 2003, Strecker et al. 2003, Urata et al. 2006, Wolff et al. 2013).
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Figura 1.4. Esquema representativo da estratégia de replicacdo ambisense dos Arenavirus
(Adaptado de Emonet et al. 2009).

1.2.4. RelagBes Genéticas e Antigénicas

Os arenavirus, de acordo com sua distribuicdo geogréfica, propriedades antigénicas e
variabilidade genética, tém sido classificados em dois grandes grupos (Salvato et al. 2005b): (i) o
grupo do VM (sorocomplexo Lassa - virus da coriomeningite linfocitica) composto
principalmente por virus do continente africano e (ii) o grupo do NM (sorocomplexo Tacaribe),
composto por todos os arenavirus identificados nas Américas.

O grupo do VM e composto pelo virus Lassa, LCMV, Ippy, Mobala, Mopeia, Lujo e
Luna que estdo relacionados aos roedores da familia Muridae, subfamilia Murinae. Os
arenavirus do NM, filogeneticamente, se dividem em trés linhagens, conhecidas como Clade A,
B e C (Figura 1.5). Enquanto a Clade C inclui apenas os virus Oliveros e Latino, a situacéo é
mais complexa para as outras clades. A Clade B possui oito membros (virus Machupo, Junin,

Tacaribe, Sabia, Guanarito, Amapari, Cupixi e Chapare). Todos o0s virus patogénicos



identificados no Novo Mundo, até 0 momento, estdo incluidos nessa clade, ndo importando o
gene utilizado na analise. A clade A pode ser dividida em A e A-recombinate (A-rec), devido a
origem quimérica do segmento S dos arenavirus norte-americanos. Fazem parte desta clade os
virus Pichinde, Pirital, Parang, Flexal, Allpahuayo, na Clade A e Tamiami, Whitewater Arroyo,
Bear Canyon que fazem parte da Clade A-rec. At¢ o momento, os arenavirus do NM
identificados estdo relacionados aos roedores da subfamilia Sigmodontinae e Neotominae
(Charrel et al. 2002, 2008, Salvato et al. 2005b, Charrel & de Lamballerie 2010).
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—
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Figura 1.5. llustracdo das relacGes filogenéticas entre a nucleoproteina das 25 espécies de
arenavirus reconhecidas pelo International Committee for Taxonomy of

Viruses (ICTV).
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Recentemente, novos arenavirus foram identificados em serpentes (Boa constrictor e
Corallus annulatus) e as evidéncias apontam que estes virus seriam 0s agentes etiologicos de
uma doenga “comum” entre cobras mantidas em cativeiro, o corpusculo de inclusdo (Stenglein et
al. 2012). A dinamica da infeccdo desses virus entre as cobras e o possivel risco de infec¢do em
humanos ainda é totalmente desconhecido. O que se sabe é que esses hovos membros do género
Arenavirus sdo geneticamente distantes dos previamente descritos e formam um terceiro grupo
no género (Bodewes et al. 2013, Hetzel et al. 2013). Este grupo parece ser ancestral aos demais e
suas glicoproteinas possuem alta similaridade com os filovirus, reforcando a hipdtese de que
talvez as familias Arenaviridae e Filoviridae tenham se originado a partir do mesmo ancestral
comum (Gallaher et al. 2001).

Os arenavirus, assim como outros virus de RNA, sdo altamente divergentes devido as
altas taxas de mutacdo, consequéncia de uma RdRp viral de baixa fidelidade e do rearranjo,
assim como, dos possiveis eventos de recombinacdo que contribuem para a diversificacdo viral
durante a evolucdo (Albarifio et al. 1998, Charrel et al. 2003). Embora seja possivel produzir
rearranjo de arenavirus in vitro, até 0 momento, ndo ha registros desses virus com rearranjo in
vivo (Lukashevich 1992). Quanto a recombinacgdo, parece ser rara com ocorréncia apenas entre
virus filogeneticamente relacionados (Archer & Rico-Hesse 2002, Charrel et al. 2002).

Neste cenario, é possivel deduzir que o principal motor da evolugdo dos arenavirus é a
alta frequéncia de erros de transcricdo viral, considerando que a taxa de mutacdo estimada dos
virus de RNA varia de 10 a 10 por nucleotideo incorporado durante a replicagdo (Holland et
al. 1992, Drake & Holland 1999). Estes resultados sdo consistentes com a heterogeneidade
genética observada entre os arenavirus (Sevilla & de la Torre 2006). A comparacdo de
sequéncias de segmentos gendmicos e de proteinas dos diferentes arenavirus demonstrou
identidades especificas que variam de 90-95% entre isolados da mesma regido geogréfica e 78 a
86% de virus isolados de diferentes regibes (Fulhorst et al. 2001, Charrel et al. 2008). A
diversidade genética dentro e entre 0s grupos de arenavirus isolados sugere que essa
heterogeneidade esta refletida na gama de hospedeiros e na capacidade de causar doenga no
homem sobre diferentes formas clinicas (Blasdell et al. 2008).

Diante desta diversidade, considerando que as proteinas com propriedades imunogénicas
mais acentuadas sdo a NP e as GPs, estudos tém revelado que existe uma reacdo soroldgica
cruzada entre os anticorpos usados para identificar os arenavirus do NM e do VM em testes de
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neutralizacdo cruzada e ou fixacdo de complemento (Webb et al. 1969, J Casals 1975). Os
anticorpos monoclonais produzidos contra 0 GP2 de dois arenavirus africanos reagiram
amplamente contra arenavirus americanos, demonstrando epitopos altamente conservados nesta
familia (Ruo et al. 1991). De uma forma mais estrita, anticorpos monoclonais contra a NP do
virus Junin reagiu apenas com arenavirus do NM ou reagiram apenas com isolados locais, o que
sugere uma forte estabilidade antigénica desses virus em certas areas (Sanchez et al. 1989).
Apesar desses resultados, varias tentativas falharam para definir mais claras diferencas
soroldgicas entre arenavirus Uteis para classificacdo das espécies (Howard 1993).

1.3. Febres Hemorragicas Americanas

Diante da escassez de informacdes sobre as febres hemorragicas causadas por arenavirus
no Brasil, onde existe um grande nimero de doencas endémicas com caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas semelhantes as arenaviroses, entre elas, a dengue, febre amarela e maléria, neste
topico, serdo abordados, além da patogenia e da imunologia, aspectos historicos das arenaviroses

americanas, com descricao dos casos e surtos identificados desde a década de 1950.
1.3.1 Patogenia e Resposta Imunoldgica

O conhecimento sobre a patogenia e a imunologia em resposta a infec¢do por arenavirus
ainda é escasso e controverso. O principal modelo de FHA por arenavirus na América do Sul é o
virus Junin (JUNV), que serd utilizado como modelo nesta secdo para exemplificar o
conhecimento existente sobre a patogenia e a resposta imune das FHAS.

A transmissdo dos arenavirus ocorre principalmente pela inalacdo de aerosséis. A
inalacdo de particulas virais parece resultar na infeccdo de macréfagos alveolares, seguida pela
migracdo destes macrofagos infectados para os linfonodos. A medida que o virus se replica, ele
se dissemina através do sistema vascular para os rins, suprarrenais, pulmdes, endotélio vascular,
sistema nervoso central e para 6rgéos linfoides (Grant et al. 2012).

Os arenavirus do NM invadem as células atraves de ligacdo com os receptores hTfR1,
expressos em uma grande variedade de tipos de células, cuja funcdo € mediar a endocitose de
transferrina ligada ao ferro e transportar o ferro através da membrana celular, para a sua
subsequente liberacdo no citoplasma. Este evento, consequentemente, permite a infecgéo
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pantropica observada durante as infec¢bes por arenavirus do NM (Andrews et al. 1978,
Radoshitzky et al. 2007).

Os macrofagos sdo alvos celulares principais na infeccdo por arenavirus (McKee et al.
1987). Na década de 1980, em uma série de casos de FH Argentina (FHAr) foi possivel
demonstrar os efeitos citopaticos nos macrdéfagos, nos quais foi identificada a brotacdo viral a
partir da membrana plasmatica, além de antigenos virais por imunofluorescéncia. A destruicao
dos linfonodos e de algumas areas do bago também foi observada em casos fatais de FHAr,
demonstrando o tropismo viral para o tecido linfatico (Gonzélez et al. 1980, Ambrosio et al.
1986, 1990). Desta forma, o tropismo do JUNV por macrofagos pode ser um importante
mecanismo de evasdo do sistema imunolégico e também desempenhar um papel na sindrome de
choque fatal que ocorre em alguns graves de FHAr (Mclay et al. 2013).

Embora uma imunossupressao generalizada seja a principal caracteristica da infeccéo
pelo LASV), nos pacientes infectados pelo JUNV o que se observa predominantemente sdo 0s
elevados niveis de citocinas. Individuos com FHAr apresentam aumentos nos niveis de TNF,
IFN, IL-6 e IL-10 (Levis et al. 1985, Heller et al. 1992, Marta et al. 1999). Os pacientes com a
doenca exacerbada e casos fatais demonstram consistentemente niveis elevados de TNF e IFN
(Levis et al. 1985, Heller et al. 1992). Curiosamente, embora estes niveis aumentados de
citocinas sejam observados em pacientes infectados por JUNV, macr6fagos infectados in vitro
ndo apresentam qualquer aumento na producédo de citocinas, tais como IFN, TNF, IL-10, IL-6 e
IL-12 (Groseth et al. 2011). Assim, a partir deste estudo foi possivel concluir que o aumento dos
niveis de citocinas observado em pacientes com FHAr devem ser proveniente de outra fonte,
possivelmente de células dendriticas, cujo papel na producdo de citocinas induzidas pelo virus
JUN ainda ndo foi estabelecido (Mclay et al. 2013). Uma teoria proposta é de que as citocinas
possam ser importantes no controle da replicacdo do virus nas fases iniciais da infeccdo e que
uma resposta atrasada possa contribuir para uma evolu¢do mais grave da doenca (Groseth et al.
2011).

Inversamente ao que se observa com 0s pacientes com quadro hemorragico, a presenca de
dano vascular limitado é frequente e caracteristico nos pacientes que sofrem de FH causada pelo
JUNV (Weissenbacher et al. 1987). O receptor para JUNV, o TfR1, é altamente expresso em
células endoteliais vasculares e estas células suportam elevados niveis de replicacdo do virus,
como observado in vitro (Andrews et al. 1978, Radoshitzky et al. 2007).
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Embora os arenavirus ndo sejam citopatogénicos e ndo causem lesdes vasculares in vivo
(Weissenbacher et al. 1987, Gomez et al. 2003), a infec¢do experimental das células endoteliais
tem demonstrado um aumento na producgdo de 6xido nitrico (NO) e de prostaglandina PGI2
(Gomez et al. 2003). Assim, a liberacdo destes mediadores vasoactivos pode ser a causa do
aumento da permeabilidade vascular durante a infeccdo de células endoteliais pelo JUNV que
contribuem para o choque posterior observado nos pacientes com a forma grave da FHAr (Mclay
et al. 2013).

Células endoteliais experimentalmente infectadas pelo JUNV apresentam um aumento da
expressdao de moléculas de adeséo celular - ICAM-1 e VCAM-1- e niveis reduzidos do factor de
coagulacdo de von Willebrand (FVW), embora, contraditoriamente, os pacientes com FHAr
apresentam niveis de FVW aumentado em amostras de soro (Molinas et al. 1989, Gomez et al.
2003). Esta discrepancia sugere que o FVW seja proveniente de uma outra fonte e ndo das
células endoteliais. Em adi¢do, considerando a capacidade do plasma de pacientes com FHAr em
inibir a agregacdo de plaquetas normais in vitro, uma caracteristica também encontrada em
pacientes infectados por outros arenavirus, tem sido hipotizada a existéncia de um desconhecido
inibidor da agregacdo de plaquetas no plasma (Cummins et al. 1990). Ainda no contexto do
quadro hemorragico observado nos individuos infectados pelo JUNV, a trombocitopenia, as
atividades do complemento e de coagulacdo do sangue se apresentam reduzidas e contribuem
para a coagulopatia e edema observado na FHAr (de Bracco et al. 1978, Heller et al. 1995).

Em estudos experimentais de infec¢cdo em macacos rhesus, saguis e porcos-da-india pelos
arenavirus causadores de febres hemorragicas, foi possivel reproduzir lesdes semelhantes a casos
humanos notificados de FHAr. Os achados mais comuns foram: hemorragia, necrose da medula
6ssea, necrose hepatocelular leve e encefalomielite (Kastello et al. 1976, Green et al. 1987).
Embora muitas vezes haja necrose de linfocitos adjacentes, os macréfagos séo as células mais
frequentemente envolvidas (Gonzalez et al. 1980). No rim, um grande numero de particulas
intracitoplasmaticas semelhantes aos arenavirus foram encontradas nos tubulos distais, em
concordancia com a necrose tecidual grave e a presenca de grande quantidade de antigeno de
JUNV que tém sido demonstrado em estudos morfologicos (Cossio et al. 1975). Por fim, estudos
morfoldgicos realizados com tecido da medula éssea tém demonstrado que existe um sequestro
agudo e transiente de hematopoiese, com hipocelularidade, mas sem sequelas hematoldgicas
permanente em sobreviventes (Ponzinibbio et al. 1979).
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1.3.2. Febre Hemorragica Argentina

A FHAr, uma doenca febril aguda com manifestagdes hemorrégicas e neurolégicas, foi
descrita por Arribalzaga em 1955 na regido agricola da Argentina. Essa doenca ocorria de forma
epidémica ao redor do municipio de Junin desde 1943. No entanto, o JUNV s0 foi descoberto
oito anos apOs sua descricdo inicial por Parodi e colaboradores (1958) e posteriormente
confirmado por Pirosky e colaboradores uma década depois (1959), quando surtos anuais de
FHAr vinham sendo registrados sem interrupcao (Enria et al. 1998a).

O principal reservatério natural do JUNV € o roedor Calomys musculinus, embora esse
virus também ja tenha sido isolado dos 6érgdos e fluidos corporais de outros roedores como C.
laucha e Akodon azarae e, ocasionalmente, de Mus musculus, Necromys obscurus e
Oligoryzomys flavescens (Mills et al. 1991, Sabattini et al. 1997). A espécie C. musculinus
apresenta habitos generalistas e, embora mais frequentemente capturado em ambientes de
fronteira estavel, pode ser encontrada em campos de cultivo e poés-colheita se alimentando de
grdos de milho e soja. Este roedor e raramente capturado dentro ou ao redor das habitages
humanas, embora possa habitar parques e as redondezas de areas subdesenvolvidas adjacentes
aos pampas argentinos (Mills et al. 1992, Ellis et al. 1997).

A érea endémica da FHAr inclui apenas uma parte da distribuicdo geogréafica das espécies
C. callosus, que é comum e amplamente distribuido na Argentina central e noroeste. A incidéncia
anual de HFAr esta diretamente associada com densidades populacionais locais do reservatorio,
que atinge sua densidade maxima durante o outono, coincidindo com a colheita das principais
plantagdes iniciadas no verdo (Nowak 1991, Mills et al. 1992).

Acredita-se que 0 JUNV se mantém nas populacbes de roedores em ciclos enzodticos
principalmente através de transmissdo horizontal por encontros agonistas (Mills et al. 1994) e
que, quando transmitido verticalmente, podem ter efeitos deletérios importantes sobre esses
animais. Os recém-nascidos da espécie C. musculinus experimentalmente infectados com o
JUNV tém alta mortalidade (70%), os sobreviventes apresentam baixo desempenho e
fecundidade reduzida com viremia e viraria persistentes (Vitullo et al. 1987, Vitullo & Merani
1988). Em contrapartida, os animais adultos infectados demonstram padrdes diferentes de

resposta: (i) metade dos animais desenvolvem anticorpos com clearence viral, (ii) o restante
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desenvolve viremia crénica com eliminagdo persistente do virus na urina e na saliva, sem
nenhum efeito deletério aparente (Vitullo & Merani 1990).

Estudos de populacbes de roedores silvestres demonstram que a infeccdo em C.
musculinus é mais frequente entre machos do que fémeas e esta diretamente correlacionada com
a idade e a presenca de feridas ou cicatrizes nesses animais, sugerindo que encontros agressivos
entre 0s machos adultos possam ser um importante mecanismo de transmissdo dentro das
populacbes de reservatérios. Embora a infeccdo no roedor reservatorio possa ser alta, ela
geralmente é baixa, mesmo em locais com um alto nimero de casos de FHAr (Mills et al. 1991).
Estudos eco-epidemioldgicos tém demonstrado que ha uma predominancia de C. musculinus em
habitats lineares, como beiras de estradas, apontando para um diferente padrdo, no que diz
respeito ao ambiente da infeccdo, levando a crer que as infecgdes humanas ocorrem no contato
com roedor ao longo das bordas dos campos ou beiras de estradas, ao entrar ou ao sair dos
campos, e nao dentro deles durante a colheita (Mills et al. 1992).

Outros fatores, além da presenca do roedor infectado, estdo associados a incidéncia de
FHAr. Fatores climéticos sdo importantes por sua influéncia direta na densidade populacional
dos roedores. Nos pampas argentinos, a precipitacdo e a temperatura tém sido documentados e 0s
dados demonstram que os verGes mais quentes e secos seguidos de invernos rigorosos e
chuvosos contribuem para a diminuicdo da densidade de roedores e consequente diminuicdo do
namero de casos de FHAr (Mills et al. 1991, 1992). Altera¢cBes nos principais tipos de gréos
cultivados na regido, alteracdes antropogénicas (queimadas, desmatamentos) no habitat natural
de C. callosus, e variacdo na intensidade do uso de inseticidas e herbicidas de acordo com as
condicdes econdmicas do produtor sdo outros fatores de importancia que tém sido implicados no
aumento ou diminuigdo da incidéncia da doenca (Maiztegui & Sabattini 1977).

A FHAr ocorre nos pampas Umidos, a area mais fértil da Argentina, que dependem da
agricultura para a sua prosperidade. A area endémica da FHAr é em grande parte uma colcha de
retalhos de campos de cultivo, cortada por linhas lineares de habitats de fronteiras relativamente
estaveis a partir de estradas, rodovias, linhas de cercas e ferrovias (Enria et al. 1998b).

Uma caracteristica epidemiologica marcante da FHAr é a sua expansdo geogréafica
constante e progressiva, que ocorreu rapidamente nos anos seguintes a sua descoberta e que
continua até o presente. Em 1958, os casos estavam limitados a uma area de aproximadamente
16.000km?, com cerca de 270.000 pessoas vivendo em éreas de risco. Atualmente, a regifo
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endémica/epidémica abrange uma area de cerca de 150.000 km? com 3 milhdes de habitantes,
abrangendo as provincias de Buenos Aires, Cérdoba, Santa Fé e La Pampa (Figura 1.6)
(Maiztegui et al. 1986, Enria et al. 1998b, Ambrosio et al. 2011).

A incidéncia da FHAr ndo é a mesma em diferentes &reas dos pampas argentinos ou em
diferentes anos. Em geral, é mais elevada durante um periodo de 5 a 10 anos nas areas recém
envolvidas e depois tende a diminuir. A extensdo geografica da FHAr na ultima década tém sido
menor do que a observada anteriormente. No entanto, verifica-se um aumento, continuo e
moderado, da extensdo geografica rumo ao norte seguindo a distribuicdo do roedor reservatorio,
assim como uma reemergéncia nas areas histéricas onde a doenca clinica ndo havia sido

notificada nos dltimos 10 anos (Garcia et al. 1996).

I 1958 - 1962
I 1963 - 1969
I 1970 - 1974
[ 11975-1979
[ ]1980-1984
[ ]1985-2010

CORDOBA SANTA FE

LA PAMPA

BUENOS AIRES

Figura 1.6. Extensdo progressiva da febre hemorragica argentina no periodo de 1958 a
2010 (Adaptado de: Ambrosio et al. 2011).

As epidemias de FHAr ocorrem anualmente com um ndmero varidvel de casos, de

histdricos 3.500 a 30-50 casos confirmados, atualmente, por ano (Ambrosio et al. 2011). Casos
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da doenca ocorrem ao longo do ano, predominantemente, durante o outono e inverno, o principal
periodo de colheita na Argentina, com um pico de incidéncia no més de maio (Garcia et al.
1996).

A doenga é quatro vezes mais prevalente em homens do que em mulheres e entre
trabalhadores rurais, na faixa etaria ampla de 15 a 65 anos. Criangas menores de 14 anos de
idade constituem cerca de 10% dos casos anuais, sendo rara em individuos com menos de 4 anos
de idade e, excepcional, naqueles com menos de 2 anos de vida. A distribuicdo sazonal da
doenca e a alta prevaléncia em trabalhadores rurais masculinos refletem a exposi¢ao ocupacional
dos seres humanos ao roedor reservatorio do JUNV. A incidéncia anual dentro da area endémica
pode ser tdo baixa quanto 1 em 100.000 , mas nas areas de maior atividade que atinge 140 por
100.000 habitantes e 355 por 100.000 homens adultos (Enria et al. 1986, 1998b).

Nos primeiros anos do reconhecimento da FHAr, os individuos infectados trabalhavam
em contato direto com a terra com as colheitas realizadas manualmente. Com o avan¢o da
tecnologia na agropecudria, as praticas agricolas mecanizadas tornaram-se comuns na regido,
mas os trabalhadores do campo, especialmente os motoristas de trator, continuaram a se infectar
(Enria et al. 1998a). A infeccdo dessa populacdo parece estar associada com a inalacdo de
aerossois infecciosos gerados durante o processo de colheita mecanizada ou com exposicéo a
aerossois primarios de urina de roedores infectados ou contato com materiais contaminados. De
uma forma geral, a FHAr ndo é contagiosa, apesar da transmissao pessoa-pessoa ja ter sido
documentada através de contato intimo entre pacientes convalescentes e suas parceiras (Briggiler
et al. 1987).

A FHAr possui um inicio insidioso, ap6s um periodo de incubacdo que pode variar, em
média, de 4 a 21 dias. Inicialmente o individuo infectado apresenta calafrios, mal-estar, anorexia,
cefaleia, mialgias e hipertermia moderada. Depois de dias, surgem manifestacdes
gastrointestinais, neuroldgicas, cardiovasculares, além de sinais e sintomas constitucionais
caracterizados por dores nas costas, dor retro-orbitaria, nduseas ou vomitos, fotofobia e tonturas.
Na primeira semana de doenca, ao exame fisico se observa rubor de face, pescogo e da parte
superior do torax, hiperemia conjuntival e edema periorbital. As membranas da orofaringe estéo
congestionadas e as gengivas podem sangrar espontaneamente ou sob uma ligeira pressdo. Um
enantema caracterizado por petéquias e pequenas vesiculas é quase sempre encontrada no palato
mole (Figura. 1.7) (Maiztegui 1975, Harrison et al. 1999).
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Figura 1.7. Febre hemorrégica argentina: (A) Enantema em palato mole e (B) gengivas

hiperemiadas com sangramento espontaneo. Fotos gentilmente cedidas pela
Dr? Silvana Levis (Instituto de Doencas Virais Dr. Julio |. Maiztegui
(INEVH) /Argentina).

A maioria dos pacientes tem petéquias cutaneas nas regides axilares, parte superior do
torax e bracos. Os ganglios linfaticos tornam-se maiores, principalmente nas regides cervical e
lateral. Bradicardia e hipotensdo ortostatica sdo comuns. Geralmente ndo ha hepatomegalia ou
esplenomegalia e ictericia € muito rara. No fim da primeira semana de evolucgdo, oliguria e
diferentes graus de desidratagdo podem ocorrer. Sinais neurolégicos como irritabilidade, letargia,
leves tremores da mao e lingua sdo comuns. Ataxia moderada, hiperestesia cutanea e uma
diminuicao dos reflexos e da tonicidade muscular também podem estar presentes. Nas mulheres
infectadas é comum uma metrorragia leve ou moderada e, em alguns casos, pode ser 0 primeiro
sinal clinico da doenca (Ambrosio et al. 1990, Enria et al. 1998b, Harrison et al. 1999).

Durante a segunda semana da doenca, embora cerca de 70% a 80 % dos doentes
apresentem melhora clinica, o quadro clinico pode se agravar, entre 0 8° e 12° dia apds o inicio
da doenga, com surgimento de hemorragias graves como hematémese, melena, hemoptise,
epistaxe, hematomas, metrorragia, ou hematuria, além de manifesta¢cdes neurologicas, choque e
infeccBes bacterianas secundarias como pneumonia e septicemia. As manifestacdes neuroldgicas
graves geralmente comegam com confusédo mental, aumento da irritabilidade e da intensidade dos

tremores, que sdo seguidos de delirio, convulsdes generalizadas, edema cerebral e coma. A
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maioria dos casos graves de FHAr apresenta manifestacdo neurologica. A insuficiéncia renal
aguda é rara, mas pode ocorrer em casos terminais ou ap6s periodos prolongados de choque,
consequente a necrose tubular aguda (Maiztegui 1975, Vitullo & Merani 1988, Enria et al.
1998a, Harrison et al. 1999).

Evolutivamente, entre a segunda e a terceira semana de doenca, passando por um periodo
convalescenca prolongada, ocorre a recuperacao do paciente que pode evoluir com alopécia
astenia, irritabilidade e alteracbes de memoria que desaparecem gradualmente ao longo de um
periodo de 1 a 3 meses (Maiztegui 1975, Vitullo & Merani 1988).

