ok 4515-;&’"

S
TS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
CAMPUS UNIVERSITARIO DO ARAGUAIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA
BASICAS E APLICADAS

CAROLINE BRANDAO MONTEIRO

INQUERITO SOROEPIDEMIOLOGICO PARA HANTAVIROSE EM
PACIENTES COM DOENGCA FEBRIL NA REGIAO DO MEDIO ARAGUAIA-
MATO GROSSO

BARRA DO GARGCAS

2015



CAROLINE BRANDAO MONTEIRO

INQUERITO SOROEPIDEMIOLOGICO PARA HANTAVIROSE EM
PACIENTES COM DOENGA FEBRIL NA REGIAO DO MEDIO ARAGUAIA-

MATO GROSSO

BARRA DO GARGCAS

2015

Dissertagdo apresentado a Universidade
Federal do Mato Grosso - Campus
Universitario do Araguaia, como parte
das exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em Imunologia e
Parasitologia Basicas e Aplicadas, para
obtengdo do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Marcos Lazaro
Moreli
Co-orientador: Prof. Dr. Eduardo Luzia
Franca



CAROLINE BRANDAO MONTEIRO

INQUERITO SOROEPIDEMIOLOGICO PARA HANTAVIROSE EM
PACIENTES COM DOENGA FEBRIL NA REGIAO DO MEDIO ARAGUAIA-
MATO GROSSO

Dissertagdo apresentado a Universidade
Federal do Mato Grosso - Campus
Universitario do Araguaia, como parte
das exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em Imunologia e
Parasitologia Basicas e Aplicadas, para
obtencao do titulo de Mestre..

Orientador: Prof. Dr. Marcos Lazaro
Moreli
Co-orientador:Prof. Dr. Eduardo Luzia
Franca

APROVADA: 23 de Fevereiro de 2015.

Professor Dr. Eduardo Luzia Franca
Membro interno — Co orientador - UFMT/CUA

Professora Dra. Paula Cristina de Souza Souto
Membro interno - UFMT/CUA

Professor Dr. Cleber Douglas Lucinio Ramos
Membro externo — UFG/ReJ



Especialmente dedicado a principal pessoa em minha

vida, minha mae, sei que essa conquista é nossa!
As minhas queridas irmas Katharine e Kamile.

Ao meu namorado lan.



“Que os vossos esforgos desafiem as impossibilidades, lembrai-vos de que as

grandes coisas do homem foram conquistadas do que parecia impossivel.”

Charles Chaplin

“A paciéncia € amarga, mas seu fruto é doce.”

Jean Jacques Rousseau



AGRADECIMENTOS

Nesta etapa da minha vida onde mais um ciclo se encerra, eu gostaria
de agradecer imensamente a minha familia por todo apoio, disciplina,
dedicagdo e cuidado que tiveram comigo desde sempre, nunca me senti
desamparada principalmente pela minha mae Marilene Fernandes Brandao e
pelas minhas irmas Katharine Branddo Monteiro e Kamile Brandao Monteiro,
sei que quando preciso é sempre em vocés que eu recorro. Vocés siao meu
refugio. O meu obrigado ao meu querido namorado lan Gurkewicz Nunes por
ter tanta paciéncia e me ajudar sem medir esforgos, nesses ultimos 4 anos,
mesmo quando eu realmente estou nervosa, sem deixar de me fornecer

palavras de alivio e incentivo. Amo muito vocés.

Meu agradecimento especial ao meu orientador Prof. Dr. Marcos Lazaro
Moreli pelos ensinamentos e oportunidade de conhecer um ambiente
totalmente novo o qual eu me encantei, por todo seu esforgco, mesmo que a
distancia. Ndo poderia deixar de agradecer também a sua esposa Moénica e

sua filha Melissa.

Agradego também ao meu co-orientador Prof Dr Eduardo Luzia Franga
por tudo que me ensinou durante o mestrado e por colaborar com esse projeto
desde o inicio prontamente. Agradego a sua esposa Prof? Dr? Adenilda Cristina
Hondrio Franca que nunca deixou de esclarecer qualquer duavida que eu

tivesse ao longo desse periodo. Fizeram e fazem muito por mim.

Aos professores que disponibilizaram seu tempo para participar da
minha banca Prof? Dr? Paula Cristina de S. Souto e o Prof. Dr. Cleber Douglas
Lucinio Ramos que em meio a tantos compromissos estiveram presente,
mesmo com os imprevistos de ultima hora e agradeco Prof? Dr? Aline C. Franga
Botelho por estar prontamente disponivel quando precisei. Vocés me
proporcionaram um conhecimento ao longo dos anos nessa area que me
encantei.

Aos meus queridos amigos do mestrado que mesmo a distancia, levarei

todos nos meus pensamentos com muito carinho e sinceramente sentirei muito



a falta de vocés, das nossas conversas, risadas, discussdes na biblioteca sobre
a matéria, sobre projetos futuros, vocés transformaram meu mestrado muito
mais divertido e, além disso, aprendi muito com vocés: Déborah, Renan,

Arthur, Elisangela, Leonardo, Rubian, Larissa.

Também a todos os meus amigos e pessoas que torceram por mim
nessa longa caminhada até o presente momento, seja em Jatai GO, em Barra
do Garcas MT, em Palmas TO, Osasco SP, Juazeiro CE e Vilhena RO, os
meus sinceros agradecimentos, em especial a minha pequena Valentina,

minha afilhada que sempre alegra as minhas idas a Jatai.

A todos do Laboratério Hospitalar Milton Pessoa Morbeck pela ajuda e
empenho, principalmente a bioquimica Larissa Nascimento e a enfermeira
Mariana Braga, e claro, ndo poderia deixar de agradecer imensamente aos
pacientes e seus responsaveis que colaboraram com o projeto cedendo

amostra.

Meus sinceros agradecimentos aos colaboradores e todos os
professores da Universidade Federal do Mato Grosso — Campus Universitario
do Araguaia, por tudo que me proporcionaram nesses anos de mestrado,
incluindo os laboratdérios do prof. Dr Eduardo e da prof? Adenilda o laboratério
da relagdo materno-infantil e o fisiotox. Agradego imensamente aos professores
e colaboradores da Universidade Federal de Goidas — Regional Jatai que
mesmo depois de formada, fui muito bem recebida por todos e me ajudaram
com os experimentos, incluindo o laboratério de Virologia - UFG. Agradeco ao
professor da UFG - Jatai Ms Vivaldo Gomes por ter me ensinado as técnicas e
procedimentos para que esse trabalho pudesse se concretizar e desde o

comecgo nao mediu esforgos para que fosse realizado.

A coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) juntamente com a FAPEMAT (Fundacao de Amparo a Pesquisa do
Estado do Mato Grosso) pela bolsa de estudo concedida e que foi crucial para

minha permanéncia na cidade de Barra do Gargas.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CID - Coagulacao Intravascular Disseminada

DENV - Virus Dengue

ELISA - Testes Imunoenzimaticos / Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EPI's - Equipamentos De Protecao Individual

FAP - Fator Ativador Plaquetario

FC - Fixacao Do Complemento

FcRn - Receptores Neonatais de Fc

FHSR - Febre Hemorragica com Sindrome Renal
FUNASA - Fundacao Nacional de Saude

HIV - Virus da Imunodeficiéncia Humana

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IC - Intervalo de Confianca

IFN-y - Interferon Gama

IgG - Imunoglobulina G

IgM - Imunoglobulina M

IH - Inibicdo Da Hemaglutinagao

IL1 - Interleucina Um

LCT - Leucotrienos

MHC - Complexo Principal de Histocompatibilidade
PA — Para

PCR — Reagao em Cadeia Polimerase



PVC - Pressdo Venosa Central

RNA - Acido Ribonucléico

RT-PCR - Reagédo em Cadeia Polimerase - Transcricdo Reversa

SCPH - Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus

SIRA - Sindrome de Insuficiéncia Pulmonar do Adulto por Virus Hantaan
SN - Soro Neutralizado

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecidos

TNF - Fator De Necrose Tumoral

UFG — Universidade Federal de Goias

UFMT — Universidade Federal de Mato Grosso

USP - Universidade de Sao Paulo



LISTAS DE FIGURAS

QUADRO 1 - NORMAS E PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA
CASOS CONFIRMADOS DE HANTAVIROSE .......cccooeiiiiieeeee e 35

FIGURA 1 — LOCALIZACAO DA AREA DE ESTUDO, EM DESTAQUE O

MUNICIPIO DE BARRA DO GARCAS NO MEDIO ARAGUAIA MT.............. 36
FIGURA 2 — ALGORITMO DE PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE
SORO COM ANTICORPO ANTI-HANTAVIRUS.........cocooviveveieieeeeeee e 38
FIGURA 3 — PLACA DE ELISA COM AMOSTRAS DE SORO.........cccccceeennnee 40

TABELA 1 — FICHA DE EXMES LABORATORIAIS COMPARADOS COM

VALORES DE REFENCIA ... 41
GRAFICO 1 - PERFIL DE RELACAO ENTRE OS SINTOMAS
APRESENTADOS PELOS PACIENTES ENTREVISTADOS .........ccccccoieee. 44

GRAFICO 2 —-RELACAO DE PACIENTES QUE APRESENTAM SOROLOGIA
POSITIVA PARA HANTVIRUS SEPARADO POR GENEROS..................... 45

TABELA 1 — PERFIL DE RELACAO ENTRE PACIENTES POSITIVOS DE
ACORDO COM O SEXO ..ottt 45

TABELA 2 — PERFIL DE RELAGAO ENTRE PACIENTES POSITIVOS E
NEGATIVOS DE ACORDO COM A IDADE ........oooiiiiiieieeeeeee e 46

TABELA 3 — PERFIL DE RELACAO ENTRE PACIENTES POSITIVOS DE
ACORDO COM ALTERAGCOES EM EXAMES CLINICOS.........ccccoovvvrernane. 47



RESUMO

O Estado de Mato Grosso tem sofrido extenso desmatamento e alteracdes
do meio ambiente para usar a terra como cultivo de monoculturas como soja e
milho, além de receber a intensa migragcédo de trabalhadores de outras partes do
pais para trabalhar nessas plantacdes, estes fatores contribuiram para agravos de
problemas de saude relacionados a vetores e hospedeiros silvestres como a
hantavirose, que pode se manifestar de duas maneiras: a Febre Hemorragica com
Sindrome Renal (FHSR) e a Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH),
contudo no Brasil a SCPH é a predominante devido a associacao com roedores
Sigmodontineos. A transmissdo se da através de aerossoéis provenientes da
excreta desses roedores silvestres. O objetivo do estudo foi de realizar um
inquérito soroldgico para hantavirus em moradores da regido do Médio Araguaia
em amostras de fase aguda coletadas de pacientes febris. Foi utilizado teste
sorolégico ELISA para identificagdo de hantaviroses, além de um hemograma
completo do individuo. Foram coletadas 209 amostras de soro, foi aplicado o
método ELISA in house para determinar anticorpos IgM e IgG em amostras de
pacientes febris para identificar hantavirus, houve uma soroprevaléncia de 7%,
sendo o sexo feminino o mais atingido e nessa faixa, crianga e idosos sdo os mais
acometidos e descritos sintomas como cefaléia, nduseas/vomitos, diarréia, dores
no corpo em geral e em seus exames laboratoriais uma discreta anemia, baixa
quantidade de hemacias, hemoglobinas e diminuicdo na taxa do hematdcrito e

uma elevada quantidade de leucdcitos, principalmente de células segmentadas.

