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Resumo

Estudos epidemiolégicos sobre arbovirus em populagdes rurais e urbanas do Estado do
Amazonas

Gustavo Henrique Nolasco Grimmer Davis
Orientadores: Vanessa Salete de Paula & Wornei Silva Miranda Braga

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-graduacao
em Saude Sociedade e Endemias na Amazonia, da Universidade Federal do Amazonas
— UFAM, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Saude, Sociedade e Endemias na Amazénia.

As arboviroses sdo atualmente reconhecidas pela Organizacdo Mundial da
Saude como um problema global. A maioria das arboviroses resume-se em afeccfes
com sintomatologias agudas e inespecificas, como febre, dores de cabeca e dores
musculares. Embora sejam auto limitados, tais sintomas geram impactos sociais e
econbmicos relevantes. No Brasil, as arboviroses provocadas pelos por virus
pertencentes aos géneros Alphavirus, Orthobunyavirus e Flavivirus sdo as principais
causadoras de surtos ou epidemias. O presente estudo teve como objetivo estudar a
circulacdo dos arbovirus mayaro, virus da encefalite eqliina venezuelana, virus da febre
amarela, virus da encefalite de Saint Louis e virus oropouche em uma area rural e uma
area urbana do Estado do Amazonas, Brasil. Assim sendo, a sorologia para detecgéo
de imunoglobulinas G foi utilizada para avaliar a prevaléncia de anticorpos contra tais
virus em 335 moradores de uma comunidade rural do Estado do Amazonas e a PCR foi
utilizada para avaliar a incidéncia de tais virus em 250 amostras coletadas na area
urbana de Manaus.

Os resultados encontrados para a sorologia sugerem a circulagdo do virus
mayaro na comunidade rural. A soroprevaléncia detectada nas amostras foi de 41,5%.
N&o houve relacdo estatisticamente significativa de risco para a infeccdo por mayaro
entre os géneros (p valor=0,7760) ou entre as faixas etarias (p valor=0,9422). A
sorologia positiva detectada entre 39 criancas menores de 10 anos indica uma infeccao
recente. Os fatores de protecdo contra a infeccdo por mayaro detectados foram o uso
de mosquiteiro (p valor=0,0119) e a presenca de animais no peridomicilio (p
valor=0,0407). Os fatores de risco detectados para a infec¢do por mayaro foram a
localizacdo do domicilio em vilas préximas a floresta (p valor<0,0001) e a presenca de
toalete dentro ou proximo ao domicilio (p valor=0,0415). Os resultados sorolégicos
sugerem que a infec¢do por mayaro ocorreu hd menos de 10 anos nas proximidades
das residéncias analisadas.

A andlise molecular das amostras coletadas na zona urbana de Manaus n&o
detectou fragmentos gendmicos de arbovirus. Fatores como baixa viremia no momento
da coleta de sangue e estocagem das amostras de soro podem ter contribuido para a
ndo deteccdo dos fragmentos gendmicos. Contudo, o protocolo de deteccdo de
fragmentos gendmicos de arbovirus baseado na técnica de PCR estd em uso nos
centros de pesquisa e vigilancia epidemioldgica da Fundacdo de Medicina Tropical do
Amazonas — FMTAM e do Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ.



Abstract

Epidemiological studies on arboviruses in rural and urban populations of the State of
Amazonas

Gustavo Henrique Nolasco Grimmer Davis
Orientadores: Vanessa Salete de Paula & Wornei Silva Miranda Braga

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacao
em Saulde Sociedade e Endemias na Amazo6nia, da Universidade Federal do Amazonas
— UFAM, como parte dos requisitos necessdarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Saude, Sociedade e Endemias na Amazdnia.

Arbovirosis are currently recognized by the World Health Organization as a
global problem. Most arbovirosis are summarized in diseases with acute and nonspecific
symptoms such as fever, headache and muscle pain. Although self limited, these
symptoms create relevant social and economic impacts. In Brazil, the arbovirosis caused
by viruses belonging to the genus Alphavirus, Flavivirus and Orthobunyavirus and are
the main cause of outbreaks or epidemics. This study aimed to study the circulation of
arbovirus mayaro, venezuelan equine encephalitis virus, yellow fever virus, Saint Louis
encephalitis virus and oropouche virus in a rural and an urban area of the State of
Amazonas, Brazil. Therefore, the serology for detection of immunoglobulin G was used
to assess the prevalence of antibodies against these viruses in 335 residents of a rural
community in the state of Amazonas and PCR was used to assess the incidence of
these viruses in 250 samples collected in urban area of Manaus.

The results for serology suggest the movement of mayaro virus in the rural
community. The seroprevalence detected in the samples was 41.5%. There was no
significant relationship to risk for mayaro infection between genders (p value = 0.7760)
or between age groups (p value = 0.9422). The positive serology detected among 39
children younger than 10 years indicates a recent infection. The factors of protection
against mayaro infection detected were the use of mosquito net (p value = 0.0119) and
the presence of animals in surrounding (p value = 0.0407). The risk factors identified for
mayaro infection were the location of residence in towns near the forest (p value
<0.0001) and presence of toilet in or near the home (p value = 0.0415). The serological
results suggest that infection with mayaro occurred less than 10 years in the vicinity of
residences analyzed.

Molecular analysis of the samples collected in the urban area of Manaus not
detected genomic fragments of arboviruses. Factors such as low viremia at the time of
blood collection and storage of serum samples may have contributed to the non-
detection of genomic fragments. However, the protocol for the detection of genomic
fragments of arboviruses based on the PCR technique is already used in research
centers and surveillance of Fundacédo de Medicina Tropical do Amazonas — FMTAM and
Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ.
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1. INTRODUCAO

Arbovirose é uma doenca infecciosa aguda, causada por um grupo heterogéneo
de virus que possui caracteristicas epidemioldégicas em comum. Tais virus sao
transmitidos por vetores artropodes hematofagos, pertencentes as familias Ixodidae
(carrapatos), Culicidae (mosquitos), Ceratopogonidae (mosquitos-pélvora) e
Psychodidae (mosquitos-palha/flebétomos) (BLAIR; ADELMAN; OLSON, 2000;
CHARREL et al., 2004; MERCER & CASTILLO-PIZANGO, 2005; AMARO et al., 2007).
O termo “arbovirus” é o acronimo da expressdo de origem inglesa Arthropod-borne
virus (virus transmitido por artropode) que atualmente é empregado de maneira

ilustrativa, ndo sendo utilizado para a classificagdo taxon6mica destes virus.

1.1. Caracteristicas Gerais dos Arbovirus

A classificacdo dos arbovirus € realizada a partir das caracteristicas fisico-
guimicas e propriedades antigénicas dos virus (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997). O
catalogo internacional de arbovirus registra mais de 500 virus, dos quais cerca de 130
sdo considerados causadores de doencas em humanos e 40 em animais domesticos.
Os arbovirus ocorrem em sete familias virais: Asfarviridae, Bunyaviridae, Flaviviridae,
Orthomyxoviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae e Togaviridae (MILLER, 2008).

Os arbovirus possuem um genoma constituido por &cido ribonucléico (RNA),
sendo as unicas excecdes os virus pertencentes a familia Asfarviridae, que apresentam
0 &cido desoxirribonucléico (DNA) como material genético (TRAVASSOS DA ROSA et
al., 1997; KLEIBOEKER & SCOLES, 2001). A estrutura genémica dos virus formados
por RNA é variada, podendo apresentar-se em fita simples, ou fita dupla; segmentado
ou ndo-segmentado. Acredita-se que a grande variabilidade genética proporcionada
pelas caracteristicas da molécula de RNA permite a propagacdo destes virus em
hospedeiros vertebrados e invertebrados (WEAVER, 2006).

Alguns virus classificados em familias pertencentes ao grupo dos arbovirus nao
sdo transmitidos por artropodes, portanto, ndo sdo considerados arbovirus. Como

exemplos, o hantavirus (Bunyaviridae: Hantavirus), transmitido pelas excretas de



roedores, agente etioldgico da sindrome pulmonar hemorragica e sindrome renal febril
em humanos (FERREIRA, 2003); e o virus da hepatite C (Flaviviridae: Hepacivirus),
transmitido por vias parenterais, como transfuséo de sangue contaminado, causador de
infecgBes hepatotrépicas persistentes (MAHESHWARI; RAY; THULUVATH, 2008).

1.2. Transmissao

A infeccdo de um mesmo tipo viral em diferentes espécies, aparentemente é
incomum. Atualmente, existem dois padrdes de transmisséo viral nos quais a maioria
dos virus pode ser classificada: (a) virus mantidos em uma Unica espécie; e (b)
arbovirus, que se alternam entre infeccdes em insetos e vertebrados. Poucos sdo os
virus capazes de atravessar a barreira de espécies como os arbovirus fazem. Dentre
eles estdo os virus influenza e o virus da raiva que apesar de pertencerem as familias
gue abrigam arbovirus ndo séo transmitidos por artropodes (NATHANSON, 2007).

A transmisséao dos arbovirus ocorre no momento do repasto sanguineo realizado
por um inseto hematéfago. Uma vez infectado, o inseto transmite o virus presente em
suas glandulas salivares para um hospedeiro vertebrado susceptivel. O vertebrado
recém infectado desenvolve viremia com titulo e duracédo suficientes para infectar outros
artropodes que venham a se alimentar de seu sangue. Para alguns arbovirus a
transmissd@o trans-ovariana no hospedeiro artropode é uma alternativa ao ciclo de
manutencao viral. Encontrados, por vezes, em machos (ndo hematéfagos) tal sistema
de transmissédo néo é fundamental para a disseminacao viral (NATHANSON, 2007).

As arboviroses sdo essencialmente zoonoses; infeccdes que ocorrem nha
natureza envolvendo vetores e hospedeiros selvagens. No entanto, a domiciliagcdo de
algumas espécies de vetores selvagens proporcionou a adaptacdo de agentes
infecciosos virais ao hospedeiro humano, que neste caso atua como hospedeiro final.
Na maioria das vezes as infeccdes humanas s&o acidentais, ocorrendo quando o
homem freqlenta o0 meio em que o virus esta circulando. Infeccbes em hospedeiros
finais raramente resultam na transmiss&o para outro hospedeiro (HERVE et al., 1986).

Apenas dois arbovirus, o virus da dengue (DENV) e o virus da febre amarela
(YFV) urbana, ttm o homem como principal hospedeiro vertebrado (FORATTINI,
2002b). O virus Oropouche (OROV), embora mantido em um ciclo silvestre, €&



freqientemente isolado em areas urbanas, sendo transmitido ao homem principalmente
por mosquitos-poélvora, insetos da espécie Culicoides paraensis (PINHEIRO et al.,
1986).