Casos de FHAr durante a gravidez nao sao comuns, mas a letalidade pode ser maior do
que 50% em mulheres que contraem a doenca no ultimo trimestre da gestacdo, devido ao
reconhecimento tardio da doenca e a incapacidade de administrar o tratamento especifico.
Malformagdes congénitas, morte fetal e morte do recém-nascidos também foram relatados.
(Briggiler et al. 1990). Criancas tendem a ter um curso clinico mais brando e, assim, casos fatais
e graves sdo pouco comuns nessa faixa etaria. O tratamento da FHAr consiste em terapia
especifica e de suporte (Enria et al. 1998a).

O tratamento especifico disponivel para FHAr é a transfusdo de plasma imune nos
primeiros oito dias do inicio dos sintomas. Este tratamento reduz a taxa de letalidade (15% a
30%) para menos de 1% e é normalizado com base na quantidade de anticorpos neutralizantes
contra JUNV infundidos (Maiztegui et al. 1979, Enria et al. 1984). A eficacia do tratamento com
plasma hiperimune parece ser devido a capacidade de neutralizac&o viral dos anticorpos ja que 0s
niveis de viremia de pacientes se apresentam reduzidos apds a transfusdo com plasma imune e 0s
pacientes tratados com plasma, geralmente possuem titulos mais baixos na fase convalescente.
Neste contexto, bancos de plasma foram criados em areas endémicas, a fim de coletar o soro de
individuos que sobreviveram, considerando, no entanto, que o tratamento com plasma imune nao
acarreta nenhum beneficio para os pacientes quando administrado oito dias apds o inicio da
doenca (Enria & Maiztegui 1994).

Ainda, durante a fase de convalescéncia, 10% dos pacientes tratados com plasma imune
desenvolvem uma sindrome neuroldgica tardia. Esta sindrome aparece depois de um periodo
médio de 20 dias (de 7 a 80 dias), caracterizada por febre sinais cerebelares e paralisia do nervo
craniano, no qual o paciente ndo apresenta nenhuma manifestacdo semelhante as do periodo
agudo FHAr. (Maiztegui et al. 1979, Enria et al. 1985). Durante a sindrome neurolégica tardia, o
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liquor pode conter dezenas a centenas de células com niveis normais de agucar e proteinas ou
niveis ligeiramente aumentados. A utilizacdo de ribavirina endovenosa também pode ser Gtil no
tratamento de pacientes com FHAr e talvez seja uma importante alternativa, uma vez que o
numero de individuos infectados com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e hepatite C nos
pampas esta cada vez maior, fazendo com que a selecdo de doadores se torne mais dificil (Enria
et al. 1987, Enria & Maiztegui 1994).

Em relagdo ao tratamento, medidas de suporte devem ser realizadas considerando a
importancia de uma hidratacdo adequada e a necessidade de controle das alteraces neurologicas,
da hemorragia, do choque e das infecgdes bacterianas secundarias. As injecdes intramusculares e
subcutaneas sdo totalmente contra-indicadas por causa do risco de hematomas e, embora as
transfusdes de plaquetas sejam realizadas, a natureza complexa da coagulopatia e a experiéncia
clinica ttm demonstrado que elas ndo séo Uteis (Maiztegui 1975).

Exames laboratoriais podem auxiliar no diagnostico clinico precoce. Durante a fase
aguda, é possivel observar leucopenia e trombocitopenia com uma taxa de sedimentacdo normal
ou reduzida. Quase invariavelmente, ha proteiniria e sedimento urinério hialinos contendo
hemacias. A creatinina sérica e ureia estdo dentro dos limites normais ou aumentadas em
proporcdo a desidratacdo e ao choque dos pacientes graves. Elevacbes discretas da aspartato
transaminase (AST), creatina fosfoquinase (CPK) e lactato desidrogenase (LDH) sdo comuns e
hiperbilirrubinemia ou hiperamilasemia sdo raros. Durante a doenca aguda o liquido
cefalorraquidiano é normal, mesmo em pacientes com doenga neuroldgica grave (Maiztegui
1975, Vitullo & Merani 1988, Harrison et al. 1999).

Na FHAr, assim como nas outras FHA, a viremia ocorre durante todo o periodo febril
agudo e o arenavirus pode ser facilmente isolado a partir de sangue e de tecidos linféides de
casos fatais. O isolamento, geralmente, é realizado em células Vero e a co-cultura de células
mononucleares do sangue periférico melhora a sensibilidade na recuperagdo do virus (Ambrosio
et al. 1986).

A presenca do virus pode também ser detectada pelo ELISA ou pela reacdo em da cadeia
da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) e, nos casos fatais, também pela imuno-
histoquimica (Peters et al. 1973, 1987). Embora os testes de neutralizacdo apresentem maior
sensibilidade e sejam importantes para confirmar as espécies de arenavirus em soros de
pacientes, a dificuldade em sua execucdo, em decorréncia da necessidade da manutencdo de
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diferentes espécies de arenavirus em laboratério NB-4 (Sanchez et al. 1989), faz com que o teste
ELISA seja o método de escolha para o diagnostico sorologico. A RT-PCR tem sido aplicada
com sucesso e pode desempenhar um papel no estabelecimento de diagnostico etioldgico em
doentes que evoluiram para o 6bito antes do surgimento dos anticorpos especificos (Lozano et al.
1993, 1995).

Desde a identificacdo da FHA, estratégias de controle e prevencdo vém sendo planejadas
e desenvolvidas. Considerando, no entanto, a impossibilidade da eliminacdo de todos os roedores
que funcionam como reservatérios do virus JUN, esforgos para reduzir a incidéncia FHAr foram
voltados para obtencdo de uma vacina.

Como resultado de um projeto internacional colaborativo, em 1979, uma cepa viral do
JUNV foi desenvolvida e usada como principio ativo para uma vacina chamada Candid#1
(Barrera Oro & McKee 1991, McKee et al. 1993, Enria & Maiztegui 1994, Enria et al. 1998b).
Os ensaios clinicos de fase I, 11 e I, realizados entre 1985 e 1990 demonstraram que a vacina
Candid#1 é segura imunogenicamente, com, aproximadamente, 95% de soroconversdo e eficaz
em homens entre 15 e 65 anos e que a resposta imunoldgica especifica a partir da deteccdo de
anticorpos neutralizantes se mantem por até 13 anos ap0s a imunizacdo em mais de 90 % dos
vacinados (Levis et al. 1993, Maiztegui et al. 1998, Enria et al. 2010).

Até o momento, aproximadamente 330.000 doses da vacina Candid#1 foram distribuidas
em quatro provincias da Argentina: Buenos Aires, Céordoba, Santa Fé e La Pampa (Informe para
la XXVII Reunion anual de la fiebre hemorragica Argentina, Ministrio de Salud Argentino

X

2013). No entanto, a Candid#1 é considerada uma vacina "6rfa", por seu baixo apelo comercial,
ja que apenas um numero restrito de doses séo distribuidas anualmente e por seu uso limitado a
uma regido especifica da Argentina, fazendo que ndo haja interesse comercial da industria
farmacéutica (Lang & Wood 1999).

Neste contexto, a vacina ndo foi aprovada pelo FDA, devido ndo somente a falta de
documentacdo adequada, mas também pela falta de composicdo genética detalhada da cepa da
vacina, pela associacdo com a doenca de pé e boca em vérias regides da Argentina, e pelo
desconhecimento da base molecular do fendtipo atenuado da Candid#1 (Maiztegui et al. 1998,
Ambrosio et al. 2011). A Gnica mudanga de residuo, F4271, no dominio da glicoproteina G2 de
transmembrana parece ser responsavel pelo fenétipo atenuado, embora 0 mecanismo para este
efeito continue por se resolver. Acredita-se que esta substituicdo ndo afete a capacidade do virus
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de utilizar o receptor TfR1, mas possivelmente interfira na fusdo ou na maturacao viral (Albarifio
etal. 2011).

Com a falta de interesse das companhias farmacéuticas, o governo argentino decidiu
patrocinar e investir na producgéo da vacina Candid#1, capacitando o Instituto de Doencas Virais
Dr. Julio 1. Maiztegui (INEVH) que assumiu a producdo nacional da vacina (Ambrosio et al.
2006). Em 1991, decidiu-se vacinar populacGes adultas de alto risco para infec¢do pelo JUNV,
em &reas selecionados por uma alta incidéncia de FHAr nos cinco anos anteriores & vacinagao.
As campanhas ocorreram até o ano de 2007, quando a vacina foi implementada no calendario
nacional de vacinacdo argentino. A vacina € disponivel para individuos maiores de 15 anos, de
ambos 0s sexos, que residem ou exercem atividades em localidades das quatro provincias onde
tenha ocorrido casos de FHAr nos ultimos anos. A vacina é contra indicada para
imunossuprimidos, gestantes ou mulheres que ainda estejam amamentando e individuos que
tenham recebido vacinas ou mesmo gamaglobulinas a menos de um més (Enria et al. 2010)

A vacinacdo de adultos em alto risco de exposi¢do ao JUNV em 1991 e a introducdo da
vacina no calendario nacional em 2007 resultaram num declinio significante do nimero de casos
de FHAr. Estudos realizados pelas autoridades de saude argentina demonstraram que de um total
de 221 confirmados, entre 2001 e 2010, 147 (67%) eram do sexo masculino e 74 (33%)
mulheres, 30 casos (14%) tinham menos de 15 anos e 179 (81%) tinham entre 15 e 65 anos. Uma
andlise das ocupacdes por parte dos pacientes, no momento da doenca, sugere que apenas 15%
eram, exclusivamente, trabalhadores rurais. Dos 20 casos fatais, apenas quatro (20%)
trabalhavam no campo. Em comparacdo com o padrdo classico da FHAr, a proporcdo de
mulheres infectadas aumentou e a prevaléncia de ocupacdes ndo agricolas diminuiu (Ambrosio et
al. 2011). Este novo cenario epidemioldgico indica a necessidade de adaptar as estratégias de
cuidados de saude primarios, a fim de alcancar o diagndstico precoce e o tratamento da doenca
além da necessidade e da importancia de se ajustar o programa de vacinacgdo a disponibilidade de

vacina e ao risco-beneficio de sua aplicagao.
1.3.3. Febre Hemorragica Boliviana

Durante os anos de 1959-1962, casos isolados de uma doenca conhecida como "tifo
negro" foram observados principalmente entre 0os homens em areas remotas do departamento de

Beni na Bolivia. Os primeiros casos dessa doenca ocorreram no inicio do ano de 1959 nos
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arredores da cidade de San Joaquin. No final da década de 1950, com a tentativa sistematica, por
parte do governo, de estabelecer nesse departamento a agricultura de subsisténcia, houve
aumento do nimero de casos da doenca, culminando, em 1962, com a ocorréncia de 107 casos e
44 obitos (41% de letalidade) em uma vila de 600 habitantes, na cidade de Orobayaya. Os
moradores abandonaram as suas residéncias, casas foram queimadas, animais e terras foram
deixados para tras ja que as investigacdes do Ministério da Saude boliviano e dos médicos locais
ndo foram capazes identificar a etiologia e de desenvolver uma estratégia de controle.
(Mackenzie et al. 1964a, Peters 2006). Até 1962, numa populacdo de 4.000 a 5.000 habitantes
das provincias de Itinez e Mamoré, aproximadamente 407 casos e 142 Obitos foram relatados ao
Ministério da Saude boliviano. No ano seguinte, a doenca ultrapassou 0s arredores e avancou
para o interior da cidade de San Joaquin, uma cidade que na época possuia cerca de 3.000
habitantes. Num periodo de um ano (1963 a 1964), ocorreram 637 casos (21% dos habitantes
infectados), em pessoas de diferentes sexos, idades e ocupacdes, com aproximadamente 18% de
letalidade (Mackenzie et al. 1964b, Vainrub & Salas 1994b).

Com o0 aumento do investimento nas pesquisas e com o auxilio de instituicbes
internacionais, em 1963, o virus Machuco (MACV), agente etiolégico da febre hemorragica
boliviana (FHBO0), foi isolado do bago de um caso fatal (Johnson et al. 1965).

Com caracteristicas antigénicas semelhantes ao JUNV, os estudos tomaram novos rumos
a procura de padrdes semelhantes aos da FHAr (Wiebenga 1965). Extensos estudos foram
realizados com capturas de pequenos mamiferos e artrépodes, mas o virus foi apenas isolado de
roedores da espécie Calomys callosus. Assim, foi possivel concluir que o MACV infecta
cronicamente estes roedores e que a transmissdo ocorre diretamente para 0s seres humanos, da
mesma forma que o JUNV na Argentina (Johnson et al. 1966). A ligacdo definitiva entre o
roedor e a FHBo foi realizada quando os roedores foram removidos em metade da cidade de San
Joaquin, com o consequente desaparecimento da doenga nesta regido, cerca de duas semanas
mais tarde, a0 mesmo tempo em que o0s casos da FHBo continuaram sendo notificados na area
sem remocao dos roedores (Kuns 1965, Mercado 1975).

A distribuigdo do roedor C. callosus inclui areas secas e subumidas do leste da Bolivia,
norte da Argentina, Paraguai e no centro-oeste do Brasil (Nowak 1991). Independentemente do
status taxondmico do género Calomys, estudos demonstram que as espécies de roedores
reservatorios do MACV coletadas em Beni, possuem uma historia evolutiva diferente, formando
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uma linhagem monofilética independente das outras encontradas na América do Sul, o que
poderia explicar por que essa doenga s ocorre no nordeste da Bolivia e ndo em toda a extensao
onde essa espécie de roedor é encontrada e confirma o elevado grau de especificidade de
hospedeiro encontrado entre arenavirus e seus mamiferos reservatorios (Salazar-Bravo et al.
2002). Corroborando com esses dados, uma analise de sequéncias do TfR1 de roedores
identificou residuos que parecem ter sido selecionados positivamente e esses residuos estéo
localizados no dominio de TfR1 que interage com a GP do virus MAC. Essas muta¢des que
ocorrem naturalmente séo capazes de prevenir a ligacdo do MACV, mantendo a funcionalidade
TfR1 (Demogines et al. 2013). Fato que chama a atencdo, pois a maioria das mutacbes que
conferem protecdo contra a infeccdo fazem isso com algum dano para o hospedeiro, devido a
perda de funcionalidade da proteina. Estas variacbes sdo capazes de conferir protecdo em
roedores e variantes similares da infecgdo pelo MACV (Demogines et al. 2013).

Em estudos utilizando de col6nias de C. callosus criados em laboratorio, os animais
infectados ao nascerem com o MACV permaneceram infectados durante toda a vida, com
viremia e virdria persistentes, sem soroconversdo. Esses animais também apresentaram uma
diminuicdo da massa corporal e sua capacidade de reproducdo foi reduzida em cerca de 95%
(Justines & Johnson 1969, Webb et al. 1975a). Curiosamente, quando infectados na fase adulta,
50% dos animais foram capazes de eliminar a infeccdo enquanto a outra metade se manteve
cronicamente infectada (Justines & Johnson 1969). Um achado interessante é que a maioria dos
roedores C. callosus naturalmente infectados pelo virus MAC apresentam esplenomegalia
(Mercado 1975).

Roedores dos géneros Oryzomys e Proechimys infectados experimentalmente
desenvolveram anticorpos neutralizantes contra 0 MACV, sem sinais aparentes de doenca ou de
cronificacdo da infeccdo (Johnson et al. 1965). O mesmo né&o foi encontrado durante as pesquisas
em pequenos mamiferos da regido onde, além do roedor C. callosus, nenhum outro animal foi
encontrado naturalmente infectado pelo MACV (Johnson et al. 1966). Tentativas de infectar
outros animais como gatos, galinhas, porcos, marsupiais e cavalos também néo resultaram em
infeccdo aparente e anticorpos neutralizantes foram encontrados apenas em cavalos e gatos
(Webb et al. 1967).

As atividades agricolas dominam a economia do norte da Bolivia, onde muitos
trabalhadores estdo empregados na agricultura e pecuéria (Kilgore et al. 1995). Trabalhadores
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rurais residem por periodos prolongados em areas rurais também habitadas por C. callosus, em
casas de fazenda construidas com paredes parcialmente abertas que podem facilitar o acesso dos
roedores ao domicilio. Assim, a exposi¢do humana a roedores infectados podem ocorre em torno
de abrigos dos trabalhadores agricolas ou durante o trabalho nos campos e pradarias da regido
onde a FHBo é endémica (Mackenzie et al. 1964b, Kuns 1965, Kilgore et al. 1995).

Dentro dessa regido os animais infectados com o MACV foram encontrados em partes
das provincias de Itenez, Mamoré e Yacuma do departamento de Beni, na Bolivia. Assim, como
um problema de saude publica, o controle de C. callosus foi restrito a uma parte do departamento
medindo cerca de 28.000 km? e habitado, na década de 1960, por cerca de 50.000 pessoas. A
criacdo de gado e agricultura de subsisténcia eram, e ainda sdo, as principais ocupacfes da
populacdo residente nessa regido. O transporte era feito por via fluvial, aéreo, a cavalo ou carro
de bois. As quatro cidades onde a maioria dos casos ocorreram sdo: Magdalena, San Joaquin,
San Ramon, e Santa Ana todas com populac@es entre 2000 e 5000 pessoas (Figura 1.8) (Kuns
1965).

No ano de 1964 a transmissdo da FHBo diminuiu abruptamente, de uma média de 1,1
casos por dia para 0.24, ap6s a implementacdo do controle dos roedores reservatérios no
municipio de San Joaquin. Um total de 3.020 roedores (2.896 C. callosus) foram capturados, nas
primeiras trés semanas do programa, e muitos mais, morreram em decorréncia do uso, pelos
agentes de controle, de fosfato de zinco (Kuns 1965). Com o sucesso deste procedimento, um
programa regular foi mantido no qual cada casa foi inspecionada com 15 armadilhas por trés
noites consecutivas de cada més. Cerca de 80 roedores do género Calomys foram capturados por
més, de Agosto 1964 a Marco de 1965 (Mercado 1975).

No inicio de 1965, 24 novos casos de FHBo ocorreram em San Joaquin, e todos foram
fortemente correlacionados com as casas onde o maior nimero de roedores foram capturados. A
maioria dessas casas estavam localizadas na area noroeste da cidade. A partir de marco 1965
foram feitos intensos esforgos para eliminar roedores nestas casas. O nudmero de armadilhas
triplicou , fosfeto de zinco foi novamente utilizado por um curto periodo e cartolinas polvilhadas
com talco foram colocados sob telhas curvas ao longo de potenciais caminhos de roedores e em
torno das casas. Quando os agentes detectavam roedores do género Calomys que ndo foram
capturados ou envenenados, expedi¢cBes a noite eram realizadas, verdadeiras “cacas” a esses
animais, com armas de chumbinho (Mercado 1975).
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Figura 1.8. Mapa da Bolivia, os nove departamentos e as localidades (1) Magdalena (2)
San Joaquin (3) San Ramon e (4) Chapare, onde ocorreram os casos de Febre
hemorrégica boliviana (Adaptado de Cajimat et al. 2009).

O periodo de 1966 a 1968 representou uma fase de baixa atividade do MACV. Poucos
roedores do género Calomys foram encontrados em San Joaquin e apenas dois possiveis casos,
mas ndo comprovados, ocorreram. Em 1966, treze pacientes foram admitidos no hospital
municipal, provenientes de quatro pequenas localidades ao sul da cidade. Oito deles eram da
aldeia de Rio Negro (Anuario epidemioldgico Bolivano, 2000). A maioria dessas pessoas negou
ter tido uma doenca grave num periodo prévio de um a dois meses. Um grande nimero de C.
callosus foi capturado e mais de 30% dos animais testados apresentaram anticorpos especificos.
Atividades de captura e envenenamento foram intensificadas nas regides onde 0s casos
ocorreram (Mercado 1975).

De 1966 a 1969 menos de 300 roedores Calomys foram capturados, provavelmente pelos
seguintes fatos: (i) o principal e talvez o unico reservatdrio natural do virus Machupo seja o

roedor C. callosus; (ii) C. callosus se adapta facilmente ao ambiente peridoméstico, com
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capacidade de invadir casas e jardins, alcangando densidades populacionais nestas circunstancias
gue nunca sdo observadas na auséncia do homem; (iii) uma vez que as densidades Calomys
foram intensamente reduzidas, através de capturas e envenenamento, as populacfes desse roedor
foram, provavelmente, mantidas abaixo do limiar de infeccdo do virus, necessaria para a
transmissdo ao homem em uma cidade (Mercado 1975).

E importante mencionar que em San Joaquin, situado a cerca de uma milha do porto no
rio Machupo, nenhum roedor da espécie Rattus rattus e pouquissimos exemplares da espécie
Mus musculus foram capturados. Mais do que 95% de todos os mamiferos capturados foram
classificados taxonomicamente como C. callosus (Mercado 1975).

O ano de 1969 marcou o advento da segunda fase no desenvolvimento do programa de
controle. Em janeiro e fevereiro de 1969, 10 casos de FHBo com seis mortes ocorreram na
comunidade de La Cayoba, uma area de cultivo de arroz, 40km ao norte de Magdalena. Muitos
fugiram da comunidade e as pessoas restantes foram transferidas para uma fazenda de
propriedade do governo, a 5km de Magdalena. Acredita-se que Magdalena , ao contrario de San
Joaquin, estava infestada de roedores da espécie Mus musculus (um fato descoberto em 1964
durante uma pesquisa realizada para determinar o motivo pelo qual s6 esta cidade ndo tinha
epidemias de FHBo), fato que impediria a entrada dos roedores C. callosus (Kuns 1965,
Mercado 1975). No entanto, a partir de marco de 1969, a doenca apareceu em Magdalena, com
22 casos naquele ano e 12 em 1970. Os casos ocorreram inicialmente em casas na periferia da
cidade nos 24 blocos onde C. callosus foram predominantemente capturados enquanto Mus
musculus eram muito mais numerosos nos 23 blocos internos. As autoridades responsaveis entao
decidiram adotar medidas de controle de base, liberando todos os roedores do género Mus e
priorizando a captura apenas de Calomys (Mercado 1975).

O raciocinio era que o exterminio de Mus musculus poderia abrir o caminho para a
penetracdo do Calomys para o centro da cidade. O rapido aumento de mais de uma espécie de
roedores silvestres e o aparecimento de gambas nas periferias de Magdalena, durante a década de
1970, mostraram que a migracdo de outros animais para os limites da cidade representa um
fendmeno recorrente (Mercado 1975). A auséncia de epidemias de FHBo, nos anos seguintes,
sugere que o controle de roedores focada em cidades da regido endémica impediu grandes surtos

urbanos.
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Em 1971 foi registrado o primeiro surto fora da &rea endémica de FHBo, no
departamento de Cochabamba localizado em areas de maior altitude (aproximadamente 2,700
metros acima do nivel do mar) onde ndo existe a descricdo do roedor C. callosus. O caso indice
foi uma estudante de enfermagem, com historico de viagem para um rancho em Forteleza e para
capital do pais Trinidad (areas nao endémicas), no departamento de Beni. Um total de cinco
pessoas foram infectadas, incluindo dois familiares que acompanharam o caso indice e trés
profissionais de salde, duas enfermeiras e um patologista. Apenas um dos infectados sobreviveu,
ap6s semanas de doenca grave. Altas concentragdes do virus foram detectadas no sangue e
secrecOes dos pacientes infectados. Outra caracteristica interessante deste surto foi a presenca de
ictericia em quatro pacientes, o que ndo € comum na FHBo (Peters et al. 1971). Estudos
posteriores, concluiram que, possivelmente, o virus envolvido nesse surto de Cochabamba tenha
sido uma variante do virus MAC, com a capacidade de causar doenga com caracteristicas
imunoldgicas e histopatoldgicas semelhantes a FHBo classica (Terrell et al. 1973).

De 1975 a 1992 nenhum caso de FHBo foi notificado. Em mar¢o de 1993, um caso fatal
foi registrado e em 1994, um surto foi identificado entre os membros de uma mesma familia,
residentes no municipio de Magdalena localizado no centro-norte da provincia de Itenez
(Anuério epidemioldgico Bolivano, 2000).

Durante o periodo de 4 de julho a 12 de agosto de 1994, sete membros da familia, com
idades entre 10 meses e 50 anos, desenvolveram uma doenca caracterizada por febre, hipotensao,
hemorragia subconjuntival e gengival, epistaxe, petéquias e tremores. Seis dos sete individuos
infectados morreram e o caso indice foi o Unico sobrevivente. O diagnéstico de FHBo foi
confirmado pelo isolamento do virus MAC e pela detec¢do de antigenos virais em todos os cinco
pacientes para 0s quais estavam disponiveis amostras. A captura de roedores na regido, onde a
provavel exposicao do caso indice a roedores infectados poderia ter ocorrido, resultou na captura
de 84 roedores, apenas nove C.callosus, e nenhum roedor foi reativo para os testes realizados,
demonstrando que a estratégia de controle de roedores implementada nas décadas anteriores
ainda tinham efeito sobre a populacdo de roedores daquela regido. Apos a identificacdo desse
surto familiar, um caso adicional envolvendo uma técnica de laboratorio foi notificado as
autoridades sanitarias boliviana. Acredita-se que um tubo de ensaio contendo amostra sangue de
um dos membros da familia quebrou em uma centrifuga e expos uma técnica de laboratério de
37 anos de idade, em Santa Cruz. Em 11 dias a técnica desenvolveu uma doenca febril aguda,
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mas o0 quadro retrocedeu apds administracdo de ribavirina endovenosa. No mesmo ano, mais
dois casos, ndo relacionados ao surto familiar, foram diagnosticados no departamento de Beni
(Aguilar et al. 2009). Acredita-se que o re-aparecimento da FHBo na década de 1990, tenha sido
provocado pelas inundacBes que ocorreram em 1992 (Anuério Epidemioldgico Bolivano, 2000)
que provocaram a dispersao dos roedores reservatorios para novas areas e a sua aglomeracdo em
locais mais altos.