Palavras-chaves: hantaviroses, soroepidemiologia, zoonoses, sindrome

cardiopulmonar por hantavirus



ABSTRACT

The State of Mato Grosso has suffered extensive deforestation and
changes in the environment to use the land as cultivation of crops like soybeans
and corn, in addition to receiving the intense migration of workers from other
parts of the country to work on these plantations, these factors contributed to
injuries health problems related to vectors and wild hosts such as hantavirus,
which can manifest itself in two ways: Hemorrhagic Fever with Renal Syndrome
(HFRS) and hantavirus cardiopulmonary syndrome (SCPH), however in Brazil
SCPH is the predominant due the association with Sigmodontineos rodents.
Transmission is via aerosols from the excreta of these wild rodents. The aim of
the study was to perform a serologic survey for hantavirus in residents of tha
Middle Araguaia region in acute phase samples from febrile patients. EL
was used serological test for hantaviruses identification, and a complete blood
count of the individual. 209 serum samples were collected, we used the ELISA
method in house to determine IgM and IgG antibodies in samples from febrile
patients to identify hantavirus, there was a prevalence of 7%, the female and
the most affected in this range, child and elderly are the most affected and
described symptoms such as headache, nausea / vomiting, diarrhea, body
aches in general and in their laboratory tests a slight anemia, low number of red
blood cells, hemoglobin and hematocrit decrease in rate and a high amount of

leukocytes, mainly of targeted cells.

Keywords: hantaviroses, seroepidemiology, zoonoses, cardiopulmonary

syndrome hantavirus.
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1 INTRODUGAO

O espectro de infeccbes causadas por virus variam desde uma doenca
febril branda até casos mais graves com quadros hemorragicos e envolvimento
do sistema nervoso central e meningite (VASCONCELOS, 2003;
VASCONCELOS et al 2003). Em sua grande totalidade, o homem é hospedeiro
acidental para a maioria das viroses emergentes, com excecao do DENV, para
o qual se constitui no hospedeiro principal (PINHEIRO et al, 1997). Hantavirus
sdo os virus transmitidos por roedores que possuem maior significancia na
satde publica mundial, principalmente na Asia, onde sdo estimados cerca de
150.000 a 200.000 casos a cada ano (CUONG et al 2015).

De uma forma geral, as infecgbes virais podem evoluir para quatro
formas clinicas: a doenga febril, doengca febrii com exantema, febre
hemorragica e encefalite (FIGUEIREDO et al 2007; VASCONCELOS, 2005).
Essas manifestacbes sdo em sua maioria inespecificas e comuns entre as
viroses, dificultando o diagndstico diferencial clinico (VASCONCELOS, 2005;
FIGUEIREDO et al 2007). Frequentemente, as viroses em humanos sao
classificadas como dengue, ja que o DENV é o agente mais comumente
associado a doenca febril (OLIVEIRA, 2008).

Viroses emergentes sdo geralmente de origem antropogénica e podem
invadir novas regides causando epidemias, esse fator se deve ao fato das
modificagdes na composigao genética viral ou nos reservatorios naturais, na
composicao da dindmica da populacdo de vetores ou ambientes. Em alguns
casos, 0s surtos de viroses emergentes podem estar relacionados a pequenas
mudangas no material genético ou a introdugdo de novas variedades virais
(ARAUJO, 2011).

O estado de Mato Grosso apresenta 10% do territério nacional, constituido

em 50% ao norte pelo bioma amazo6nico, 40% pelo bioma do cerrado e em 10%

pelo bioma pantaneiro ao sul. Neste ecossistema diversificado, ha grande

disponibilidade de espécies de vetores, animais silvestres e domésticos, além de

humanos habitando areas rurais e urbanas, susceptiveis e com status imunitario

pouco conhecido ou totalmente desconhecido a estes agentes, podendo servir de

hospedeiros para inumeras viroses (IBGE, 2011).
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O Mato Grosso sofre extenso desmatamento e alteragbes do meio
ambiente para usar a terra como cultivo de monoculturas como soja e milho. O
estado recebeu a grande migracado de trabalhadores de outras partes do pais.
Estes fatores contribuiram para agravos de problemas de saude diretamente
relacionados a vetores e hospedeiros silvestres como a hantavirose (FERREIRA,
2003).

Os Hantavirus constituem um gene viral que possuem material genético
formador de RNA. A transmissdo se da através de aerossois oriundos da excreta
desses roedores silvestres. Atualmente mais de 1.390 casos ja foram reportados
em diversas regides do pais com 39% de letalidade, predominante as regides sul,
sudeste e centro-oeste. De 1999 a agosto de 2010, 206 casos de hantavirose
foram reportados no centro-oeste brasileiro com letalidade de 43% no estado de
Mato Grosso. Quando os seres humanos séo infectados com hantavirus podem
ocasionar dois tipos de quadros clinicos distintos, a Febre Hemorragica com
Sindrome Renal (FHSR) e a Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH),
contudo, no Brasil a SCPH é a predominante devido a associagao com roedores
Sigmodontineos (FERREIRA, 2003).

Ja foram identificados mais de 300 virus diferentes pertencem a familia
Bunyaviridae, que sao agregados em 4 grupos: Bunyavirus (espécie tipo:
Bunyamwera), Hantavirus (Hantaan), Nairovirus (virus da febre hemorragica do
Congo e da Criméia) e Phlebovirus (febre dos fleb6tomos da Sicilia) sendo que
além disso, cada género ainda possui varios sorotipos (FIGUEIREDO et al 2001).
Varios exemplares de roedores sdo conhecidos por transmitirem a humanos
inumeros patdégenos responsaveis pela morbidade e mortalidade, gragas a sua
distribuicdo mundial (HIMSWORTH et al 2015). A realizagdo de inquéritos é de
grande importancia em diferentes localidades para avaliar o grau de disperséo e

contato com este virus na regido de Mato Grosso (FERREIRA, 2003).

Acontece ao homem quando ele expande seus territérios em areas de
mata ou florestas onde estejam infestadas dos vetores, além de modificagdes
provocadas a partir de desmatamentos, construcbes de represas e
hidrelétricas, aglomera¢des humanas com minimas qualidades de saneamento,
urbanizagdo nao planejada, limpezas de salbes ou estabelecimentos rurais

fechados ha muito tempo, estocagem de feno, enfim, varias alteragdes sao
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associadas a essas epidemias emergentes criando cada vez mais reservatorios
virais, tendo em vista que o Brasil, em sua extensao favorece a todas elas. As
principais caracteristicas que elas manifestam sao febre, mialgias, cefaléia,
tonturas, nauseas e vOmitos, podendo evoluir para casos mais graves.
Atualmente sdo consideradas de importancia devido aos problemas de saude
globais/regionais com grande taxa de mortalidade e/ou morbidade. Ainda nao
ha um tratamento especifico para as enfermidades, casos mais graves devem
ser levados para tratamento intensivo, incluindo medidas terapéuticas e o

paciente deve repousar.

Hantavirose é conhecida por ser uma doenca multifatorial, onde os
fatores que influenciam vao desde a distribuicdo dos reservatérios até a
exposicdo do hospedeiro com o roedor, esses sdo os pontos criticos na
ocorréncia da doenca, incluem-se também o uso da terra associada a
atividades agricolas, florestas e pastagens, relacionadas com a densidade de
roedores na regido e a densidade populacional e as condi¢cdes de vida no geral
que favorecem o contato humano com os roedores e seus excrementos,

resultando no aumento de infecgdes (FANG et al 2015).

Os sinais e sintomas da hantavirose se assemelham a diversas outras
viroses por serem doengas endémicas febris agudas. Assim, faz-se necessario
uma investigacdo especial das manifestagdes e atendimento rapido,
prosseguindo para melhor diferenciagéo viral a partir de técnicas moleculares
evitando que qualquer doenca de origem infecciosa seja confundida com outra
doenca de mesmos aspectos. Por terem as manifestacdes clinicas parecidas,
ocorrem ocultagcdes de doengas menos endémicas, no caso da dengue, muitas
vezes seus indices podem sobressair ao seu real valor de incidéncia. Sao
preocupantes também pelo grande poder endémico e uma alta taxa de
mortalidade, quando afetam uma regido, varias pessoas ficam doentes e

muitas vém a 6bito, ainda mais se a quantidade de vetores for alta.

Com o passar dos anos foram identificadas inumeras viroses
indiferenciadas do tipo febris agudas (FIGUEIREDO et al. 2008).
Consequentemente, os métodos de diagnodstico laboratoriais sdo de extrema
importancia na identificacdo acurada dessas viroses que possuem amplo

espectro clinico (BRONZONI et al. 2004). Entretanto, apesar de na maioria das
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vezes ser necessario a confirmagédo das doengas febris agudas por métodos
laboratoriais, na pratica observa-se que durante as explosivas epidemias, os
casos tendem a serem diagnosticados, apenas mediante dados clinicos e

epidemioldgicos. Porém, posto isto, existe maior risco de falsos diagnésticos.

A mortalidade através de choque causado por hantavirose ¢é alta, afirma-
se que a regiao genética MHC faz uma associagéo ao controle da liberagdo do
TNF (Fator de Necrose Tumoral) como alelo hipersecretor, assim ha a
presenca de altos niveis de TNF, este tem participagdo no choque cardiogénico
que ocorre em casos de SCPH, atuando como depressor das funcdes
miocardicas (FIGUEIREDO, 2000).

E relatada uma alta endemicidade de pessoas infectadas na China,
enquanto que a letalidade varia entre 0,1% a 15%, dependendo do tipo
hantavirus que acomete a regido e das caracteristicas apresentadas por cada
individuo (FANG et al 2015). Um estudo realizado em Vancouver no Canada
evidenciou a presencga do virus Seoul em 1,45% nas amostras de soro dos
roedores que foram testados. Sugerindo uma influéncia ecoldégica devido ao
estilo de vida da populagdo e a densidade populacional (HIMSWORTH et al
2015). Estudos como o de Cuong e colaboradores (2015) evidenciaram no
Vietna uma soropositidade para hantavirose em humanos de 2,9% para o virus
Seoul e de 1,6% para o virus Dobrava, sugerindo a circulagdo de mais de um
tipo viral de hantavirus, os resultados que obtiveram em seu trabalho indicam a
acao de baixo a moderado niveis de circulagdo de hantavirus propondo uma
possivel circulagado viral nos roedores que funcionam como reservatorios.
Também pode ser explicado devido ao fato dessa regidao haver o consumo de
roedores por humanos na alimentacéo diaria, aumentando a exposi¢cdo entre

hospedeiro e o vetor.

Estudos sorolégicos demonstraram que a infecgéo viral por hantavirus
na regiao centro oeste do Paraguai parece ser frequente, principalmente na
populagcdo indigena, com infecgbes anteriores em torno de 40% dessa
populagdo, a soroprevaléncia permanecia aumentada conforme a idade
também aumentava (66% prevaléncia em indigenas idosos). Em sua maior

parte, os soropositivos ndo tém uma historia clinica pregressa de hantavirose.
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No estado da Filadélfia, nos Estados Unidos da América foram relatados surtos
com 23 casos confirmados da doenga, porém houve baixo indice de
mortalidade (23%). Em paises como Uruguai, a hantavirose apresentou baixa
letalidade e aparece de maneira esporadica, mas em sua populagio
assintomatica ja foram encontradas anticorpos anti-hantavirus (FERREIRA,
2000).