As arboviroses podem ser classificadas como enzooéticas, quando envolvem
casos esporadicos indeterminados, ou epizodticas, quando ha registros de ocorréncias
significantes. Infec¢des por arbovirus que ocorrem em ciclos enzo6ticos sdo geralmente
causadas pela entrada do vertebrado susceptivel no ciclo natural virus-artrépode. Tais
infeccbes sdo denominadas selvagens ou rurais. Ja as epizootias resultam da
introducdo de um arbovirus em uma populacdo de vertebrados susceptiveis em
conjunto com uma populacdo de vetores competentes. Esta situacdo esta geralmente
associada a condicbes ciclicas naturais, como chuvas intensas que propiciam o
crescimento da populacdo de insetos vetores e resulta em surtos epidémicos
significativos (VASCONCELOS et al., 2001).

1.3. Replicagao viral

Os arbovirus sdo capazes de infectar diversos animais susceptiveis e tipos
celulares. Duas hipOteses foram propostas para explicar este fenbmeno. Ambas
pesquisam as proteinas de superficie encontradas na particula viral infecciosa (virion).
Acredita-se que a adesao e entrada do virion na célula hospedeira ocorrem atraves da
interacdo de receptores celulares especificos as proteinas do envelope viral. Os dados
laboratoriais nos quais as hipdteses sdo baseadas levam a crer que a conjungédo das
duas seria a real estratégia de acoplamento e entrada do virion a célula hospedeira
(KERR; WEIR; DALGARNO, 1993).

Ainda ndo se sabe como os receptores celulares garantem a entrada do virus na
célula. Duas categorias de receptores ja foram identificadas atuando durante a adesao
do virus a membrana e invaséo da célula: receptores de glicoproteinas e receptores de
lamininas. Apés a adesdo, um vacuolo endocitico é formado e carrega o virion para o
citoplasma. Com a diminuicdo do pH em direcdo ao nucleo celular o envelope viral se
funde com a membrana endossomal e o nucleocapsideo é liberado no citoplasma. Uma
vez no citoplasma o nucleocapsideo € degradado e o RNA gendmico & exposto.

Quando no citoplasma, o RNA gendmico de polaridade positiva atua como RNA



mensageiro para sintese de proteinas néo estruturais e de replicacdo. O RNA gendmico
de polaridade negativa sofre uma transcricdo em RNA mensageiro antes do inicio da
traducdo das proteinas. O RNA mensageiro atua como molde para traducdo de todas
as proteinas virais e para replicacdo do RNA. A replicacdo do RNA ocorre em
complexos protéicos associados a membrana perinuclear. As particulas virais sao
finalizadas no reticulo endoplasmético e enviadas para as vias secretorias da célula
para liberagcdo (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

1.4.  Aspectos Clinicos das Arboviroses e Diagnodstico Arboviral

As infeccbes arbovirais podem se manifestar clinicamente como sindromes
indiferenciadas, tais como febre (temperatura axilar = 38°C) e encefalite, ou apresentar
sintomas clinicos mais severos, como mialgia, exantemas, artrite ou febre hemorragica
(NALCA; FELLOWS; WHITEHOUSE, 2003). Por apresentar sintomas clinicos
inespecificos, 0os quais ndo caracterizam a enfermidade, o diagnostico das arboviroses
nao é simples.

De acordo com guia de diagndstico e manejo clinico do Ministério da Saude (MS)
o diagndstico sindrdmico diferencial deve ser realizado em conjunto com o diagnéstico
laboratorial. Infecgbes clinicamente semelhantes as arboviroses e que devem ser
incluidas no diagnéstico diferencial sdo: influenza, enteroviroses, doengas
exanteméaticas (sarampo, rubéola, parvovirose, eritema infeccioso, mononucleose
infecciosa, exantema subito, citomegalovirose), hepatites virais, abscesso hepéatico,
escarlatina, meningococcemia, leptospirose, maléria, salmonelose, riquetsioses, doenca
de Henoch-Schonlein, doenca de Kawasaki, purpura auto-imune, farmacodermias e
alergias cutaneas (MINISTERIO DA SAUDE & SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2007).

Com a intengcdo de auxiliar o diagnostico clinico a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) disponibiliza um quadro de classificacdo das sindromes de acordo com
0s sintomas apresentados pelo paciente (Figura 1). A classificacdo dos sintomas auxilia

o profissional de saude a decidir a conduta diagnostica e terapéutica a serem aplicadas.



Figura 1. Classificacéo das sindromes febris

Sindrome Febril Indiferenciada

Febre sem etiologia 6bvia, com menos de 7 diasvdrigio,
em paciente acima de 5 anos de idade previameamé\szl.

Sindrome Febril Hemorragica Aguda

Febre aguda, acompanhada de sinais de hemorragiat&sea
(mucosa, cuténea, intestinal, pulmonar, renal Esjbu
induzida (prova do lago positiva).

Sindrome Febril Ictérica

Febre em paciente com mais de 1 ano de idade, acdraga de
ictericia aguda ou insidiosa, na auséncia de tolst,
obstrucao biliar ou malignidade detectaveis.

Sindrome Febril ictero-Hemorragica Agud

Febre em paciente com mais de 1 ano de idade, acdraga de
asinais de sindrome ictérica aguda e sindrome hégioa

aguda, conforme definicdes anteriores.

No Municipio de Manaus, Amazonas, 0s casos de sindromes febris seguem a
rotina de diagndstico laboratorial estabelecida pelo fluxograma instituido pela Fundacéao
de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM). Visto que a Regido Amazobnica é
endémica para a maléaria, o primeiro exame realizado é a gota espessa em busca de

plasmdédio. Sendo este exame negativo 0s pacientes sdo encaminhados a avaliagao

Adaptado (OPAS, 2000)

meédica, na qual o diagndstico diferencial laboratorial é efetivado (Figura 2).



Figura 2. Fluxograma de rotina diagnostica para pacientes febris

PACIENTE FEBRIL

DIAGNOSTICO
SINDROMICO

Adaptado (FMTAM, 2003).



O diagnostico laboratorial das infecgbes por arbovirus baseia-se atualmente no
isolamento viral para posterior identificagdo. O isolamento pode ser feito pela
inoculacéo de fluidos contaminados em cultura celular, ou ainda pela inoculacdo direta
em cérebro de camundongos recém-nascidos (DE PAULA & FONSECA, 2004). A
infeccdo experimental de mosquitos também pode ser utilizada, embora ndo seja
recomendada para virus altamente patogénicos, tais como o YFV. Apesar de a
manipulacao viral em cultura ser o método mais eficaz para a identificacéo viral, € uma
técnica trabalhosa, que consome muito tempo e requer unidades de biosseguranca
nivel 3, o que dificulta o trabalho de pequenos centros de diagnostico (O'GUINN et al.,
2004).

A identificacdo viral é realizada através de técnicas soroldgicas como a Inibi¢do
da Hemaglutinagéo (IH), Fixacdo de Complemento (FC), Teste de Neutralizacdo (TN) e
a Imunofluorescéncia Indireta (IFl). Desde meados da década de 1980 o ensaio
imunoenzimatico do tipo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) € utilizado.
Quando empregado com anticorpos monoclonais, o ELISA garante a deteccdo de
imunoglobulinas da classe M (IgM) e G (IgG) do soro de pacientes infectados de
maneira muito satisfatoria. Contudo, devido as altas taxas de reatividade cruzada e a
incapacidade de identificagcdo de sorotipos virais, especialmente nos casos de dengue,
a tendéncia atual é utilizar técnicas de deteccao de acido nucléico como complemento
ao diagnéstico soroldgico (DE PAULA e FONSECA, 2004).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) consiste em um instrumento de
identificacdo muito preciso que elimina reacfGes cruzadas, constantes nos teste
sorolégicos (HENCHAL et al., 1991). Aliada as outras técnicas moleculares, como a
transcricao reversa (RT-PCR) ou sondas fluorescentes (PCR em tempo real), a PCR
possibilita identificar rapidamente a etiologia de diversas infec¢Ges virais com uma boa
especificidade. A técnica € amplamente utilizada quando ha necessidade de um
diagndstico rapido para tratamento clinico e no controle de epidemias ou de vetores
(HOWE et al., 1992; MONROQOY; SCOTT; WEBB, 1996; DEUBEL et al., 1997).



1.5.  Arbovirus de Importancia para a Saude Publica

Desde meados do século XIX, quando foi descoberto que insetos hematéfagos
sao capazes de transmitir doencas a humanos, centenas de microrganismos veiculados
por vetores artropodes vém sendo encontrados. A malaria é a doenga transmitida por
vetor com maior morbidade mundial. Anualmente, mais de 500 milhdes de pessoas
adoecem gravemente de malaria (OMS, 2007). Embora esta seja a principal doenca
transmitida por vetor, com maior distribuicdo global e nUmero de mortes, as arboviroses
humanas ainda a superam em numeros de casos (GUBLER, 1998).

As doengas transmitidas por vetores estdo entre as doencas infecciosas
emergentes/re-emergentes de maior importancia para saude publica, atingindo
principalmente as regides tropicais e subtropicais do planeta, onde as condicbes
ambientais favorecem a proliferacdo destes insetos. Diversos arbovirus estdo
envolvidos com doencas febris benignas em poucos e esporadicos casos, contudo,
algumas espécies virais se destacam por causarem epidemias e patologias severas. Os
arbovirus com maior importancia para a saude humana estédo classificados nas familias
Togaviridae, género Alphavirus; Bunyaviridae género Orthobunyavirus e Flaviviridae
género Flavivirus (GUBLER, 2002).

Nos ultimos 10 anos observa-se a re-emergéncia de infeccdes arbovirais em
todo o mundo. Surtos que até entdo eram restritos a certas regibes do planeta vém
sendo descritos em novas localidades. A re-emergéncia do virus Chikungunya (CHIKV)
na Asia, surtos do virus do Oeste do Nilo (WNV) e do virus da febre de Rift Valley
(RVFV) na América e na Europa séo cada vez mais frequientes (SCHATZMAYR, 2001;
HAYES et al, 2005, GOULD et al, 2006; FIGUEIREDO, 2007; VOROU;
PAPAVASSILIOU; TSIODRAS, 2007; POWERS & LOGUE, 2007). De acordo com a
OMS, a dengue é a arbovirose de maior incidéncia mundial, comprometendo
anualmente cerca de 50 milhdes de pessoas. Estima-se que 2,5 bilhdes de pessoas em
todo 0 mundo estejam sob risco de contrair dengue (OMS, 2008).