Nos anos seguintes, casos esporadicos de FHBo ocorreram na area endémica da doenca.
De 2007 a 2008, mais de 200 casos suspeitos, dos quais 15 fatais, foram notificados ao servico
de saude do departamento de Beni. Os casos confirmados eram em sua maioria homens com
idades entre 19 e 46 anos, fazendeiros, provenientes das provincias de Itinez e Mamoré (Aguilar
et al. 2009). A reemergéncia da FHBo nas décadas de 1990 e anos 2000, pode, em parte, ser
explicada pela diminuicdo dos recursos alocados para o controle da FHBo devido a auséncia de
casos durante um periodo prolongado e também pelo aumento da demanda de outros problemas
de salde publica enfrentados pelo pais como tuberculose, doenca de Chagas e doencas
sexualmente transmitidas (Kilgore et al. 1995). Outra explicacdo para este fato é que dado o
crescimento econdmico projetado para a Bolivia, é provavel que o risco dos trabalhadores
agricolas para a exposi¢cdo de C. callosus esteja aumentando a medida que o desenvolvimento
modifica o habitat natural do roedor reservatério e aumente a frequéncia do contato humano com
estes animais (Kilgore et al. 1995).

Esforgos para controlar a FHBo tém sido realizados com base na experiéncia da
Argentina, onde o trabalho em curso levou ao controle da FHAr, causada pelo JUNV, um
arenavirus geneticamente relacionado ao MACV (Cajimat et al. 2009). O uso de uma vacina
eficaz contra FHAr apresenta evidéncias de protecdo cruzada contra o virus MAC (Kilgore et al.
1995, Buchmeier et al. 2007) o que sugere que a vacinacdo pode desempenhar um papel
importante na prevencdo de FHBo para as pessoas com maior risco, como os profissionais do
programa de controle dos roedores reservatorios e trabalhadores agricolas de areas endémicas.

O tratamento da FHBo é realizado através do suporte do paciente e da administracdo de
plasma hiperimune e de ribavirina endovenosa. Assim, casos provaveis de FHBo podem se
beneficiar do tratamento com plasma imune de outros casos de FHBo, se administrado logo apds
0 inicio dos sintomas clinicos . A avalia¢do rigorosa da eficacia do plasma imune para a terapia
de BHF tem sido limitada, em parte, pelo baixo nimero de doadores qualificados (Eddy et al.
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1975, Villagra et al. 1994). Os anticorpos monoclonais, incluindo anticorpos monoclonais
murinos humanizados, podem representar uma alternativa eficaz e segura para a terapia com
plasma hiperimune. Obviamente, a fase inicial do desenvolvimento de anticorpos monoclonais
para a terapia de FHBo deve incluir estudos para avaliar a capacidade dos anticorpos
monoclonais individuais para neutralizar as diferentes variantes regionais de MACV e o
potencial para o surgimento de mutantes de escape de neutralizacdo in vivo (Cajimat et al. 2009,
Radoshitzky et al. 2012).

1.3.4. Febre Hemorragica Venezuelana

Em setembro de 1989, no estado de Portuguesa na Venezuela, um surto de uma doenca
hemorrégica febril grave foi reconhecido. Os pacientes eram em sua maioria agricultores
provenientes do municipio de Guanarito e apresentavam um quadro clnico sugestivo de infeccéo
viral, caracterizado por hemorragia e com manifestacdes neuroldgicas. Inicialmente, a maioria
dos casos relacionados a esse surto foram diagnosticados como casos de dengue, j& que em
outubro do mesmo ano, o0 pais enfretava a sua primeira epidemia de dengue hemorragica causada
pelos sorotipos 1, 2 e 4, com predominio do tipo 2 (Salas et al. 1991).

No ano seguinte, 1990, quando os casos de dengue diminuiram, foi possivel perceber a
manutencdo dos casos no municipio de Guanarito que, semelhante a diversas areas rurais do
estado de Portuguesa, apresentava uma evolucdo demografica com alteracbes ecoldgicas que
resultaram no aumento significativo na frequéncia de contato entre seres humanos e roedores.
Assim, a0 mesmo tempo que a densidade da populacdo humana em areas rurais de Portuguesa
aumentou de 7,6 para 14,3 pessoas/km? no periodo de 10 anos, que terminou em 1990, ocorreu o
aumento da utilizacdo de campos nativos e das areas florestadas para fins agricolas (Tesh et al.
1993, Fulhorst et al. 1999, 2008).

Em 1991, Salas e colaboradores descreveram o0s primeiros casos de uma nova febre
hemorragica, a febre hemorragica venezuelana (FHV), muito semelhante a outras febres
hemorragicas americanas, causadas por arenavirus, ja conhecidas no continente americano. O
agente etioldgico da FHV, o virus Guanarito (GTOV), membro do sorocomplexo Tacaribe, foi
isolado de dois casos fatais ocorridos em 1990 (Tesh et al. 1994). Nos anos subsequentes,

estudos eco-epidemioldgicos realizados nas areas endémicas de FHV, apontaram os roedores das
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espécies Sigmodon alstoni e Zygodontomys brevicauda como o0s potenciais reservatorios do
GTOV (Tesh et al. 1993). Hoje sabe-se que o principal reservatorio do GTOV é o roedor Z.
brevicauda (Fulhorst et al. 1999).

A espécie Z. brevicauda (Figura 1.9), o rato da cana-de-agUcar, é um dos roedores mais
abundante na regido de planicies (llanos) central onde a FHV é endémica. Este roedor esta
distribuido do litoral do pacifico ao oeste da Costa Rica, cruzando o Panamd, a Colémbia, a
Venezuela, as Guianas e a regido norte do Brasil (Voss 1991, Manzione et al. 1995, Bonvicino et
al. 2008). Esta espécie de roedor especialista, que prefere coberturas herbéceas densas e arboreas
esparsas, habita campinaranas e campos de altitudes nas savanas (Cerrado) da floresta
Amazonica e campos agricolas. Voss (1991) descreve a espécie Z. brevicauda como um roedor
oportunista que coloniza ambientes antropogénicos constituidos por vegetacdo invasiva. Esses
roedores apresentam habitos noturnos, estritamente terrestres, aparentemente onivoros e que se

reproduzem durante todo o ano (Utrera & Duno 2007).

Figura 1.9. Roedor reservatorio do virus Guanarito: Zygodondomys brevicauda (Foto

cedida por Cibele Rodrigues Bonvicino).

Um grande estudo realizado com roedores da Venezuela encontrou uma alta prevaléncia
de Z. brevicauda em plantagdes de milho, sorgo, algoddo e em vegetacOes das bordas destes
plantios. A densidade da populacdo deste roedor apresenta flutuagcdes sazonais tipicas, com um
aumento durante a estacdo seca, atingindo niveis maximos no final da temporada, diminuindo
durante a estacdo chuvosa com o desaparecimento quase total. A densidade populacional

apresenta flutuacdes ciclicas significativas atingindo méxima densidade populacional a cada
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quatro ou cinco anos, que se correlacionam com os ciclos endémicos e epidémicos de FHV (Tesh
et al. 1993, Manzione et al. 1995, Fulhorst et al. 1999, Utrera et al. 2000, Utrera & Duno 2007).

Acredita-se que GTOV pode estabelecer uma infecgédo cronica (ao longo da vida) no seu
reservatorio e que os animais cronicamente infectados excretam particulas virais infecciosas pela
via urinaria e em secrecdes de orofaringe (Tesh et al. 1993, Fulhorst et al. 1997). Os resultados
de estudos de infeccdo experimental sugerem que a capacidade do GTOV para estabelecer o
estado de portador crénico é dependente da idade do animal no inicio da infec¢do. Animais mais
novos parecem incapazes de realizarem o cleareance do virus, enquanto alguns dos animais
adultos infectados, sob as mesmas condic6es, foram capazes de eliminar a infec¢do (Fulhorst et
al. 1999). No mesmo estudo, nem letalidade ou doenca foram associadas com a infeccdo crénica
do roedor, sugerindo que a longevidade dos roedores cronicamente infectados, provavelmente,
seja comparavel a dos homdélogos ndo infectados, apesar de ainda ser necessario determinar se a
infeccdo cronica pode afetar outros parametros de aptiddo do hospedeiro, como por exemplo,
taxa de crescimento e a fecundidade (Fulhorst et al. 1999).

A transmissdo do GTOV entre os roedores parece ocorrer principalmente por via
respiratério (inalacdo de aerossois), por mecanismos comportamentais, acasalamento, agressao
intra-espécie, entre outras atividades que envolvem contato fisico (Milazzo et al. 2011). A falta
de uma associacdo entre a incidéncia da infeccdo e sexo dos roedores na fase adulta sugere que
0s machos e as fémeas contribuem igualmente para a transmissao do GTOV entre os roedores da
espécie Z. brevicauda. A alta prevaléncia de infec¢do nas fémeas adultas, juntamente com uma
baixa prevaléncia de infec¢do nos roedores mais jovens, levam a crer que a transmissao vertical
de GTOV entre Z. brevicauda seja incomum (Tesh et al. 1993, Fulhorst et al. 1999, Milazzo et
al. 2011).

Outras espécies de roedores presentes na regido de planicies na Venezuela suscetiveis a
infeccdo pelo virus da Guanarito sdo: Sigmodon alstoni, Oligoryzomys fulvescens e Oryzomys
spp. (Salas et al. 1991, Weaver et al. 2000, Milazzo et al. 2011). Apesar de aparentemente
suscetiveis, acredita-se que estes roedores sejam hospedeiros finais, portanto, possuem
importancia limitada na manutengdo do ciclo enzodtico do GTOV na regido. Estes casos de
spillover foram associados, embora considerados eventos raros e incomuns, as interagdes sociais
intimas entre o roedor reservatorio Z. brevicauda e outras espécies de roedores (Fulhorst et al.
1999, Milazzo et al. 2011).
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A presenca de roedores infectados pelo GTOV foi identificada nos estados de Apure,
Barinas, Cojedes, Guarico e Portuguesa, o que indica que GTOV ja circulava na forma enzodtica
muito antes de 1989 (Fulhorst et al. 2008). Até o momento, todos 0s casos provaveis e
confirmados de FHV tém ocorrido entre as pessoas que residem nas porcdes sul e sudoeste do
estado Portuguesa, regifes adjacentes do estado Barinas e a regido centro-oeste do estado de
Guarico (Figura 1.9) ou que visitaram recentemente essas areas da Venezuela. A distribuicédo
focal da doenca e seu padrdo geografico de infeccdo ndo mudaram durante os Gltimos anos
(Salas et al. 1991, de Manzione et al. 1998).
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Figura 1.10. Mapa da Venezuela destacando as areas de risco para infeccdo pelo virus
Guanarito. A numeracdo se refere aos estados de: (1) Portuguesa; (2)
Barinas; (3) Guarico; (4) Apure e (5) Cojedes. ( Adaptado de Vargas 2013)

A éarea reconhecida como endémica de FHV ocupa mais de 9,000 km?2. A populagio
humana da regido endémica FHV no estado de Portuguesa é de aproximadamente 300.000
habitantes, com aproximadamente 150 mil pessoas que vivem em Guanare, capital do estado, e
outros 8.000 vivem na cidade de Guanarito. O restante da populacdo (aproximadamente 142,000)

vivem em areas rurais, a maioria envolvidas na agricultura e/ou pecuéria. No entanto, muitos dos
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moradores de Guanare e Guanarito possuem ou trabalhnam em fazendas em regides rurais do
estado, podendo entrar em contato com roedores reservatorios do GOTV (Tesh et al. 1993). As
principais plantaces da regido sdo o milho, sorgo, algoddo, arroz, girassol, cana-de-agucar,
melbes e feijdo. Durante as épocas de plantio e colheita, um grande nimero de trabalhadores
agricolas temporarios, oriundos de areas proximas da Venezuela e da Colémbia, migram para
regido (de Manzione et al. 1998).

Desde setembro de 1989 até dezembro 2010, mais de 728 casos de FHV foram
identificados com uma taxa de letalidade de 23,1% (Vargas 2013). A FHV é endémica, com
casos que ocorrem durante todo o ano, com uma tendéncia sazonal definida, com mais da metade
(53%) dos casos ocorrendo entre os meses de novembro e janeiro. Este periodo de trés meses
esta relacionado com o fim das chuvas e inicio da estagdo seca, um tempo de intensa atividade
agropecudria na regido, quando ocorre a colheita das plantacfes e a terra é subsequentemente
desmatada para ser utilizada no proximo plantio. Consequentemente, ocorre um maior contato
humano com o solo e com roedores potencialmente infectados durante esse periodo do que em
outras épocas do ano (Vainrub & Salas 1994a, de Manzione et al. 1998).

Segundo dados de incidéncia da FHV, depois que a doenca foi descrita, até agosto de
1992, durante o periodo de 35 meses, foi possivel verificar que existem periodos ciclicos, de
forma continuada, da atividade da doenca numa escala de varios anos. De setembro de 1992 a
agosto de 1996 houve uma diminuicdo do numero de casos, quando apenas nove €asos
ocorreram durante este segundo periodo (36 meses). No entanto, a partir de setembro de 1996, a
incidéncia mensal da FHV aumentou novamente com ocorréncia de casos durante 0 més de maio
de 1997 (de Manzione et al. 1998). Apds um novo surto gue se iniciou em 2001 e que culminou
com 301 casos durante o periodo de 2001 a 2003, a doenca tem se mantido com o numero de
casos reduzidos e com alguns pequenos surtos esporadicos (Vargas 2013).

Como observado anteriormente, a maioria da populacdo residente nas areas endémicas
de FHV esta envolvida com algum tipo de atividade agricola. A maioria dos individuos
acometidos é do sexo masculino, cuja ocupacdo esta relacionada com a agricultura, enquanto as
mulheres sdo, em sua maioria, donas de casa. Essa diferenca presumida pela exposicdo
ocupacional aos roedores potencialmente infectados pode explicar em parte a preponderancia do
sexo masculino entre os casos de FHV. Por outro lado, as mulheres que vivem em areas rurais
da regido, muitas vezes trabalham nos campos durante a época de colheita - por exemplo,
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colhendo algoddo-, de modo que elas tém alguma exposicdo aos roedores potencialmente
infectados (Salas et al. 1991, de Manzione et al. 1998).

Assim, sob o ponto de vista clinico-epidemioldgico, a FHV acomete predominantemente
homens, adultos com idade média de 27,6 anos e os quadros clinicos ndo sdo diferentes das
descricdes clinicas das outras febres hemorragicas por arenavirus americanos. Da mesma forma,
os resultados hematoldgicos iniciais nos casos de FHV sdo semelhantes, sendo a trombocitopenia
0 achado hematoldgico mais consistente. A contagem inicial de plaquetas parece nédo ter
nenhuma relagcdo com o desfecho do caso. Em contraste, nos pacientes que chegam aos hospitais
com convulsBes ativas ou histéria de convulsGes recentes, o prognostico geralmente é ruim.
Nenhuma terapia antiviral especifica foi dada a nenhum dos pacientes com FHV. O tratamento
varia consideravelmente, dependendo do estado clinico dos pacientes (de Manzione et al. 1998).
Os pacientes que se recuperam, geralmente, ndo possuem sequelas, apesar dos relatos de perda
da audicéo e alopécia (Salas et al. 1991).

Quanto as medidas de prevencdo, a eliminacdo da grama alta e outras vegetacGes nas
proximidades das habitacdes humanas e areas de trabalho, por exemplo, campos cultivados, para
controlar FHV também pode auxiliar na prevencdo da infeccdo pelo GTOV em seres humanos
(Fulhorst et al. 1999).

1.3.5. Febre Hemorréagica Brasileira

A febre hemorrégica brasileira (FHBr) foi descrita na década de 1990, no estado de Séo
Paulo. Até o momento, apenas trés casos foram registrados, uma infec¢do natural e duas
infecgBes laboratoriais subsequentes no Brasil e nos Estados Unidos. O caso indice foi uma
engenheira agrénoma de 25 anos que procurou assisténcia médica no dia 12 de janeiro 1990,
apos 12 dias de febre, cefaleia, mialgia, nduseas, vomitos e fraqueza. Com um quadro de
sonoléncia associado a desidratacdo e hiperemia de orofaringe, os exames laboratoriais
realizados indicavam leucopenia e niveis de aspartato aminotransferase ligeiramente elevados
(Coimbra et al. 1994).

A historia epidemioldgica da paciente ndo apresentava nenhum fato que chamasse
atencdo. Ela trabalhava em um escritério, na cidade de Sdo Paulo e nédo tinha viajado para fora do
estado nos dois meses antes de adoecer. Dez dias antes do inicio dos sintomas, ela viajou com

36



familia e amigos para o interior do estado. Com as hipoteses diagnosticas de sepse, leptospirose,
maléria, hepatite e febre amarela, foi iniciado tratamento de suporte e antimicrobiano empirico.
No entanto, no terceiro dia de internacdo, o quadro da paciente se agravou com o surgimento de
hematémese, hemorragia vaginal e petéquias conjuntivais. O quadro neuroldgico evoluiu com
aumento da sonoléncia, surgimento de tremores, dificuldade em andar e convulsdes
generalizadas, culminando com coma e choque, sem resposta ao tratamento. A morte ocorreu no
quarto dia de internacdo. Os principais achados da necropsia foram edema pulmonar difuso e
congestdo com hemorragias intraparenquimatosas associada a congestdo hepéatica com
hemorragia e necrose focal, além de edema renal e necrose tubular aguda, aumento e
congestionamento do baco e hemorragia gastrointestinal macica (Coimbra et al. 1994).

A amostra de sangue coletada pouco antes da morte foi encaminhada ao Instituto Adolfo
Lutz, onde foi inoculada por via intracerebral em camundongos recém-nascidos. Um agente foi
isolado a partir de cérebros de camundongos doentes e convalescentes. O agente detectado nédo
reagiu com soros imunes preparados para 0s virus humanos patogénicos comumente encontradas
no Brasil. As amostras foram entdo encaminhadas para o Instituto Evandro Chagas em Belém e,
em seguida, para a Unidade de Pesquisa de Arbovirus em Yale e para o Instituto de Pesquisa
Médica de Doencas Infecciosas do Exeército dos EUA. Testes imunologicos e virologicos
comprovaram que se tratava de um novo virus, pertecente a familia Arenaviridae (género:
Arenavirus). Este novo agente foi nomeado virus Sabid (SABV), o nome do bairro (Jardim
Sabid) do municipio de Cotia, onde a paciente estava hospedada quando adoeceu. A fonte de
infeccdo ainda é desconhecida, mas parece provavel que o virus Sabiad seja mantido na natureza
em reservatorio roedor silvestre, ainda ndo identificado (Coimbra et al. 1994, Gonzalez et al.
1996).

Durante a caracterizacdo do virus, em Belém, em junho de 1992, o segundo caso foi
identificado em um técnico de laboratorio, de 39 anos de idade, que foi infectado provavelmente
por inalacdo de aerossol. O profissional foi infectado acidentalmente, trés semanas antes do
inicio do quadro clinico, durante a passagem do virus para preparacdo de antigeno utilizando
cerebros de camundongos recém-nascidos infectados com amostras de sangue do caso indice. O
profissional apresentou doenca grave com febre alta (38-40°C), calafrios, mal-estar, cefaléia,
mialgia generalizada, odinofagia, conjuntivite, nduseas, vomitos, diarréia, dor epigastrica,
ulceragdes da mucosa oral e sangramento discreto das gengivas, ao realizar higiene bucal, por 15
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dias. Sem outra manifestacéo neuroldgica que nao tenha sido a cefaleia, os resultados dos exames
laboratoriais do paciente mostraram leucopenia e linfocitose gradativas a medida que a doenca
evoluia. A administracdo de fluidos intravenosos foi necesséaria e o paciente se recuperou. A
soroconversao para SABV foi demonstrada em soros pareados das fases aguda e convalescente,
por diferentes testes soroldgicos (Vasconcelos et al. 1993, Coimbra et al. 1994).

O segundo incidente envolvendo uma exposicdo humana ao SABV, ocorreu nha
Universidade de Yale na Unidade de Pesquisa de Arbovirus, em 8 de agosto de 1994. Um
virologista de 46 anos foi exposto ao virus quando purificava um grande volume de fluido de
cultura de tecidos. A avaliacdo do paciente possibilitou sugerir que a exposi¢éo ocorreu durante a
utilizacdo de uma centrifuga enquanto ele trabalhava sozinho em um laboratério de nivel de
biosseguranga 3. O equipamento continha seis frascos de policarbonato com tampa de rosca com
cerca de 200 ml de fluido de cultura de tecidos. Ao abrir a tampa do rotor para remover 0s
frascos da centrifuga, ele observou que a parte externa de um dos frascos estava molhada e que o
fluido havia vazado para o fundo do rotor. Nenhuma ruptura ébvia foi identificada no momento,
e o0 virologista usava, no momento, uma mascara cirdrgica, um jaleco descartavel e luvas. O
profissional ndo possuia escoriagcGes ou arranhdes em suas maos e usou um segundo par de luvas
durante a descontaminacao do rotor com solucdo concentrada de hipoclorito de sddio, mas ndo
usou um respirador purificador de ar de pressao positiva, apesar de estar disponivel. (Barry et al.
1995, Gonzalez et al. 1996).

Em 16 de agosto de 1994, oito dias apds o incidente no laboratério, o virologista
observou mialgias, uma leve dor de cabeca, rigidez no pescoco e febre, associados com
hiperemia conjuntival e leve aumento dos linfonodos cervicais. Ele foi internado imediatamente
apos os clinicos relacionarem o incidente da centrifuga com uma possivel infec¢do ocupacional
ao SABYV e iniciaram o tratamento com ribavirina intravenosa na dose utilizada pelos Centros de
Controle de Doencas e Prevencdo (CDC) para outras infeccdes por arenavirus - uma dose de
ataque de 30mg por quilograma de peso corporal, seguida por uma dose de 15mg por quilograma
cada seis horas durante quatro dias, e, em seguida, por uma dose de 7,5mg por quilograma trés
vezes ao dia durante seis dias. Apos a confirmacéo, por PCR, da infeccdo pelo SABV, o paciente
foi transferido para um quarto de isolamento de pressdo negativa e sé foi liberado depois da
recuperacdo do paciente duas semanas apés o inicio do quadro clinico. Todos os contatos do
paciente foram identificados e estratificados em grupos risco. Foram identificados 139 contatos,
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consistindo de trabalhadores que prestaram assisténcia ao paciente, técnicos do laboratério do
hospital, os colegas, amigos e membros da familia. Todos os contactantes foram incluidos em um
programa de vigilancia médica, que consistiu em uma coleta de sangue pra realizacdo de testes
soroldgicos e preenchimento de questionario epidemiolégico, na data do ocorrido e seis semanas
depois. Nenhum dos individuos apresentou quadro ou exames que comprovassem infeccdo pelo
SABYV (Barry et al. 1995).

1.3.6. Febre Hemorragica na Bolivia — Virus Chapare

No final do ano de 2003, um pequeno surto de casos de febre hemorrdgica em uma area
rural préxima ao rio Chapare, no departamento de Cochabamba, na Bolivia, no leste dos Andes
(Figura 6) foi identificado pelo Ministério da Saude da Bolivia. Os detalhes exatos, assim como o
nimero de casos e 0s sintomas apresentados, sdo poucos e confusos. No entanto, existe a
descricdo de um caso fatal envolvido, neste surto, de um homem de 22 anos, alfaiate e
fazendeiro, morador de uma pequena cidade, Samuzabeti, localizada a 35 km a nordeste da Villa
Tunari. Ele ndo possuia historico de viagem e nem contato com qualquer caso de doenca
compativel por pelo menos quatro semanas antes do inicio da doenca no dia 3 de janeiro de 2004.
Além disso, nenhum membro da familia ou outros contatantes préximos apresentaram
manifestacdes clinicas semelhantes (Delgado et al. 2008).

Com um quadro clinico inicial caracterizado por febre, cefaleia, artralgia, mialgia e
vomitos, o paciente evoluiu para um quadro hemorragico que culminou em 6bito 14 dias ap6s o
inicio da febre. Com base nas manifestagdes clinicas, a suspeita inicial foi de febre amarela ou
dengue hemorragico. Como os testes iniciais para estes agentes foram negativos assim como a
analise sorolégica e molecular para o virus MAC ou arenavirus relacionados (Delgado et al.
2008), amostras de soro de fase aguda do paciente foram enviadas para o laboratério NB-4 da
divisdo especial de contencdo de patdgenos em Atlanta para a identificacdo do agente etioldgico.
No isolamento em células Vero E6 foi identificado um virus ndo citopatico. Uma reacao cruzada
com o soro hiperimune de arenavirus causadores de FHA foi identificada por
imunofluorescéncia. A andlise molecular do RNA do virus isolado apresentou sequéncias
nucleotidicas relacionadas aos arenavirus da Clade B do NM. O novo virus foi denominado
Chapare, o terceiro arenavirus detectado na Bolivia (junto com os virus Machupo e Latino).