Em locais da América do Norte foi observada uma elevada taxa de
mortalidade (50%), devido a gravidade da doenga e a um tratamento iniciado
tardiamente. No Brasil, 3 pacientes da regido rural de Juquitiba em Sao Paulo
apresentaram diagnosticos sorolégico confirmado para infecgdo recente por
hantavirus, destes, dois evoluiram para insuficiéncia respiratéria aguda e foram
a obito. Em 1999, foram notificados 20 casos confirmados da infeccao viral por
hantavirus e com letalidade elevada, acima de 70% (FIGUEIREDO et al 2001).

Nesse sentido, no estudo de Terzian e colaboradores (2011), foi
constatado que 28% das amostras que tinham sido confirmadas a serem
dengue, apenas por meio de dados clinicos e epidemioldgicos, foram
posteriormente descartadas pelos métodos de diagndstico molecular. Assim, é
provavel que outras viroses possam estar circulando em meio as epidemias, e
sendo confundido com outras doengas. Uma vigilancia eficaz permite detectar
se esta ocorrendo a introdu¢éo ou disseminagdo de novas viroses na regiao de
Barra do Gargas, tendo em vista que ndo ha estudos locais dessa magnitude,
fornecer subsidios para adocdo de medidas futuras, como palestras e
incentivos para que mais estudos abranjam conhecimentos sobre essa
enfermidade, o real risco de disseminagao e contaminacdo em humanos e da
sua capacidade de gerar grandes epidemias ou até pandemias, intensificando
com uma politica rigorosa de vigilancia publica, controlando a disseminagao

dos vetores e dos virus.
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OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

e Realizar um inquérito soroldgico para hantavirus em moradores da
regiao do Médio Araguaia em amostras de fase aguda coletadas de

pacientes com quadro febril agudo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a coleta de amostras de fase aguda em pacientes suspeitos de
doenga febril no municipio de Barra do Gargas, regido do Médio

Araguaia, Mato Grosso;

e Padronizar o ensaio de ELISA com a proteina N recombinante do virus
Araraquara visando a detecgao de anticorpos da classe IgG e IgM contra

hantavirus na populagao de estudo;

¢ Analisar os resultados obtidos pelas técnicas de ELISA aplicando testes

estatisticos para analise dos dados;

e Determinar os niveis de deteccao e prevaléncia de hantavirus no
municipio estudado contribuindo para o conhecimento sobre a dispersao

da hantavirose para o sistema de saude do Estado de Mato Grosso.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Introdugao Hantavirus

InUmeras doencgas infecciosas tém taxas elevadas de mortalidade em
todo o mundo, sendo que trés das dez principais enfermidades causadoras de
Obitos no mundo, listada pela Organizagao Mundial de Saude sao de origem
infecciosa (MENDES et al 2014).

Hantavirose sdo antropozoonoses (doenga primaria de animais que
podem ser transmitidas ao homem) virais agudas e que em humanos mostra-
se de varias formas clinicas, cuja suspeita diagnéstica é a partir de
antecedentes epidemiologicos até quadros graves e peculiares, como a Febre
Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR), caracteristico da Europa e Asia e a
Sindrome Cardiopulmonar por hantavirus (SCPH) encontrada somente nas
Américas. O agente etiologico é através RNA viral pertencente a familia
Bunyaviridae, género Hantavirus (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Hantavirus sao virus de RNA esféricos, envelopados com diametros
entre 80 a 120 nm, possui genoma de fita simples com polaridade negativa e
trissegmentado, que por sua vez, esses trés segmentos de RNA séao
denominados como grande (L), médio (M) e pequeno (S) e codificam
respectivamente a proteina RNA polimerase, RNA dependente, as
glicoproteinas G1 e G2 da superficie viral e a proteina N dos nucleocapsideo.
Além disso, em sua estrutura tem proje¢des glicoproteicas na superficie (Gn e
Gc) (FIGUEIREDO et al, 2001).

Antigenos e particulas virais de Hantaan foram encontrados nas células
endoteliais dos doentes e nos roedores ao nivel dos pulmdes, no endotélio
renal, cardiaco, hepatico, esplénico e tecido adiposo. Com estudos dos
hantavirus americanos, notou-se a presenga de (B3 integrinas que séo usadas
como receptores para infeccao de células. Essas proteinas compdem as “tigh-
jJjunctions” que aderem as células endoteliais e cercam a barreira alvéolo-
capilar, possivelmente devido a infeccdo causada pelo virus no endotélio

capilar. Podem ser infectadas pelo virus as plaquetas que por sua vez também
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possuem (33 integrinas, por isso o motivo da trombocitopenia e diminui¢do da
agregacao plaquetaria, explicando ainda o motivo das hemorragias
(FIGUEIREDO et al, 2001).

Sua replicagdo da-se no citoplasma celular do hospedeiro, ocorre o
acoplamento do virus com receptores especificos do hospedeiro para sua
penetracao, seguido de endocitose. Os nucleocapsideos sdo anexados ao
citoplasma devido a fusdo do virion com a membrana endossomal, que se
inicia apos a transcrigdo dos genes virais para produ¢ao das proteinas que irdo
constituir partes dos novos virions. Essas particulas recém-formadas séao
transportadas para vesiculas secretoras da membrana citoplasmatica e
liberadas por exocitose (FIGUEIREDO et al, 2001).

Os estudos na area de sequenciamento genético do RNA viral da
hantavirose sao feitos através de virus extraidos de necropsia ou por culturas
de células. Sabe-se que o genoma por inteiro tem em torno de 12.000 a 13.000
nucleotideos. Ensaios com PCR (reacdo em cadeia polimerase) e RT-PCR
(transcriptase reversa) sao métodos rapidos de identificacdo do virus, mesmo
sem obter o isolamento viral. Esses procedimentos podem ser utilizados
através de amostras de tecidos humanos ou de roedores (FERREIRA, 2003).
Sua evolucdo esta intimamente relacionada com aumento da massa de
roedores silvestres pertencentes a ordem Rodentia, familia Muridae e
subfamilia Sigmodontinae (FIGUEIREDO et al, 2001).

Ferreira (2003) ainda afirma que ha varios membros que pertencem ao
grupo dos hantavirus, dentro deles, 4 causam a FHSR e aproximadamente 20
causam SCPH, cada uma infecta um roedor especifico e sua denominagao é
proveniente do local onde foi visto pela primeira vez. Principalmente na Europa
e Asia, a febre hemorragica com sindrome renal assemelha-se com o
diagnostico clinico de leptospirose, porém, sua evolugdo é relativamente

benigna.

Espécies da subfamilia de hantavirus Sigmodontinae sao abundantes
nas areas de floresta Atlantica e estao presentes em consideravel capacidade
de adaptacao nos desenvolvimentos de dominacdo humana, incluindo areas de
plantacdes e reflorestamento (TRINDADE et al 2014).



22

Vérios roedores foram investigados na transmissédo da hantavirose,
antigamente animais das subfamilias Murinae e Aricolinae representavam o0s
transmissores mais importantes, particularmente os pertencentes aos géneros
Apodemus e Clethrionomys. Segundo Ferreira (2003), nos paises americanos,
todos os roedores transmissores da doenca sido pertencentes as subfamilias
Sigmodontinae. O género Rattus, com as espécies norvegicus e rattus,
transmite no mundo todo a FHSR. Nos Estados Unidos, com ampla distribuigédo
geografica, os reservatdrios mais comuns sdao o Peromyscusmaniculatus e
Peromyscusleucopus, foram descritos na transmissao os Sigmodonhispidus e
Oryzomys palustres. Na Argentina, a infecgdo estd sendo relacionada aos
roedores do género Oligoryzomys, como Oligoryzomisflavescens (portador do
virus Lechiguanas) e Oligoryzomislongicaudatus (portador do virus Andes e
Oran). No Paraguai, o transmissor € o Calomyslaucha.

No Brasil, sabe-se que as duas espécies estdo disseminadas na regiao
sul, sudeste e centro-oeste, o Bolomyslasiurus que pode ser encontrado em
Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
enquanto que o Oligoryzomisnigripes € o roedor predominante no Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. No Maranhao, pesquisadores do Instituto
Evandro Chagas de Belém — PA identificaram em uma area onde ocorreram
casos da doenca, um roedor de habitos aquaticos do género Holochilus
infectado pelo virus e consideraram como o provavel transmissor de
hantavirose. E possivel que haja outras espécies de roedores silvestres que
possam transmitir a doenca no Brasil, ja que € um pais extenso e com
diversidade animal (FERREIRA, 2003).

Cada espécie de roedor silvestre é especifica para um virus que ira se
instalar, podendo ser um reservatério natural por muito tempo, a infeccdo nos
roedores supostamente nao leva a morte. O homem se contamina quando inala
poeiras com particulas de secregcdes e excretas dos roedores infectados, ou
também através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados, mordeduras
de roedores, quando o virus interage com a mucosa e conjuntiva através de
maos contaminadas, acidentes com individuos que estudam sobre o virus e
manipulam roedores em laboratérios e biotérios, transmissdo pessoa-pessoa,

porém, todas essas maneiras sdo bem mais raras de acontecer. O periodo de
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incubacao ocorre em torno de duas semanas com variacdo de 4 a 60 dias e
ndo € conhecido o periodo de transmissibilidade. Podem acontecer
complicagbes na FHSR como insuficiéncia renal irreversivel, enquanto que na
SCPH pode ocorrer insuficiéncia respiratéria aguda e choque circulatério
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Muitas doencas infecciosas sao prevalentes em paises de baixa renda
ou em desenvolvimento como o Brasil, afetando diretamente a populacdo que
reside nessas areas de risco. As autoridades publicas e sanitarias devem focar-
se no controle da doenga e consequentemente no controle do vetor (MENDES
et al 2014).

3.2 Transmissao

Trindade e colaboradores (2014) afirmam que a infecgdo zoondtica é
transmitida pelo roedor que funciona como um reservatério da doenca e é
repassada ao homem quando ha contato direto ou pela mordida do roedor, ou
por inalagcdo de aerossdis das excretas do roedor contaminados com virus ou
até mesmo o fato de uma pessoa tocar um local contaminado contendo o virus
e nao lavar as maos, levando-as a boca, nariz ou olhos, assim acontece em
areas rurais, que possuem um numero elevado de roedores, campanhas
militares ou areas periurbanas com grande aglomeracido de pessoas e
precarias condicdes de saneamento, nessas residéncias vivem um grande
numero de individuos e infestacdo de roedores dividindo o espaco e alimentos.
Sao exemplos de locais propicios a se encontrar esses tipos de roedores
como: paidis, galpdes de armazenamento de grados, fazendas, porbes ou
s6tdos de casas velhas e/ou abandonadas e casas proximas a matagais ou
outros ambientes silvestres, matas onde ha acampamentos as margens de rios

ou ambientes silvestres para atividades de lazer como caga e pesca.