No continente americano as arboviroses estdo distribuidas nas regides
equatoriais, tropicais e subtropicais. Estudos recentes tém demonstrado a presenca de
alguns tipos virais causadores de surtos e epidemias na América do Sul, atingindo

inclusive o territorio brasileiro. Com exce¢do ao DENV, distribuido por todo o pais, 0



YFV, o virus da encefalite de Saint Louis (SLEV), o virus mayaro (MAYV), o virus da
encefalite equina venezuelana (VEEV) e o virus oropouche (OROV) exibem uma
distribuicdo restrita, porém intensa, ocorrendo principalmente na Bacia Amazonica e no
Pantanal (TESH et al., 1999; GUBLER, 2002; VASCONCELOS et al., 2004; AGUILAR
et al., 2007; AZEVEDO et al., 2007; MONDINI et al., 2007).

1.5.1. Togaviridae: Alphavirus

Togaviridae foi a primeira familia de arbovirus a ser classificada. A origem deste
nome deve-se ao fato de os primeiros arbovirus observados por microscopia eletronica
se assemelharem a antigas togas romanas. Inicialmente, era formada pelo Grupo A
(Alphavirus) e Grupo B (Flavivirus), até a adicdo dos géneros Rubivirus e Pestivirus a
familia. A inclusdo destes dois novos géneros foi realizada com base em propriedades
fisicas semelhantes aos togavirus, mesmo estes ndo sendo transmitidos por artropodes
(KUHN, 2007).

Com o0 avancgo da genética a partir da década de 1960, o desenvolvimento do
sequenciamento nucleotidico e 0 estudo dos genomas virais viabilizaram a observacéao
de diferengcas genéticas importantes entre 0s grupos e uma nova classificacdo foi
proposta. Atualmente, a familia Togaviridae € composta pelos géneros Alphavirus e
Rubivirus, que embora compartilhem semelhancas na organizacdo do genoma e
caracteristicas fisicas do virion, possuem estratégias distintas quanto a replicacéo e
montagem da particula viral (STRAUSS et al., 2005).

Somente os virus classificados no género Alphavirus sé@o transmitidos por
artropodes. Estes virus sdo formados por um nucleocapsideo arredondado de 40nm de
didmetro, de simetria icosaédrica, além de um envelope bi-lipidico derivado da
membrana plasmatica do hospedeiro. Podem variar de uma forma esférica a
pleomorfica, medindo aproximadamente 70nm de diametro. A superficie é coberta
uniformemente com projecdes glicoprotéicas. O genoma € constituido por uma Unica
molécula de RNA de fita simples, linear, ndo-segmentado, de polaridade positiva.
Apresenta entre 9700-11800 nucleotideos, um cap metilado no terminal 5 e uma

sequéncia poliadenilada no terminal 3'. Dois tercos do genoma codificam as proteinas
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ndo-estruturais (nsP1 — 4). A parte terminal 3’ codifica uma poliproteina que da origem
as proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K e E1) (STRAUSS & STRAUSS, 1994).
Na figura 3 observa-se a organizacdo do genoma de um Alphavirus, os produtos

génicos e suas funcdes associadas.

Figura 3. Diagrama esquematico do genoma de Alphavirus
s'cap—| nsP1 |  nsP2 nsP3 | nsP4 | C rl 2 r| EL |—Poli [A]-3'
Sintese de Helicase, Sintese RNA
RNA (1) Proteinase de RINA polimerase E3 oK

RNA capping I I

Glicoproteinas

do envelope
Em azul estdo representadas as proteinas estsymaiamarelo as nao estruturais.
Adaptado (POWERSt al., 2001)

Capsideo

O género Alphavirus possui 29 representantes distribuidos por sorogrupos (virus
relacionados pela reatividade cruzada em testes soroldgicos). Os sorogrupos sao
determinados por sitios antigénicos comuns criados provavelmente por sequéncias
conservadas na proteina C e glicoproteina E1 dos diversos virus do género.

A partir da reatividade imunogénica cruzada os virus podem ser organizados em
complexos antigénicos. O complexo antigénico determina membros de um sorogrupo
estreitamente relacionados. Os Alphavirus sdo organizados em sete complexos
antigénicos: complexo Barmah Forest (cBF), complexo Easter Equine Encephalitis
(cEEE), complexo Middelburg (cMID), complexo Ndumu (cNDU), complexo Semliki
Forest (cSF), complexo Venezuelan Equine Encephalitis (cVEE) e complexo Western
Equine Encephalitis (C(WEE). Os complexos cBF, cEEE, cMID e cNDU possuem apenas
um virus cada, enquanto o cSF, cVEE e cWEE séo formados por diversos virus
(GRIFFIN, 2007).

A patogénese dos virus classificados neste género estd intrinsecamente
relacionada a sua distribuicdo geografica. Observa-se que virus encontrados no Velho
Mundo causam exantemas, artralgia e artrite. Ja aqueles encontrados no Novo Mundo
causam, na maior parte dos casos, encefalites. Entretanto, excec¢des foram reportadas.
Dentre elas o MAYV, restrito a América do Sul, apresenta como principal sintoma a
artralgia (POIDINGER et al., 1997).
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ALPHAVIRUS DE IMPORTANCIA PARA A REGIAO AMAZONICA

Na América do Sul, especialmente na Bacia Amazonica, os arbovirus do género
Alphavirus com maior incidéncia sdo o MAYV, membro do cSF e o VEEV pertencente
ao cVEE.

a) Virus Mayaro

O primeiro isolamento do MAYV foi feito em 1954, a partir de amostras
sanguineas de cinco pacientes febris moradores da ilha de Trindade, em Trindade e
Tobago, no Caribe, e em seguida de diversas pessoas residentes as margens do rio
Guama@, no Estado do Para, Brasil (ANDERSON et al., 1957; CAUSEY & MAROJA,
1957). No ano de 1978, outro surto foi identificado no Estado do Para. No municipio de
Belterra foram confirmados mais de 50 casos de febre por MAYV, sendo 43 por
sorologia e isolamento viral (PINHEIRO et al., 1981). Nenhum o0bito foi registrado em
tais surtos.

O MAYV ocorre de forma enzodtica na América do Sul, sendo responséavel por
pequenos surtos de febres exantematicas na populacdo rural, visto que seu inseto
vetor, Haemagogus janthinomys, é raramente encontrado nas areas urbanas. Os casos
de infeccdo humana por MAYV sdo bem esporadicos e envolvem pessoas que
trabalham ou residem em regides de mata tropical densa (TESH et al., 1999). Os
principais sintomas relacionados a infeccdo pelo MAYV aparecem como uma doenga
febril aguda, com duracdo de 3 a 5 dias, caracterizada por dores de cabeca, artralgias,
mialgias, por vezes acompanhadas por vomito, diarréia e exantemas. Em casos mais
severos a infeccdo pode provocar um quadro grave de artrite que pode perdurar por
meses (PINHEIRO e LE DUC, 1998).

Infeccbes por MAYV foram detectadas em Manaus através de exames
sorolégicos (IgM) durante epidemia de dengue ocorrida entre 1998 e 1999 (DE
FIGUEIREDO et al., 2004). Em 2003, um levantamento sorolégico em mamiferos
reservatorios nas florestas da Guiana Francesa identificou uma prevaléncia de até 52%
de soro-positividade entre as espécies analisadas (DE THOISY et al., 2003). O ultimo
caso registrado na literatura cientifica envolvendo infec¢cdes por MAYV em humanos

ocorreu recentemente, em 2007, no Brasil. De acordo com o relato registrado no Estado
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de Sao Paulo, trés pacientes provenientes do municipio de Camapua, Mato Grosso do
Sul, apresentaram soro-conversdo para MAYV. O isolamento viral foi realizado somente
em uma das amostras (COIMBRA et al., 2007).

b) Virus da Encefalite Eqliina Venezuelana

Os virus das Encefalites Equinas do Leste, do Oeste e Venezuelana séo
mantidos na natureza por algumas espécies de mosquitos, tendo como hospedeiros
naturais pequenos roedores e aves selvagens. Todos estes trés virus sdo enzooticos
na América do Sul. No entanto, o EEEV e o WEEV também podem ser encontrados no
sul dos Estados Unidos e em todo o territorio mexicano. As espécies de Culex séo as
responsaveis por transmitir ambos os virus desde a América Central a Argentina.

O VEEV foi primeiramente isolado do cérebro de cavalos na regido de La
Guajira, Venezuela, em 1936 (BECK & WYCKOFF, 1938). Os primeiros casos humanos
reportados ocorreram em pessoas que trabalhavam com o virus em laboratério
(LENNETTE & KOPROWSKI, 1943). Desde entdo, a doenga em humanos é registrada
em paralelo a surtos de encefalite equina. Epizootias do VEEV ocorrem freqiientemente
na América do Sul. No ano de 1969 ocorreu uma pandemia que se alastrou por toda a
América Central, atingindo o Estado do Texas, nos Estados Unidos da América (EUA)
em 1973 (MORILLA-GONZALES & DE MUCHA-MACIAS, 1969; SUDIA et al., 1975).
Apoés vinte anos, e a crenca na erradicacdo do virus das Ameéricas, outra grande
epizootia atingiu a Venezuela e a Colémbia, onde 75 mil casos foram confirmados
(CDC, 1995; RICO-HESSE et al., 1995; WEAVER et al., 1996).

Estudos entomoldgicos sugerem a existéncia de ciclos de transmissao
enzodticos e epizodticos diferenciados para este virus. Especula-se que o ciclo
enzootico seria mantido por mosquitos Culex (Melanoconion) spp. em pequenos
mamiferos reservatérios (roedores e marsupiais). Ja as epizootias surgiriam a partir de
uma mutacdo do virus. O virus modificado, carreado por culicineos, seria entdo capaz
de infectar grandes mamiferos (cavalos e humanos). O ciclo reiniciaria com a infeccéo
de vetores mamofilicos (Psorophora sp., Aedes (Ochlerotatus) sp.) e a subsequente

transmisséo para vertebrados susceptiveis (GRIFFIN, 2007).
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1.5.2. Flaviviridae: Flavivirus

Embora um dos principais representantes da atual familia Flaviviridae, o YFV,
tenha sido o primeiro virus humano a ser descoberto (REED; CARROLL;
AGRAMONTE, 1901), a familia Flaviviridae ndo foi descrita antes da utilizacdo da
biologia molecular como ferramenta de classificacéo viral.

Alguns dos virus hoje pertencentes a familia Flaviviridae, eram antes distribuidos
por antigenicidade e caracteristicas morfolégicas semelhantes e classificados no Grupo
B (flavivirus) da familia Togaviridae. Atualmente, esta familia € composta por trés
géneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus (THIEL; COLLETT; GOULD, 2005).