Através de andlises das sequéncias nucleotidicas, notou-se que o Chapare é estritamente
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relacionado com o SABV. A relacdo desse novo virus boliviano como virus SABV do Brasil é
intrigante. Ambos causam febres hemorragicas semelhantes as causadas pelos virus JUN, MAC e
GTO, com uma forte associacdo com a extensa necrose hepatica. O envolvimento mais amplo do
figado pode ser uma caracteristica comum entre esses dois virus, ja que esse tipo de
comprometimento ndo é comumente observado nas demais FHA causadas pelos outros
arenavirus do NM. Assim como no caso do SABV, ainda ndo foi possivel identificar o

reservatorio deste virus (Delgado et al. 2008, Cajimat et al. 2009).
1.4. Arenaviroses e 0 Risco Ocupacional

Embora, de uma forma geral, praticamente ndo existam estudos sobre a incidéncia de
infeccdo por arenavirus entre profissionais que atendem pacientes, que executam procedimentos
laboratoriais com manuseio de amostras bioldgicas contendo o agente viral ou que manuseiam
vertebrados silvestres, em especial, durante as atividades de campo, como mastozoblogos,
bioldgos e veterinarios, entre outros profissionais, diversos relatos de infec¢cdes ocupacionais por
arenavirus tém sido registrados. A maioria destes registros ocorrem nos hospitais, com
acometimento de trabalhadores que participam diretamente do atendimento dos casos de
arenaviroses ou durante a manipulacdo de amostra bioldgica, na maioria das vezes, como
consequéncia do ndo cumprimento das medidas de biosseguranca preconizadas (Macher & Wolfe
2006, Ajayi et al. 2013).

Assim, séo as infecgdes hospitalares causadas pelo LASV que foram muito bem descritas
na Africa, onde surtos de grande impacto na saude plblica, com repercussdo na midia, foram
identificados em instituicbes de saude com condi¢cdes precarias de infratestrutura e de
biosseguranca. Na década de 1979, por exemplo, surtos hospitalares da febre de Lassa foram
reconhecidos na Libéria e na Serra Leoa (Monath et al. 1973, Fraser et al. 1974).

Outro virus africano que pode ser considerando um bom exemplo de risco ocupacional é
o0 virus Lujo, recentemente identificado como agente de febre hemorragica viral no continente
africano. Responsavel pela transmissdo nosocomial de uma infecgdo de elevada letalidade
(80%), este novo arenavirus acometeu trés profissionais de saude e uma profissional de limpeza
de um hospital da Africa do Sul (Briese et al. 2009).

Em relagdo ao LCMV, um levantamento realizado em 2011 demonstrou que 95% dos

casos de infeccdo por este arenavirus em trabalhadores do hosptial e de laboratério de pesquisa
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ocorreu por inalacdo de aerossois, reforcando a importancia e a necessidade de atendimento as
normas de biosseguranca (Pedrosa & Cardoso 2011).

No continente americano, descri¢do de surtos semelhantes ocorreram na Bolivia, no surto
de FHBo em Cochabamba, quando dois familiares e trés profissionais que tiveram contato com
0s pacientes adoeceram (Peters et al. 1974).

Além dos profissionais de saude que cuidam dos pacientes, acidentes laboratoriais tém
sido relatados ao longo dos anos, ndo somente com LASV, mas também com os arenavirus
SABV, MACV, Flexal e Taribe. A maioria dos individuos infectados se recupera depois de
vivenciar dias até semanas de doenca grave (Buchmeier et al. 1974).

Por fim, como os arenavirus sdao mantidos na natureza pela infeccdo crénica de roedores
reservatorios e que sdo transmitidos ao homem, principalmente, através da inalagdo de particulas
virais presentes nos aerossdis formados a partir de excretas e secrecBes de roedores,
principalmente da urina, profissionais que exercem atividades, nas quais ocorra contato direto ou
indireto com estes roedores, devem ser considerados grupo de alto risco. Assim, apesar de
escassa, na literatura infeccBes por virus de origem zoondtica tém sido relatadas, embora
raramente, em situagd0es onde o homem entra em contato com os roedores, como em atividades
de carater profissional, tais como engenheiros agronomos, veterinarios, gedlogos, bidlogos,
mastozoologos, trabalhadores de areas de desmatamento e de regides de reflorestamento (Ferreira
2003, Fulhorst et al. 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

As febres hemorrdgicas americanas (FHA) sdo doengas com altas taxas de
letalidade (15 - 30%) e com grande impacto na saude publica (Ambrosio et al. 2011). Essas
doencas vém sendo identificadas na América do Sul desde 1959 (Arribalzaga 1955) e
algumas delas tém como caracteristica a reemergéncia apds um longo periodo de siléncio
epidemiolégico, como ocorreu com o virus GTO na Venezuela e o virus MACV na Bolivia
(de Manzione et al. 1998, Aguilar et al. 2009).

No Brasil, ap0s a identificacdo do primeiro e Unico caso de FHB, em 1990, nenhum
estudo até 0 momento conseguiu identificar o possivel reservatorio do SABV (Coimbra et
al. 1994). Em nosso pais cinco espécies de arenavirus ja foram descritas nos ultimos anos
em diferentes biomas e regides. Além disso, o Brasil faz fronteira com trés paises onde as
FHA sdo endémicas - Argentina, Bolivia e Venezuela -, tornando factivel a introducéo de
arenavirus exoticos em nosso territorio.

Dentro deste contexto, podemos destacar como potencial area de risco para
emergéncia ou reemergéncia de febres hemorragicas por arenavirus no Brasil, o estado do
Mato Grosso do Sul, que apesar de ndo possuir casos de FHA, faz fronteira com a Bolivia e
com estado de S&do Paulo, onde o Unico caso de FHBr foi notificado. A vigilancia nesta
localidade deve ser orientada ndo apenas para identificacdo de casos suspeitos, mas para
circulacdo de arenavirus em roedores silvestres e a avaliacdo da soroconversdo entre
individuos de populacdes de alto risco para infec¢bes zoonoticas.

Considerando a escassez de informacdes sobre arenavirus no pais, estudos de
soroprevaléncia em diferentes populagdes podem servir como ferramentas, importantes,
para o entendimento da dindmica dessa doenca em nosso territorio. Populacfes de alto
risco para exposicao a esses virus como biélogos, laboratoristas, profissionais de campo e
mastozoodlogos podem ser bons indicadores de circulacdo desses virus e podem apontar
para possiveis areas ou mesmo situacGes onde infecgbes por arenavirus podem estar
ocorrendo.

Outro ponto que merece destaque nas arenaviroses € a dificuldade na identificacéo
de casos da doenca que ndo sdo diagnosticados, em decorréncia da similaridade clinica e
laboratorial com um grande numero de doencas endémicas no Brasil como dengue, febre
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amarela e malaria. Esta dificuldade no diagnostico diferencial foi vivenciada na Venezuela,
onde inicialmente, a maioria dos casos de FHV causada pelo GUAV foi diagnosticada
como dengue (classico ou hemorrégico), j& que no mesmo ano, 0 pais teve a sua primeira
epidemia de dengue hemorrégico pelos sorotipos 1, 2 e 4 (Salas et al. 1991).

Desta forma, este trabalho se prop6e a contribuir com o conhecimento sobre esses
virus no estado do Mato Grosso do Sul e em populacbes consideradas de alto risco de
diversas regides do pais. Os resultados obtidos, além do preenchimento desta lacuna do
conhecimento, poderdo subsidiar medidas para o diagnostico, prevengédo destas zoonoses e
fornecer orientagdes para profissionais de saude, para vigilancia epidemioldgica,

secretarias de saude e as demais entidades envolvidas.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Identificar a presenca de infeccdo por arenavirus em profissionais de salde que
manuseiam animais vertebrados e avaliar a circulacdo de arenavirus em humanos e roedores
silvestres de diferentes regiées do Mato Grosso do Sul.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Realizar inquérito soroldégico em amostras de soro de profissionais de salde que

manuseiam animais vertebrados

- Analisar amostras de soro de profissionais de salude que manuseiam animais vertebrados,
através do ELISA IgG;

- Avaliar aspectos epidemioldgicos relacionados as atividades realizadas pelos profissionais

sororeativos.

3.2.2 . Identificar infeccOes por arenavirus em amostras de pacientes com suspeita de dengue,

com ou sem confirmacao laboratorial, provenientes do estado do Mato Grosso do Sul

- Pesquisar atraves de RT-PCR, a presenca do genoma viral em amostras soro/plasma;
- Sequenciar os produtos de PCR procedentes dos pacientes infectados por arenavirus;

- Verificar, pela técnica ELISA IgG, a presencga de anticorpos anti-arenavirus em amostras de

SOro;
- Avaliar aspectos epidemioldgicos, clinicos, laboratoriais dos casos confirmados.

3.2.3. Diagnostico molecular da infeccdo por arenavirus em roedores do estado do Mato Grosso
do Sul
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- Detectar, atraves da técnica de RT-PCR, a presenca do genoma viral em amostras de

visceras e/ou soro dos roedores coletados em diferentes municipios do estado;

- Sequenciar os produtos de PCR procedentes de amostras de roedores silvestres infectados

por arenavirus;

- Sequenciar o segmento S gendmico completo de exemplares das especies virais

identificadas;

- Realizar anélises filogenéticas a partir das sequéncias nucleotidicas obtidas de arenavirus
de Mato Grosso do Sul para comparacdo com as sequéncias de outros arenavirus ja

publicadas e disponiveis no GenBank.
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4- MATERIAIS E METODOS
4.1. Desenho de estudo

O presente estudo foi desenvolvido com amostras humanas e de roedores silvestres no
estado de Mato Grosso do Sul. O estudo com amostras humanas foi constituido por dois distintos
grupos: (i) amostras de profissionais de salde, de diversas regides do Brasil, que exercem
atividades nas quais existe o0 contato com animais silvestres, com o objetivo de inferir as regides
do pais onde esses virus possam estar circulando; (ii) amostras de soro de casos suspeitos e
confirmados de dengue provenientes do Mato Grosso do Sul, cedidos pelo Laboratério de
Imunologia Viral (LIV) do Instituto Oswaldo Cruz (I0C), com o objetivo de verificar a presenca
de infeccdo ou co-infeccdo por arenavirus.

O estudo com roedores silvestres foi realizado em amostras de sangue e de visceras de
animais capturados durante o desenvolvimento do projeto intitulado “Detec¢do e caracterizag¢io
de hantavirus em roedores silvestres capturados em areas de ocorréncia da Sindrome Pulmonar
por Hantavirus e em dreas sem relato de casos no Brasil”, em trés municipios do estado de Mato
Grosso do Sul que se encontravam acondicionadas no Laboratério de Hantaviroses e
Rickettsioses (LHR), 10C, FIOCRUZ.

4.2. Amostras humanas
4.2.1. Profissionais de salde que manuseiam animais

O estudo contou com a participacdo de 292 profissionais e estudantes que participavam
do VI Congresso Brasileiro de Mastozoologia, realizado entre 18 e 22 de Agosto de 2008 na
cidade de S&o Lourenco, MG. A participagdo foi voluntaria e implicou no autopreenchimento de
um questionario epidemioldgico (Anexo 10.1) e coleta de sangue venoso para pesquisa de
anticorpos séricos, apés a assinatura do termo consentimento livre e esclarecido — TCLE (Anexo
10.2).

No questiondrio foram abordadas questdes sobre a atividade profissional dos
participantes, tempo, local e tipo de contato com animais, a utilizacdo de EPIs (equipamentos de
protecdo individual) e dados vacinais. Como se tratava de um congresso nacional, o estudo

englobou individuos de diferentes localidades e instituigcdes brasileiras.
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4.2.1.1. Coleta de material biologico dos profissionais de saude

Cerca de 10 mL de sangue venoso periférico foram coletados em tubo de vacuo
(vacutainer), sem anticoagulante. Apo6s a coleta, o sangue foi centrifugado a 3000rpm por 5
minutos e o soro acondicionado em congeladores & -20°C para posterior analise. Todos os tubos

foram identificados com o nimero de registro presente no questionério.
4.2.1.2. Teste sorologico

As amostras de soro foram encaminhadas para o LHR, onde o soro foi separado em
aliquotas para a realizacdo de testes sorologicos para pesquisa de diferentes agravos. A pesquisa
de anticorpos da classe 1gG anti-arenavirus foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido
no Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas ‘‘Julio I. Maiztegui’’ como segue
abaixo descrito:

Para a cobertura da placa com os antigenos, a seguinte divisdo foi realizada: na parte
superior da placa foi adicionado o do virus Junin inativado (Cepa XJC13) diluido em PBS pH
7,4; na parte inferior foi adicionado o antigeno negativo (Células Vero nédo infectadas C76#37)
no mesmo tampao. Apos diluicdo dos antigenos e adicdo destes na placa, a mesma foi incubada
em camara Umida até o dia seguinte.

No dia seguinte, a placa foi lavada por cinco vezes com tamp&o PBS pH 7,4 acrescido de
Tween a 0,1% (PBST). Os soros foram diluidos em tampédo PBST contendo 5% de leite em p6
desnatado. As dilui¢bes dos soros testes para screening foram de 1:100 diluicdo do pool de soros
positivos (controle positivo) e pool de soros negativos (controles negativos) foram adicionados a
placa nas dilui¢Ges seriadas de 1:100, 1:400, 1:600 1:800 e 1:1000.

As amostras de soro foram adicionados em diluicBes Unicas nos pocos contendo o
antigeno positivo e repetidos na mesma distribuicdo nos pocos contendo o antigeno negativo,
com volume final de 100ul. Apos a adigdo dos soros a placa, esta foi incubada por uma hora a
37°C em camara umida. Apos o termino de incubagéo, foi feita a lavagem por cinco vezes e, em
seguida, adicionado o conjugado anti-lgG humano marcado com peroxidase, Anti-human IgG
gama especifico (KPL, EUA), em uma diluicdo de 1:2500 em PBST contendo LPD 5% e

adicionado da mesma forma 100ul/orificio.
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Posteriormente, a placa foi incubada por uma hora e ao término deste periodo, uma ultima
lavagem de cinco vezes com PBST foi realizada, antes da adi¢do do substrato. O substrato ABTS
foi misturado na proporgdo 1:1 com peroxido de hidrogénio, e imediatamente distribuido na
placa em volume de 50ul/orificio. Ap6s a adi¢cdo do substrato em toda a placa, a mesma
permaneceu por 30 minutos em estufa a 37°C. A leitura da absorbancia foi efetuada em 450 nm
em espectofotdmetro.

As densidades dticas (DOs) obtidas com soros reagindo frente ao antigeno Junin foram
subtraidas dos valores das DOs obtidas com os mesmos soros reagindo frente ao antigeno
negativo, obtendo-se assim a DO liquida. O ponto de corte foi determinado a partir das medias
das replicatas para cada diluicdo do pool de soros negativos (DO liquidas), acrescida de 3 desvios
padrdo. Foram considerados positivos, 0s soros em teste cujas DOs liquidas foram maiores que o
valor do ponto de corte. O valor de corte (cut off) considerado foi >0,2.

4.2.2. Amostras de pacientes com suspeita de dengue do estado do Mato Grosso do Sul

Frente ao completo desconhecimento das arenaviroses no estado do Mato Grosso e no
pais como um todo, considerando a semelhanca clinica entre as arenaviroses e as FHV causada
pelos virus da dengue e da febre amarela, amostras de soro/plasma de casos suspeitos de dengue,
laboratorialmente confirmadas ou ndo, foram gentilmente cedidas pelo LIV do IOC/FIOCRUZ
para a pesquisa de arenavirus.

Considerando que a analise foi retrospectiva, esta etapa do estudo foi constituida por
amostras de soro e plasma de 50 pacientes, das epidemias dos anos de 2007 e 2010, previamente
analisadas para infeccdo pelo virus dengue, através de testes soroldgicos e moleculares realizados
pelo LIV. Por se tratarem de amostras de fase aguda da doenca, foram realizados testes
moleculares na tentativa de identificar o0 genoma dos arenavirus nessas amostras, seguidos de

sorologia para avaliar o possivel contato dos pacientes negativos nas analises moleculares.

4.2.2.1 Anélise Molecular

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando kit comercial QlAamp®Viral RNA mini
Kit (Qiagen®), seguindo os protocolos do fabricante. Para a extracdo foram utilizados 140pL de

soro/plasma adicionados em 560uL de tampdao AVL em um microtubo de 1,5mL e misturados
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num agitador por 15 segundos e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida,
0s microtubos contendo a mistura (soro/AVL) foram centrifugados 6000x g por 15 segundos para
remover gotas da parte interna da tampa. 560uL de etanol (96-100%) foram adicionados a
mistura e homogeneizados por 15 segundos e novamente centrifugados a 6000x g por 15
segundos. ApOs esta etapa, 700ul mistura (soro/AVL/etanol) foi transferida para a coluna
QlAamp Spin (Qiagen®), e centrifugada a 6000x g por 1 minuto. Em seguida a coluna foi
transferida para um tubo coletor de 2 mL limpo e o tubo contendo o filtrado foi descartado. O
restante da mistura foi adicionado na coluna e novamente foi centrifugada a 6000x g por 1
minuto. Apos isso, foram adicionados 500ul. do tampao AWI1 nas colunas QIAamp Spin
(Qiagen®), seguido de centrifugacdo de 6000x g por 1 minuto. A coluna QlAamp Spin (Qiagen®),
foi inserida em um novo tubo coletor de 2 mL limpo e o tubo contendo o filtrado foi descartado.
Posteriormente foram adicionados 500uL do tampdo AW2 na coluna QIAamp Spin (Qiagen®),
que foi centrifugada a 20000x g por 3 minutos. A coluna QlAamp Spin (Qiagen®), foi entdo
inserida em um tubo coletor de 2 mL limpo e o tubo coletor contendo o filtrado foi novamente
descartado.

A coluna QlAamp Spin (Qiagen®), foi colocada em um novo tubo coletor e centrifugado
a 20000x g por 1 minuto, para retirar o excesso de etanol na membrana da coluna.
Cuidadosamente e foram adicionados 40pL de tampao AVE na coluna QlAamp Spin (Qiagen®).
A coluna foi incubada a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugada a 6000x g por 2
minutos. O RNA foi entdo armazenado em aliquotas de 10 pL em freezer —80°C.

A partir do RNA total extraido de amostras de sangue foi realizada a sintese cDNA e a
sua amplificacdo posterior utilizando o kit comercial SuperScript. 11l One-Step RT-PCR System
with Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen, San Diego, CA) associado a
oligonucleotideos especificos para uma por¢do da regido codificante da GPC dos arenavirus da
América do Sul: M13 (5"- TGT AAA ACG ACG GCC AGT GCG CAC AGT GGA TCC TAG
GC-3)e951R (5" -CCAYTITTC IAG RCA GTA ICC ICC AGG 3'-3") e Arena 1f (5'- CWA
TRT ANG GCC AIC CIT CIC C -3") - Arena 1r (5 TNR WYA AYC ART TYG GIW CIR TKC
C 3", descrito por Garcia e colaboradores (Garcia et al. 2000). Para reacdo, realizadas
separadamente para cada set de iniciadores, foram utilizados: 8.8 pL de H>O livre de nuclease
12.5 pL de Mix de reagdo 2X (1.6 mM MgSO4 200 uM de dNTP), 0.2 uL de MgSO4 a 50 mM, 1
U de SuperScript 1l RT/ Platinum® Taq DNA Polymerase e oligonucleotideos foram
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adicionados numa concentracdo final de 0.2 uM. A esta mistura foram adicionados 2 pL de
RNA, num volume final de 25 pL que foram submetidos ao seguinte ciclo de amplificacdo: 48°C
por 45 minutos (sintese de cDNA), 94°C por 2 minutos (deshaturagdo) seguido de 40 ciclos a
94°C por 1 min /52°C por 1 minuto/ e 68°C por 1 minuto e uma extenséo final de 68°C por cinco
minutos, em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Por fim, o
DNA produzido foi estocado a -20°C

O produto da RT- PCR com os iniciadores Arena 1r e Arena 1f serviram de template para
a reacéo de nested com os iniciadores Arena 2f (5- CAN ANY TTR TAN ARN AIR TTY TCR
TAI GG -3) e Arena 2r (5'- AGY YTN KNN GCN GCI GTI AAR GC -3'). Foram utilizados:
14 pL de H20 livre de nuclease, 0,25 a 20mM 12.5 pL de 10X PCR Gold Buffer (150 mM Tris-
HCI, 500 mM KCI pH 8.0), 0.2 puL de MgCl a 25 mM, 1,25 U de AmpliTaq Gold DNA
Polymerase, LD 5 Units/uLe oligonucleotideos numa concentracdo final de 0.2 uM. A esta
mistura foram adicionados 2 pL do produto da RT-PCR, num volume final de 25 pL que foram
submetidos ao ciclo de amplificacdo de 95°C por 7 minutos (desnaturacéo) seguido de 30 ciclos a
94°C por 50 seg /52°C por 1 minuto/ e 68°C por 45 segundos e uma extensao final de 68°C por
cinco minutos em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Por fim, o
DNA produzido foi estocado a -20°C.

4.2.2.2. Teste soroldgico

Para melhor compreender a dindmica dos arenavirus no estado e na populacéo estudada
foi realizado concomitantemente o teste sorol6gico como descrito na se¢do 4.2.1.2. para, assim,

verificar evidéncia soroldgica de contato dessa popula¢do com os arenavirus.
4.3. Amostras de roedores silvestres

4.3.1. Area de coleta

O Estado do Mato Grosso do Sul possui aproximadamente 357.145,532 km? dividido em
79 municipios com uma densidade populacional de 6,86 (IBGE 2010). A principal cobertura
vegetal do estado é o Cerrado que cobre quase toda a sua totalidade. Roedores silvestres foram

previamente capturados, durante expedi¢cdes de campo independentes, com diferentes desenhos
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amostrais, conduzidas em localidades distintas do estado do Mato Grosso do Sul, em diferentes

anos.
4.3.1.1. Municipio de Sidrolandia

O municipio de Sidrolandia (Figura 4.1) possui uma area de 5.286,405km? com uma
densidade demografica de 5,74 hab/km?, localizado na regifo centro-norte do Mato Grosso do
Sul (20°55'55"S / 54°57'39"W), a 484m de altitude e a 60km de distancia da capital do estado.
Com uma populagdo de 42.132 habitantes, aproximadamente 34% na regido rural, Sidrolandia é
reconhecido como o municipio com o maior nimero de assentamentos rurais legais, um total de

onze, além de outros sem regulamentacdo legal (IBGE, 2010).

Figura 4.1. Estado do Mato Grosso do Sul, destacando os trés municipios onde ocorreram
as capturas dos roedores silvestres B Cassilandia; 21 Dois Irméaos do Buriti;
B Sidroandia e a capital do estado Bl Campo Grande. (Fonte: IBGE)

A cobertura vegetal original do municipio era o Cerrado aberto denso (Cerraddo) e a
floresta aluvial, que ocupavam as margens dos cursos d’agua. Atualmente estas formagdes deram
lugar as pastagens plantadas e lavouras e, assim, existem poucas areas onde a vegetacao original

pode ser encontrada.
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Com um clima predominante imido a sub-Umido, no municipio 0s meses mais secos sao
junho, julho e agosto e os mais chuvosos, novembro, dezembro e janeiro. A precipitacao
pluviométrica varia de 1.500 a 1.750 mm anuais e sdo regulares, com periodo seco, inferior a
quatro meses, correspondendo a deficiéncia hidrica de 350 a 500 mm (Secretaria de Estado de
Meio Ambiente, do Planejamento, da Ciéncia e Tecnologia — SEMAC). Neste municipio 0s
roedores foram capturados em quatro localidades diferentes no més de setembro no ano de 2008,

como mostrado na Tabela 4.1

Tabela 4.1. Regifes de amostragem de pequenos mamiferos no municipio de Sidrolandia.

Localidade Regido de | Pontos de Fitofisionomia da Area
amostragem | captura
01 Capim margeando mata ciliar, limitrofe a campo de
C : :
20 milho colhido
Localidade C 21 Capim margeando mata ciliar, limitrofe a campo de
1 40 milho colhido e vegetacdo de area alagada
41 -
C 50 Capdo de mata ciliar com solo degradado pelo gado
01 Capim com arbustos e arvores esparsas. Area em
Localidade b 40 declive. Terreno brejoso e mata ciliar
2 41
25 Borda de pasto, e cerrado degradado pelo gado
01 Pasto abandonado com arbustos, arvores altas
esparsas. Na segunda metade da trilha: Mata Umida
_ A 20 alta, sub-bosque
Localidade 21 Borda entre mata e roca com milho em colheita,
3 60 margeando pequeno corrego
01 o
CG 20 Braquiaria, margem da estrada
ce 01 Borda de pasto ao longo de capoeira, com corrego
20 acidentado e rocha
Localidade cc 21 Cerrado degradado com sub-bosque formado apenas
4 40 por coqueirinho margeando o pasto
cC 41 Capéo de mata com arbustos e arvores baixas
60 margeando o cdrrego
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4.3.1.2. Municipio de Dois Irmaos do Buriti

O municipio de Dois Irm&os do Buriti (Figura 4.1) possui uma area de 2.344,593km?, na
mesorregido do pantanal sul-matogrossense (20°40°47”S / 55°17°46”W), a 320m de altitude.
Apresenta um pequeno predominio da fitofisionomia do Cerrado em relacdo as areas de tensédo
ecoldgica, representado pelo contato do Cerrado com a Floresta Estacional. A referida regido
apresenta as seguintes sub-formac6es: Cerrado arboreo denso e aberto, com remanescentes da
vegetacao natural e agricultura, reflorestamento e pastagens como vegetagdo antropica, ja que o
municipio € um dos maiores produtores de laranja, tomate e café do estado.