Animais domésticos como vacas, galinhas, caes, gatos nao sao
portadores da doencga, ou seja, ndo oferecem risco ao homem, até mesmo

pequenos roedores de estimacdo como hamsters, camundongos ou ratinhos
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brancos podem ser manuseado com seguranga, porém, deve-se evitar que
caes e gatos capturem esses roedores contaminados para dentro de casa.
Profissionais de diversas categorias, como agrébnomos, veterinarios, geologos,
fazendeiros e bidlogos, submetem-se ao virus e muitos apresentam anticorpos

circulantes sem nunca demonstrar sinais da doenca (FERREIRA, 2003).

3.3 Aspectos clinicos e laboratoriais

Na América do sul, a hantavirose foi associada com sintomatologia
variando desde assintomatica ou oligossintomatica apresentando a sindrome
cardiopulmonar por hantavirus (TRINDADE et al 2014).

A identificacdo da hantavirose faz-se através da suspeita clinica e
epidemioldgica, averiguando-se anamnese e a regido que o paciente habita.
Sua confirmacdo vem por meio de analise laboratorial por pesquisa de
anticorpos IgM ou 1IgG, por meio de ELISA, de modo que utiliza-se como
material de estudo o sangue ou soro do paciente ou até por imunohistoquimica
usando como base tecidos e fragmentos de 6rgéos colhidos em até no maximo
8 horas apds o 6bito. Para um diagndstico mais preciso, pode-se realizar RT-
PCR usando soro, coagulos sanguineos e fragmentos de tecidos colhidos nos
primeiros 7 a 10 dias da doenga. Deve-se fazer um diagndstico diferencial, pois
suas manifestacbes assemelham-se com diversas doengas, gerando certa
confusao ou por ventura, a hantavirose ser camuflada por outras enfermidades
com mesmos sintomas. A febre hemorragica com sindrome renal pode ser
confundida com doengas que se encaminham com febre hemorragica, como:
malaria, leptospirose, septicemia por gram negativo, hepatite B, intoxicagdes
exdégenas, febre amarela e dengue hemorragica, enquanto que a sindrome
pulmonar por viroses respiratérias, leptospirose, pneumonias atipicas
(Legionella sp, Mycoplasma sp, Chamydia sp), histoplasmose pulmonar e
pneumocistose (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O diagnéstico de SPCH na fase prodromica é bem complicado devido a

sua similaridade aos sintomas de doencas como dengue, gripe, etc..., sendo
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assim, para facilitar a identificacdo da hantavirose, deve-se realizar uma
tomografia de térax com urgéncia acompanhado de hemograma do doente. No
exame radioldgico de pacientes com suspeita de SPCH tem o achado de
infiltrado pulmonar bilateral com padrao intersticial ou misto, acrescido no
hemograma de hemoconcentracdo e trombocitopenia. Apds confirmagao,
devem iniciar cuidados de terapia intensiva (FIGUEIREDO et al, 2001).

Estudos feitos com hamsters imunocompetentes mostraram uma
infeccdo assintomatica, com um aumento da disseminagao viral, mas sem sinal
clinico de doenga. Hamsters imunossuprimidos e infectados com virus
SinNombre vieram a ébito em media com 13 dias apresentando os sintomas da
doenca imitando com precisdo os sintomas que ocorrem em humanos,
incluindo edema pulmonar e derrame vascular. Com cinco dias de infecgéo, os
hamsters infectados comecaram a produzir anticorpos neutralizantes
especificos que conferiu-lhes importante protecdo. O virus infecta
predominantemente células endoteliais microvasculares e faz com haja
extravasamento vascular alterando assim as barreiras do endotélio, tornando-o
incapaz de conter o acumulo de liquido tecidual, induzindo o edema pulmonar,
taquicardia choque e insuficiéncia cardiaca. Hamsters infectados apresentaram
um desconforto respiratério antes das 24 horas da morte em aproximadamente
10-14 dias apds a infeccdo. Os sinais clinicos da doengca em hamsters
terminais foram mais evidentes nas 24 horas que antecederam a sua morte
(BROCATO et al 2014).

Quadro clinico do paciente sugere permeabilidade capilar pulmonar ou
renal (reversivel quando tratada corretamente). Nos pulmbes ainda ha
penetracao de linfécitos TCD8, que também estdo presentes no sangue
periférico sob forma de linfocitos atipicos. Os linfocitos depois de ativados
produzem citocinas capazes de atuar diretamente sobre o endotélio vascular e
na estimulacdo de macréfagos locais a produzirem mais citocinas como TNF
(fator de necrose tumoral), IL1 (interleucina um), IFN-y (interferon gama), FAP
(fator ativador plaquetario) e os mediadores lipidicos como os LCT
(leucotrienos), essas substancias ao aumentar a permeabilidade vascular
levam a uma passagem de liquidos com algumas proteinas para o espaco

alveolar, gerando edema pulmonar e insuficiéncia respiratéria aguda. IgM
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aparecem rapidamente e facilitam o diagnéstico da infecgdo na fase precoce
(FERREIRA, 2003).

A neutrofilia correspondeu a titulos virais mais baixos em animais
tratados com dexametasona, sugerindo a possibilidade de que o aumento do
numero de neutréfilos possa proteger contra a hantavirus, reduzindo a
gquantidade de virus vivo, induzindo uma possivel expressao de via de citocinas
pré-inflamatorias, fagocitos e ativagdo de resposta de células endoteliais
(BROCATO et al 2014).

A hantavirose gera poucos danos celulares, sendo os rins, a glandula
pituitaria e o atrio direito os 6rgdos mais prejudicados durante FHSR e os
pulmbes sdo os mais injuriados na SCPH. Em autépsias feitas durante a
Guerra da Coréia em doentes de FHSR pbde-se observar dilatacao capilar,
diapedese eritrocitaria, hemorragias focais, edema intersticial e edema
retroperitoneal. As alteragbes vasculares e as hemorragias foram analisadas na
pele, superficies de mucosas, na regido subendocardica do atrio direito e na
glandula pituitaria, além de varios outros 6rgaos. Os rins estavam aumentados
de volume e edematosos, microscopicamente com congestdo medular,
compressao dos tubulos renais por massas de eritrocitos e necrose das alcas
de Henle e dos tubulos coletores. Em 30% dos casos, o figado apresentou
necroses focais na periferia dos I6bulos hepaticos e nos pulmdes constatou-se
a presencga de graus variados de edema pulmonar. Na SCPH, além das lesdes
pulmonares, podem ocorrer injurias no figado, bago e linfonodos.
Macroscopicamente, os pulmdes se apresentam com congestao,
avermelhados, com peso de até 2x o valor normal, com presencga de efusao
pleural amarelo-citrino uni ou bilateral. Em geral, ndo ha hiperplasia de
pneumacitos do tipo Il. Em um dos autopsiados da Universidade Federal de
Uberlandia, foi relatado a presenca de imunoblastos no parénquima cerebral
(FERREIRA, 2003).

Um quadro mais grave de hantavirus pode apresentar sindrome
respiratéria com hipoxemia grave e insuficiéncia cardiovascular refrataria e
possui uma mortalidade de 100%, entretanto, quando ha um suporte adequado

aos pacientes com auxilio no tratamento cardiovascular e respiratorio, a
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possibilidade alta de 6bito resulta em um indice de sobrevivéncia de 61%
(MENDES et al 2014).

3.4 Epidemiologia

Em 1978, o virus Hantaan foi isolado pela primeira vez em ratos
selvagens. Verificou-se que a infecgao encontrava-se amplamente distribuida
por varios paises asiaticos como China, Japao, Russia e Manchduria. Na Coréia,
a doenga ainda é considerada endémica. Na Europa, a FHSR mostra-se
endémica particularmente benigna e com indice de mortalidade de 1% na
Finlandia, Suécia, Noruega, Alemanha, Franga, paises Balcas (Eslovénia,
Croacia, Servia) e na Grécia (FERREIRA, 2003).

Na América do Norte foram reconhecidos os virus SinNombre, New
York, Bayou, El Moro Canyon, Blue River, Muleshoe, Monongahela e Black
Creek Canal. Na América Central encontraram o virus Rio Segundo e na
América do Sul foram registrados os virus Andes, Rio Mamoré, CafoDelgadito,
Oran, Laguna Negra, Lechiguanas, Pergamino e Maciel, inserindo também o
virus Juquitiba, que no Brasil, € o unico descrito com potencial de causar
enfermidades em humanos. Ao todo, muitos casos foram identificados nas
Américas em marco de 2008, destacando-se 179 casos nos Estados Unidos,
142 na Argentina, 44 no Chile, 34 no Paraguai (FIGUEIREDO et al, 2001).

No Brasil, conseguiu-se isolar o virus da hantavirose na década de 80 no
Para de um Rattusnorvegicus, apresentou-se também indicios de anticorpos
para o virus Hantaan (protétipo do género Hantavirus) em soros de roedores
urbanos de Belém, S&o Paulo e Recife. Em pacientes da regido norte do Brasil
com suspeita de leptospirose, em um total de 212 soros, foram identificados
IgG para Hantaan em 8,4% e IgM em 1,9%. Em S&o Paulo, de 409 pacientes
internados em 1976 com diagndstico de leptospirose, 5 deles mostraram IgM
para Hantaan. Em agosto de 1999 foram notificados em torno de 20 novos

casos com mortalidade acima de 70%, assim, péde-se concluir infeccao de
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SPCH nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Séao
Paulo (FIGUEIREDO et al, 2001).

No estado de Sao Paulo em 1993 foram detectados os primeiros casos
com alta taxa de mortalidade e desde entao ja foram descritos mais de 1.500
casos. Estudos soroldgicos conduzidos no pais tém evidenciado a circulagéo
de hantavirus na populagdo, embora ndo tenha sido reportada pelas
autoridades da saude, sugerindo uma transmissdo silenciosa da doenga e
consequentemente uma baixa estimagao da distribuigao viral (TRINDADE et al
2014).

Entre os anos de 1993 e 1997, nos municipios de Franca e Araraquara
foi notificado mais um caso em cada cidade. Em abril de 1998, no oeste do
estado de Sao Paulo, precisamente em Tupi Paulista e Nova Guataporanga,
foram identificados mais 2 casos de hantavirose, um com evolugao para SPCH
e outro com hemorragias. Na cidade de Sao Paulo, foi identificado mais um
caso, porém, suspeita-se que o individuo tenha se infectado na cidade de
Cotia. Na regidao de Alta Paulista, no municipio de Lucélia e na cidade de
Botucatu, em 1999, atentou-se para um caso fatal de SPCH em cada
municipio. Em 1998 e 1999, na cidade de Ribeirdao Preto, foi onde obteve os
maiores numeros de registros de infeccdo de hantavirus no Brasil,
provavelmente devido a inalacdo de aerossoéis. Em Bariloche, na Argentina,
houve um surto em 1996 que ocorreu transmissao interpessoal do virus Andes,
Unico caso confirmado nesse modo de infeccao, com periodo de incubacao
entre 11 e 29 dias, contaminagao por contato direto, fomites contaminados ou
até mesmo inalacdo de aerossois, dentre os doentes, 5 eram médicos e 0s
outros eram funcionarios do hospital (FIGUEIREDO et al, 2001).