Somente os virus classificados no género Flavivirus sdo transmitidos por
artropodes. De maneira geral, os virus pertencentes a este género sdo formados por
um nucleo isométrico com diametro entre 25-30nm e um nucleocapsideo poliédrico
abrigado em um envelope bi-lipidico proveniente da membrana plasmatica do
hospedeiro. Os virions sdo esféricos, medindo entre 40-60nm de diametro e
apresentam pequenas espiculas como projecdes de superficie. Possuem o genoma
formado por uma molécula de RNA de fita simples linear, de polaridade positiva,
medindo entre 9500-12500 nucleotideos. No terminal 5’ do genoma ha um cap metilado
(proteina vinculada ao genoma - VPg). No terminal 3 nenhuma sequéncia
poliadenilada € encontrada, com excecdo de algumas cepas do complexo de virus
transmitidos por carrapatos (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). A fase aberta de
leitura do genoma da origem a uma poliproteina com cerca de 3000 aminoacidos, que
apos clivagem resulta em trés proteinas estruturais (E, M e C) e sete proteinas ndo
estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5). A figura 4 ilustra a
organizacdo do genoma de um Flavivirus.

Figura 4. Diagrama esquematico do genoma de Flavivirus
sap— ¢ [peM]| E | NSt [Ns2al2n| N3 [NS4a] Ns4b ] Nss  |-v
Replicacio
| i i | Whs | Replicaciio Replicacio
Glicoproteinas Co-fator do RNA G0 BRALY)
do envelope Replicaci
| ey B e

Replicacio do RNA
Em azul estdo representadas as proteinas estsymaiamarelo as nao estruturais.
Adaptado (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007)
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Os virus pertencentes ao género Flavivirus sé@o classificados em complexos e
subcomplexos antigénicos baseados em critérios soroldgicos de reatividade
imunogénica cruzada e de acordo com filogenia molecular. O género abriga mais de 70
virus, sendo a maioria arbovirus patogénicos aos humanos. Os arbovirus de maior
importancia global sdo o DENV, o virus da encefalite japonesa (JEV), o virus do Oeste
do Nilo (WNV) e o YFV (GUBLER, 2001). Outros virus de importancia regional incluem
0 virus da encefalite de Murray Valley (MVEV), o SLEV e o virus da encefalite de
carrapatos (TBEV) (MCCORMACK & ALLWORTH, 2002; MONDINI et al.,, 2007
LINDQUIST & VAPALAHTI, 2008).

O género Flavivirus é formado por trés complexos virais: a) o complexo dos virus
transmitidos por carrapatos, que abriga o grupo de virus de mamiferos com 15 virus
descritos, e o grupo de virus de aves marinhas com 4 virus descritos; b) o complexo
dos virus transmitidos por mosquitos, que € composto por sete grupos, sendo 0s mais
importantes o grupo dos virus da dengue com 5 virus descritos, o grupo da encefalite
japonesa com 10 virus descritos, e o grupo dos virus da febre amarela com 9 virus
descritos; ¢) o complexo dos virus sem vetor conhecido, que é formado por trés grupos
distintos: grupo dos virus dos morcegos de Entebbe com 3 virus descritos, grupo dos
virus de Modoc com 6 virus descritos e grupo dos virus de Rio Bravo com 7 virus
descritos (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

FLAVIVIRUS DE IMPORTANCIA PARA A REGIAO AMAZONICA

a) Virus da Dengue

O DENV, atualmente o arbovirus com maior incidéncia mundial, esta distribuido
por todo o planeta desde o século XVIII (GUBLER; KUNO; MARKOFF, 2007). Exibe um
perfil estritamente urbano, transmitido por mosquitos da espécie Aedes aegypti, e em
algumas localidades pelo Aedes albopictus. A espécie viral € composta por quatro
sorotipos (DENV1 — 4). Em humanos a sintomatologia pode variar desde uma febre
inaparente ou fraca (febre classica por dengue), até um quadro grave de hemorragia
(dengue hemorragica).

Com a reforma sanitaria promovida por Oswaldo Cruz a partir de 1904, a fim de

eliminar a febre amarela urbana, o Brasil foi decretado livre do Aedes aegypti em 1955
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(FRANCO, 1961). Observa-se que no periodo entre 1923 e 1981 ndo houve casos de
dengue no pais. A partir de 1981, com a reentrada do vetor, a expansao da epidemia
gue ocorria no Caribe e América Central chegou ao Estado de Roraima. Acredita-se
gue mais de 10 mil pessoas foram infectadas pelos subtipos DENV1 e DENV4 na
época (RICO-HESSE, 1990).

O subtipo DENL1 se dispersou por todas as regides do pais, causando epidemias
nos grandes centros urbanos. Em 1990, o subtipo DENV2 foi identificado durante
epidemia no municipio do Rio de Janeiro. Sucessivas epidemias ocorreram na regiao;
0s subtipos DENV1 e DENV2 circularam concomitantemente por cerca de 10 anos no
Rio de Janeiro. A partir de amostra de sangue de uma pessoa que retornou ao Brasil de
viagem da Nicaragua foi isolado o subtipo DENV3, em 1999. A entrada de mais um
sorotipo no pais foi responsavel pelo incremento dos casos de febre classica por
dengue e dengue hemorrégico (FIGUEIREDO, 2000).

Recentemente foi identificado o sorotipo DENV4, em Manaus, Amazonas. Nao
havia relatos de infec¢ges por este sorotipo desde 1981. Amostras de soro de pacientes
foram testadas por técnicas soroldgicas e moleculares, trés amostras foram positivas
para DEN4 (DE FIGUEIREDO et al., 2008).

De acordo com a OMS, mais de 2,5 bilhdes de pessoas vivem em area de risco
de infeccdo por DENV. Aproximadamente 100 milhdes de casos ocorrem por ano,
destes, cerca de 250 — 500 mil sdo diagnosticados como dengue hemorragica. Estima-

se que 5% dos casos de dengue hemorragica séo fatais (OMS, 2008).
b) Virus da Febre Amarela

O YFV ocorre principalmente nas regides tropicais e subtropicais da Africa e
Ameérica do Sul. Seu ciclo primério de transmissdo envolve vetores aedinos (Aedes e
Haemagogus) silvaticos e primatas ndo-humanos. Nas regides urbanizadas o vetor
responsavel pela transmissdo é o Aedes aegypti.

O YFV é responsavel por um quadro de febre hemorragica fatal entre 5% e 10%
dos casos. Nos casos graves, que evoluem para sindromes ictero-hemorragica e
hepato-renal, o obito pode chegar a 50%. Cerca de 90% dos casos notificados a OMS
em todo o mundo estéo localizados no Continente Africano. Estima-se a ocorréncia de

300 casos anuais de febre amarela na América do Sul. No Brasil, a febre amarela
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urbana esta erradicada desde 1942, porém casos de febre amarela silvestres ainda séo
registrados (VASCONCELOQOS, 2003).

Entre dezembro de 2007 e janeiro de 2008, a situacdo epidemiolégica do Brasil
elevou-se ao estado de quarentena, com cerca de 40 casos suspeitos de febre amarela
em Estados da Regido Centro-Oeste do pais, sendo 20 confirmados, dos quais 10
foram ao 6bito (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2008).

c) Virus da Encefalite de Saint Louis

O SLEV, membro do grupo da encefalite japonesa, foi primeiramente descrito em
1932, em lllinois, EUA. No ano seguinte, um grande surto de encefalite ocorreu na
mesma regido. Mais de 1000 casos clinicos foram identificados e pelo menos 200
mortes registradas. O SLEV foi identificado em diversas biopsias de cérebros humanos.
Estima-se que o periodo de incubagéo do virus seja de 4 a 21 dias. O aparecimento
dos sintomas € abrupto. S&o relatadas febre, encefalite, tontura, nausea, anorexia,
mialgia, faringite e tosse. Tais sintomas podem ser seguidos por meningite e sintomas
neurologicos. Em alguns pacientes, a cura é espontanea, mas em certos casos a
infeccdo do sistema nervoso central pode se desenvolver progressivamente (GUBLER;
KUNO; MARKOFF, 2007).

Até 1999, quando se detectou a presenca do WNV, o SLEV era o Unico
arbovirus da familia Flaviviridae encontrado nos EUA. Atualmente, o SLEV é distribuido
por todo o Continente Americano. Observa-se uma diferenca quanto a viruléncia entre
as amostras isoladas dos EUA e Canada (mais virulentas) e do Caribe e América do
Sul. O SLEV, na América do Sul, é transmitido principalmente por mosquitos do género
Culex, em especial pela espécie C. pipiens quinquefasciatus (DIAZ et al., 2006). Os
principais hospedeiros deste virus sdo aves peridomiciliares (Passeriformes e
Columbiformes), contudo, diversos isolados ja foram realizados em aves migratérias e
mamiferos (DIAZ et al., 2008).

No Brasil, inquéritos sorolégicos em humanos reportaram a presenca de
anticorpos contra SLEV nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do pais.
Os individuos pesquisados, no entanto, ndo apresentavam qualquer comprometimento

neurologico (FIGUEIREDO, 2000). Somente em 2005 foi confirmada a primeira
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encefalite causada por SLEV. O virus foi isolado de um paciente com diagnéstico
errbneo para dengue (ROCCO et al., 2005).

Em 2006, foi identificado o primeiro surto de SLEV no pais. Ocorreu na cidade de
S&o José do Rio Preto, regido noroeste do Estado de Sao Paulo. O surto foi detectado
no momento de uma epidemia de dengue, por uma equipe do sistema de saude
responsavel pelo diagnostico sorolégico daquela doenga. Na ocasido, nas amostras de
soro de pacientes com resultado sorolégico negativo para DENV e YFV, foi realizada a
deteccado de fragmentos do genoma do SLEV por PCR. Seis amostras foram positivas
para este virus (MONDINI et al., 2007).

1.5.3. Bunyaviridae: Orthobunyavirus

A familia Bunyaviridae surgiu a partir do descobrimento de diversos arbovirus
que ndo se encaixavam nos Grupos Antigénicos A e B da familia Togaviridae
(classificac@o proposta da época). O virus Bunyamwera (BUNV), originalmente isolado
de mosquitos do género Aedes na localidade de mesmo nome, em Uganda, durante um
estudo acerca da febre amarela em 1943, foi o primeiro virus alocado no Grupo
Antigénico C da familia Togaviridae (SMITHBURN; HADDOW; MAHAFFY, 1946). Ap6s
esta descoberta, diversos outros virus foram encontrados e classificados no Grupo C.
Com a separacdo dos Grupos Antigénicos da familia Togaviridae os virus classificados
no Grupo C deram origem a familia Bunyaviridae, nome que faz referéncia ao primeiro
virus do antigo Grupo C isolado (CASALS, 1963).