O clima apresenta-se imido a sub-imido, com indice efetivo de umidade variando de 20
a 40%. As temperaturas médias anuais conservam-se acima de 20°C, sendo que os totais de
precipitacdo estdo entre 1.200 mm e 1.500 mm, considerando que ocorre de um a dois meses
secos na epoca mais fria (Secretaria de Estado de Meio Ambiente, do Planejamento, da Ciéncia e
Tecnologia — SEMAC).

Tabela 4.2. Regibes de amostragem de pequenos mamiferos no municipio de Dois Irmaos do

Buriti
Localidade Regido de | Pontos de Fitofisionomia da Area
amostragem | captura
01
Localidade D 20 Cerrado (campo sujo com vegetacdo secundaria) e
1 21 pasto de braquiaria
40
01 o
20 Mata de cerrado com braquiéria no entorno
Localzldade C ch) Borda de cerrado @ margem da estrada
41 Capéo de cerrado alto com arvores acima de 2 metros,
60 envolto por pasto
i 01 .
Localg:dade A 20 Morro com pedregulhos, cerrado, capim alto,
braquiéria, varzea
Assentamento 21
Paulo Freire 40
01 Borda de pasto ao longo de capoeira, com coOrrego
Localidade 20 acidentado e rocha
4 E 21 Cerrado degradado com sub-bosque formado apenas
Assentamento 40 por coqueirinho margeando o pasto
Paulo Freire 41 Capdo de mata com arbustos e arvores baixas
60 margeando o cOrrego
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4.3.1.3. Municipio de Cassilandia

O municipio de Cassilandia (Figura 4.1) possui uma éarea 3.649,724 km? localizado na
regido leste do Mato Grosso do Sul (19°06'46"S / 51°44'02"W), com aproximadamente 20.966
habitantes. (IBGE, 2010). Sendo a pecuéaria a principal fonte de renda desse municipio, a
cobertura vegetal predominante é a pastagem plantada, apresentando ainda algumas areas de
Campo Cerrado, contato Cerrado/Floresta Estacional e lavoura.

O municipio apresenta clima tropical. Na por¢do norte/nordeste as temperaturas medias
do més mais frio sdo menores que 20°C e maiores que 18°C. O periodo seco estende-se de quatro
a cinco meses. A precipitacdo anual varia de 1.200 a 1.500mm. Na por¢do noroeste as
temperaturas sao maiores que 15°C e menores que 20°C. A dura¢do do periodo seco é de dois a
trés meses e as precipitacdes variam de 1.500 a 1.700 mm anuais (Secretaria de Estado de Meio
Ambiente, do Planejamento, da Ciéncia e Tecnologia — SEMAC).

A captura dos animais neste municipio foi realizada por uma demanda da regido, devido a
instalacdo da uma usina hidroelétrica. As coletas foram realizadas no periodo de pré-enchimento
do reservatério da usina, em expedi¢cdes de campo organizadas a cada dois meses, de abril de
2008 a janeiro de 2009 (Tabela 4.3). A usina foi inaugurada no ano de 2009 no rio Aporé, na
divisa entre os municipios de Cassilandia (MS) e Aporé (Goias). O Rio Aporé é afluente pela
margem direita do rio Paranaiba e limite entre os estados de Mato Grosso do Sul e Goiés. E
navegavel nos 35 km a partir da sua foz.

A pequena central hidrelétrica (PCH) chamada de Planalto (Figura 4.2), assim como as
demais PCHs, € considerada por seus idealizadores uma alternativa sustentavel de gerar energia,
uma vez que ndo exigem a construcao de grandes reservatdrios, evitando os respectivos impactos
no solo e nos cursos d’agua. Sem interferéncia ao regime fluvial e mantendo as séries historicas
de vazdes exatamente iguais as que sempre foram, o formato do reservatorio utilizado neste

modelo de projeto se assemelhe ao de um rio cheio.
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Tabela 4.3. Regifes de amostragem de pequenos mamiferos no municipio de Cassilandia.

Lc.)calldad,e Regido de Pontos Fitofisionomia da Area
(rio Aporé) amostragem
Maragem esquerda A 23 Transicao entre Floresta Estacional Decidual e
g 5 22 Cerradao
Margem direita B 23 Transicdo entre Floresta Estacional Decidual,
g 29 Mata Ciliar e Pastagem com arvores isoladas
Margem esquerda C gg Cerrado sensu strictu (tipico)
Margem esquerda D ;2 Cerrado sensu strictu (tipico) em regeneragéo
. 15 Transicdo entre Floresta Estacional Decidual e
Margem direita E 8 -
7 Mata Ciliar
15 - . :
Transicao entre Floresta Estacional Decidual e
Margem esquerda F 3 ~
Cerradao
12
Margem direita G* 30 Transicéo entre Canavial e Pastagem

* Regido de amostragem adicionada ao estudo a partir das coltas de junho de 2008.

BRENNAND
energia

Figura 4.2. Usina hidroelétrica PHC Planalto situada no municipio de Cassilandia/MS
ainda em construgdo. (Fonte: www.brennandenergia.com.br)
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4.3.2. Captura de roedores silvestres

Em cada um dos municipios estudados estabeleceu-se um nimero de transectos lineares
com, no minimo, 10 estacdes de captura. Em cada ponto de captura foi armada uma armadilha do
tipo live-trap, modelo Tomahawk ou do tipo Sherman, apropriadas para a captura de pequenos
mamiferos vivos com até 3 kg. A disposicdo das armadilhas seguiu o padrdo previamente
estabelecido, no qual uma armadilha do tipo Sherman foi colocada em cada estacéo de captura e
uma armadilha do tipo Tomahawk a cada trés estacfes de captura. Todos 0s transectos receberam
numeracdo individual, sequencial para as estacdes de captura. Este tipo de identificacdo dos
transectos e das estacOes de captura permitiu o registro da exata localizagdo das capturas, e,
portanto, permite também a soltura do animal (quando necessario) no mesmo ponto. A isca
utilizada foi uma mistura composta de bacon, aveia, banana e pasta de amendoim. O periodo de
coleta variou dependendo da localidade.

As armadilhas eram montadas durante a tarde e vistoriadas na manh& seguinte. Os
roedores capturados eram levados para local adequado onde eram submetidos a coleta de dados
como biometria, peso, sexo e condi¢do reprodutiva, e posteriormente, anestesiados para a coleta
de sangue e amostras de tecidos, dentro das normas de biosseguranca preconizadas por Mills e
colaboradores, 1995.

Ap0s prévia anestesia com cloreto de Ketamina (foi escolhido um valor médio para a dose
em cada faixa de peso dos animais capturados, baseado em extrapolacdo alométrica) todos os
animais foram submetidos a coleta de sangue por puncédo cardiaca. As amostras de sangue foram
coletadas com o uso de seringas de 1 a 3mL, de acordo com o tamanho do animal. Cada amostra
foi armazenada em tubos de polipropileno para microcentrifuga de 1,5mL de volume em
aliquotas que variavam de 0,5 a 1mL. As mesmas foram devidamente encaminhadas ao
laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses do Departamento de Virologia do 10C, onde foram
estocadas em um freezer a -20°C.

Apds a coleta de sangue, os roedores foram submetidos a eutanasia e, em seguida,
amostras de tecidos de figado, bago, rim, pulméo e coragdo foram obtidas e acondicionadas
criogenicamente em nitrogénio liquido para posterior extracdo de RNA no LHR - IOC. Foram

realizadas, tambem, a coleta de medula dssea para analise citogenética (cariotipo) e preparagdo
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do esqueleto e taxidermia dos espécimes coletados para depdsito em colecéo cientifica do Museu
Nacional/Universidade Federal do Rio de Janeiro, como material testemunho.

A diversidade de espécies de pequenos mamiferos é ainda pouco conhecida e a
sistemética apresenta-se, para muitos grupos, bastante confusa. Neste caso, faz-se necesséria a
utilizacdo de técnicas citogenéticas (cariotipagem), pois a identificacdo especifica nem sempre é

possivel considerando-se somente os caracteres morfoldgicos e morfométricos.

4.3.3. Identificagdo dos roedores

A identificacdo morfologica dos roedores foi baseada nas caracteristicas qualitativas
externas do cranio do animal (Oliveira & Bonvicino 2006). Para confirmar a identificacdo com
base na morfologia, preparagdes cromossomicas foram obtidas a partir de culturas de medula
Ossea. As suspensdes celulares foram cultivadas por 2 horas a 37°C em meio RPMI 1640,
suplementado com 20 % de soro fetal bovino, com brometo de etidio (5Smg/ml), e colchicina (107
M), como descrito por (Bonvicino et al. 1996). Por causa da falta de distingdo morfologica rentre
as espécies de roedores sigmodontineos intimamente relacionados, analises de dados de
sequéncia de DNA do gene mitocondrial citocromo b foram realizadas para confirmar a
identificacdo da espécie e estimar a relacdo filogenética de espécimes de hantavirus positivo
(amostras com e sem dados cariotipagem). Amostras de DNA de roedores positivos para
arenavirus foram extraidas a partir de amostras de figado de acordo com os procedimentos
descritos por Sambrook e colaboradores (1989). O gene citocromo b de aproximadamente 1140
pb foi amplificado com a utilizacdo dos oligonucleotideos com L14724 (Irwin et al. 1991) e
MVZ 14 (Smith & Patton 1991) e sequenciados com 0s mesmos oligonucleotideos somados aos
iniciadores CITB-Sot-inl e CITB-Sot-in 2 (Cassens et al. 2000), no sequenciador automatico de
DNA ABI Prism™ 377.

4.3.4. Identificagdo da infecgdo por Arenavirus nos roedores do Mato Grosso do Sul

4.3.4.1. Extracdo RNA viral de amostras de tecidos

As amostras de fragmentos de figado ou baco de roedores foram submetidas a extragdo do
RNA viral pelo kit comercial PureLink Micro-to-Midi total RNA purification kit (Invitrogen, San

Diego, CA) seguindo o protocolo do fabricante.
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Para a extracdo foram obtidos aproximadamente 50 mg de tecido utilizando bisturi ou
tesoura estéreil, subsequentemente, o tecido foi congelado, em banho de nitrogénio liquido e
triturado manualmente, utilizando um pistilo. Em seguida foram adicionados 120uL de Trizol®
(Invitrogen) e o tecido foi complementarmente dissolvido com o auxilio de um rotor para pistilo.
Posteriormente, 880puL de Trizol® foram adicionados e apds homogeneizagdo sob agitacdo o
material triturado foi incubado a temperatura ambiente por cinco minutos. Na etapa seguinte
200uL de cloroférmio foram adicionados para cada 1mL de Trizol® e o tubo foi agitado
vigorosamente por 15 segundos e incubado por trés minutos a temperatura ambiente. As amostras
foram centrifugadas a 12.000x g por 15 minutos a uma temperatura de 4°C. ApoOs a
centrifugacdo, 400uL da fase aquosa da solucdo foram transferidos para um novo microtubo
devidamente identificado. Junto a fase aquosa foi adicionado etanol a 70%, no mesmo volume,
para uma concentracdo final de etanol de 35%, seguida de uma breve agitacdo. Em sequéncia,
700uL da mistura (fase aquosa/etanol) foram transferidos para uma coluna fornecida pelo kit e
submetidos a centrifugacdo a 12.000x g por 15 segundos a temperatura ambiente. O liquido que
passou pela coluna foi desprezado e a coluna recolocada em um novo tubo coletor. Essas etapas
foram repetidas a partir da adicdo de mais 700puL da mistura.

Em sequéncia, adicionou-se 700uL do tampao de lavagem | na coluna e centrifugou-se a
12.000x g por 15 segundos a temperatura ambiente, o liquido que passou pela coluna foi
descartado do tubo coletor seguido pela colocacdo da coluna em um novo tubo coletor. Na etapa
seguinte, 500 puL do tampdo de lavagem Il 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. Estas etapas foram repetidas a
partir da adicdo de 500pl do tampé&o de lavagem Il por mais uma vez.

Por fim as colunas foram centrifugadas vazias a 12.000x g por um minuto a temperatura
ambiente para eliminar o excesso de etanol da membrana, com posterior descarte do tubo coletor.
A coluna foi colocada em um microtubo de 1,5mL e 30uL de agua livre de nucleases foram
adicionados no centro da coluna de forma cuidadosa, seguida de uma incubagéo por um minuto a
temperatura ambiente uma nova centrifugacdo da coluna com tubo de 1,5mL a 12.000x g por 2
minutos a temperatura ambiente. O RNA extraido foi armazenado em aliquotas de 10 pL em
freezer -80°C.
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4.3.4.2. Extracdo RNA viral de amostras de soro

As amostras de soro de roedores silvestres dos quais ndo foram coletadas amostras de
figado ou baco, foram submetidas a extracdo de RNA pelo kit comercial QlAamp®Viral RNA
mini Kit (Qiagen®), seguindo os protocolos do fabricante, conforme descrito previamente no item
4.2.2.1.

4.3.4.3. Transcricao reversa do RNA (RT) seguida de Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR)

A partir do RNA total extraido de amostras de roedores foram realizadas a sintese cDNA
e a sua amplificacdo posterior utilizando o kit comercial SuperScript. 11l One-Step RT-PCR
System with Platinum® Tagq DNA Polymerase (Invitrogen, San Diego, CA) associado a
oligonucleotideos especificos para uma porcao da regido codificante da GPC dos arenavirus da
América do Sul: M13 (5"- TGT AAA ACG ACG GCC AGT GCG CAC AGT GGA TCC TAG
GC-3)e951R (5 -CCAYTITTC IAG RCA GTA ICC ICC AGG 3' -3") conforme descrito no
item4.2.2.1.

Todas as amostras de RNA dos roedores que apresentaram amplificacdo especifica, na
reacdo descrita acima, foram utilizadas em uma segunda reacdo de sintese de cDNA com
posterior amplificacdo com oligonucleotideos especificos para a regido da NP do segmento S dos
arenavirus da América do Sul descritos por (Bowen et al. 1996b). Para a sintese de cDNA foi
utilizado o kit comercial Mini Kit SuperScript 11I™ Reverse Transcriptase (Invitrogen, San
Diego, CA): o RNA extraido foi ressuspendido em 30uL de H20 nuclease free e 1uL de dNTP a
10mM e 0.2 uM de oligonucleotideo 19C (5'- GCA CAG TGG ATC CTA GGC - 3)). Esta
mistura foi incubada a 65°C por 5 minutos em termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems). O tubo foi transferido posteriormente para um banho de gelo, por um
minuto. Em seguida, foram acrescentados 2ul DTT 0.1M, 1l RNaseOUT™ (40U/ul), 2uL do
tampdo 10X RT ( 200mM Tris-HCI — pH8.4; 500mM KkCI), 4ul MgCl> a 25mM, 1L
SuperScript™ 111 RT (200U/uL) e novamente levados para o termociclador e incubados a 50°C
por 50 minutos e 85°C por 5 minutos. Subsequentemente, a mistura foi acrescida de 1pl de E.
coli RNase H (2U/ puL) e novamente levada ao termociclador e incubada a 37°C por 20 minutos,
resultando em um volume final de 20pl de cDNA.
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A partir do cDNA sintetizado na reacdo descrita acima, foi realizada a amplificacdo de
um fragmento da NP, utilizando os oligonucleotideos 1010C (5°-TCI GGI GAI GGI TGG CC-3")
e 1696R (5°- ACA TIA TGC AIT CIA ICA GIG CAC AGT G -3') Para a reacdo foram
utilizados: 14 pL de H20 livre de nuclease, 0,25 a 20mM 12.5 pL de 10X PCR Gold Buffer (150
mM Tris-HCI, 500 mM KCI pH 8.0), 0.2 uL de MgCl a 25 mM, 1,25 U de AmpliTaq Gold DNA
Polymerase, LD 5 U/ulLe oligonucleotideos numa concentragéo final de 0.2 uM. A esta mistura
foram adicionados 2 pL de cDNA, num volume final de 25 pL que foram submetidos ao ciclo de
amplificacdo sugerido pelos autores dos oligonucleotideos (Bowen et al. 1996b): 95°C por 7
minutos (desnaturagédo) seguido de 36 ciclos a 95°C por 1 min /45°C por 1 minuto/ e 68°C por 2
minuto e uma extensdo final de 68°C por cinco minutos em termociclador GeneAmp® PCR

System 9700 (Applied Biosystems). Por fim, o DNA produzido foi estocado a -20°C.

4.3.4.4. Analise de DNA em gel de agarose

A agarose a 1,5% foi preparada em tampdo TBE 0,5X. As amostras de DNA foram
aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em tampao TBE 1X. A visualizacdo do DNA foi
realizada apds o gel ter sido submetido ao banho de GelRed™ (Uniscience) durante 10 minutos,

através da luz ultravioleta por meio de transluminador.
4.4. Selecdo e desenho de oligonucleotideos

Para melhor caracterizar os arenavirus detectados neste estudo foram selecionados
iniciadores para o sequenciamento completo do segmento genémico S dos arenavirus. Os
iniciadores foram desenhados com auxilio do programa MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011) e
direcionados para sequéncias conservadas do genoma do virus.

As regifes conservadas foram estabelecidas a partir de alinhamento mdltiplo de
sequéncias completas de linhagens préximas filogeneticamente de arenavirus brasileiros e sul-
americanos pela ferramenta MUSCLE (Edgar 2004)(Thompson et al., 1994)no programa MEGA
5.2. As espécies de arenavirus selecionadas para o alinhamento foram baseadas nos resultados
obtidos durante a realizac&o do estudo. Bases degeneradas foram utilizadas nos iniciadores em

posi¢cbes com divergéncia de sequéncia entre as linhagens analisadas. Essa anélise de
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conservacao de sequéncia foi também empregada na adaptacdo de alguns iniciadores descritos

em literatura.

A amplificacdo do segmento S completo foi dividida em quatro fragmentos chamados

Inicio, M1, M2 e Fim que apresentam regides sobrepostas (Figura 4.3). A amplificacdo por PCR

tanto dos segmentos S1 a 4 foram realizadas utilizando-se 2l do cDNA (secdo 4.XXX)
acrescidos 15 pL de H20 livre de nuclease, 0,25 a 20mM 12.5 pL de 10X PCR Gold Buffer (150
mM Tris-HCI, 500 mM KCI pH 8.0), 0.2 pL de MgCl a 25 mM, 1,25 U de AmpliTag Gold DNA
Polymerase, LD 5 Units/uL e oligonucleotideos numa concentracdo final de 0.2 uM. A mistura

de 25 pL foi submetida a um aquecimento inicial de 95°C por 10 minutos seguida de 40 ciclos a

94°C por 40 segundos, 41°C por 1 min e 20 segundos, 72°C por um min e 30 segundos se um

periodo final de extensdo de 10 minutos a 72°C.

Regiao Intergénica

| Inicio

| Meio 2

Fim ]

OLIGONUCLEOTIDICO

SEQUENCIA (5'- 3?)

FRAGMENTO

19¢c (Bowen et al 1996) Inicio
128-135F AAN CCA AAT VAC TTG BCC CAT
884-903 R ACN TGG GAR AAY CAT TGT GA M1
2089-2108 F ACW TGT CAA GGM TCT GAT GA
1774-1793 R GGK TGC ATT TAC ATK GCA AC M2
2902-2924 F ATW GCW TGC ATG TCA GTG CAA GG
2731-2750 R AGA CTG AGG TTG TAA CCA GA Fim
19c (Bowen et al 1996)

Figura 4.3. Estratégia para amplificacdo e sequenciamento direto dos arenavirus

incluidos no estudo. N refere-se ao gene da nucleoproteina e GPC ao gene

precursor da glicoproteina. A linha verde e preta a fina representam as

regides codificante e n&o codificante,

respectivamente. As setas

representam os iniciadores utilizados apenas para 0 sequenciamento.
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4.5. Purificacdo e sequenciamento de nucleotidico

Os produtos de DNA 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 com ajuda de um bisturi, pesadas e transferidas para tubos de 1,5mL. O
tampéo de solubilizacdo (PROMEGA) foi adicionado a cada tubo na proporg¢do de 10uL/10mg
de gel e incubado 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 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 tampédo de lavagem foram adicionados com subsequente centrifugacdo por 5 minutos a
16.000x g. Uma nova centrifugagdo de 1 minuto a 16.000x g foi realizada agora sem a tampa
interna da centrifuga para total evaporacéo residual do etanol. As colunas foram transferidas para
tubos de 1,5mL estéreis e identificados. Em uma nova etapa foram adicionados 50uL de &gua
livre de nuclease (PROMEGA), seguida de incubacdo por um minuto a temperatura ambiente e
centrifugagdo a 16.000x g por um minuto. A coluna foi descartada e o filtrado foi estocado a -
20°C.

O DNA purificado foi submetido ao sequenciamento utilizando o kit comercial BigDye®
Terminator™ v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). O volume final de cada reagéo
foi de 20pl, contendo: (i) DNA purificado a ser sequenciado, na concentragdo de 100-200ng; (ii)
3,2 pmol de iniciador senso e do iniciador antisenso (utilizado separadamente), (iii) 2ul 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 condigdes: 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).

As sequéncias de nucleotideos e seus cromatogramas de sequenciamento dos fragmentos
amplificados do segmento gendmico S foram analisados por meio do programa MEGA 5.2
(Tamura et al. 2011). Inicialmente as sequéncias foram analisadas contra o banco de dados
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depositado no GenBank utilizando a ferramenta BLASTn. Em seguida, as sequéncias obtidas
foram manipuladas no programa MEGA 5.2. Apo0s a localiza¢do dos iniciadores por meio dos
quais o fragmento foi inicialmente amplificado, as sequéncias foram alinhadas entre si por meio
da ferramenta MUSCLE (Edgar 2004) no programa MEGA 5.2. Uma sequéncia consenso foi
estabelecida, e as divergéncias de nucleotideos entre as sequéncias foram esclarecidas pela

analise dos cromatogramas de sequenciamento.
4.6. Analise filogenética

Para todas as andlises filogenéticas realizadas, as sequéncias obtidas no sequenciamento e
as obtidas em bancos de dados foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE (Edgar 2004) no
programa Seaview4 (Gouy et al. 2010).

As relagdes filogenéticas foram estimadas usando a inferéncia filogenética por Maxima
Verossimilhanga (MV) implementado na ferramenta MEGA 5.2 sob o modelo de evolugéo de
sequéncia JTT + G, que foi escolhido depois de testes de modelos alternativos hierarquicamente
pela computacdo em razdo de verossimilhanca na mesma ferramenta. As arvores filogenéticas

foram construidas com suporte do teste de bootstrap (1000 pseudo-réplicas).
4.7. Analise estatistica

Os dados sdcio-demogréaficos e de infeccdo dos individuos analisados foram inseridos em
banco de dados do programa Excel. Uma analise descritiva foi, entdo, realizada e as correlacfes
entre as varaiveis demograficas, as relacionadas as questdes abordadas no questionério (tipo de
atividade, tempo de realizagdo da atividade, utilizacdo de EPIs) e a presenca ou auséncia de

anticorpos anti-arenavirus. Utilizando o teste qui-quadrado para avaliar a significancia estatistica.
4.8. Consideracdes éticas

O estudo com amostras humanas esté inserido nos seguintes projetos coordenados pela
Dra Elba Regina Sampaio de Lemos:
- “Estudo das condic¢Bes de saude dos profissionais que manuseiam animais silvestres:

prevaléncia e suscetibilidade a infecges virais, bacterianas e por parasitas, com énfase nas
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Hantaviroses”, (Processo n° 403601/2008 —CNPq) e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa
da Fundacdo Oswaldo Cruz (Protocolo 409/07).

- Vigilancia epidemioldgica de hantaviroses e rickettsioses lato sensu dentro do programa
de vigilancia do Ministério da Satide aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Fundacio
Oswaldo Cruz (Protocolo 559/10) (Anexo 10.3).

Todo o trabalho com os animais incluidos nesta pesquisa foi encaminhado e aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)/FIOCRUZ, conforme protocolo N° P.0294-
06 e realizado de acordo com licenga (N° 068/2005) concedida pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)/ Coordenacdo Geral de Fauna
(CGFAU).
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5- RESULTADOS

5.1. ldentificacdo da infeccdo por Arenavirus em profissionais de salude que

manuseiam animais

5.1.1. Perfil da Populagéo

A populacdo foi constituida de 292 profissionais com idade entre 18 e 70 anos,
concentrada na faixa etaria dos 18 aos 26 anos (68.1%). A maioria dos participantes foi do sexo
feminino. Na Tabela 5.1 € apresentado um breve sumario das caracteristicas da populacéo
estudada, referentes ao sexo e a idade dos participantes. Verificou-se que a maioria dos
profissionais, 143 participantes (49%), relatavam menos de quatro (04) anos de atividades com
animais e 31 (10,.6%) apresentaram um historico de contato e manuseio de animais por um

periodo igual ou superior a 10 anos.