Varias analises soroldgicas tém mostrado que o ato de varrer em torno
de casas ou celeiros onde ha presenca de roedores predispde o contato com
particulas de aerosséis induzindo o individuo a infecgdo, essa atividade
geralmente é conduzida por mulheres. Sao relatados em areas de alto disturbio
no ecossistema com sobreposi¢cdo urbana, agraria e atividade pecuarista nas
areas de ocorréncia (TRINDADE et al 2014).
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Em geral, casos de hantavirus tém sido descrito em areas rurais onde o
desenvolvimento natural tem sido perturbado, criando um mosaico de areas
desmatadas, pastagens, areas de agricultura e moradias humanas. Infecgéo
por hantavirus aparenta-se com uma doenga ocupacional, e algumas areas do
pais sado fortemente relacionadas com atividade rural. De fato, pacientes sao
associados apenas quando eles apresentam indicacdes de outros precedentes
ou avangada infeccdo. Certamente, outros estudos tém demonstrado a baixa
soroprevaléncia de hantavirus em diferentes populagdes (TRINDADE et al
2014).

Em 2002, a Fundagao Nacional de Saude - FUNASA notificou 24 casos
até o inicio de junho, sendo que 11 deles vieram a o6bito (46%). A época mais
acometida € entre os meses de junho a dezembro, tempos de seca e com
menos disponibilidade de alimentos nos ambientes silvestres, por isso essa
sazonalidade nos casos que ocorrerem principalmente em Sao Paulo € Minas
Gerais. A SCPH em Minas Gerais € observada frequentemente na regiao do
triangulo mineiro, principalmente nas cidades de Uberlandia e Uberaba, na sua
maioria, em Uberlandia em casas na regido periurbanas, devido a ocupacao de
extensas areas rurais, com o roedor B. lasiurus (33% dos roedores
capturados), sua taxa de letalidade alcangou 40% (FERREIRA, 2003).

3.5 Sintomatologia

Os principais sinais e sintomas da FHSR séao febre, cefaléia, mialgia,
dores abdominais, nauseas, vémitos, rubor facial, petéquias e hemorragia
conjuntival seguido de hipotenséo, taquicardia, oliguria e hemorragias severas,
evoluindo para quadros de polidria, que antecipa o inicio da recuperacao, na
maioria dos casos. A SCPH durante a fase que apresenta sintomas e sinais
precoces experimentados pelo individuo sao febre, mialgias, dor lombar, dor
abdominal, cefaléia e sintomas gastrointestinais e na fase cardiopulmonar
apresentam-se sintomas como febre, dispnéia, taquipnéia, taquicardia, tosse

seca, hipotensdo, edema pulmonar nao-cardiogénico, com o paciente
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evoluindo para insuficiéncia respiratéria aguda e choque circulatério. Além
dessa denominacgao, a febre hemorragica com sindrome renal por ter outros
nomes como na antiga Uni&o Soviética: nefrose-nefrite hemorragica, na China:
febre songo ou febre hemorragica epidémica, na Coréia: febre hemorragica
coreana, na Escandinavia: nefropatia epidémica, na Europa: nefrite epidémica
ou febre hemorragica epidémica ou ainda nefrite dos Balcas, no Japao: febre
hemorragica epidémica. Ademais, outros nomes também podem ser utilizados
para denominarem a sindrome pulmonar por hantavirus, como por exemplo:
Sindrome de Insuficiéncia Pulmonar do Adulto por Virus Hantaan (SIRA)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Em todos os surtos nas Américas, os sinais e sintomas foram muito
parecidos, identificados inicialmente caracteristicas inespecificas como febre,
cefaléia e astenia, apdés 3 ou 4 dias surge dispnéia que progride para
inundagao dos alvéolos juntamente com tosse frequente com até mesmo a
eliminagdo de secrecdes pulmonares résea, necessario intubacao e ventilacao
mecanica, segue o quadro com taquicardia, mialgia, tonturas, hemorragias,
hipoxemia e hipotensdo. A hipotensdo deve-se a uma diminuigdo do volume
cardiaco de ejecdo e do deébito cardiaco acompanhado de uma elevacao da
resisténcia periférica. A hipoxemia é devido a pneumopatia com insuficiéncia
respiratéria causada por hantavirose. Alguns pacientes apresentam derrames

pleurais, com pequeno e médio volume associado (FIGUEIREDO et al, 2001).

Enquanto que nos exames laboratoriais apresentaram trombocitopenia,
leucocitose por neutrofilia (com bastonetes, mielécitos e promieldcitos),
imunoblastos, hemoconcentragédo, hipdxia (PO2 <70 mmHg) e creatinemia
elevada. Em pacientes que sobreviveram, mostrou-se com melhora nas
funcdes respiratorias, renal e hemodindmica aproximadamente no décimo dia
apos o inicio dos sintomas. A fase prodrémica dura em torno de 3 a 6 dias
quando aparecem os sintomas respiratorios e o choque caracteristico. Os
pacientes que sobrevivem as primeiras 48 horas da fase respiratéria iniciam
uma fase poliurica, com diurese de 300 a 500 mL/hora, quando comecga a
melhorar os sintomas respiratorios e hemodinadmicos. A fase de convalescéncia
é lenta e podem durar semanas (FIGUEIREDO et al, 2001).
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Os mecanismos patogenéticos das infec¢gdes pelo hantavirus que
evoluem para FHSR ou SCPH parecem originar-se de exagerada resposta
imune a esses microorganismos. Aparentemente, estes ndo levam a destruicéo
de células infectadas e, sozinhos ndo induzem a permeabilidade vascular, sua
gravidade aumenta apds o aparecimento da resposta imune. Os antigenos
virais também podem ser encontrados no coragao e tecido linfoéide, além do
tecido pulmonar (FERREIRA, 2003).

3.6 Tratamento

Ainda ndo ha um tratamento especifico para hantavirose. Casos graves
devem ser levados para tratamento intensivo, incluindo medidas terapéuticas
destinadas a uma ampla variedade de infecgbes pulmonares, é indicado
antibioticoterapia com espectro para patdégenos habituais e atipicos (como
quinolonas de nova geracao, levofloxacina ou gatifloxacina). Se as suspeitas
forem elevadas, deve-se fazer a administracdo de fluidos, com extremo
cuidado, pois 0 excesso pode precipitar o edema pulmonar. Muitos pacientes
apresentam hipotensao e/ou choque, para controla-lo deve-se além da
reposigao volémica, fazer o uso de drogas vasoativas com efeito inotropico que
devem ser administradas de forma continua por via venosa. Apdés a fase
prodrédmico, inicia-se a fase cardiopulmonar, comegando com a insuficiéncia
respiratéria, hipoxemia grave, a partir dai, deve-se incluir uma suplementacao
de oxigénio, com dosagens sanguineas para avaliagdo gasosa. Se existir
acidose metabodlica, tem-se de administrar bicarbonato de sodio. As
hemorragias sado causas de varias mortes em individuos infectados por
hantavirus, porém o uso de heparina nao ¢ indicado para essa situacao ja que
os pacientes, em sua maioria, ndo desenvolvem CID (Coagulagao Intravascular
Disseminada). Com os cuidados adequados, a maioria dos pacientes com
FHSR se recupera completamente (FERREIRA, 2003).

Na maioria dos tratamentos ocorridos nas Américas sdo feitos os

cuidados precoces de terapia, monitoragdo e manutengdo da oxigenacao, dos



32

fluidos, da presséao arterial e da ventilagdo mecanica antecipadamente. Quando
0 paciente se apresentar no hospital insere-se oxigenagdo com a canula nasal
ou mascara facial, se progredir para inundagéo do tecido pulmonar, deve-se
intubar e sedar o paciente, iniciar a ventilagdo mecéanica para evitar a distenséo
alveolar excessiva, evitando também colapsos e reexpansdes alveolares
repetidas. Durante a ventilagao, tem de colocar cateter venoso para infusdo de
liquidos, drogas e medida da pressao venosa central (PVC). Para amenizar a
hipotensao, infundir liquidos usando metade a 2/3 de cristaldides e a outra
parte de solugdes coloidais, concomitantemente com a administracdo de
drogas inotrépicas (como a dopamina e dobutamina) para melhorar o débito
cardiaco e equacionar a resisténcia vascular periférica. A infusdo de liquidos
deve ser bem observada, pois os alvéolos ja podem estar patologicamente
injuriados, portanto, a infusdo deve ser condicionada ao aparecimento de
edema pulmonar e elevagao da PVC acima de 12 cm de H20. Visto sua alta
mortalidade e formas de contaminagdo, recomendam-se medidas de
isolamento em quartos privativos e cuidados especiais para equipe médica que
manipulara o paciente (FIGUEIREDO et al, 2001).

Como ja se sabe de relatos anteriores, fatores de risco da hantavirose e
onde ela atua, preferencialmente deve-se identificar as espécies de roedores
presentes naquela regido, detectar precocemente casos e surtos da doenca,
tipos de virus que estdo presentes naquela area e analisar medidas de
prevencdo, controle e tratamento. O ministério da saude (2006) relata que é
uma doenca que ao ser manifestada tende ser notificada compulsoriamente.
Deve-se suspeitar de pessoas com febre acima de 38°C, mialgia, seguido de
um ou mais desses sintomas: dor abdominal, cefaléia, dor gastrointestinal, dor
lombar, dispnéia, taquipnéia, taquicardia, tosse seca, edema pulmonar nao
cardiogénico, hipotensdo na primeira semana da doenga ou doentes com
doencga aguda, apresentando edema pulmonar ndo cardiogénico com evolugao
para 6bito ou paciente com histéria febril € com exposicdo a mesma fonte de

infeccao de um ou mais casos de SCPH confirmados laboratorialmente.

Para um critério laboratorial confirmado, espera-se resultados de
exames com sorologia reagente para o virus da hantavirose da classe IgM ou

soroconversao para anticorpos da classe IgG (com aumento de quatro vezes
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ou mais de anticorpos IgG entre a primeira e segunda amostra) ou
imunohistoquimica de tecidos positivo com a identificagdo de antigenos
especificos ou PCR positivo, portanto, deve-se suspeitar de pessoas que
frequentaram (ou frequentam) areas conhecidas de transmissdo e
contaminacao por hantavirus, principalmente quando apresentam alteragdes no
raio X de térax, hemoconcentracao (hematoécrito >45%) e trombocitopenia (
plaquetas <150.000/mm?3) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

3.7 Profilaxia

A prevaléncia de hantavirus pode ser correspondida por variedades em
niveis de biodiversidade, diversidades em espécies podem ajudar na
diminuigcado da prevaléncia por redugao da concentracdo a disponibilidade de
hospedeiros competentes com diminuicdo do numero de hospedeiros menos
competentes. Também, é importante enfatizar que a acao de predadores pode
controlar a populacdo de roedores e consequentemente sdo importantes no
controle da transmissao do patégeno (TRINDADE et al 2014).

Ferreira (2003) sugere que a prevengao da hantavirose ocorre mediante
a adocdo de medidas que reduzam o contato dos seres humanos com o0s
roedores e as suas excretas. Eliminar roedores de seu meio ecoldgico
abruptamente é contra indicado devido ao desequilibrio que possa vir a
proporcionar naquele ambiente, no entanto, a eliminacdo desses vetores em
regides urbanas e periurbanas sdo aceitas. Para dep0ésitos de graos e ragdes,
além de construgdes rurais, € necessario conter medidas de protecido que
evitem a penetracdo e proliferacdo desses reservatérios, tais como telas

metalicas nas entradas, iscas com substancias anticoagulantes, entre outros...