Cinco géneros formam a familia. Quatro géneros de virus que infectam animais
(Orthobunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus, Hantavirus), e um género infeccioso para
plantas (Tospovirus). A maior parte dos virus classificados nestes géneros é transmitida
por artropodes. Fazem exceg¢do os virus do género Hantavirus transmitidos por
aerossois formados de excretas de roedores (NICHOL et al., 2005).

Desde a descoberta do BUNV diversos sorogrupos foram criados para classificar
o0s virus desta familia. O género Orthobunyavirus, maior género da familia Bunyaviridae,
contém atualmente mais de 150 virus distribuidos por todo o mundo. Em geral, os
virions do género Orthobunyavirus sdo formados por um nucleocapsideo circular

coberto por um envelope bi-lipidico. Sdo morfologicamente esféricos, variando de 80nm
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a 120nm de didmetro. Tais virions apresentam a superficie coberta com projecdes
glicoprotéicas arredondadas. O genoma consiste em trés segmentos de RNA de fita
simples circulares denominados L, com aproximadamente 7000 nucleotideos; M
variando entre 3500-6000 nucleotideos; e S variando entre 850-900 nucleotideos. A
circularizacdo dos segmentos é possivel devido as sequéncias redundantes
(complementares) em ambos os terminais. As seqiéncias terminais sao pareadas e
ligadas por pontes de hidrogénio, o que confere a molécula de RNA um carater circular
nao-permanente. Cada virion formado possui apenas uma copia de cada segmento do
genoma (SCHMALJOHN e NICHOL, 2007).

A figura 5 ilustra o arranjo genético dos virus do género Orthobunyavirus. O
segmento S codifica duas proteinas na mesma janela de leitura aberta (ORF — Open
Reading Frame) de maneira sobreposta em anti-senso. Os polipeptideos originam a
nucleoproteina N e uma proteina ndo-estrutural (NSs). O segmento M codifica as
glicoproteinas do envelope viral Gn e Gc na mesma ORF anti-senso. Neste género
também é possivel encontrar uma proteina ndo-estrutural (NSm). O segmento L utiliza a

estratégia de codificacdo anti-senso para gerar a RNA polimerase RNA-dependente.

Figura 5. Diagrama esquematico do genoma de Orthobunyavirus
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Em azul estdo representadas as proteinas estsymaiamarelo as nao estruturais.
Adaptado (SCHMALJOHN e NICHOL, 2007)

Atualmente, cerca de 50 sorogrupos fazem parte deste género. Dentre estes se

destacam como mais prevalentes 0s sorogrupos Bunyamwera, Califérnia, e Simbu.
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ORTHOBUNYAVIRUS DE IMPORTANCIA PARA A REGIAO AMAZONICA

a) Virus Oropouche

Na América do Sul, o OROV, membro do grupo Simbu, se destaca como grande
causador de sindromes febris. Desde o primeiro isolamento em 1955 na ilha de
Trindade, (ANDERSON et al., 1961), em Trindade e Tobago, diversos estudos tém
associado o OROV com epidemias de sindrome febril, particularmente na regido da
Bacia Amazobnica localizada entre o Peru e a Regido Norte do Brasil. A primeira
epidemia urbana causada pelo ORQV foi registrada na cidade de Belém, Para, Brasil
(PINHEIRO et al., 1962). Estima-se que 11 mil pessoas foram infectadas na época.

O virus é mantido na natureza por um ciclo silvestre e outro urbano. Suspeita-se
gue o mosquito Aedes serratus possa ser o vetor silvestre do Oropouche, que
apresenta como reservatoérios silvestres diversas aves e mamiferos de meédio porte. O
ciclo urbano ocorre geralmente em épocas chuvosas, quando o vetor Culicoides
paraensis tem maior capacidade de se reproduzir nos acumulos de agua. Febre,
cefaléia, mialgias, artralgias, anorexia, tonturas, calafrios e fotofobia sdo os sintomas
habituais desta doenca. Descreve-se, em 5% dos casos, exantema morbiliforme,
semelhante a rubéola e sédo descritos casos com nauseas, vomitos, diarréia, congestao
conjuntival, dor epigastrica e dor retro-ocular. As manifestacbes hemorragicas em
pacientes co-infectados com dengue ndo s&do incomuns e podem ser graves.
Hemorragias superficiais, como petéquias, sdo as mais comuns, entretanto podem ser
acompanhadas de menorragia e hemorragia gastrintestinal. O virus Oropouche pode
ainda infectar o sistema nervoso central, produzindo meningite asséptica
(linfomonocitaria), que tem evolucdo benigna (ANDERSON et al., 1961; PINHEIRO et
al., 1962).

Apés o primeiro relato de epidemia de febre por OROV, ocorreram
aproximadamente 30 outros surtos epidémicos, com o numero total de infectados
variando entre centenas a dezenas de milhares de pessoas de infectadas (PINHEIRO;
TRAVASSOS DA ROSA; VASCONCELOQOS, 1998). No Estado do Amazonas, casos de
infeccdo por OROV foram detectados em trés pacientes durante epidemia de dengue
ocorrida entre 1998 e 1999 (DE FIGUEIREDO et al., 2004). A febre de Oropouche é a
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segunda infeccdo por arbovirus com mais notificacdes no Brasil, ficando atras apenas
do dengue (VASCONCELOS et al., 1998).

1.6. Prevencao e Controle de arboviroses

A prevencdo e o controle das arboviroses dependem de abordagens que
reduzam a infecc@o por arbovirus. O controle dos insetos vetores, a protecdo pessoal e
a vacinagao sao as principais a¢des para um controle eficaz.

Os programas de prevencdo das arboviroses devem ser fundamentados em
atividades de vigilancia entomoldgica e vigilancia da doenca que, portanto, demandam
uma integracdo entre o monitoramento da densidade das populagbes de vetores e 0s
dados da vigilancia sindrébmica. Uma equipe médica capacitada, que reconheca 0s
sintomas e saiba como realizar 0 manejo dos casos especificos de arboviroses e a
participacdo ativa da comunidade para erradicacdo de criadouros, sao fatores
fundamentais para o sucesso do programa (GRIFFIN, 2007; SCHMALJOHN e NICHOL,
2007; GUBLER; KUNO; MARKOFF, 2007).

Com o monitoramento de vetores € possivel fornecer um mecanismo de alerta
epidémico que se antecipe a epidemia. Aliado ao monitoramento, os diagnosticos
sindrémico e laboratorial podem fornecer dados importantes acerca de epidemias que
por vezes ocorrem silenciosamente originando significantes niveis de morbidade e
mortalidade. E importante enfatizar que a vigilancia passiva ndo ¢ eficaz para sistemas
de alertas epidémicos antecipados. Com a vigilancia passiva para arboviroses, a
epidemia ndo € reconhecida até o momento do pico de transmissdo. Neste estagio, a
epidemia ndo € mais controlavel e as taxas de morbidade e mortalidade ndo podem ser
mais diminuidas (GUBLER; KUNO; MARKOFF, 2007).

A sintomatologia das arboviroses € inespecifica. A maioria dos arbovirus provoca
reacoes febris ndo diferenciaveis de outras doencas comuns (infeccdes das vias aéreas
superiores, gastrenterites). Sem o diagnadstico laboratorial, ndo € possivel determinar a
etiologia da doenca. Ademais, somente 0s testes laboratoriais sdo capazes de
monitorar a presenca de arbovirus em animais sentinelas (hospedeiros vertebrados

naturais) e vetores (GU et al., 2008).
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N&o existe nenhum antiviral especifico para o tratamento das arboviroses. O
tratamento de suporte para casos de encefalite grave € fundamental para a
recuperacdo de individuos em coma. O tratamento sintomatico de casos graves de
artrite com o uso de anti-inflamatérios é benéfico para a recuperacdo dos pacientes
(GRIFFIN, 2007).

Vacinas eficazes, para uso em humanos, estdo disponiveis apenas contra 0s
flavivirus YFV, JEV e TBEV. As vacinas licenciadas para JEV e TBEV sé&o produzidas
com virus inativado, as quais requerem multiplas doses para imunizacdo. Doses de
reforco sdo necesséarias em intervalos regulares para prover protecao adequada. Até o
momento, diversas vacinas que utilizam virus atenuado para 0s quatro sorotipos de
DENV estdo em desenvolvimento, e duas destas ja completaram a fase 2 dos testes, na
gual é testada a imunogenicidade da vacina em diferentes doses (MORITA, 2008).

Existem vacinas contra os alfavirus EEEV, WEEV e VEEV. S&o vacinas
inativadas e disponiveis somente para imunizagcdo de cavalos e aves. Vacinas
experimentais contra tais virus estdo disponiveis para trabalhadores de laboratérios
expostos a esses agentes. Vacinas produzidas com virus inativado foram
desenvolvidas para VEEV e CHIKV. Efeitos colaterais expressivos causados por essas
vacinas, especialmente contra VEEV, s&o comuns e novas cepas estdo sendo
pesquisadas (GRIFFIN, 2007). Nota-se que nas imunizacdes em cavalos e humanos, a
vacinagdo contra um alfavirus pode interferir com o desenvolvimento de anticorpos
neutralizantes para subsequentes imunizac¢des contra outros alfavirus (MCCLAIN et al.,
1998).
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2. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos tém sido reveladas diversas infeccdes humanas até entdo
desconhecidas, da mesma forma que tem ocorrido a re-emergéncia de outras
controladas ao longo dos anos. No Brasil, as arboviroses provocadas pelos por virus
pertencentes aos géneros Alphavirus, Orthobunyavirus e Flavivirus sdo as principais
causadoras de surtos ou epidemias.

O problema das viroses emergentes/re-emergentes € complexo, porém pode-se
reconhecer que, em sua maioria, essas viroses sdo desencadeadas por atividades
humanas que modificam o meio ambiente, em especial, pela agdo antropica nas matas
preservadas e periferias urbanas da Amazonia.

As epidemias por arbovirus provocam impactos sociais e econdmicos relevantes.
Durante estas epidemias muitos trabalhadores e estudantes sdo afetados e ha uma
consequente diminuicdo da produtividade e aumento da evasdo escolar. Apesar de
intensos estudos acerca das arboviroses na Regido Amazobnica, informagdes
epidemiolégicas desses virus sdo escassas.

E importante destacar que poucos estudos foram realizados em populacdes
rurais da Regido Amazobnica. A vigilancia epidemioldgica em tais localidades € uma
ferramenta eficaz na obtencdo de informacdes acerca da circulacdo destes virus.
Ademais, os hospitais da regido consideram apenas o DENV e o YFV no diagnostico
sorolégico de rotina, fato que gera uma sub-notificacdo dos casos de arboviroses de
etiologia ndo-dengue.