Tabela 5.1. Idade e sexo dos profissionais que manuseiam animais incluidos no estudo de

prevaléncia de anticorpos-anti arenavirus.

Faixa Etaria Homens Mulheres Total (Faixa Etaria)
18 a 26 60 139 199 (68.1%)
27 a 35 25 37 62 (21.2%)
36 a46 10 10 20 (6.9%)
> 47 7 4 11 (3.8%)
Total 102 (35.0%) 190 (65.0%) 292

A partir da analise das atividades associadas com captura e processamento de animais que
constavam no questionario, foi possivel observar uma sobreposicdo das atividades, ja que a
maioria dos profissionais referia participar de mais de uma atividade envolvendo animais, mais
frequentemente, com mamiferos, aves e répteis (Tabela 5.2). A captura de animais silvestres,
além de mais frequente, foi a atividade realizada em todos os 26 estados brasileiros e no Distrito
Federal. As areas de coleta com mais frequéncia foram na regido sudeste, onde os profissionais

capturaram predominantemente roedores, marsupiais, morcegos, felinos e primatas (Figura 5.1).
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Tabela 5.2. InformacGes sobre as atividades associadas com captura e processamento de animais

dos profissionais que manuseiam animais incluidos no estudo de prevaléncia de

anticorpos-anti arenavirus.

Atividades Numero de profissionais
Captura de Animais Silvestres 242
Necropsia de Animais Silvestres 136
Coleta de Animais Invertebrados 46
Manuseio de Animais Domésticos 128
Necropsia de Animais Domésticos 18
Bioterismo 50
Outras atividades* 54

*Taxidermia foi a atividade mais citada no campo no item sobre outras atividades.

Quando questionados sobre a utilizagdo de EPIs, 61 (20.8%) dos profissionais
informaram que nédo os utilizavam, 23 (9.5%), utilizam eventualmente, 167 (57.1%) utilizaram
EPIs em todas as atividades e 41 ndo responderam. Luvas de procedimento, de contencdo e
perneiras foram os EPIs mais citados no questionario. N&o houve uma correlacdo
estatisticamente significativa entre o uso de EPIs e a idade dos participantes (p valor =
0.161554). Porém a relagcdo sexo e utilizacdo desses equipamentos demonstrou significancia
estatistica (p valor = 0.041396). A ndo utilizacdo de EPIs parece estar associada ao sexo feminino

conforme mostra a Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Relagéo entre sexo e frequéncia de utilizagcdo de EPIs entre os profissionais que

manuseiam animais participantes do estudo sobre prevaléncia de anticorpos anti-

arenavirus.
Sexo Ignorado Eventualmente Nao utiliza Todas as atividades
Mulheres 23 18 47 102
Homens 18 5 14 65
TOTAL 41 23 61 167
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Figura 5.1. Local de captura de animais silvestres, por unidade federativa e regido
geografica, relatados pelos participantes do estudo de prevaléncia de

anticorpos-anti arenavirus.
5.1.2. Inquérito Soroldgico

Das 292 amostras analisadas, duas amostra de soro (0.7%) demonstraram sororeatividade.
Uma amostra de uma estudante do sexo feminino, de 22 anos, do curso de gestdo ambiental,
residente no municipio de Curitiba (PR), que relatava exercer atividades de campo por um
periodo de dois anos. As atividades relatadas na ficha eram necropsia de aves e mamiferos além
de trabalhos que envolviam trilhas na Mata Atlantica para conservagdo de carnivoros com busca
de vestigios desses animais (carcagas). Em relacdo a biosseguranga, a estudante relatou a
utilizacdo de luvas e botas de borracha em todas as atividades.

O segundo participante sororreativo foi um homem de 30 anos, biologo, residente no
estado de S&o Paulo, com historico de viagens, durante o periodo de oito anos, para realizacao de
capturas de aves em rede de neblina e de mamiferos com armadilhas, nos estados de Sao Paulo,

Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Para, Parana, Rio de Janeiro e Espirito Santo, e também no
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continente africano em Mocambique, o participante informou a utilizacdo eventual dos seguintes

EPIs: botas, calcas, camisa manga longa, boné, repelente e protetor solar.

5.2. Identificacdo da infeccdo por Arenavirus em pacientes com suspeita de dengue do Mato

Grosso do Sul

5.2.1. Perfil da Populacéo

Nesta etapa do estudo retrospectivo foram utilizadas amostras de soro ou de plasma de 50
pacientes (Tabela 5.4), das epidemias dos anos de 2007 e 2010, no estado do MS. Das 39
amostras do ano de 2007, 27 possuiam o diagnostico laboratorial confirmatdrio para dengue e 12,
ndo apresentavam etiologia definida. Entre as atividades profissionais relatadas pelos pacientes,
predominaram o trabalho administrativo e atividades em instituicdes de ensino (professores e
estudantes). Ndo houve diferenca entre os sintomas relatados pelos pacientes confirmados e ndo

confirmados e todos apresentavam febre, mialgias e cefaleia (Tabela 5.4).

Tabela 5.4. Dados demograficos e manifestacdes clinicas dos pacientes suspeitos de dengue

confirmados e ndo confirmados (2007 e 2010), no estado de Mato Grosso do Sul.

DENV(+) DENV(-) 2007 DENV(-) 2010 TOTAL
16 a 30 12 6 5 23
Faixa Etaria 31 a6l 13 6 6 25
Sem dados 2 - - 2
Sexo MaS-CL-J“nO 18 2 6 26
Feminino 9 10 5 24
Febre 26 12 8 36
Cefaleia 24 12 9 45
Mialgia 26 11 9 46
Sintomas Dor retro-orbitaria 16 8 5 29
Astenia 18 8 - 26
Nauseas 16 11 6 33
Tonturas 16 10 - 26
Manifestacfes hemorragicas* 19 5 2 26

*Manifestacbes hemorragicas = exantema, petéquias, gengivorragia, metrorragia e epistaxe. (DENV(+) = casos
suspeitos de dengue confirmados/ DENV (-) = casos suspeitos de dengue ndo confirmados).
Adicionalmente, 11 amostras de soro ou de plasma de pacientes com suspeitas de dengue,

sem a confirmagédo laboratorial, dos meses de fevereiro e margo de 2010, foram também
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incluidas no estudo (Tabela 5.4). Os pacientes tinham idades de 16 a 59 anos de ambos 0s Sexos.
Alguns dos pacientes apresentavam comorbidades como infec¢do pelo virus HIV e HCV, além
de hipertensdo arterial. Esses pacientes possuiam atividades diversas - estudante, diaristas,
enfermeiro e comerciantes. Assim como 0s pacientes de 2007, todos os pacientes de 2010

residiam no municipio de Campo Grande — MS.
5.2.2. Testes Moleculares e Soroldgicos

A amplificacdo de duas regides do segmento gendmico S dos arenavirus foi realizada para
as 50 amostras dos pacientes e nenhuma apresentou amplificacdo de produtos no tamanho
esperado para nenhuma das regides alvos. Sendo assim, todas as amostras foram,
subsequentemente, submetidas ao teste soroldgico ELISA IgG anti-arenavirus, onde novamente,

nenhuma das amostras analisadas apresentou reatividade.
5.3. Identificacédo da infecc@o por Arenavirus em roedores silvestres do Mato Grosso do Sul
5.3.1 Animais capturados

Nos trés municipios de estudo foram coletados um total de 197 animais, composto por
180 roedores silvestres, pertencentes a 11 géneros distintos, além de 17 marsupiais (Figura 5.2,
Tabela 5.5). As espécies mais abundantes de roedores capturados foram Necromys lasiurus (72
animais capturados) seguida por Calomys expulsus (42 animais) e C. callosus (28 animais).

Tabela 5.5. Descricdo do numero total de animais coletados no estudo sobre arenavirus nos
municipios de Sidrolandia, Dois Irmdaos do Buriti e Cassilandia — MS.

o NUmero de animais . Espécies mais
Municipio Taxonomia Sexo
capturados prevalentes
Sidrolandia 70 11 géneros C. callosus e 24F 46 M
11 espécies N. lasiurus
Dois Irm_a_os do 6 S generos Oecomys catherinae 4F 2M
Buriti 5 espécies
A L 11 géneros N. lasiurus e
Cassilandia 121 12 espécies C. expulsus 56F e 66M

(F = fémea / M= macho).
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# Necromys spp.

# Calomys spp.

M Cerradomys spp.
# Nectomys spp.

¥ Oligoryzomys spp.
i Hylaeamys spp.

4 Oecomys spp.
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M Thylamys spp.

u Hydrochoerus spp.

Figura 5.2. Porcentagem de géneros de roedores silvestres capturados nos municipios de

Sidrolandia, Dois Irmaos do Buriti e Cassilandia — MS.

Para realizacdo deste estudo foram incluidas 125 amostras de trés géneros distintos de
roedores coletados no estado do Mato Grosso do Sul (Tabela 5.6), todos os trés ja conhecidos, na
literatura mundial, como reservatérios de arenavirus - Calomys spp.; Necromys spp. e Oecomys
spp.. De acordo com os critérios estabelecidos, somente roedores com identificacdo taxonémica
completa e que continham amostras de baco, figado ou de soro acondicionadas no LHR foram

selecionados para o estudo.

Tabela 5.6. Descricdo dos animais analisados por municipio no estudo sobre arenavirus nos

municipios de Sidrolandia, Dois Irmaos do Buriti e Cassilandia — MS.

Municipio Numero total de animais Espécies Sexo
Sidrolandi 48 roedores (27) Calomys callosus 6F 21M
arofandia (21) Necromys lasiurus 9F 12M

Dois Irméos do Buriti 3 roedores (2) Oecomys catherinae 2F

(1) C. callosus 1M
A 45) N. lasiurus 20F 25M

Cassilandia 74 roedores (

(29) C. expulsus 11F 18M

(F = fémea /M = macho)
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5.3.2 Pesquisa do genoma viral

A pesquisa por fragmentos do genoma viral em amostras de 125 roedores silvestres
resultou na amplificacdo do mesmo em 35 amostras de figado ou baco. Foi possivel a
amplificacdo do fragmento referente a8 GPC em todas as amostras, em uma etapa de triagem
(Quadro 5.1 e 5.2). Apesar de confirmadas, posteriormente, por sequenciamento de nucleotideo,
os fragmentos gendmicos amplificados apresentaram um peso molecular acima do esperado,
cerca de 100 a 200 pares de base, dependendo do roedor infectado. Assim, amostras de N.
lasiurus apresentaram bandas em gel de agarose proximas a 1100 nucleotideos (nt) enquanto que
amostras de C. callosus apresentavam amplicons de 1.000nt. Outro fato que chamou a atengéo
foi que as amostras de N. lasiurus do municipio de Cassilandia apresentaram bandas com pesos
moleculares ainda maiores, cerca de 1.200 nt.

Quando utilizado um segundo par de iniciadores com uma regido alvo diferente, a NP, a
proteina mais conservada entre a familia Arenaviridae, para confirmar as amplificacbes obtidas
inicialmente, ndo houve concordancia entre as amostras amplificadas e apenas 19 foram
amplificadas (Quadro 5.1 e 5.2).

Para esclarecer os resultados obtidos e estabelecer a espécie de arenavirus responsavel
pela infec¢do dos roedores, foi realizado o sequenciamento nucleotideo de todas as 35 amostras
amplificadas para as diferentes regides do segmento S dos arenavirus (Quadro 5.1 e 5.2). Assim,
sequéncias recuperadas de 27 animais (08 N. lasiurus e 18 C. callosus), nas diferentes regifes do
segmento S, foram comparadas com outras sequéncias depositadas e disponiveis no GenBank
(Quadro 5.1 e5.2).

As sequéncias nucleotidicas dos genes das proteinas GPC e NP obtidas de roedores da
espécie C. callosus apresentaram similaridades de 79.0% (GPC) e 80.0% (NP) com as sequéncias
do virus Latino variante MARU (AF512830), também recuperadas de roedores C. callosus na
Bolivia.

Apenas sequéncias parciais da proteina GPC de N. lasiurus foram recuperadas dos
produtos gerados com os iniciadores utilizados na triagem. As sequéncias nucleotidicas parciais
desta espécie de roedor apresentaram uma similaridade aproximadamente de 73.0% com a
sequéncia U34248 do virus Oliveros da regido central da Argentina, cujo reservatério € o roedor
N. benefactus.
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Quadro 5.1. Resumo dos resultados obtidos na analise molecular e sequenciamento dos roedores dos municipios de Sidrolandia

e Dois Irmaos do Buriti - MS.

Dados gerais dos roedores RT- PCR Sequenciamento
Numeracao Espécie Sexo Fc’:c;r:)ttczj E; GPC NP Sequencia parcial Re;lijrllﬁdo
LBCE 8672 | C. callosus M CG13 POS POS GPC/NP LATV
LBCE 8673 | C. callosus M CG26 POS POS GPC/NP LATV
LBCE 8674 | C. callosus M CG17 POS POS GPC/NP LATV
LBCE 8675 | C. callosus M CG28 POS POS GPC/NP LATV
LBCE 8679 | C. callosus M C02 POS NEG NP LATV
LBCE 8680 | C. callosus M C10 POS POS GPC LATV
LBCE 8684 | N. lasiurus M CG07 POS NEG GPC OLVvV
LBCE 8689 N. lasiurus F CG30 POS NEG Segmento S completo oLvv
LBCE 8693 | C. callosus M CG25 POS NEG GPC/NP LATV
LBCE 8695 | C. callosus F* CG15 POS POS GPC/NP LATV
LBCE 8696 | C. callosus M CG27 POS POS GPC LATV
LBCE 8699 | C. callosus M CG30 POS POS GPC/NP LATV
LBCE 8701 | C. callosus M C16 POS NEG GPC LATV
LBCE 8710 | N. lasiurus M CG17 POS POS GPC OLVV
LBCE 8721 | C. callosus M CG08 POS POS GPC/NP LATV
LBCE 8722 | C. callosus M CG38 POS NEG GPC LATV
LBCE 8723 | C. callosus M CG25 POS NEG GPC LATV
LBCE 8726 | C. callosus F* CG40 POS POS Segmento S completo LATV
LBCE 8729 | C. callosus M D32 POS NEG GPC LATV
LBCE 8731 | C. callosus M CG39 POS NEG GPC LATV
LBCE 8734 | C. callosus M CG18 POS NEG GPC LATV
LBCE 8793"| C. callosus M B02 POS NEG GPC LATV

+ = roedor do municipio de Dois Irmdos do Buriti; * Fémea gravida; (F = fémea /M = macho; POS= positivo/NEG = negativo;
LATV =virus Latino OLVV= virus Oliveros).
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Quadro 5.2. Resumo dos resultados obtidos na analise molecular e sequenciamento dos roedores do municipio de Cassilandia - MS.

Dados gerais dos roedores RT- PCR Sequenciamento

Numeragéo Espeécie Sexo Izgg& ?; g?fugg GPC NP Sequéncia parcial | Resultado Final
LBCE 11785 N. lasiurus M G20 30-Jul-08 POS POS NEG NEG
LBCE 11788 N. lasiurus F G06 30-Jul-08 POS NEG GPC OLvvVv
LBCE 11792 N. lasiurus M G16 31-Jul-08 POS POS NEG NEG
LBCE 11809 N. lasiurus M G01 31-Jul-08 POS NEG GPC OLVV
LBCE 11812 N. lasiurus M G06 31-Jul-08 POS NEG NEG NEG
LBCE 12030 C. expulsus F B0O7 11-Oct-08 POS POS NEG NEG
LBCE 12039 N. lasiurus M G18 11-Oct-08 POS POS GPC OLvVv
LBCE 12042 N. lasiurus F G05 11-Oct-08 POS NEG GPC OLvVv
LBCE 12092 N. lasiurus F G07 12-Oct-08 POS NEG NEG NEG
LBCE 12104 N. lasiurus M G01 13-Oct-08 POS NEG GPC OLVV
LBCE 12109 N. lasiurus M B02 13-Oct-08 POS NEG NEG NEG
LBCE 12122 N. lasiurus M G29 14-Oct-08 POS NEG NEG NEG
LBCE 12123 N. lasiurus F G30 14-Oct-08 POS NEG GPC OLvvVv

(F = fémea /M = macho; POS= positivo/NEG = negativo; LATV = virus Latino OLVV= virus Oliveros)
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A diferenca de aminoacidos da proteina GPC entre o0s virus obtidos de C. callosus e
N. lasirus variaram de 32.9 a 39.5%.

Devido a incompatibilidade dos resultados encontrados na amplificacdo dos diferentes
genes que constituem o segmento S dos arenavirus, s6 foram considerados positivos 0s
roedores dos quais foi possivel o sequenciamento dos produtos da RT-PCR para a GPC ou NP
conforme descrito nos quadros 5.1 e 5.2. Sendo assim, um total de 27 roedores foram
positivos, com uma prevaléncia de 21.6% na populacdo de estudo. As demais prevaléncias

calculadas se encontram na Tabela 5.7.

Tabela 5.7. Prevaléncia molecular da infeccdo por arenavirus em roedores silvestres das

espécies C. callosus e N. lasiurus capturados no estado do Mato Grosso do Sul

o C. callosus N. lasiurus Total
Municipio
POS/TOTAL(PREV %) | POSITOTAL(PREV %) | POS/TOTAL(PREV %)
Sidrolandia 18/27 (66.6%) 3/21 (14.2%) 21/48* (43.75%)
Dois Irmaos do Buriti 1/1 (100%) | = - 1/3* (33.3%)
Cassilandia | - 5/45 (11.1%) 5/74* (6.7%)
Prevaléncia por espécie 19/28 (67.8%) 8/76 (10.5%) | 27/125** (21.6%0)

* total dos animais analisados por municipio incluindo outras espécies nao
discriminadas na tabela
** total dos animais incluidos no estudo (POS = positivo) (PREV= prevaléncia)

5.3.3. Sequenciamento completo do segmento S dos Arenavirus

Com oligonucleotideos especificos, desenhados neste estudo para amplificacdo do
segmento S dos arenavirus da Clade C (secdo 4.4), foi possivel sequenciar o segmento S
completo de um representante de cada espécie de roedor positivo. A analise do segmento S do
virus obtido do roedor N. lasiurus e C. callosus mostrou, respectivamente, um tamanho de
3,545nt e 3,397nt de extensdo. Resultados de analises de similaridade das NP e GPC do virus
de N. lasiurus demonstraram as menores diferencas 11.2% e 16,4% com o virus Oliveros
(U34248). As proteinas do virus de C. callosus foram mais proximas ao virus Latino variante
MARU (AF512830), 10.0% (NP) e 11.3% (GPC). Estes dados reforgam aqueles obtidos com

a analise das sequéncias parciais do segmento S.

74



5.3.4. Analise filogenética

Com o objetivo de melhor compreender as relacbes de parentesco e distribuicdo dos
virus detectados no estado do Mato Grosso do Sul, foram construidos dendogramas para a
analise das relaces filogenéticas entre as sequéncias obtidas neste estudo e as demais

espécies de arenavirus descritas na literatura.

5.3.4.1. Analise Filogenética da proteina GPC (Parcial)

A arvore filogenética gerada com as sequéncias parciais da proteina GPC corroborou
com os dados obtidos com a matriz de similaridade e confirmou que as sequéncias obtidas dos
roedores do MS pertencem a clade C dos arenavirus do NM.

As sequéncias de aminoacidos obtidas de N. lasiurus e C. callosus formaram um clado
monofilético bem definido com os virus Oliveros e Latino, respectivamente. Observou-se
também que ndo houve distingdo na relacdo filogenética entre as sequéncias recuperadas de
diferentes municipios (Figura 5.1). Os roedores LBCE 8701, LBCE 11788 ndo foram
utilizados nessa analise, por apresentarem sequéncias com numero menor de nucleotideos que

as demais.

5.3.4.2. Analise Filogenética da proteina NP (Parcial)

A arvore filogenética gerada com as sequéncias parciais da NP apresentou um perfil
semelhante ao encontrado para a proteina GPC, no qual, novamente, os virus deste estudo se
agruparam com os Virus pertencentes a clade C dos arenavirus do NM.

Né&o foi possivel obter sequéncias da NP do Unico roedor positivo de Dois Irméos do
Buriti e, sendo assim, as comparacdes de NP dos virus de C. callosus foram restritas ao
municipio de Sidrolandia.

A sequéncia de NP do roedor LBCE 12039 foi obtida com os primer desenhados para
0 sequenciamento completo (1510-1528F e 2385-2364R). Mais uma vez as amostras de virus
obtidas de N. lasiurus ndo apresentaram uma separacéao por localidade (Figura 5.2).

5.3.4.3. Analise Filogenética das proteinas GPC E NP Completas

As sequéncias completas do segmento S de um exemplar de cada virus detectado no
municipio de Sidrolandia foram amplificadas utilizando os oligonucleotideos desenvolvidos

neste trabalho (secéo 4.4). As analises filogeneticas das proteinas completas codificadas pelo
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segmento genémico S ndo demonstraram nenhuma possivel recombinacdo entre esses
arenavirus e reforcaram a posicéo desses virus na Clade C do NM.

As proteinas GPC (Figura 5.3) e NP (Figura 5.4) de N. lasiurus e C. callosus, assim
como as parciais, formaram um grupo monofilético bem definido com 6timo suporte, com o0s

virus Oliveros e Latino.

5.3.4.4. Analise Filogenética da proteina NP dos Arenavirus da Clade C do Novo
Mundo

Para avaliar a posi¢do dos virus identificados em N. lasirus, quanto a possibilidade de
ser uma nova espécie do género ou de uma variante viral, foi realizada uma anélise
filogenética com sequéncias parciais de aminodcidos da NP das amostras de Sidrolandia e de
outras variantes virais relacionadas a Clade C. Observou-se que as sequéncias de N. lasiurus
estdo proximas ao virus Oliveros e a variante viral desse virus (virus Pampa), também
recuperada de um roedor do género Necromys spp. na Argentina. Curiosamente, 0 Vvirus
Pinhal obtido de C. tener no estado de S&o Paulo, também relacionado aos virus da Clade C,

se apresenta filogeneticamente mais proximo ao virus Oliveros (Figura 5.5).

76



85 virus Tacaribe AAA47902
il_l_— virus Ocozocoautla de Espinosa AFD98839
100 virus Junin ACS12870

90 b virus Machupo AAS77877

virus Cupixi YP 001649222
100 | E virus Guanarito AAT88082
virus Amapari AAN09934

virus Sabia YP 089665
virus Chapare YP 001816782
virus Tamiami YP 001911115
virus Bear Canyon ADD60472
virus Big brushy tank ABU94347
virus Tonto creek ABU94343
virus Skinner Tank ABW96596
virus Catarina ABI97298
virus Whitewater Arroyo YP 001911113
virus Black Mesa ACY26172

100
93 | ® LBCE 8684
52 @ LBCE 8689
& LBCE 12104
¢ LBCE 12123
4% LBCE 12039
@ LBCE 12042
@ LBCE 11809
@ LBCES710
virus Oliveros YP 001649210
100 Fvirus Oliveros AAC54654
100 g Virus Latino YP 001936021
virus Latino AAN32959
LBCE 8673
LBCE 8672
A LBCES8793 Clade C
LBCE 8695
50 LBCE 8696
LBCE 8722
LBCE 8693
LBCE 8731
LBCE 8699
LBCE 8680
LBCE 8675
LBCE 8726

97

LBCE8721 Legenda-
LBCES8723

LBCE 8734 ’ Virus N. lasiurus Cassilandia
LBCE 8674
LBCE 8729 ‘ Virus N. lasiurus Sidrolandia
virus Parana YP 001936017
virus Flexal YP 001936019
virus Allpahuayo YP 001649221
virus Pirital AAK17900

A\ Virus C. callosus Dois Irmaos do Buriti

Virus C. callosus Sidrolandia

virusPichinde AAB58485

virus Lujo YP 002929490
100 [~ Virus Dandenong ABY20729

89 —E virus Lymphocytic choriomeningitis AAX49341

virus lppy YP 516230

virus Gbagroube ADX32836

virus Lassa AHC95555

virus LunaBAM45324

virus Mobala AAQ75069

virus MopeiaY P 170709

virus Menekre ADX32840
virus Morogoro YP 003090214

100

—
0.2

Figura 5.1. Relag@es filogenéticas das sequéncias parciais da proteina GPC (313 aa) dos arenavirus
recuperados em roedores de Mato Grosso do Sul. A analise foi construida por Méaxima
verossimilhanga implementada no programa MEGA verséo 5.2 utilizando o modelo Jones Taylor
Thorton (JTT) + G. A barra de escala indica a divergéncia das sequéncias. Os valores numéricos nos

nos da arvore indicam o valor de Bootstrap.
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Figura 5.2. Relag0es filogenéticas das sequéncias parciais da proteina NP (153 aa) dos arenavirus
recuperados em roedores de Mato Grosso do Sul. A andlise foi construida por Maxima
verossimilhanga implementada no programa MEGA verséo 5.2 utilizando o modelo Jones Taylor
Thorton (JTT) + G. A barra de escala indica a divergéncia das sequéncias. Os valores numéricos nos

nos da arvore indicam o valor de Bootstrap.
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Figura 5.3. Relacdes filogenéticas das sequéncias parciais da proteina GPC (558aa) dos arenavirus
recuperados em roedores de Mato Grosso do Sul. A andlise foi construida por Maéaxima
verossimilhanca implementada no programa MEGA versdo 5.2 utilizando o modelo Jones Taylor
Thorton (JTT) + G. A barra de escala indica a divergéncia das sequéncias. O valor numérico nos nohs

da arvore indicam o valor de Bootstrap.
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Figura 5.4. Relagdes filogenéticas das sequéncias parciais da proteina NP (571aa) dos arenavirus
recuperados em roedores de Mato Grosso do Sul. A andlise foi construida por Maxima
verossimilhanca implementada no programa MEGA versdo 5.2 utilizando o modelo Jones Taylor
Thorton (JTT) + G. A barra de escala indica a divergéncia das sequéncias. Os valores numéricos nos

nos da arvore indicam o valor de Bootstrap.
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Figura 5.5. Relacdes filogenéticas das sequéncias parciais da proteina NP (175aa) dos arenavirus
recuperados em roedores de Mato Grosso do Sul. A andlise foi construida por Maxima
verossimilhanca implementada no programa MEGA versdo 5.2 utilizando o modelo Jones Taylor

Thorton (JTT) + G. A barra de escala indica a divergéncia das sequéncias. Os valores numeéricos nos

nos da arvore indicam o valor de Bootstrap.
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6- DISCUSSAO

6.1. Identificacio da infecgio por Arenavirus em profissionais que manuseiam animais

Embora existam poucos estudos sobre o risco ocupacional envolvendo diferentes
categorias de profissionais que trabalham com zoonoses associadas com roedores silvestres, a
adocdo de medidas de biosseguranga no manuseio de roedores potencialmente infectados por
arenavirus tem sido preconizada, em especial nas regides onde sabidamente roedores
silvestres infectados por arenavirus tém sido identificados (Fritz et al. 2002).