Construgbes fechadas ha muito tempo, devem inicialmente ser
ventiladas e o assoalho deve ser molhado para evitar particulas de aerossais.
Deve-se evitar o contato com roedores vivo ou morto. Para exploracao ou
limpeza de ambientes com suspeita de contaminacdo, o uso de mascara é

essencial. Cereais devem ser acondicionados em containers de plastico
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hermeticamente fechado. E fundamental a orientacdo de individuos que moram
nas areas rurais. Para se evitar contaminac¢ao por via respiratéria inter-humana
(sabido que ocorre com o virus Andes), preconiza-se o uso de EPI's por
profissionais. Vacinas estdo sendo estudadas para evitar a infecgdo, encontra-
se acessivel uma vacina inativada para protecdo contra o virus Hantaan e
Seoul, com eficacia comprovada (FERREIRA, 2003).

Segundo o Ministério da Saude (2006) para controlar essa enfermidade
€ necessario reduzir as fontes onde roedores se abrigam e alimentam
principalmente proximos a residéncias e proteger locais de estocagem de graos
para que os roedores ndo consigam alcangar; adotar medidas de dedetizagéo
para controle de roedores; cuidados com grupos de profissionais
frequentemente expostos a contaminagdo de hantavirose com uso de EPlIs,
assisténcia imediata, formas e riscos de infec¢ao; evitar montar barracas de
camping e dormir em areas com presenga de fezes ou tocas, evitar abrigos
fechados por muito tempo, manter plantio longe de residéncias; ventilacdo de
ambientes possivelmente contaminados, abrindo portas e janelas, umedecendo
pisos e paredes com agua sanitaria a 10% ou com agua e detergente ou ainda
Lysol a 10%, aguardar 30 minutos antes da limpeza, limpar méveis da mesma

maneira também, evitando a formacao de aerossais.

Durante a ultima década houve uma diminuicdo na taxa de mortalidade
quando associada a doengas infecciosas, porém ainda sao as principais
causas que levam a morte de pacientes em paises em desenvolvimento
(MENDES et at 2014).



35

Tipo de Tipo de Quantida N°de Periodo de Recipiente | Armazenamento/ | Transporte
diagnodsticol material de amostras coleta conservacgio
Sangue Média de 5 | Uma 1* amostra: | Tubo  seco | Preferencialmente | Caixa de
Elisa Venoso mL de | amostra logo no | (sem em congeladores | isopor com
IgM (soro) sangue ou primeiro anticoagulan | (freezers) a -20°C. | gelo
de soro Se ndo | atendimento | te) Em geladeira, por | reciclavel
Elisa Coagulos de concluir o | médico um tempo
IgG sangue  sdo diagnostico, maximo de 24
muito Uteis colher  até | 2* amostra: horas
para 0 duas ou trés | nos
diagnostico amostras do | primeiros
paciente dias de
Sangue do vivo internacdo
coracdo em
caso de obito 3* amostra:
2-3 semanas
apos o inicio
dos sintomas
PCR Soro, Média de 5 | Uma Colher até o | Tubo Imediatamente Caixa
plasma, mL amostra 7° dia apds o | criogénico: apos a coleta, | apropriada
sangue, inicio  dos | plastico colocar em | para
coagulo ou sintomas resistente a | congeladores transporte de
biopsia de | 1,5cm baixas (freezers) a -70°C, | materiais
pulméo Necropsia: temperaturas | ou em gelo seco | infectantes:
realizar até 8 ou em nitrogénio | constituida

horas apds o
obito

liquido

de recipiente
de aluminio

com tampa
plastica de
rosca, caixa
de isopor
com gelo
seco e caixa
de papeldo

externa ao
isopor

Quadro 1. Normas para procedimentos laboratoriais para casos confirmados de

hantavirose. Adaptado de: Secretaria de Vigilancia em Saude / MS - CID 10: B33.4
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4 METODOLOGIA E ESTRATEGIA DE AGAO

4.1. Local do Estudo.

O estudo foi realizado no municipio de Barra do Gargas, regido do Médio
Araguaia no Estado de Mato Grosso, a qual esta localizado a uma latitude
15°53'24" sul e a uma longitude 52°15'24" oeste, estando a uma altitude de 318

metros. Possui uma populagéo estimada 56.903 habitantes (IBGE, 2011).

Figura 1. Localizagao da area de Estudo, em destaque o municipio de Barra

do Gargas no Médio Araguaia, Mato Grosso
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4.2. Delineamento do Projeto, Aspectos Eticos e Biosseguranga

Por se tratar de uma pesquisa que envolve seres humanos o projeto foi
submetido ao comité de ética para tanto, as normas da resolugédo 466/12, do
conselho nacional de saude, foram seguidas e foi elaborado um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecidos (TCLE) (anexo A) de modo que o presente
projeto de pesquisa encontra-se aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
UFG (parecer n° 464.409) e UFMT (parecer n° 478.780), além disso, 0s
participantes responderam a um questionario relacionado ao tema (ANEXO B).
Foi realizada a coleta a partir das amostras de fase aguda em pacientes com
suspeita de doencga febril aguda no més de Setembro de 2014. A etapa
seguinte consistiu em realizar um inquérito epidemiolégico para detecgdo de
anticorpos para hantavirus em amostras coletadas na fase aguda do municipio
de Barra do Gargas. Os pacientes que tiveram amostras coletadas para
exames e que se adequarem ao perfil do projeto foram apresentados ao TCLE,
aplicado os questionarios. Foram seguidas as normas de biosseguranca

preconizadas pelo Ministério da Saude.

4.3. Coleta das Amostras e estocagem

Com base no tamanho da populacdo de Barra do Gargas foi realizado
dimensionamento das amostras suficientes a serem obtidas para o presente
projeto com grau de confianga de 95% (Intervalo de Confianga de 95% - IC).
Critérios de Inclusdo: Amostras de pacientes febris em fase aguda (periodo
de 1 a 5 dias do inicio da sintomatologia). Utilizou-se como paradmetros os
dados laboratoriais como plaquetograma, hemograma e leucograma com faixa
etaria de 1 més a 75 anos.

Critérios de exclusao: Nao foram coletadas amostras de pessoas sem
doenca febril e que tivessem com sintomas e dados laboratoriais relativos a
doengas genéticas, autoimunes, portadores do virus HIV positivo ou ainda

guem nao estava acompanhada com seus responsaveis a assinar o TCLE.
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A coleta das amostras de fase aguda fez parte do processo de rotina do
hospital do Municipio de Barra do Gargas onde amostras para o projeto foram
separadas e enviadas imediatamente ao laboratério para devida estocagem.
Algumas amostras coletadas para o projeto foram armazenadas em nitrogénio
liquido para posterior processamento. A realizagao do inquérito sorolégico para
hantavirus com coleta de amostras de moradores foram consideradas entre 1
més a 77 anos de idade e excluidas amostras de individuos menores que 1
més e maiores que 77 anos. Apds a coleta, as amostras foram encaminhadas

aos laboratdrios e processadas para detecgao de anticorpos contra hantavirus.

- -
- M L4

Figura 2 — Algoritmo de processamento das amostras de soro com anticorpos

anti-hantavirus.

4.4. Virus, Proteina N recombinante do virus Araraquara

Os virus controles encontram-se estocados no Laboratério de Virologia

da Universidade Federal de Goias — Campus Regional de Jatai e para a
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realizacdo dos ensaios de ELISA foi utilizado a proteina N recombinante do
virus Araraquara doado pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo do Centro
de Pesquisa em Virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, USP.

4.5. INQUERITO SOROEPIDEMIOLOGICO PARA HANTAVIRUS.

4.5.1. Elisa para Hantavirus utilizando a proteina N do hantavirus

Araraquara

A realizacdo dos ensaios para deteccao de anticorpos para hantavirus
com a proteina N recombinante do Hantavirus Araraquara foi realizado nas
amostras coletadas de fase aguda. Para tanto 2 pg/mL da proteina foi
adicionada a metade de placas de poliestinero de 96 pocos e a técnica foi
realizada conforme preconizada por Figueiredo e colaboradores (2008).

Para serem consideradas como amostras reagentes e nao reagentes foi
realizada uma comparacao de um cut-off previamente estipulado para IgG e
para IgM, calculado a partir da média dos controles negativos adicionando trés
desvios padrdes, assim, chegamos ao valor de 0,500, acima desse resultado a
amostra era considerada como reagente, enquanto que resultados abaixo
deste valor eram considerados como n&o reagentes.

A placa para ELISA foi sensibilizada com extrato de Escherichia coli
para testar a reatividade inespecifica funcionando como controle negativo e
utilizamos IgM e IgG obtidos de amostras armazenadas de pacientes que ja
tiveram hantavirose funcionando como controle positivo. As amostras suspeitas
de positividade, além da média feita através do cut-off também apresentavam
coloragao fortemente azulada na regido do controle positivo e quase sem

coloragao na regiao do controle negativo, como podemos observar na figura 3.
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Figura 3 — Placa de ELISA contendo amostras de soro de pacientes com

suspeita de doenca febril aguda.

Todas as fichas dos pacientes foram comparadas como base nos
valores de referéncias fornecidos pelo laboratério de anadlises clinicas de Barra

do Gargas - Laboratério Municipal Milton Pessoa Morbeck.



Valores de referéncias para dados hematolégicos,

plaquetarios.
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leucocitarios e

Referéncias Hematologicas

Feminino Masculino Criangas M/mm?
Hemacia 3,8a5,2 4,5a6,2 4,7 a 5,37 %
Hematécrito 37,0a47,0 [41,0a52,0 [33,4a44,5 g/dl %
Hemoglobina 12,0a16,0 |13,0a18,0 |10,9a14,0 9%
VCM 80,0 a 100,0 | 80,0 2 100,0 | 72,9a 100,0 | M3
HCM 27,0a34,0 |26,0a34,0 |[299a31,7 Mg
CHCM 28,0a36,0 |28a36,0 32,2 a 34,1 %
Leucocito 4,500 a 10,000
Mielécito 0a0
Metamielécito 0a100
Bastonestes 45 a 500
Segmentados 2,250 a 6,000
Linfécitos 900 a 3,300
Basofilos 0a100
Eosindfilos 45 a 400
Mondécitos 90 a 800
Plaquetas 150,000 a 400,000

Tabela 1 - As fichas dos exames laboratoriais de cada paciente foram
comparadas com os valores de referéncias fornecidos pelo Laboratério
Municipal Milton Pessoa Morbeck.
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4.6. Analise Estatistica

As prevaléncias de infeccao pelos virus foram calculadas com IC 95%. O
teste qui-quadrado foi utilizado para comparagdes entre proporg¢des, nivel de
significancia de p < 0,05. Foi realizada analise uni e multivariada utilizando o
programa estatistico prism. Em analise estatistica definiu como o n amostral foi

calculado.

n= N.p.q.(Zo/2)? ; onde:
p.q.(Zo/2)* + (N-1).E?

n= numero de amostras estimadas

N= tamanho da populacgéo (Barra do Gargas - MT =56 903).