Dados da Fundacédo de Medicina Tropical do Amazonas indicam que no ano de
2005 foram notificados 653 casos de Dengue. Dados da Fundacéo de Vigilancia em
Saude do Estado do Amazonas estimam que no ano de 2005 30% dos casos de
sindromes febris de etiologia nao-malarica/ndo-bacteriana permaneceram sem
diagndstico. A Geréncia de Virologia da FMTAM estima que no primeiro semestre de
2006 50% dos pacientes indicados para a sorologia de dengue nao tiveram diagnéstico
confirmado para tal doenca. Estes fatos indicam uma possivel presenca de agentes

virais ainda ndo detectaveis pela rede publica de saude.
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Apesar de grande parte destas arboviroses ndo culminar em um quadro severo,
as epidemias por arbovirus terminam por provocar fatos sociais e econémicos
adversos. Portanto, realizar um estudo que busque o conhecimento da etiologia e da
freqUuéncia das principais arboviroses nas areas rurais e urbanas da Regido Amazonica
se torna relevante, visto que o diagndstico rapido e especifico é necessério tanto para
um tratamento adequado do paciente, como para um controle prévio de possiveis

surtos epidémicos que possam acontecer.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a circulacdo de arbovirus pertencentes aos géneros Alphavirus,
Flavivirus e Orthobunyavirus em uma éarea rural e uma area urbana do Estado do

Amazonas, Brasil.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a soroprevaléncia de infec¢bes por cinco arbovirus (virus mayaro,
virus da encefalite equina venezuelana, virus da febre amarela, virus da
encefalite de Saint Louis, e virus oropouche) em uma populacdo rural da
Regidao Amazonica;

2. Adaptar e disponibilizar um protocolo de detec¢céo de fragmentos genGmicos
de arbovirus baseado na técnica de PCR para complementar 0s testes
sorolégicos realizados nos centros de diagnéstico e pesquisa da Regido
Amazonica,

3. Avaliar a incidéncia de infec¢des pelos virus mayaro, virus da encefalite
equina venezuelana, virus da encefalite de Saint Louis, e virus oropouche em
pacientes com sindromes febris agudas atendidos na Fundacdo de Medicina

Tropical do Amazonas.
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4. METODOLOGIA

DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este € um estudo retrospectivo que buscou, através de técnicas de deteccao
sorolégica e molecular, investigar a circulagdo de arbovirus em duas populacdes
distintas do Estado do Amazonas, Brasil.

A primeira populagdo estudada foi composta por moradores de uma comunidade
localizada na zona rural do Estado e denominada de Grupo 1. Neste grupo foi utilizada
a deteccao soroldgica para avaliar a prevaléncia de anticorpos contra arbovirus.

A segunda populagdo foi composta por pacientes atendidos na Fundacg&o de
Medicina Tropical do Amazonas, zona urbana de Manaus, e denominada de Grupo 2.
Neste grupo foi utilizada a deteccdo molecular do genoma viral para avaliar a circulagcéo
de arbovirus.

CONSIDERAGOES SOBRE ETICA EM PESQUISA

O estudo realizado com o Grupo 1 foi parte integrante do projeto “Ecologia e
saude na Amazdnia: mapeamento integrado e participativo das dindmicas socio-
ambientais e de incidéncia de doencas transmissiveis na Amazonia central”, realizado
por uma equipe multidisciplinar (antropélogo, bidlogos, cientistas sociais, médico e
técnicos laboratoriais) pertencente ao Instituto Lednidas e Maria Deane -
ILMD/FIOCRUZ. O estudo respeitou as recomendacfes da Resolugcdo n°196/96 do
Conselho Nacional de Saude para pesquisas envolvendo seres humanos. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Anexo ).

O estudo realizado com o Grupo 2 pertenceu ao projeto “Deteccdo e
caracterizacdo molecular de arbovirus em pacientes febris atendidos na rotina da
Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas”, realizado por equipe de biblogos,
médicos e técnicos laboratoriais do ILMD/FIOCRUZ e FMTAM. As amostras
pertencentes a soroteca da Geréncia de Virologia da FMTAM foram gentilmente

cedidas pela Dra. Regina Maria Pinto de Figueiredo para realizagdo deste trabalho. O
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estudo respeitou as recomendacdes da Resolugdo n°196/96 do Conselho Nacional de
Saude para pesquisas envolvendo seres humanos. O projeto foi aprovado pelo Comité

de Etica em Pesquisa da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (Anexo II).

4.1. Sorologia das amostras coletadas na zona rural (Grupo 1)
4.1.1. Area e populagio de estudo

A area selecionada para a investigacdo soroldgica pertence ao Municipio de
Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil e esté localizada h& aproximadamente 140 km
ao norte da capital do Estado, Manaus. Denominada Assentamento Rural de Rio Pardo
(Portaria INCRA n° 274/96, de 25/10/1996), a comunidade foi estabelecida entre uma
area de assentamento rural a leste e uma éarea de preservacdo indigena a
oeste/noroeste. A comunidade é composta por uma estrada principal de 10 km, cinco
vicinais e um trecho de rio de 25 km, totalizando sete Unidades Geograficas (UG)
amostrais. As coordenadas geogréaficas que marcam o inicio da comunidade a leste
séo: latitude sul 01°49'10.49"/ longitude oeste 60°19'02.79” (Figura 6).

Figura 6. Imagem de satélite sobre a comunidade de Rio Pardo

UG-1 [ ] UG4 [ UGT7 [
UG2 [ ] uG-s
UG-3 I UG6 [ ]

Escala: 2,5 Km

Fonte: IkonosSatellite Imaging Corporati, 2008
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Aproximadamente 600 pessoas moram na regido, que apresenta grandes areas
para agricultura e pequena criagcdo de gado. A reduzida mobilidade da populacdo para
o exterior da comunidade e os diferentes niveis de antropizacdo encontrados na regido
foram caracteristicas valorizadas durante a sele¢cdo do local de trabalho e que
permitiram o controle do estudo, uma vez que a entrada de pessoas estranhas a
comunidade ou a saida frequiente dos moradores poderia introduzir arbovirus estranhos

a localidade, logo um viés ao estudo.

4.1.2. Selecao dos participantes

Moradores da comunidade de Rio Pardo foram convidados aleatoriamente a
participar do estudo durante os meses de outubro de 2006 a janeiro de 2007. Apos uma
breve explanacdo do estudo, cada individuo foi convidado a participar da pesquisa
através da ciéncia e assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo ).

Para a inclusdo do individuo na pesquisa foram utilizados os seguintes critérios:

» Ser residente da comunidade de Rio Pardo;
= Estar presente no momento da entrevista sécio-epidemiologica;

= Aceitar participar da pesquisa.

4.1.3. Criacdao e manejo do banco de dados

Um questionario epidemioldgico foi preenchido para cada participante (Anexo
IV). Os dados obtidos pelo questionario, juntamente com dados soOcio-demograficos
coletados anteriormente foram utilizados para criar o banco de dados do estudo. Para

tabulacdo dos dados foi utilizado o programa Microsoft Office Excel® 2003.

4.1.4. Procedimentos de coleta e processamento das amostras

Para coleta de amostras de sangue foi utilizado o método de puncdo do dedo
com estilete estéril descartavel e armazenagem do sangue capilar em papel-filtro. Esta
técnica é conhecida como DBS, sigla em inglés para Dry Blood Spot (gota de sangue
seca) e recomendada pela OMS como alternativa a pungdo venosa (MERCADER,;
FEATHERSTONE; BELLINI, 2006). Por ser uma técnica menos invasiva frente a coleta
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de sangue por puncdo venosa, existe uma maior aceitacdo por parte dos individuos.
Além de mais segura e menos incdbmoda, a técnica oferece vantagens ao trabalho com
grande numero amostral, principalmente em trabalhos de campo. Problemas como,
processamento, armazenagem e transporte das amostras sao evitados ao utilizar DBS
para coleta (PARKER & CUBITT, 1999).

A puncdo capilar foi realizada em todos os individuos com estilete estéril. O
sangue foi depositado imediatamente em papel-filtro (gramatura: 80g/m?; porosidade:
14um — J. Prolab Ind. e Com., Parana). A amostra de sangue secou a temperatura
ambiente (25°C - 30°C) e ao abrigo da luz solar. Os papeis de filtro contendo as
amostras foram armazenados a 4°C até o momento do transporte. As amostras foram
transportadas para o laboratério do Centro de Pesquisa em Virologia/Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto/Universidade de S&o Paulo (FMRP/USP).

No laboratorio, discos de 0,6cm de diametro foram removidos de cada DBS com
o auxilio de um perfurador de papel e acondicionados separadamente em microtubos
de 1,5mL. O perfurador de metal foi higienizado cada nova perfuragéo.

Assumindo que cada disco absorve 15uL de sangue, adicionou-se 1,5mL de
solucao salina tamponada (Phosphated Buffered Saline — PBS — NaCl [137mM]; KCI
[2,7mM]; KH,PO,4 [1,47mM]; NazHPO, [10mM]), contendo Tween-20 [0,05%], em pH
7.4. Os microtubos contendo o disco de papel-filtro e PBS foram estocados a 4°C por
24 horas para eluicdo do sangue.

Apobs o periodo de eluicdo, os microtubos foram centrifugados por 15 segundos a
8000 rpm para deposicéo das fibras de celulose e residuos de sangue. O sobrenadante
foi coletado e armazenado em outro microtubo. Ao final da eluicdo obteve-se 1,5mL de
soro com fator de diluicdo de 1:100. Os microtubos contendo o sobrenadante foram
armazenados a 4°C até o momento do uso.

4.1.5. Analise soroldgica

Para a analise sorologica das amostras foi utilizado o ensaio imuno-enzimatico
em cultura de células infectadas (EIA-ICC — Enzymatic Immune Assay — Infected Cell
Culture). O método utiliza células de Aedes albopictus de linhagem C6/36 infectadas

com virus como matriz antigénica para captura de anticorpos (FIGUEIREDO, 1990).
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Este método, utilizado em diversos inquéritos sorologicos, é utilizado em substituicdo
aos kits diagnosticos comerciais ou na falta de kits diagnésticos especificos para
determinado tipo viral (LIMA et al., 2007).

4.1.6. Procedimentos de cultivo celular

As células de Aedes albopictus, linhagem C6/36, foram gentilmente cedidas pelo
Dr. Luiz Tadeu Figueiredo (FMRP/USP) para a realizacdo deste ensaio. Para o cultivo
celular foi utilizado meio Leibovitz L-15 (Invitrogen Corp.™, Brasil) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen Corp.™, Brasil) inativado pelo calor,
100U/mL de penicilina e 0,1mg/mL de estreptomicina. As células foram mantidas em
frascos de cultivo de 25cm? (TPP®, Suica) contendo 5mL do meio de cultura, em estufa
a temperatura de 28°C até estabilizar o crescimento celular. Ao atingir o nivel maximo
de crescimento na area do frasco (formacdo de monocamada celular) as células foram
transferidas para frascos de 75cm? (TPP®, Suica), prolongando a expans&o celular.