No Brasil, at¢é 0 momento, cinco espécies de arenavirus foram descritas: (i) virus
Amapari isolado de duas espécies de roedores Neacomys guinea e Oryzomys capito, (ii) virus
Cupixi (Oryzomys capito), (iii) virus Flexal (Oryzomys sp.), (iv) virus Pinhal (Calomys tener)
e (v) virus Sabia (Pinheiro et al. 1966, 1977, Coimbra et al. 1994, Charrel et al. 2002, Charrel
& de Lamballerie 2010). O Unico estudo de soroprevaléncia de arenavirus realizado na
populacéo brasileira envolveu individuos com quadros febris sem etiologia definida no estado
do Mato Grosso e demonstrou que 1.4% destes pacientes possuiam anticorpos anti-arenavirus
(Machado et al. 2010). Neste cenario, o Brasil se destaca na América do Sul como o pais com
0 maior numero de espécies de arenavirus descritas, mas contraditoriamente com pouco
conhecimento sobre a distribuicdo geografica e a dindmica desses virus em seus reservatorios
e, principalmente, entre a populacdo humana.

Este estudo foi realizado com uma populacdo com histéria de contato direto com
animais silvestres e o seu habitats, fato que, consequentemente, possibilita considerar, assim,
esta populacdo como de alto risco para infeccdo por arenavirus, especialmente os 246
profissionais que relataram atividades associadas com captura de animais silvestres.

Como os profissionais referiam atividades de captura em todos os estados do Brasil, é
possivel, guardando aos devidos limites do estudo, demonstrar a abrangéncia territorial deste
estudo. Majoritariamente constituido por mulheres, entre 18 e 26 anos de idade, 0s
profissionais relataram atividades relacionadas ao contato diretocom animais silvestres como
a captura e necropsia, principalmente de roedores, marsupiais e ou morcegos, por um periodo
de, no minimo, um ano. Embora mais da metade dos participantes (57.2%)167/292 tenham
informado que utilizavam equipamentos de prote¢do individual durante a realizagcdo das
atividades associadas aos animais, 0S mesmos se restringiam, na maioria das vezes, a luvas e
botas, fato que reforca a vulnerabilidade destes profissionais sob o ponto de vista da

biosseguranca e o risco de infec¢do por arenavirus.

82



Das 292 amostras analisadas, duas (0.7%) apresentaram sororeatividade para
arenavirus. Este resultado estd em consonancia com os dados disponiveis na literatura
cientifica, na qual se tem comprovado que a transmissdo de arenavirus, assim como a de
outros virus associados a roedores, € um evento raro entre profissionais que tém elevada
exposicao a estes virus. Apesar do consenso na literatura sobre o risco potencial da infeccédo
por arenavirus em atividades relacionadas a animais, poucos sdo os estudos que descrevem a
soroprevaléncia das arenaviroses nas populagfes potencialmente expostas aos roedores
infectados por arenavirus (Fritz et al. 2002).

Fulhorst e colaboradores (2007) em seus estudos envolvendo profissionais que
manuseavam roedores nos EUA encontraram uma sororeatividade de 0,3% entre os 757
participantes, reforcando a ideia de que entre profissionais que trabalham especificamente
apenas com roedores a prevaléncia de anticorpos para esse virus é baixa.

A populacdo deste estudo foi composta predominantemente por profissionais com
faixa etaria mais baixa e o periodo de tempo de manuseio e o tipo de contato com animais
foram variados, com o predominio de periodos menores que dois anos. Na literatura, em um
estudo similar realizado em profissionais que trabalham com captura de pequenos mamiferos,
foi possivel demonstrar um aumento da sororeatividade de acordo com os anos de trabalho
dos profissionais, com estabilizacdo depois de 10 anos de atividades (Brummer-Korvenkontio
et al. 1982), fato que reforca a baixa prevaléncia encontrada neste estudo, ja que a maioria dos
participantes nao relatava atividades com animais por um periodo de tempo superior a dois
anos.

Embora seja uma populacédo de estudo distinta, um levantamento feito em pacientes de
um hospital em Birmingham, Alabama observou-se que a soropositividade para arenavirus
aumenta de acordo com a faixa etaria e que prevaléncias de 5.1% podem ser encontradas em
populacdes de 30 anos ou mais, reforcando a questdo da idade (Stephensen et al. 1992).

Neste estudo dois dos 292 profissionais foram sororeativos. A estudante de 22 anos do
curso de gestdo ambiental, do estado do Parana relatava como atividade necropsia de aves e de
mamiferos capturados na Mata Atlantica nos Gltimos dois anos. Mesmo na auséncia de
registro de circulacdo de arenavirus no estado do Parana, ndo é improvavel que a infeccdo
tenha ocorrido no estado durante as atividades de campo, considerando a proximidade com 0s
estados de S&o Paulo e de Mato Grosso do Sul, onde arenavirus comprovadamente circulam.
Apesar da correlacdo negativa entre o uso de EPIs e o sexo feminino, a participante relatava a
utilizacdo de luvas e botas de borracha em todas as atividades envolvendo os animais.

O segundo participante sororreativo foi um homem de 30 anos, bidlogo, residente no

estado de Sdo Paulo, mas com um rico historico de viagens para os estados de S&o Paulo,
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Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Para, Parand, Rio de Janeiro e Espirito Santo, além de
Mogambique, num periodo de oito anos. O histdrico de viagem desse participante dificulta a
identificacdo do possivel local de infecgdo, mas seu historico inclui estados brasileiros onde a
presenca de arenavirus ja foi confirmada: Para (Pinheiro et al. 1966). Mato Grosso do Sul
(presente estudo) e Sdo Paulo (Coimbra et al. 1994). Como ressaltado previamente, o Unico
arenavirus naturalmente patogénico reconhecido até o0 momento em nosso pais, 0 SABV, foi
descrito no estado de S&o Paulo. A dificuldade de se identificar o provavel local de infeccédo é
reforcada considerando que, as reatividades entre antigenos dos arenavirus do NM e do VM
sdo fracas ou mesmo inexistentes e que ndo existem estudos sobre a circulacdo de arenavirus
em quatro estados (ES, MG, PR e RJ), alem de Mogambique (Sanchez et al. 1989, Ruo et al.
1991), assim, como 0 paciente realizou atividades no continente africano, a possibilidade de
contato com arenavirus do VM ndo pode ser descartada.

Nenhum dos profissionais sororeativos relatou quadro febril e/ou doenca grave durante
a manipulacdo dos animais. Estudos de soroprevaléncia em regibes endémicas tém
demonstrado que a populagdo dessas regides apresenta um numero pequeno de individuos
com soroconversdo sem um historia de manifestacbes clinicas (Weissenbacher et al. 1987,
Tesh et al. 1993), o que pode indicar que as infec¢des por arenavirus, geralmente resultam em
doenca, reforcando também o conceito de que a infeccdo humana é um evento raro. A
despeito do desconhecimento da interacdo arenavirus e hospedeiro, sabe-se, no entanto, que
infeccdes pelo virus Pinchidé, um arenavirus da Colémbia, causa soroconversdo sem sinais
aparentes de doenca (Buchmeier et al. 1974) e que o virus LCMV também tem sido
responsavel por doencas brandas semelhantes a um resfriado sem maiores complicacdes
(Amman et al. 2007, Buchmeier et al. 2007).

Nos estudos consultados, foi possivel identificar um Udnico inquérito soroldgico
realizado no Brasil visando a pesquisa de arenavirus. Semelhante aos nossos achados,
Machado e colaboradores encontraram uma prevaléncia de 1.4% em uma populagédo composta
por individuos que apresentavam um quadro febril agudo, sem etiologia definida, de Nova
Xantina, no estado do Mato Grosso, fato que leva a crer que os individuos tenham apresentado
possivelmente uma infeccdo oligossintomatica seguida de soroconversdo, assim como 0S
profissionais incluidos no presente estudo (Machado et al. 2010).

Considerando que as amostras dos profissionais foram submetidas previamente a
pesquisa de anticorpos anti-hantavirus e que a soroprevaléncia foi de 0.3%, é oportuno
ressaltar que esses dados demonstram o quanto a presen¢a dos arenavirus pode estar sendo
subestimada em nosso pais. Os arenavirus determinaram uma soroprevaléncia ligeiramente

maior do que a encontrada para os hantavirus, um virus com caracteristicas semelhantes as dos
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arenavirus, tanto quanto a forma de transmissdo quanto a participacdo de roedores silvestres
nos ciclos enzooticos (Mills & Childs 1998).

Em adicdo, é digno de nota alertar para a possibilidade de que estes profissionais possam
estar expostos a roedores infectados por arenavirus em qualquer regido do territorio brasileiro,
considerando os diferentes biomas existentes no Brasil que abrigam 71 géneros, e 235
espécies de roedores, com 117 espécies pertencentes a subfamilia Sigmodontinae, na qual se
encontram os reservatorios de hantavirus e arenavirus (Oliveira & Bonvicino 2006).

Em nosso estudo, a infeccao dos profissionais pode ter ocorrido provavelmente a partir
da inalacdo de aerossois durante as atividades de campo, uma vez que nenhum dos individuos
relatou utilizar EPIs relacionados com a protecdo contra agentes de transmissdo por via aérea
como mascaras de cobertura facial total e respirador autbnomo motorizado com pressdo
positiva (Kelt & Hafner 2010).

A baixa prevaléncia, identificada em profissionais frequentemente expostos neste e
também nos demais estudos realizados em diferentes regides do Mundo, seria provavelmente
decorrente das condi¢cdes do material manuseado assim como do tipo de procedimentos
realizados, ja que a maioria dos profissionais ndo realiza necropsia e que o material, no
momento do processamento, se encontra, quase que invariavelmente Umido, dificultando,
assim, a geracdo de aerossOis contendo particulas virais. No entanto, recentemente, Torres-
Pérez e colaboradores (2010) relataram dois casos de sindrome pulmonar por hantavirus em
profissionais que trabalhavam no campo, possivelmente, associado a mordida de roedor,
reforcando assim, a hipOtese, também para arenavirus, de que 0 risco possa nao estar
associado exclusivamente a inalacdo de particulas aerolizadas. Mordida, contato de lesbes de
descontinuidade da pele com excretas infectadas e a acidentes envolvendo perfuro cortantes e
materiais infectados devem também ser considerados. Estes achados reforcam a necessidade
da realizacdo de estudos de desenho longitudinal na tentativa de acompanhar grupos de
profissionais com atividades associadas a0 manuseio dos animais silvestres, buscando avaliar
inclusive os cuidados a serem adotados referentes a biosseguranca nas diferentes atividades
realizadas por estes profissionais.

Em relacdo a sensibilidade e especificidade do teste soroldgico ELISA, estudos
realizados na Argentina para avaliar a sua performance em comparagdo com o teste de
neutralizacdo por reducdo em placa (PRNT) demonstram que o teste apresenta altos valores
de especificidade (98.8 a 100%) e sensibilidade (95.6%), sendo muitas vezes, o0 teste
soroldgico de escolha pela “facilidade” de execugdo e bons resultados principalmente quando
utilizado em dilui¢cdes maiores ou iguais a 1:800 (Garcia Franco et al. 1988, Riera et al. 1997).

Mas como ja foi discutido anteriormente, a especificidade antigénica relacionada a algumas
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especies virais dificulta a identificacdo de um teste sorolégico com uma antigeno capaz de ser
utilizado como instrumento para realizagdo de inquéritos. Em nosso estudo utilizamos o
JUNV, um arenavirus da América do Sul, em amostras de soro com baixa dilui¢cdo, nossa
intencdo era aumentar a sensibilidade, uma vez que devido a especificidade antigénica deste
virus, poderia se perder resultados positivos para outras especies de arenavirus. Apesar de ndo
ser o ideal, estudos envolvendo as espécies detectadas no Brasil e suas propriedades
antigénicas precisam ser analisadas para a padronizacdo de um teste especifico para 0 nosso

territorio, ou testes especificos para determinadas regifes do pais.

6.2. ldentificacdo da infeccdo por Arenavirus em casos suspeitos de dengue do Mato

Grosso do Sul

O estado do Mato Grosso do Sul possui um grande numero de doencas endémicas e,
entre elas, a dengue, que, em momentos de epidemia, pode ser confundida com casos de
arenaviroses, como ocorrido na Venezuela, onde, aproximadamente, 26% dos casos de
arenaviroses foram classificados inicialmente como dengue, mesmo depois da descri¢do da
FHV (Salas et al. 1991). Além da dengue, o diagnostico diferencial deve incluir outras
doencas endémicas que ocorrem na América do Sul, principalmente as FHV pelos virus da
febre amarela e hantaviroses, além de doencas parasitarias como a malaria, assim como foi o
reconhecimento do primeiro e Unico caso de FHB, causada pelo virus Sabid, cujo diagndstico
inicial foi de febre amarela (Coimbra et al. 1994).

Em nosso estudo retrospectivo, a analise das amostras de pacientes suspeitos de
dengue procedentes do estado do Mato Grosso do Sul, onde, em 2007, foram notificados
70.272 casos suspeitos de dengue, com 44.550 na capital Campo Grande, foi negativa para
infeccdo por arenavirus. Todos os individuos dessa populagdo eram residentes do municipio
de Campo Grande, um municipio com uma extensdo territorial de 8.092,951 km? e uma
densidade populacional de 97.22 hb/km?. Como o0s pacientes exerciam atividades
administrativas, empresariais ou de ensino, provavelmente com pouco contato com roedores,
os dados epidemioldgicos ndo foram compativeis com o perfil de populacdo com risco de
infeccdo por arenavirus, apesar da quadro clinico sugestivo. A maioria dos casos de
arenaviroses ocorre principalmente em homens, adultos jovens, com atividades relacionadas a
atividades agricolas ou atividades outras que propiciem o contato com roedores silvestres.

Embora a pesquisa de arenavirus nas amostras tenham se mostrado negativa, 0
pequeno numero de amostras de casos suspeitos de dengue que foram analisadas, assim como

a baixa incidéncia das arenaviroses, como observado em outros paises latino-americanos,
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(Manzione et al. 1995), interferem na interpretacdo do resultado e apontam para a necessidade
de se incluir o diagnostico de arenaviroses, considerando sempre a possibilidade de
sobreposicdo de casos de arenaviroses em momento de epidemia de dengue. Assim, em
decorréncia da dificuldade de se obter, neste estudo, amostras de casos suspeitos de dengue
procedentes de MS, em especial das regides onde foram identificados roedores infectados por
arenavirus, somente com uma vigilancia continuada e um maior nimero de amostras, sera
possivel verificar a circulacdo de arenavirus em nosso territorio.

Ainda neste contexto de inclusdo do diagndstico das arenaviroses, é pertinente
considerar o fato de que os virus detectados no presente estudo ndo tém sido considerados
patogénicos, até a presente data, e que, de forma intrigante, os virus OLV e LAT membros da
Clade C do NM utilizam os mesmo receptores celulares que os arenavirus do VM, LASV e
LCMV/(Cao et al. 1998, Spiropoulou et al. 2002). Esta interacdo diferente da observada com
os arenavirus do NM permite especular sobre a possibilidade, caso estes arenavirus sejam
capazes de infectar o homem e produzir doenca, de que a manifestacdo clinica seja
semelhante & febre do Lassa ou coriomeningite linfocitica. E pertinente lembrar que a febre do
Lassa clinicamente se assemelha a dengue, com a Unica diferenca de apresentar alta
letalidade relacionada com a presenca de hemorragias (Ginther et al. 2000, Macher & Wolfe
2006).

Quanto ao virus da coriomeningite linfocitica, cujo reservatorio tem dispersdo
mundial, a investigacdo de casos suspeitos necessitaria de um perfil clinico que contemplasse
manifestacBes neuroldgicas, em especial meningite asséptica, considerando também o
diagnostico diferencial com enterovirus, herpes simples tipo 2 e varicela-zoster,
principalmente em pacientes residentes de areas rurais e/ou com historico de contato com
roedores.

Corroborando com a afirmativa acima de que € imprescindivel a inclusdo da
arenavirose na vigilancia sindrémica das febres hemorragicas, Coimbra e colaboradores
(2001) descreveram um caso fatal causado por uma nova espécie de arenavirus geneticamente
relacionado aos virus caracterizados neste estudo (Figura 5.5.). Identificado no interior do
estado de Sdo Paulo, o virus Pinhal foi isolado de um paciente de 32 anos que desenvolveu
um quadro clinico inicial caracterizado por febre alta, mialgia, dor abdominal, nausea e
vomito. O paciente evoluiu com hemoptiase, hematuria, dispnea, confusdo metal e febre baixa
culminando com 6bito, 28 dias ap06s o inicio da doenca (Coimbra et al. 2001). Infelizmente,

embora o agente tivesse sido isolado, a sua caracterizagdo completa néo foi realizada.
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6.3. Identificacdo da Infeccdo por Arenavirus em roedores silvestres do estado do Mato

Grosso do Sul

Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar a presenca de infeccdo por arenavirus
em amostras de roedores silvestres do estado do Mato Grosso do Sul, um estado cujos limites
geogréficos fazem divisa com &reas onde casos de arenaviroses ja foram confirmados como o
estado de S&o Paulo e Bolivia. A identificacdo de arenavirus em 27 roedores das espécies N.
lasuiurus e C. callosus capturados em trés diferentes municipios matogrossenses confirma a
hipGtese de que estes agentes virais circulam no territorio brasileiro.

Em relacdo & caracterizagdo molecular dos arenavirus detectados neste estudo é
necessario abordar e discutir alguns pontos considerados imprescindiveis para que 0S
resultados inéditos pudessem ser obtidos, preenchendo, assim, uma importante lacuna no
conhecimento deste agente zoonético de grande complexidade taxondmica, praticamente
desconhecido em nosso territdrio.

A amplificacdo do fragmento referente a GPC em todas as amostras possibilitou
verificar que os produtos gerados possuiam um peso molecular acima do esperado, cerca de
100 a 200 pares de base, dependendo do roedor infectado. Amostras de N. lasiurus
apresentaram bandas em gel de agarose préximas a 1100nt enquanto amostras de C. callosus
apresentavam amplicons de 1.000nt. Distingbes sutis entre os produtos amplificados,
utilizando outros oligonucleotideos, ja haviam sido descritas para as diferentes clades dos
arenavirus do NM (Bowen et al. 1996). Essas variacOes se devem a grande plasticidade
genética dos arenavirus, evento que torna seu genoma extremamente variavel, em especial, a
regido da proteina GPC, que ap0s a sua clivagem, origina proteinas de superficie responsaveis
pela ligacdo com as células hospedeiras.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram duas regiGes codificantes do
segmento S dos arenavirus discordantes, consequéncia, provavelmente, da plasticidade
genética citada anteriormente assim como da falta de disponibilidade de uma quantidade
satisfatoria de sequéncias das diferentes espécies de arenavirus e suas variantes disponiveis no
Gen Bank que permitisse uma anélise mais ampla com um maior nimero de sequéncias. Neste
cenario, diante do escasso conhecimento sobre a real variedade genética da maioria das
espécies de arenavirus no continente americano, o desenvolvimento de novas sondas genéticas
para triagem de novas espécies ou mesmo de variantes de espécies se torna dificil (Charrel &
Lamballerie 2010).

Ainda neste contexto, € pertinente registrar que, apesar dos iniciadores 1010C e 1696R

terem sido desenvolvidos por Bowen e colaboradores (1996), com a proposta de amplificar a
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regido genémica referente a NP de quase todas as espécies de arenavirus reconhecidas nas
Américas, 30% das amostras ndo puderam ser identificadas com este par de primers. Assim,
diante da incapacidade de amplificar a totalidade das amostras, passou a ser imprescindivel a
utilizacdo também do set de iniciadores descrito por Garcia e colaboradores (2000) que se
mostrou, neste estudo, ser o mais adequado para identificar espécies de Arenavirus em
roedores silvestres.

A andlise das sequéncias nucleotidicas completas e parciais dos genes das proteinas
do virus recuperado de C. callosus mostrou maior proximidade, com diferenca de 10.0% (NP)
e 11.3 (GPC), com as do virus Latino, variante MARU (AF512830), obtidas de roedores da
espécie C. callosus capturados na Bolivia. Anélises de similaridade das NP e GPC do virus
recuperado de N. lasiurus demonstraram as menores diferencas, 11.2% e 16,4%, com o virus
Oliveros (U34248) da regido central da Argentina, cujo reservatorio € o roedor N. benefactus.
Ambos os virus identificados sdo os Unicos pertencentes a Clade C dos Arenavirus do NM.
Estes dados confirmam a importancia e a necessidade de maiores estudos sobre a circulagao
de arenavirus em nosso territorio, em especial, nas regides limitrofes com a Argentina, Bolivia
e Venezuela, cuja vigilancia das febres hemorragicas por arenavirus tem demonstrado
ciclicamente a sua presenca.

E pertinente considerar que a taxonomia da familia Arenaviridae, ao longo dos anos,
vem demonstrando diversos problemas e que ndo existe consenso, a medida que cada vez
mais espécies vém sendo identificadas nas Gltimas duas décadas. Como consequéncia desta
complexidade taxonémica, autores tém sugerido, como critério de classificacdo, a utilizacao
de um valor de corte >12% da distancia p ndo corrigida de aminoacidos da NP em conjunto
com fatores como distribuicdo geogréfica e o reservatério natural do novo virus (Emonet et al.
2009, Charrel & de Lamballerie 2010). Assim, apesar do virus detectado em N. lasiurus no
MS se enquadrar em dois critérios como uma nova espécie por: (i) possuir uma distribuicéo
geogréfica distinta (ii) estar vinculado a uma espécie de roedor reservatorio diferente dos
demais virus, uma distancia p ndo corrigida da sequéncia completa de aminoacidos de 11.2%
observada com o OLVYV, leva a concluir que ndo se trata de uma nova espécie viral.
Adicionalmente, em consonancia com os resultados relacionados com os arenavirus, uma
revisao taxondmica do género Necromys spp. realizada recentemente tém-se sugerido que N.
benefactus, reservatorio do OLVV na Argentina, é na verdade um sinénimo janior da espécie
N. lasiurus, ou seja, N. benefactus e N. lasiurus seriam a mesma espécie de roedor (D’Elia et
al. 2008).

Neste estudo, diante da complexidade taxonémica dos arenavirus, analises

filogenéticas da NP foram realizadas para avaliar a posi¢do dos virus identificados em N.
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lasiurus quanto a possibilidade de uma nova espécie do género ou de uma variante viral ou de
outras variantes virais relacionadas a Clade C. Como resultado da anélise foi observado que as
sequéncias de N. lasiurus estavam relacionadas ao OLVV e da sua variante o virus Pampa
(Lozano et al. 1995) também recuperada de um roedor do género Necromys spp., ha
Argentina. Sendo assim, provavelmente o arenavirus detectado nesse estudo € uma variante
distante do OLVV, refor¢ando a hipotese levantada por Mills e colaboradoes (2007) de que
OLVYV estaria associado ao género Necromys spp.