(Za/2)2= Valor critico que corresponde ao grau de confianga desejado (para
95% o valor critico equivale a 1.96)

p= proporgéo populacional de individuos que pertence a categoria interessada
no estudo, p= 0,5.

q= proporgéo populacional de individuos que NAO pertencem a categoria de
interesse do estudo (q=1-p).

E= margem de erro ou erro maximo de estimativa (5%, ou seja, 0.05).
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5 RESULTADOS

Estudos semelhantes demonstram sinais e sintomatologia clinica
predominantes na hantavirose, como febre, cefaléia, dores em geral no corpo,
tontura, nauseas, vomitos, calafrios, mialgia, astenia e em alguns casos, a dor
acaba se manifestando de maneira incapacitante, portanto o repouso deve ser
absoluto. Geralmente, durante analise laboratorial destaca-se leucopenia
(MELDAU, 2012); (PINHEIRO et al, 1962); (OLIVEIRA, 2008).

Neste presente estudo foram coletadas 209 amostras de soros de
pacientes com suspeita de doenga febril aguda, foram utilizadas para sorologia
através do teste ELISA. Estes pacientes deram entrada no Laboratorio
Hospitalar Milton Pessoa Morbeck, localizado no municipio de Barra do Gargas,

estado do Mato Grosso.

Como podemos analisar no grafico 1, o pré requisito abordado para
coleta de amostra em nossos pacientes era o indicativo de doencga febril, ou
seja, todos os pacientes apresentaram febre, a queixa mais registrada foi dor
constante na cabeca, seguido por vertigens/tonturas, posteriormente a mialgia
foi observada em alguns pacientes, do mesmo modo foram descrito sintomas
como dores abdominais, diarréia, insuficiéncia respiratéria, insuficiéncia renal
com dores renais, insuficiéncia cardiaca, tosse seca e dispnéia, como sendo os
mais comuns, embora, sintomas como hipertensado, dor estomacal, fraqueza,
calafrios, dores nas articulagbes, caimbras, hemorragias, desmaios e

convulsdes também foram mencionados.
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Grafico 1 — Perfil de relagao entre os sintomas apresentados pelos pacientes

entrevistados.

A sorologia foi dividida em duas partes, a primeira fase consistiu em
processar as amostras para imunoglobulina M (IgM) e nenhum amostra teve
reacao positiva para o cut-off previamente padronizado, enquanto a segunda
parte foi realizada para imunoglobulina G (IgG) e destacaram-se das 209
amostras triadas para a deteccdo de anticorpos IgG anti-hantavirus pelo
método de ELISA in house, houve soroprevaléncia de 7% (4,5-9,5%; IC 95%).
Em relagdo ao género das amostras positivas, podemos analisar no grafico 2
que houve maior predominancia para o sexo feminino (69% [18/26]), enquanto
no sexo masculino a taxa de positividade de IgG anti-hantavirus foi de 31%
(8/26) em um total de 209 amostras soroldgicas, podemos perceber essa

mesma relagio de casos positivos na tabela 1.

Esses pacientes positivos na sorologia para IgG tiveram alteragcdes em
seus exames clinicos laboratoriais, principalmente na contagem leucocitaria e

uma baixa na taxa de hemograma.
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Relagao de Pacientes Positivos

B Positivos

[ Negativos

Feminino Masculino Total

Grafico 2 — Relagdo entre os pacientes que apresentaram sorologia positiva
para hantavirus separado por género.

Tabela 1 — Perfil de relagao entre pacientes positivos de acordo com o

sexo.
Positivo Negativo
Feminino 18 107
Masculino 8 76

As fichas de exames médicos foram analisadas na populacdo em estudo e
evidenciaram uma prevaléncia de pacientes positivos maiores em mulheres do
que em pacientes homens. Os classificados como pacientes negativos
evidenciaram um elevado taxa pacientes que apresentaram sorologia negativa,
principalmente no género feminino, mais do que no género masculino. Sendo
assim, nao houve significancia estatisticas nos dados, com valor de p= 0,2035,
*p (<) 0,05 (“qui-quadrado”).

A idade foi o fator importante entre as amostras positivas para IgG, a

maioria dos casos ocorreram em criangas de 1 a 10 anos em um total de 42
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criangas afetadas, seguido por idosos acima de 50 anos onde 40 individuos
apresentaram variacdo em seus exames laboratoriais, posteriormente notamos
que os jovens entre 21 a 30 anos somaram 36 individuos com exames
alterados, sucedido por jovens entre 11 a 20 em um total de 35 pessoas com
alteracdo e entre os 41 a 50 anos também encontramos 35 pessoas com
variagcdo em seus exames e por fim pessoas entre 31 a 40 anos, 21 individuos,
tiveram alteragdo nos exames clinicos, como por exemplo na quantidade de
leucécitos, diminuicdo a taxa de hematécrito, podemos verificar a variagao das

idades na tabela 2.

Tabela 2 — Perfil de relagao entre pacientes positivos e negativos de

acordo a idade.

Positivo Negativo
1-10 anos 10 32
11-20 anos 4 31
21-30 anos 2 34
31-40 anos 1 20
41-50 anos 2 33
+ 50 anos 7 33

As fichas do questionario foram analisadas na populagdo em estudo e revela
qgue os pacientes positivos mais afetados foram criancas e idosos, seguidos por
jovens entre 21 a 30 anos e os menos afetados no nosso estudo foram os
individuos entre 31 a 40 anos. Sendo assim, ndo houve significancia nos

dados, com valor de p= 0,0721, *p (<) 0,05 (“qui-quadrado”).

Houve aspectos significativos quando analisados os parametros dos
dados do eritrograma, plaquetograma e leucograma dos pacientes, segundo as
referéncias utilizadas no laboratério, quando utilizado teste “qui-quadrado” do
software “prism”. A maioria dos pacientes apresentaram eritograma abaixo dos

valores de referencia, em contrapartida, boa parte apresentou uma taxa
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leucocitaria maior quando comparado aos valores de referencias do laboratério,

como podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3 — Relagcao das caracteristicas dos exames clinicos laboratoriais

de acordo a alteracao exibida.

Normal Acima da Abaixo da

Referéncia Referéncia
Hemacia 91 7 99
Hematécrito 89 o5 83

Hemoglobina 65 3 129
VeM 182 0 15

HCM 66 3 128
CHCM 119 0 78
Leucécito 69 109 19
Mielocito 196 1 0
Metamielocito 193 3 1
Bastonestes 100 54 43
Segmentados 46 139 12
Linfocitos 111 49 37
Basoéfilos 188 0 9
Eosindfilos 141 26 30
Mondécitos 167 25 5
Plaquetas 158 20 19

As fichas dos exames laboratoriais foram analisadas na populacido em estudo.
Dentre a populagdo, podemos observar, segundo por base os valores de
referéncia fornecidos pelo laboratério do Hospital, que a maioria apresentou uma
quantidade plaquetaria dentro do normal, porém a taxa leucocitaria esteve
aumentada com tendéncia para neutrofilos segmentados enquanto que os
valores do hemograma demonstraram uma redugdo nas taxas, sugerindo uma

discreta anemia nos participantes do projeto.
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6 DISCUSSAO

As infecgcbes causadas por hantaviroses sdo de extrema importancia
devido as consequéncias que causam ocasionando sérios problemas globais
e/ou regionais de saude publica gracas a sua elevada morbidade e
mortalidade, além de se apresentar distribuida mundialmente (CRUZ &
VASCONCELOQOS, 2008), (FERREIRA,2003).

Segundo Oliveira Santos e colaboradores (2008) quando ocorre uma
infeccao viral, varios fatores devem ser analisados como o0 ambiente
epidemioldgico, as caracteristicas do virus que esta afetando aquela populagao
e as manifestacdes que acometem ao préprio hospedeiro, até mesmo pelo
motivo dos componentes do sistema imunoldgico participarem diretamente da
infeccao, tanto que uma das maneiras de se identificar um determinado virus e
avaliar a progressao de tal doenga viral é identificando a ativagéo celular e/ou
producdo de imunoglobulinas especificas e assim, aplicar estratégias de
diagnostico e prevengdo para o controle. Fatores como idade, constituicdo
genética, estado nutricional, estado imunolégico sdo fundamentais para uma

resposta contra um agente viral.

Doenca causada por hantavirus frequentemente cursam com
trombocitopenia em mais de 80% dos casos e sua patogénese deve-se ao fato
do virus possuir a capacidade de se aderir as plaquetas do sangue através de
receptores de integrinas e com isso desencadeia a sua retirada da circulagcéo
(FERREIRA, 2003).

Podemos notar com nosso estudo apresentado que os pacientes tiveram
alteracbes em seus exames laboratoriais e em sua maioria apresentaram uma
discreta anemia por diminuicdo na quantidade de hemacias, hemoglobina e
hematdcrito baixo e, além disso, a quantidade de leucdcitos aumentada de um
modo geral, assim como foi relatada na literatura, com um aumento significativo
de células segmentadas, descreveram também sintomas como dores no corpo,
cefaléia, nauseas vOmitos, diarréia e outras ocorréncias no trato

gastrointestinal.
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Por se tratar de uma analise em fase aguda de uma doenga,
interferéncias como medicamentos € a demora para ir ao hospital para
investigar sobre os sinais e sintomas manifestados podem ter sido fatores que

viessem a interferir neste estudo.

Como sugerem Abbas e colaboradores (2011) as imunoglobulinas IgM e
IgG exercem sua funcéo simultaneamente para a protegcao do organismo, tanto
de maneira rapida e instantdnea quando ao decorrer do tempo evitando
infecgbes por antigenos, o nosso sistema imunitario precisa de um periodo
maior para reconhecer e produzir imunoglobulinas especificas para atacar
agentes infecciosos e consequentemente iniciar a formagéo do anticorpo IgM
que é exposto ao sangue e levado ao local da infecgao, logo em seguida ha a
producao de IgG, assim que os eventos agudos se desencadeiam, o organismo

tenta controlar a infecgao.

A meia vida do anticorpo IgM circulante € de aproximadamente 4 dias,
enquanto que a meia vida de uma IgG circulante € de cerca de 21 a 28 dias,
assim, essa € uma vantagem do anticorpo IgG, onde sua degradacao € mais
demorada, essa longa meia-vida é atribuida ao fato dele se associar ao
receptor de transporte FcRn (receptores neonatais de Fc). Essa definicao pode
sugerir uma explicagédo do motivo das amostras analisadas por sorologia terem
resultados negativos para IgM e alguns positivos para IgG. Oliveira Santos e
colaboradores (2008) relaram que IgM e IgG sao encontradas no decorrer
inicial da doenga e isso sugere sua produgao logo apds o virus entrar em
atividade no hospedeiro e assim, essas caracteristicas supbem que a

patogénese da infec¢ao por hantavirus € de natureza imunopatoldgica.