Para a transferéncia das células, o meio de cultura foi removido em condi¢gbes
assépticas e as células foram soltas com o auxilio de uma lamina de polietileno estéril
(TPP®, Suica). Com uma pipeta estéril a solucdo de células soltas foi recolhida e
transportada para o frasco de 75cm?. Foram adicionados 15mL de meio de cultura ao
frasco, que foi levado em seguida para a estufa a 28°C.

O meio de cultura foi trocado a cada 36 horas até a formagdo da monocamada

celular. No total foram produzidos doze frascos de 75cm? contendo células.

4.1.7. Procedimentos de infecgao celular

Dos doze frascos contendo células, cinco foram utilizados para a infecgcdo com
arbovirus. Cada frasco foi inoculado com um tipo viral, proveniente de infeccdo por
inoculacao direta em cérebro de camundongos recém nascidos. Os virus utilizados para
a infeccdo foram: virus da febre amarela (cepa vacinal 17D), virus da encefalite de Saint
Louis, virus mayaro, virus da encefalite equina venezuelana e virus oropouche, todos
gentilmente cedidos pelo Dr. Luiz Tadeu Figueiredo. A preparacdo das amostras virais
utilizadas ficou sob responsabilidade da equipe técnica do laboratério do Centro de
Pesquisa em Virologia da FMRP/USP.
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Para a infeccdo das células, todo o meio de cultura foi removido em condi¢fes
assépticas. Adicionou-se 100uL da suspensdo viral (macerado de cérebro de
camundongo recém-nascido infectado, liofilizado, ressuspenso em PBS estéril) ao
frasco. A solucdo viral foi homogeneizada pela superficie da monocamada por leve
agitacdo orbital. As células foram incubadas a temperatura ambiente em agitacao
orbital a cada 15 minutos para manter a homogeneidade da suspensédo viral pela
superficie da monocamada durante a incubacdo. Apds a incubacao, 15mL do meio de
manutencdo do crescimento celular (meio Leibovitz L-15 (Invitrogen Corp.™, Brasil)
suplementado com 2% SFB (Invitrogen Corp.™, Brasil) inativado pelo calor, 100U/mL
de penicilina e 0,1mg/mL de estreptomicina) foram adicionados ao frasco. O frasco foi
levado a incubacao a 28°C.

Devido ao fato dos virus possuirem um tempo de biossintese diferente, o tempo
de incubacado de cada frasco variou. A tabela 1 apresenta o tempo médio de formacao
de efeito citopatogénico (CPE) pelos virus utilizados no estudo. O CPE consiste na

modificagdo da morfologia da célula infectada, e pode ser observado por microscopia.

Tabela 1.  Tempo para observacao de efeito citopatogénico

Tipo viral Tempo de incubagdo viral
Alphavirus — MAYV, VEEV 3 -4 dias
Orthobunyavirus — OROV 4 -5 dias
Flavivirus — YFV, SLEV 5 -7 dias

Nos sete frascos restantes foi realizada a troca do meio de cultura. Em condi¢fes
assépticas, com o auxilio de uma pipeta, retirou-se todo o volume de meio de cultura
dos frascos. O meio de manuten¢ao do crescimento celular foi adicionado, totalizando
um volume de 15mL para cada frasco. Os frascos foram levados a incubacéo a 28°C

até o momento de seu uso.

4.1.8. Ensaio imunoenzimatico

Um dia antes da formacdo do CPE as células infectadas foram transferidas para

placas de cultura de tecidos de poliestireno de 96 pogcos com fundo chato (TPP®,
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Suica). Uma garrafa inoculada com o virus foi mantida até o final do ciclo viral para
observacao do efeito citopatico e confirmacado da infeccéo das células.

Para a retirada das células dos frascos de cultura, em condi¢Bes assépticas todo
o0 meio de cultura foi retirado e as células foram soltas com auxilio de uma lamina de
polietileno estéril (TPP®, Suica). Um volume de 10uL foi retirado da suspensdo de
células para contagem em camara de Neubauer. ApOs ajuste da concentracdo de
células para 10° células/mL, adicionando meio de cultura & suspensdo celular, um
volume de 100uL foi transferido para cada poco de coluna impar da placa (Figura 7).

Para atuar como controle negativo do ensaio, 0 mesmo procedimento foi adotado
para uma garrafa de células ndo infectadas. Apds a liberacédo, contagem e ajuste da
concentracdo de células para 10° células/mL, 100uL de células ndo infectadas foram

transferidos para cada poco de coluna par da placa.

Figura 7. Placa de cultura de tecidos utilizada para o ensaio enzimatico

Foto: ruio eoal, 009

Apés a transferéncia das células infectadas e nédo infectadas para a placa
adicionou-se 200uL do meio de manutencdo do crescimento celular a cada pogo. A
placa foi tampada e armazenada na estufa a 28°C por 24 horas para aderéncia celular e
finalizagc&o do ciclo viral.

Com o ciclo viral completo, em condi¢cdes assépticas o meio de manutencao foi

retirado e adicionou-se 100uL de solucao fixadora constituida de formalina 40% em pH
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7.0 (formaldeido [4%]; Na,HPO, [45mM]; NaH,PO, [33mM]). A placa foi tampada e
incubada por 18 horas a temperatura de 4°C. Ao término da incubagédo a solucdo de
fixacdo foi removida e PBS foi adicionado para lavagem dos pocos. A lavagem
procedeu-se pela retirada e adicdo de 200uL de PBS dos pogos por quatro vezes
consecutivas.

LigacOes inespecificas das amostras aos antigenos presentes nos pocos foram
minimizadas com incubacdo da placa em 200uL/poco de solucdo de bloqueio (leite
desnatado [5%] e Tween-20 [0,05%] em PBS) por 1 hora & 37°C. Ap0s a incubacao os
pocos foram lavados com solucdo de lavagem (PBS, Tween-20 [0,05%]) por quatro
vezes e a placa foi armazenada a temperatura ambiente para secagem. Apoés a
secagem a placa foi armazenada a temperatura de -70°C até o inicio do teste
imunoenzimatico.

Com a placa pronta para a captura de imunoglobulinas, as amostras de soro
eluidas do DBS foram adicionadas. Um volume de 100uL de cada amostra de soro foi
adicionado em colunas adjacentes, respeitando a sequéncia de colunas impares (pogo
com antigeno viral presente) e colunas pares (po¢o com antigeno viral ausente).
Portanto, cada amostra de soro foi adicionada a um par de po¢os “com antigeno / sem
antigeno”.

Para o controle positivo do ensaio amostras do fluido ascitico imunizado murino
(MIAF) foram utilizadas. Os MIAF imunizados para os cinco diferentes arbovirus
utilizados neste trabalho foram preparados pelo laboratério do Centro de Pesquisa em
Virologia/FMRP/USP e gentilmente cedidos pelo Dr. Luiz Tadeu Figueiredo. A adicao do
MIAF nos pocos seguiu os mesmos procedimentos adotados para a adicdo das
amostras de soro humano.

Todas as amostras foram diluidas pela adicdo de 100uL de PBS a cada poco,
atingindo, portanto, fator de diluicdo das amostras de 1:200. A homogeneiza¢édo das
amostras com o PBS foi realizada com o auxilio de uma pipeta. Depois de diluidas as
amostras, as placas foram tampadas e levadas a estufa para incubacdo a 37°C por 1
hora.

Apoés a incubacdo, os pocos foram lavados quatro vezes com solucdo de

lavagem e, em seguida, 100pL do anticorpo anti-lgG humana conjugado com
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peroxidase (KPL Inc., EUA), na concentracdo de 1:200, foram adicionados em cada
poco. Para a amostra de MIAF, 100puL do anticorpo anti-lgG murina conjugado com
peroxidase [1:200] (KPL Inc., EUA) foram adicionados. A placa foi tampada e
armazenada a 37°C por 1 hora. Novamente, apés a incubacéo, os poc¢os foram lavados
com solucdo de lavagem por quatro vezes. Em seguida, 50puL de substrato de
peroxidase ABTS (KPL Inc., EUA) foram adicionados em cada poco. A placa foi
incubada em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 15 minutos. A reacéao
enzimatica foi interrompida pela adicdo de 50uL de H,SO,4 [1N]. A leitura da reacgéo foi

realizada em um espectrofotbmetro através de filtro de 405nm.

4.1.9. Analise dos dados

Os dados de absorbancia adquiridos foram inseridos em planilha do programa
Microsoft Office Excel® 2003. Os valores de cada placa testada foram organizados em
planilhas separadas. A normalizagcdo dos valores obtidos para cada amostra foi
realizada atraves da subtracdo do valor da amostra testada por seu respectivo controle
negativo. O cut-off de cada placa foi alcangado a partir da soma média dos valores
normalizados com trés vezes o valor do desvio padrdao do teste. Amostras que
apresentaram valor de absorbancia maior ou igual ao cut-off do teste foram
consideradas positivas.

O banco de dados previamente criado foi atualizado com as informacgdes obtidas
do teste sorologico. Informagfes relevantes a pesquisa foram copiadas para uma nova
planilha. Esta planilha foi convertida para analise estatistica no software EPI-INFO™,
versao 3.3.2., de fevereiro de 2005. As informac0des utilizadas para confec¢cado do banco
de dados estédo disponiveis no anexo V.

A analise descritiva foi apresentada pela distribuicdo percentual por categoria.
Algumas variaveis continuas foram transformadas em variaveis categoricas. Os dados
foram apresentados mediante distribuicdo de frequéncias em forma de tabelas e
gréficos. A andlise comparativa das variaveis categoricas foi realizada utilizando o teste
qui-quadrado (X?) com a correcdo de Yates. O Risco Relativo (RR) e o respectivo
intervalo de confianca (95%) foram calculados para as associagdes utilizando tabelas
2X2.
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4.2. Deteccao molecular viral das amostras coletadas na zona
urbana (Grupo 2)
4.2.1. Populagao de estudo

Para a deteccdo molecular de fragmentos gendmicos de arbovirus foi realizada
em amostras de soro pertencentes a soroteca de arbovirologia, da Geréncia de
Virologia da FMTAM.

4.2.2. Selecao das amostras

Para a selecdo das amostras de soro a serem testadas, foi realizado um
levantamento dos dados clinicos dos pacientes na ocasido da coleta de sangue. Foram
selecionadas aquelas amostras provenientes de pacientes indicados para a rotina
diagnostica de doenca febril (Figura 2), que apresentavam sintomas (febre, cefaléia,
mialgia ou artralgia) por menos de 15 dias, e que obtiveram resultados negativos para a
busca hemoscodpica de plasmadio e sorologia para dengue na rotina de atendimento da
FMTAM.