Assim como os dois virus identificados, taxonomicamente, ndo preenchem o0s
requisitos de espécie determinados pelo ICTV, estes foram considerados variantes virais e
receberam a nomenclatura de LATV, variante Capéao Seco (virus detectados em C. callosus) e
de OLVV, variante Quebra-Coco (virus detectados em N. lasiurus). Esses nomes foram dados
pela divisdo em trés distritos — Capdo Seco, Quebra-Cdco e, a sede, Sidrolandia-, do
municipio de Sidrolandia, onde foi identificada a cocirculacdo desses arenavirus.

O LATV descrito, em 1970, por Rowe e colaboradores, foi isolado do roedor C.
callosus nos municipios de Juan Latino e San Ignacio no departamento de Santa Cruz na
Bolivia. LATV, assim como os demais arenavirus do novo mundo, infecta cronicamente 0s
roedores, principalmente aqueles que se infectam no inicio da vida (Webb et al. 1975b). O
OLVV foi descrito em roedores silvestres, na década de 1990, na regido central da Argentina,
durante a vigilancia eco-epidemioldgica do JUNV. Seu reservatorio inicialmente descrito
como Bolomys obscurus, foi posteriormente denominado Necromys obscurus e,
subsequentemente, N. benefactus (Bowen et al. 1996a, Mills et al. 1996, 2007).

Neste estudo, mais de 60% dos C. callosus analisados foram encontrados infectados
pela variante Capdo Grande, nos municipios de Sidrolandia e Dois Irmdos do Buriti, uma
elevada prevaléncia que ja foi previamente descrita com outras espécies de arenavirus nas
Américas. Como exemplo, temos o estudo de soroprevaléncia de arenavirus do sorocomplexo
Tacribe no Novo México, onde 66% de Neotoma albigula foram sororreativos (Cajimat et al
2007). Mais recentemente, estudos realizados em areas endémicas para FHV, demonstraram
um prevaléncia de infec¢do pelo virus Pirital em roedores da espécie Sigmodon alstoni de
64,9% (Milazzo et al. 2011).

Quanto aos resultados obtidos com os roedores capturados em Sidrolandia, 16 dos 18
C. callosus infectados eram machos, resultados compativeis com os descritos na literatura, na
qual é possivel verificar que, na maioria das vezes, 0 numero de machos infectados € maior do
que o de fémeas, fato relacionado aos encontros agonistas desses animais por disputa de
territorio, comida e fémeas (Mills et al. 1992). Apesar do baixo nimero de fémeas de C.

callosus capturadas (06), duas das trés fémeas gravidas apresentaram infec¢do pelo LATV
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Capéo Grande. Aparentemente a infeccdo desta espécie de roedores pelo LATV ndo acarreta
danos na fertilidade, como relatado em infecgdes por outras espécies e variantes do NM assim
como em roedores da mesma espécie infectados por outro arenavirus (Peters et al. 1973).
Estes dados demonstram que os roedores podem desenvolver respostas distintas quando
infectados por diferentes espécies de arenavirus e que é possivel a transmissao vertical desses
virus para os embrides da espécie C. callosus, fator que corrobora para a alta prevaléncia de
infeccdo nestes municipios. Nenhuma andlise foi realizada com os fetos para avaliar
alteracdes estruturais ou histopatologicas.

A presenca do LATV em altas prevaléncias, apenas em municipios onde havia a
presenca do roedor C. callosus, mesma espécie de reservatdrio que na Bolivia, refor¢a a nogéo
de que a maioria das espécies de arenavirus é espécie-especifica e que sua distribuicdo estd
estritamente relacionada & distribuicdo de seu reservatdrio, no caso a especie C. callosus.
Desta forma é possivel deduzir que provavelmente a area de distribuicdo do LATV inclua
areas secas e subumidas do leste da Bolivia, norte da Argentina, Paraguai e no centro-oeste do
Brasil onde a espécie C. callosus esta presente.

Em relacdo ao OLVV, no presente estudo foi possivel detectar roedores da espécie N.
lasiurus infectados nos municipios de Cassilandia (11.1%) e Sidrolandia (14.2%). No
municipio de Cassilandia, onde se detectou um ndmero maior de N. lasiurus infectados,
provavelmente pelo desenho de estudo que foi realizado neste municipio, foi identificado um
padrdo na infeccdo, no qual, ambos sexos apresentaram infeccdo na mesma propor¢do nos
dois meses de estudo, em julho e outubro. Este mesmo padréao foi observado no unico estudo
sobre a dindmica da infeccdo do OLVV em N. benefactus na Argentina (Mills et al. 2007).
Considerando a importancia das condi¢fes ambientais na circulagcdo dos arenavirus, deve ser
ressaltado que a captura dos roedores neste estudo ocorreu em uma area no municipio de
Cassilandia, que foi posteriormente alagada durante o processo de implantacdo de
hidroelétrica. Infelizmente este estudo ndo contemplou o periodo pds-alagamento para avaliar
0 impacto dessa mudanca ambiental na dindmica do OLVV na regiéo.

Diante do exposto, mesmo que um estudo populacional de longo prazo ndo tenha sido
realizado, passa ser imprescindivel considerar a possibilidade de alterac6es na distribuicdo de
arenavirus nas areas sob influéncia de hidrelétricas, cujo impacto ambiental pode determinar o
aumento da taxa de infecgé@o entre os roedores, por conta da disputa por alimentos e espaco,
com consequente aumento, também, do contato dos roedores infectados com a populagdo
humana. Assim, como o Rio Aporé, onde se instalou a usina, € uma importante fonte de lazer

e que faz parte do roteiro de turismo ecoldgico e de turistas em busca de esportes radicais
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como o rafting e a canoagem, uma vigilancia deve ser implementada visando a identificacdo
desses virus na regido.

Neste contexto, é preciso alertar que, no Brasil, o roedor N. lasiurus habita formaces
abertas e florestais do Cerrado e ao longo do ec6tono Mata Atlantica-Cerrado, além de areas
de vegetacdo aberta no estado do Para, e que, provavelmente, OLVV tenha a distribuicdo de
seu reservatorio e que, consequentemente, possa estar presente ndo somente no MS, mas
também nos demais estados da regido Centro-Oeste, leste do estado do Pard, na regido
nordeste, sudeste, Parana, Santa Catarina e norte do Rio Grande do Sul (Bonvicino et al.
2008).

Assim, com o desenvolvimento deste estudo foi possivel identificar, pela primeira vez,
a cocirculagdo de LATV e OLVV em uma mesma &rea no Brasil. Na literatura é possivel
recuperar descricdes de circulacdo de dois arenavirus em uma mesma regido geografica,
geralmente envolvendo uma arenavirus patogénico e, um segundo, com patogenicidade
desconhecida. E o caso dos virus GTO e Pirital na Venezuela, JUNV e Oliveros na Argentina
e também entre arenavirus do VM (Fulhorst et al. 2008, Mills et al. 2007, de Bellocq et al.
2010). E imprescindivel chamar a atencdo para o fato de que filogeneticamente ndo houve
sinais de recombinacdo entre as sequéncias detectadas em C. callosus e N. lasiurus no
municipio de Sidrolandia, assim como ndo foram detectados eventos de troca de hospedeiro
(spillover) entre os virus.

Neste estudo os roedores infectados foram coletados, quase que em sua totalidade, em
ambientes antropizados, as braquiarias na beira da estrada e as bordas de planta¢bes, um
ambiente que permite o contato do homem com roedores. O mesmo padréo foi identificado
em roedores C. musculinus, reservatério do JUNV na Argentina, onde estudos eco-
epidemioldgicos demonstraram predominancia desta espécie de roedor em habitats lineares,
como beiras de estradas, o que sugere que as infecces humanas ocorrem no contato com
roedor ao longo das bordas dos campos ou beiras de estradas, ao entrar ou ao sair dos campos
(Mills et al. 1992).

Por fim, embora ndo tenha sido a proposta deste estudo abordar aspectos econdmicos e
sociais, ndo obstante os dados apresentados anteriormente, 0os municipios de Sidrolandia e
Dois Irméos do Buriti apresentam caracteristicas importantes relacionadas ao risco de infeccao
por arenavirus que precisam ser também consideradas e que serdo sucintamente discutidas a
sequir.

Conforme dados do Censo do IBGE 2010, o municipio de Dois Irmdos do Buriti
possuia uma populacdo total de 10.363 residentes, dos quais 1.246 encontravam-se em

situacdo de extrema pobreza. Deste total dos habitantes considerados extremamente pobres,
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996 (79.9%) viviam no meio rural e 250 (20.1%) no meio urbano, com 100% sem acesso a
rede de esgoto ou fossa séptica, 1.034 (83.0%) sem coleta de lixo e 212 (17.1%) residindo em
casas sem paredes externas de alvenaria. Situacdo semelhante também observada no
municipio de Sidrolandia, onde 4.202 habitantes encontravam-se em situacdo de extrema
pobreza. Do total dos extremamente pobres, 2.490 (59.3%) viviam no meio rural, 397 pessoas
(9.4% do total) viviam sem luz, 309 (7.4%) ndo contavam com captacao de agua adequada em
suas casas, 3.778 (89.9%) nao tinham acesso a rede de esgoto ou fossa séptica e 2.490 (59,3%)
ndo tinham o lixo coletado e 825 (19.6%) ndo tinham em suas casas paredes externas
construidas em alvenaria. Além deste cenario favoravel ao roedor, decorrente da presenca do
lixo e da auséncia de parede de alvenaria nas moradias, a existéncia de grandes areas agricolas
nestes municipios reforca a possibilidade de maior contato da populacdo com roedores
infectados por diferentes espécies de arenavirus, reconhecidamente patogénicos ou nao para a
populacdo humana. Assim, embora nenhum dos arenavirus detectados neste estudo, até a
presente data, tenha sido considerado patogénico, a possibilidade de infecgdo da populacdo
desses municipios pelos arenavirus identificados ou mesmo outros ndo deve ser descartada.
Em resumo, o encontro de resultados semelhantes aos descritos na literatura reforca a
importancia deste estudo, cujo desenvolvimento possibilitou a identificacdo de dois arenavirus
sem descri¢do prévia em nosso pais. A cocirculacdo de dois virus da clade C do NM assim
como a alta prevaléncia de infeccdo do LATV em C. callosus demonstram a importancia de
estudos envolvendo os arenavirus ndo somente no estado do MS, mas também em todo
territério nacional, para que se possa compreender a dindmica dos arenavirus no nosso
territdrio e, assim, implementar medidas de vigilancia e controle dessa zoonose de elevada

letalidade.
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7- CONCLUSOES

- Os resultados obtidos no inquérito soroldgico (prevaléncia de 0.7%) nos profissionais que
manuseiam animais confirmam o baixo risco de transmissdo de arenavirus nesta populacao

com elevada exposicao, confirmando, assim, os dados da literatura sobre o assunto;

- Um ndmero consideravel de profissionais ndo tem o cuidado de usar equipamentos de

protecao individual, com uma correlacdo maior com profissionais do sexo feminino.

- Néo foi detectada a infec¢do ou contato prévio com arenavirus nas amostras de pacientes
com suspeita de dengue, com ou sem confirmacdo laboratorial, procedentes do estado do
Mato Grosso do Sul. Contribuiram para isso, além do perfil de baixa prevaléncia e incidéncia
da doenca, 0 numero pequeno de amostras incluidas no estudo e do perfil dos individuos

incluidos no estudo.

- As altas prevaléncias de infecgdo por arenavirus em roedores nos municipios de Sidrolandia,
Cassilandia e Dois Irmdos do Buriti confirmam a hipdtese de circulacdo de arenavirus em
areas onde os roedores reservatérios se encontram distribuidos e apontam para a importancia

da vigilancia epidemioldgica para os arenavirus considerados patogénicos para 0 homem;

- O sequenciamento de nucleotideo do segmento S completo possibilitou a identificacdo de
dois virus, sem descricdo prévia no Brasil, os virus Latino em C. callosus e Oliveros em

N.lasiurus;
- As altas prevaléncias do virus Latino nos roedores da espécie C. callosus capturados em
Sidrolandia e em Dois Irmdos do Buriti parece estar relacionada a uma transmissao vertical,

dado concordante com a literatura;

- Com o presente estudo foi possivel identificar um novo reservatorio do virus Oliveros no

Brasil, o roedor da espécie N. lasirus.

94



8- PERSPECTIVAS

- Realizar a deteccdo molecular de arenavirus em outras espécies de roedores silvestres da

regido, nao incluidos neste estudo;

- Expandir o estudo realizado em roedores silvestres para outros estados do Brasil;

- Continuar a realizar o diagnostico diferencial das arenaviroses em casos suspeitos de dengue

do estado do Mato Grosso do Sul;

- Realizar parceiras apara obtencdo de amostras de liquor de pacientes com meningite

asséptica ou linfocitaria sem etiologia definida.
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10.1. QUADRO SUPLEMENTAR 1.1

Quadro 1.1. Distribuicdo geogréfica, doenca associada e principais reservatorios dos arenavirus identificados no Velho e no Novo Mundo

Arenavirus

Linhagem

Reservatorio

Distribuicéo geografica

Doenca associada

Academy of sciences (ACSV)

Ainda ndo descrita

Corallus annulatus- (Serpente)

EUA-California

Corpusculo de inclusdo em serpentes

Novo Mundo Oecomys bicolor .
* -
Allpahuayo (ALLV) Clade A Oecomys paricola Peru-Loreto Desconhecido
Amapari (AMPV)* Novo Mundo Neacomys guianae Brasil-Amapa Desconhecido
Clade B Oryzomys capito
Bear Canyon (BCNV)* Novo Mundo Peromyscus calif ornicus EUA-Califérnia Desconhecido
Clade A-rec Neotoma macrotis
. Novo Mundo . . .
Big Brushy Tank (BBTV) Clade A-rec Neotoma albigola EUA-Arizona Desconhecido
Novo Mundo . .
Black Mesa Clade A-rec Neotma albigola EUA-Oklahoma Desconhecido
Catarina (CTNV) Novo Mundo Neotoma micropus EUA-Texas Desconhecido
Clade A-rec
Chapare (CHPV)* Noe:/:)ag/ellugdo Desconhecido Bolivia-Cochabamba Pequeno surto de Febre hemorragica
Coriominigite linfocitica (LCMV)* | \/glho Mundo Mus musculus Mundial Doenca febril; meningite asséptica
Cupixi (CPXV)* Noe:/:) S/Iulgdo Oryzomys capito Brasil-Amapé Desconhecido
ade
Dandenong Velho Mundo Desconhecido Australia Q uadro de '.En(.:Efa“tei em paciente
imunossuprimido apds transplante
Flexal (FLEV)* NO(\:’:) (Ij\/lu:\do Oryzomys spp Brasil-Para Doenca febril, adquirida em laboratdrio
ade
Gbagroube Velho Mundo Mus (Nannomys) setulosus Costa do Marfim Desconhecido
Golden Gate (GGV) Ainda ndo descrita|  Boa constrictor — (Serpente) EUA-Califérnia Corpusculo de inclusdo em serpentes
Guanarito (GTOV)* No&/?amugdo Zigodontomys brevicauda Venezuela central Febre hemorrégica Venezuelana
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Quadro 1.1. cont. Distribuicao geografica, doenca associada e principais reservatérios dos arenavirus identificados no Velho e no Novo Mundo

Arenavirus Linhagem Reservatdrio Distribuicdo geografica Doenca associada
Ippy (IPPV)* Velho Mundo Arvicanthis sp. Africa central Desconhecido
Junin (JUNV)* Nogfamugdo Calomys musculinus Argentina central Febre hemorragica Argentina
Kodoko Velho Mundo Nannomys minutoides, Mus Guiné Desconhecido
(Nannomys)
Lassa (LASV)* Velho Mundo Mastomys sp. Oeste da Africa Febre do Lassa
Latino (LATV)* Noe:/:) S/Iucr:ldo Calomys callosus Bolivia-Santa Cruz Desconhecido
ade
Lujo (LUJV)* vVelho Mundo Desconhecido Sudeste da Africa Surto de febre hemorragica de transmissao
nosocomial
Luna (LUNV)* Velho Mundo Mastomys natalensis Sudeste da Africa Desconhecido
MaChupO (MACV)* Nog:)ag/leugdo CalOmyS callosus Bolivia-Beni Febre hemorréglca Boliviana
Menekre Velho Mundo Hylomyscus sp. Costa do Marfim Desconhecido
Middle Pease River (MPRV) I\g;/gel\ﬁ?éj: Neotoma micropus EUA-Texas Desconhecido
Mobala (MOBV)* Velho Mundo Praomys sp. Africa Central Desconhecido
Mopeia (MOPV)* Velho Mundo Mastomys natalensis Sudeste da Africa Desconhecido
Morogoro Velho Mundo Mastomys natalensis Tanzénia Desconhecido
. Novo Mundo . . . Possivel agente causador de febre
Ocozocoautla de Espinosa (OCEV) Clade Peromyscus mexicanus México-Chiapas hemorragica na década de 1960

Oliveros (OLVV)* No(\;/?a(l;gugdo Necromys benefactus Central da Argentina Desconhecido
Parana (PARV)* Nog?a(l;gugdo Oryzomys buccinatus Sul do Paraguai Desconhecido

Pichinde (PICV)* Noe:/:)a(l;gu)zdo 0ryzomy5 albigularis Sul da Colombia Soroconverséo sem doenga associada
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Quadro 1.1. cont. Distribuicao geografica, doenca associada e principais reservatérios dos arenavirus identificados no Velho e no Novo Mundo

Arenavirus Linhagem Reservatdrio Distribuicdo geografica Doenca associada
Pinhal No&/?alc}/leucr:ldo Calomys tener Brasil-S&o Paulo Possivel caso de febre hemorrégica
Pirital (PIRV)* Novo Mundo Sigmodon alstoni Venezuela Central Desconhecido
Clade A
Sabia (SABV)* Novo Mundo Desconhecido Brasil-Sio Paulo Febre_ hemo~rrégica Bragileira e dois casos
Clade B de infeccdo laboratorial subsequentes
Skinner Tank (SKTV) Novo Mundo Neotoma mexicana EUA-Arizona Desconhecido
Clade A-rec
Tacaribe (TACV)* l\clggge'\k?sg Artibeus sp. — (morcego) Trinidad Doenca febril, adquirida em laboratdrio
Tamiami (TAMV)* Novo Mundo Sigmodon hispidus EUA-Florida Desconhecido
Clade A-rec
Tonto Creek (TTCV) Novo Mundo Neotoma albigula EUA-Arizona Desconhecido
Clade A-rec
University of Helsinki (UHV) | Ainda ndo descrita Boa constrictor — (Serpente) Finlandia Corpisculo de inclusdo em serpentes

Withewater Arroyo (WWAV)*

Novo Mundo
Clade A-rec

Neotoma spp.

Sudeste dos EUA

Possivel caso de febre hemorragica

* Arenavirus reconhecidos pelo Comité Internacional de Taxonomia viral (CITV).
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10.2. QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO PROFISSIONAIS DE
SAUDE QUE MANUSEIAM ANIMAIS

RISCO BIOLOGICO EM PROFISSIONAIS COM ATIVIDADES ASSOCIADAS
COM ANIMAIS SILVESTRES

Nome completo:

Instituicdo de origem:

Laboratério: [ Pavilhdo:

Departamento: Sala:

1 Responsdvel: Telefone:

1. Formagdo: Ano:

2. Informe quando iniciou as atividades associadas com animais e as linhas de pesquisa/estudo
desenvolvidas e a atual

3. Marque as Atividades Associadas com Captura e Processamento de Animais Desenvolvidas e
Informe o Periodo.

() captura de animais silvestres Periodo:

Quais:

Especificar areas:

( ) manuseio de animais domésticos Periodo:

Quais:

Especificar areas:

( ) coleta de invertebrados vetores, com énfase em artrépodes Periodo:
Quais:

Especificar areas:

() necropsia de animais silvestres Periodo:

Quais:

() necropsia de animais domésticos Periodo:

Quais:

( ) bioterismo Periodo:

Quais:

Quais:

( ) outras. Especificar: Periodo:

Quaisr:

4.Caso realize atividades de campo, informar as areas de estudo [informar data]

5. Sobre o uso de equipamentos de protecdo individual (EPI), por favor, informe.
( ) N3o utilizo qualquer EPI
( ) Todas suas atividades sdo realizadas com EPIs

Quais sdo sempre utilizados?

Quais sdo eventualmente utilizados?

Quais ndo sdo utilizados, mas que considera importante utilizar?

6. Em caso de ter apresentado, durante o periodo no qual vem realizando atividades com animais,
algum quadro clinico infeccioso que vocé considere importante [circule o item], favor informar data
provavel.
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6.1 febre / /

6.2 nausea/vomitos / /

6.3. cefaléia / /

6.4.hipotensdo / /

6.5.dor toraxica / /

6.6. manifestagdes neuroldgicas / /
6.7. tosse / /

6.8. mialgai / /
6.9. choque / /
6.10.tontura/vertigem /
6.11. insuficiéncia respiratoria / /
6.12.dor lombar / /

6.13. exantema / /
6.14.insuficiéncia respiratoria / /
6.15.diarréia / /
6.16.insuficiéncia renal / /

6.17. dor abdominal 7 /
6.18.ictericia / /

6.19.hepato / esplenomegalia / /
6.20.convulsdo / /
6.21.prostacao / /
6.22.linfadenopatia / /

6.23. Outras manifestagoes:

7. Informe situacdo vacinal — esta vacinado(a):

Hepatite A( ) Sim. ( ) Nao Data de vacinagao:
Hepatite B( ) Sim. () Ndo Data de vacinagao:
Tétano/Difteria () Sim. () Ndo Data de vacinagao:
Raiva () Sim. ( ) Nao Data de vacinagao:
Febre Amarela () Sim. () Nao Data de vacinagao:
Meningococo( ) Sim. () Nao Data de vacinagao:
Outra: Data de vacinagao:

8. OBSERVACAO:

9.Autoriza a COLETA DE SANGUE para realizacdo de exames para pesquisa de anticorpos de classe
IgG e/ou IgM (hantavirose, febre maculosa, hepatites A e B, leptospirose, febre amarela), além de
exame coprologico com o objetivo de avaliar profissionais que manipulam animais e realizam
trabalho de campo?

( ) Sim ( ) Nao

assinatura
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10.3. TCLE

Fundacdo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz ANEXO 1
{ aboraidrio de Hantaviroses e Ricketisioses

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O sp /sra. esta
convidado a participar do “ESTUDO DAS CONDICOES DE SAUDE DOS PROFISSIONAIS
QUE MANUSEIAM ANIMAIS SILVESTRES: PREVALENCIA E SUSCETIBILIDADE A
INFECCOES VIRAIS, BACTERIANAS E POR PARASITAS, COM ENFASE NAS
HANTAVIROSES”, conduzido pela Dra. Elba Lemos, responsavel pelo Laboratério de
Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz. A participacdo no estudo envolverd
responder a um questionario e a coleta de cerca de 10 mi de sangue venoso periférico, para
estudo de anticorpos contra hantavirus, arenavirus € de rickettsioses, que sdo infecgbes
causadas por Coxiella burmetii, por Bartonelia, por Ricketisia rickeftsii, Oportunamente, seréo
realizados testes para as hepatites virais (A, B e C), assim como avaliagdo da caderneta
vacinal, com o objetivo de imunizar os susceptiveis as infeccBes imunopreviniveis. Exames de
fezes serdo disponibilizados para a pesquisa de helmintos e protozoarios. As ricketisioses
podem ser transmitidas dos animais para as pessoas diretamente (ex. Coxiella e Barfonella),
ou através de insetos (principalmente carrapatos, no caso da R. ricketisii, e pulgas, no caso da
Barfonella). Pode ocorrer doenca na forma de febre e manchas na pele (R.rickeitsii), febre e
pneumonia (Coxiella) e febre prolongada (Barfonella) . Hantavirus pode ser transmitido através
de contato com a urina de ratos no ambiente, e pode ocorrer febre, pneumonia efou problemas
renais. Arenavirus também sao fransmitidos por ratos silvestres e causam a febre hemorragica.
A parficipaco no estudo é totalmente voluntdria, podendo ser inferrompida a qualquer
momento e sem nenhuma forma de compensacdo financeira. A coleta de sangue serd
realizada no braco e o{a) sr.(sra.} sentira apenas a dor da picada da agulha e no local podera
surgir uma mancha arroxeada. Os resultados obtidos no estudo serdo entregues aos
participantes. OrientacBes de profifaxia e fratamento, quando necessarios, serdo dados, tudo
de forma absolutamente confidencial. Os resultados desse estudo serdo divulgados em
reunides e revistas cientificas, sem que as pessoas que dele participem sejam listadas por
nome. Concordo em participar do estudo e autorizo ainda que amostras de meu sangue sejam
conservadas pelo Laboratério de Hantaviroses e Ricketfisioses da FIOCRUZ para estudos
futuros, desde que estes venham a ser autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagdo Oswaldo Cruz.

PESQUISADOR RESPONSAVEL E CONTATO PARA ESCLARECIMENTOS:
Dra. Elba Lemos
Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses

Pavilhdo Rocha Lima 5° andar-Av. Brasil 4350- Ric de Janeiro
Fiocruz- Tel. 2598 4281/ 2598-4545 e-mail: elemos@ioc.fiocruz.br

Rio de Janeiro, de de 200

assinatura

nome por extenso
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10.4. PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA/FIOCRUZ

Ministério da Saude
Fundagéo 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
deliberagdo de APROVADO.

Atenciosamente

/)

Carla Dié%\l}etto
A&
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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