Sendo assim, podemos afirmar que mais estudos nessas areas sao
necessarios, tendo em vista que este é o unico estudo sobre hantavirus na
regido e consequentemente o primeiro a constatar a circulagdo de hantavirus
neste local, ainda que tenha sido notado consideraveis niveis de infecgao
pregressa dos hantavirus. Nesta localidade do Araguaia ndao ha notificagdes
sobre a doenga, porém encontramos uma reatividade de 7%, desta maneira,
levantam-se diversos questionamentos como o que poderia estar acontecendo

nessa regido ou se por ventura essas infeccbes seriam do tipo
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oligossintomaticas ou teria sintomatologia mais branda ou ainda se nessa area
estaria circulando uma versao de hantavirus menos virulenta que o Araraquara,
que nos casos sintomaticos possui uma elevada taxa de letalidade ou até

mesmo que a doencga possa estar transitando despercebida entre a populagao.
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8 CONCLUSOES

» Ha semelhanca entre a os sinais e sintomas entre diversas doencas

febris e hantavirose é evidente em suas fases iniciais;

»  Faz-se necesséario um diagndstico precoce e diferencial, evitando que
haja confuséo e até mesmo ocultar uma enfermidade e com isso, aumentando

os dados epidemiolégicos de outra doenga, consequentemente;

> A identificacdo antecipada faz com que surtos sejam evitados e que

quadros clinicos individuais se compliquem;

»  Deve-se atentar para casos mais graves e iniciar tratamentos intensivos

para combater a infec¢ao, principalmente para aliviar os sintomas;

» Individuos acometidos devem repousar e evitar retornar as suas
atividades diarias precocemente, mesmo porque ainda ndo ha um tratamento

especifico para essas doengas € muito menos uma vacina caracteristica;

»  Algumas medidas preventivas devem ser adotadas para essas doengas,
evitando principalmente o contato direto com o vetor como uso de telas nas
residéncias, evitar frequentar lugares propicio a adquirir a doenga como, por
exemplo, galpdes, matas fechadas ou casas abandonadas a muito tempo,
evitar contato direto com excretas de roedores, manter lugares em areas
rurais limpos e evitar acimulo de sucatas, evitar a formagao de poeira ao
varrer determinados locais e assim, recomenda-se antes seja molhado com
agua e detergente para nao formar aerossois. Seguindo medidas profilaticas

citadas, reduzem-se consideravelmente as chances de se obter a doenca.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: “INQUERITO SOROEPIDEMIOLOGICO PARA
HANTAVIRUS E DETECCAO MOLECULAR DE ARBOVIRUS NA REGIAO DO
MEDIO ARAGUAIA- MATO GROSSO’.

Informagdes importantes: vocé estd sendo convidado (a) a participar,
como voluntario (a), de uma pesquisa. Apos receber os esclarecimentos e as
informacgdes a seguir, no caso de aceitar a fazer parte do estudo, assine ao
final do documento, que esta em duas vias. Um delas é seu e a outra do
pesquisador. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado (a) de forma
alguma, e o consentimento podera ser tirado a qualquer momento, sem
prejuizo. Em caso de duvidas sobre a pesquisa vocé podera entrar em contato
com os pesquisadores abaixo. Em caso de duvidas sobre os seus direitos
como participante nessa pesquisa, vocé podera entrar em contato com o
Comité de Etica da Universidade Federal de Goias, no telefone: 3606-8304.

1. Pesquisador responsavel: Dr. Marcos Lazaro Moreli Contato: celular
(64 8135-2064); e-mail (mIimoreli@hotmail.com)

2. Mestranda da Pesquisa: Caroline Brandao Monteiro Contato: celular
(63 9275-4767); e-mail (cah.monteiro18@hotmail.com)

Informacgdes sobre a pesquisa

Justificativa: Os arbovirus, ou virus transmitidos por artrépodes sao importante
causa de doencas nos seres humanos. Muitos desses agentes estdo
associados a doenca febrii aguda de curta duragdo, com gravidade
extremamente variavel abrangendo desde casos assintomaticos até casos
fatais associados a quadros hemorragicos e infeccdo no sistema nervoso
central. Os arbovirus sao importantes em termos de saude publica, pois alguns
deles estdo associados a surtos urbanos como os virus da Dengue, virus
Oropouche e virus Mayaro. No Estado de Goias diversos casos de Dengue tém

ocorrido e apesar disso poucos estudos tém sido realizados para investigar a
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circulagdo desses e de outros possiveis arbovirus, através do diagndstico
diferencial. O presente projeto tem como objetivo investigar a presenca desses
arbovirus a partir de amostras de fase aguda suspeitas de infecgdo pelo
dengue. As amostras usadas foram coletadas retrospectivamente, estando
armazenadas nas sorotecas do Hospital Publico do Municipio de Barra do
Gargcas — MT e levadas para analise no Laboratério de Virologia da UFG.
Portanto, a pesquisa ndo apresenta prejuizos ou riscos do ponto de vista
individual e ético, visto que otimiza o material existente e as informagdes serao
sigilosas. Sendo assim, iniciadores especificos para identificacdo de virus
pertencentes aos géneros Flavivirus, Alphavirus e Bunyavirus assim como para
identificacdo das espécies serao utilizados. Em seguida o genoma dos virus
serao sequenciados e estudos filogenéticos serédo utilizados para avaliar a
distribuicdo dos virus no Estado. Paralelamente ao trabalho também sera
realizada a producao de anticorpos monoclonais para os virus Oropouche,
virus da Encefalite de Saint Louis e virus Rocio visando a utilizacdo desta
ferramenta como insumo no diagndstico sorolégico dos virus no Estado de
Goias. Concomitantemente, hantavirus sdo agentes causadores das
hantaviroses, doenca transmitida por roedores e que representam um grave
problema de saude publica no Brasil. Atualmente 1258 casos da doencga foram
registrados no pais. O diagndstico das hantaviroses é feito somente em casos
graves pelos centros de referéncias do pais com resultados retardados e nao
contribuindo para medidas de prevengao aos moradores daquela determinada
localidade. Estudos envolvendo a avaliagdo dos niveis de anticorpos na
populacdo ou ainda em individuos que tiveram contato com a hantavirose sao
escassos. O municipio de Barra do Gargas — MT registrou a ocorréncia de
suspeita de investigacdo. Portanto € de grande interesse conhecer o perfil
sorolégico dos individuos que estdo préximos a area de risco para hantavirose,
zona rural e urbana. Também pretendendo investigar os aspectos da doenca e
de sua distribuicdo no municipio de Barra do Gargcas — MT. A obtencao de
informagdes contribuird para o planejamento de agbes de atengao a saude com

a melhora de qualidade de vida da populagao.

Objetivo: Realizar um inquérito sorolégico para hantavirus em moradores da

regido do Médio Araguaia e detectar o genoma dos virus pertencentes aos
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géneros Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus em amostras de fase aguda

coletadas de pacientes com suspeitas de virus Dengue.

Procedimento: O projeto consiste inicialmente na coleta de informagdes, dados
de prontuarios e aplicacdo de questionarios através de entrevistas com coleta
de amostras clinicas de moradores do municipio de Barra do Gargas. Apos
concordancia com a entrevista e assinatura do TCLE (Termo de Consentimento
Livre Esclarecido), os participantes serdao submetidos a um questionario e por
livre e espontdnea vontade, a amostra sanguinea sera colhida por puncio
venosa e colocado em tubos. Apds a coleta de sangue, 0 mesmo sera enviado
aos laboratérios da relagdo materno-infantii e ao fisiotox da Universidade
Federal de Mato Grosso para estocagem e posteriormente transportado para
ser analisado (sorologia e técnica molecular) por uma camara de gas
nitrogénio. Sera utilizado somente para fins nesse projeto de pesquisa com

realizacao de testes para deteccdo de anticorpos contra arbovirus e hantavirus.
OBS: SEUS DADOS SERAO SIGILOSOS

Eu

RG: CPF:

Concordo em participar do estudo “INQUERITO
SOROEPIDEMIOLOGICO PARA HANTAVIRUS E DETECCAO MOLECULAR
DE ARBOVIRUS NA REGIAO DO MEDIO ARAGUAIA- MATO GROSSO” como

sujeito. Declaro que fui devidamente informado e esclarecido sobre a pesquisa.

PACIENTE

PESQUISADOR

Jatai, de de 2014.
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APENDICE B

QUESTIONARIO DO INQUERITO SOROLOGICO
As informagdes que se seguem sao relativas a cada individuo que aceitou a participar da
entrevista apos assinatura espontdnea do Termo de Consentimento Livre Esclarecido

(TCLE). Os dados colocados aqui sao confidenciais.

Nome:
Data de Nascimento: / / Idade anos Sexo: F () M()
Data de Coleta: / / N Protocolo: Inicio Sintomas (dias):

Quais sintomas?

Raca/Cor: Branco ( ); Negro ( ); Pardo ( ); Indigena ( ); Amarela ( ); Ignorado ()

Endereco: Rua n°
Bairro: Zona:
Naturalidade: Estado:

Ocupagioe: Do lar ( ); Estudante ( ); Trabalhador rural ( ); Comerciante ( ); Aposentado
( ); Militar ( ); Outros
Telefone de contato:

Escolaridade:

Vogé jd dé&envolveu ou/e se expos a atividades ligadas a:
: Trei‘hamento Militar em area rural ou silvestre

Sim ( ) Nao () Ignorado ()
-Desmatamento, aragem de terra, plantio agricola, colheita agricola, corte de lenha
‘e outros sémelhantes
'Sim () Nao () Ignorado ()

Exposi¢io a limpeza de casa, despensa, galpao, depositos, sotdo, porio e outros
| semelhantes

‘Sim () Nao () Ignorado () 2



Moagem, armazenamento de grios, arrumou ou moveu fardos de lenha, capim ou
outros semelhantes ’

Sim () Nao ( ) Ignorado ()

Dormiu/descansou em barracas, galpio, paiol ¢ outros locais semelhantes

Sim ( ) Nao () Ignorado ()

Transporte e ou carregamento (em veiculos motorizados) de cargas em geral

Sim () Nao ( ) Ignorado ()

Pescou, cacou, reali;ou turismo rural ou participou de atividades de ecoturismo ou
similares

Sim () Nao () Ignorado ()

Teve contato direto com rato do mato, vivo ou morto ou suas excretas/vestigios
(fezes, urina e/ou cheiro da urina, sangue, saliva, roeduras, pegadas, trilhas,
manchas e outros sinais de ratos)

Sim () Nao () Ignorado ()

Manifestagcdes Clinicas Anteriores (A) ou Recentes (R) (sinais e sintomas)

1 Sim 2—Nao 3 Ignorado

Febre ( ); Cefaléia ( ); Hipotensao ( ); Dor Torédcica ( ); Sintomas Neurolégicos ( ):
Tosse Seca ( ): Mialgia Generalizada ( ); Choque Tontura/ Vertigem ( ); Astenia ( );
Dispnéia ( ): Dor Lombar (regido dos rins) ( ); Nduseas/Vomito ( ); Diarréia ( ):
Insuficiéncia Cardiaca ( ); Petéquias ( ); Insuficiéncia Respiratoria Aguda ( ); Dor
' Abdominal ( ): Insuficiéncia Renal ( 1
: Outros\(Esbcciﬁcar)

Autorizo "a; utilizagdo dos meus dados acima identificado na pesquisa intitulada
_“ESTUDOS DE IDENTIFICACAO DE HANTAVIRUS E ARBOVIRUS NA
REGIAO DO MEDIO ARAGUAIA MATO GROSSO”

‘Barra do Garcgas, / V4

Assinatura do paciente ou responsavel
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