Amostras coletadas no primeiro trimestre dos anos de 2007 e 2008 foram
escolhidas para analise. Este periodo coincide com a época de maior precipitacao
pluviométrica da regido e, portanto, ocasido de maior nimero de casos febris

registrados na FMTAM por consequéncia da proliferagéo de insetos vetores.

4.2.3. Padronizacao da técnica de detec¢ao gendmica

A padronizacdo dos ensaios de deteccao de fragmentos gendmicos virais foi
realizada antes do exame das amostras de soro. Foram testadas amostras-controle
originadas de infeccdo de cérebro de camundongo recém nascido liofilizadas e
amostras-controle originadas de sobrenadante de cultura celular infectada com cada
tipo viral. Para a padronizacdo do teste foram utilizadas amostras-controle de trés
géneros virais distintos: Alphavirus (virus mayaro), Flavivirus (virus dengue-2) e
Orthobunyavirus (virus oropouche e virus guaméa (GUAV)), gentilmente cedidas pelo Dr.

Luiz Tadeu Figueiredo, do Centro de Pesquisa em Virologia/FMRP/USP.
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a) Extracao de RNA

Amostras de MAYV, DENV2, OROV e GUAV produzidas separadamente em
células C6/36 foram submetidas a extracdo de RNA com o uso do Qiamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen Sciences, Maryland, USA), de acordo com o procedimento
recomendado pelo fabricante. O RNA extraido foi mantido a temperatura de -20°C até

sua utilizagao.

b) Quantificacao de RNA

Com o objetivo de verificar a pureza e quantidade estimada de RNA extraido as
amostras controle foram submetidas a quantificagdo por espectrofotometria. Este
meétodo de quantificacdo avalia 0 RNA total presente na amostra, ou seja, RNA celular e
viral e auxilia a estabelecer a o volume de amostra a ser utilizado na PCR.

Para realizar o teste 10uL de cada amostra foram diluidos em 990uL de agua
deionizada autoclavada para obter uma concentragdo final de 1:100. Apds a diluicéo,
200uL desta solucdo foram acondicionados em uma cuveta e submetidos a
espectrofotometria em filtro de 260nm / 280nm (Cary 50 Conc, Varian, Australia). A
densidade Otica detectada pelo filtro de 260nm determina a concentracdo de RNA
presente na solucdo. A razdo entre as densidades Oticas detectadas em 260nm e

280nm determina a pureza do RNA presente na solucéao.

c) Sintese do DNA complementar

A transcricdo reversa do RNA extraido foi realizada a partir da técnica de RT-
PCR para sintese do DNA complementar (CDNA).

Para a transcricao reversa foi preparado um volume de 10uL para cada amostra
viral contendo: 0,5uL de RNasin® Plus RNase Inhibitor [40U/uL] (Promega Corp.),
1,0uL de dNTP [10mM], 1,0uL de enzima SuperScript® Il Transcriptase Reversa
[200U/pL] (Invitrogen Corp.™, Brasil), 4,0uL de tamp&o da enzima (250mM Tris-HCI, pH
8.3, 375mM KCI, 15mM MgCl,) [5X], 1,5uL de DTT [0,1 M] 1,0uL de oligonucleotideos
randdémicos [10pmol]. A mistura foi acrescida de 10pL do RNA extraido de cada

amostra viral e incubada a temperatura de 55°C por 1 hora, seguida de outra incubacgao
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a temperatura de 65°C por 10 minutos para inativacdo da enzima. Os cDNAs obtidos

foram estocados a temperatura de -20°C até o momento de sua utilizagao.

d) Identificacdo dos géneros virais

O protocolo utilizado para detecgdo dos genomas de Alphavirus e Flavivirus foi
adaptado de Bronzoni (BRONZONI et al.,, 2005), alterando-se a temperatura de
pareamento dos oligonucleotideos para verificagdo do melhor resultado. O protocolo
utilizado para deteccdo do genoma de Orthobunyavirus foi adaptado de Moreli
(MORELI et al., 2002).

Para a identificacdo de fragmentos genéticos virais o cDNA foi amplificado pela
técnica de PCR. Foram preparadas solucbes de 20uL, uma para cada género viral
(Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus) contendo: 2,0uL de dNTP [1,25mM], 2,5uL de
tampédo da enzima (200mM de Tris-HCI pH 8.4, 500mM de KCI) [10X], 1,5uL de MgCl,
[50mM] 1,0uL do oligonucleotideo género-especifico senso [10pmol], 1,0uL do
oligonucleotideo género-especifico anti-senso [10pmol], 0,5uL de Taq DNA Polimerase
(5U/uL) e 11,5puL de &gua deionizada autoclavada. Foi adicionado & mistura 5uL da
amostra de cDNA previamente obtida. A descricdo da sequéncia de nucleotideos de

cada oligonucleotideo utilizado esta descrita na tabela 2.

Tabela 2.  Oligonucleotideos género-especificos

Género Oligonucleotideo Seqliéncia (5" —3’) Produto (pb)
Alphavirus M2W (+) YAG AGC DTT TCG CAY STR GCH W 434
p cM3W (-) ACA TRA ANK GNG TNG TRT CRA ANC CDA YCC
Flavivirus FG1 (+) TCA AGG AACTCC ACA CATGAGATGTACT 958
FG2 (-) GTG TCC CAT CCT GCT GTGTCATCA GCATACA
. BUN-S (+) AGT AGT GTG CTC CAC
Orthobunyavirus 700-1100
BUN-C (-) AGT AGT ATA CTC CAC

(+) oligonucleotideo senso; (—) oligonucleotideo anti-senso. BRONZONI et al., 2005 e MORELI et al., 2002.

A amplificagdo do DNA de Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus foi realizada
em termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf, Alemanha) sob as seguintes
condigbes: 94°C por 4 minutos para desnaturacdo inicial, 35 ciclos de amplificacdo
(94°C por 60 segundos para desnaturacdo, 52°C a 56°C por 60 segundos para
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hibridizac&o dos oligonucleotideos e 72°C por 2 minutos para sintese do DNA). Seguido
de uma elongacéo final de 72°C por 7 minutos.

A identificacdo foi realizada através da comparacao dos produtos obtidos nas
PCRs com amostras controle e padrfes de tamanho de banda a partir da técnica de

eletroforese em gel de agarose [1,5%] corado com brometo de etidio [15ug/mL].
e) ldentificacdo das espécies virais

Os produtos da amplificacdo obtidos na primeira PCR foram novamente
amplificados, com o objetivo de identificar as espécies virais. Nesta etapa,
oligonucleotideos espécie-especificos foram utilizados em ensaios de semi nested-PCR
para deteccdo de Alphavirus e Flavivirus e nested-PCR para deteccdo de fragmentos
de Orthobunyavirus. A descricdo da seqUéncia de nucleotideos de cada
oligonucleotideo espécie-especifico utilizado encontra-se na tabela 3.

Para a semi nested-PCR, foram preparadas solu¢gbes de 20pL, uma para
Alphavirus e outra para Flavivirus, contendo: 2,0uL de dNTP [1,25mM], 2,5uL de
tampédo da enzima (200mM de Tris-HCI pH 8.4, 500mM de KCI) [10X], 1,5uL de MgCl,
[50mM], 1,0uL do oligonucleotideo género-especifico (FG1 ou cM3W) [10pmol], 1,0uL
de cada oligonucleotideo espécie-especifico [10pmol], 0,5uL de Tag DNA Polimerase
[5U/uL] e 11,5uL agua deionizada autoclavada. Foi adicionado a mistura 5uL do

produto de amplificacéo obtido na primeira PCR.

Tabela 3.  Oligonucleotideos espécie-especificos

Género Espécie Oligonucleotideo Seqiiéncia (5’ —3’) Produto (pb)
Alphavirus MAYV nMAY (+) GGA AGT TGG CCAAGG C 270
Flavivirus DENV1 nDEN1 (-) CGT TTTGCT CTT GTG TGC GC 472

. BS-S (+) GTG GGG TCCAATTTGC
Orthobunyavirus OROV 300
BS-C (-) TGAACCCTATGCATCT

(+) oligonucleotideo senso; (—) oligonucleotideo anti-senso. BRONZONI et al., 2005 e MORELI et al., 2002.
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A amplificacdo do DNA foi realizada no termociclador (Mastercycler, Eppendorf,
Alemanha) sob as seguintes condi¢cfes: 94°C por 4 minutos para desnaturacéo inicial,
35 ciclos de amplificacao (94°C por 60 segundos para desnaturacdo, 53°C por 60
segundos para hibridizacdo dos oligonucleotideos e 72°C por 2 minutos para sintese do
DNA). Seguido de uma elongacao final de 72°C por 7 minutos.

A identificacdo viral foi realizada através da comparacdo dos produtos obtidos
nas PCRs com amostras controle e padrdes de tamanho de banda a partir da técnica
de eletroforese em gel de agarose [1,5%] corado com brometo de etidio [15ug/mL].

Para identificacdo do Orthobunyavirus detectado na PCR foi realizada uma
nested-PCR com 0s mesmos volumes e concentracdes apresentados acima, sendo que
os oligonucleotideos utilizados foram aqueles descritos para Orthobunyavirus (tabela 3).
Quanto as condicbes de amplificacdo foi modificada apenas a temperatura de
hibridizagc&o dos oligonucleotideos de 53T para 55° C.

f) Teste das amostras selecionadas

Uma vez que as melhores condi¢cbes do PCR foram estabelecidas 250 amostras

selecionadas foram testadas para deteccdo do genoma viral
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5. RESULTADOS

5.1. Sorologia das amostras coletadas na zona rural (Grupo 1)
5.1.1. Distribuicao da populagao

Trezentas e trinta e cinco (335) pessoas foram incluidas neste estudo. Destas,
cento e setenta e trés pessoas (173 / 51,6%) do género feminino, e cento e sessenta e
dois (162 / 48,4%) do género masculino. Cento e sessenta e nove (169) pessoas
possuiam idade entre 18 e 64 anos, representando 50% da populacéo estudada. O
maior grupo encontrado na populacdo corresponde a mulheres com idade entre 18 e 64
anos (26,9%). A tabela 4 demonstra a distribuicdo da populacdo de acordo com o

género e faixa etéria.

Tabela 4. Distribuicdo da populacdo segundo género e faixa etaria

Faixa Etaria Feminino n(%) Masculino n(%) Total n(%)
0-10 anos 48 (14,3) 50 (14,9) 98 (29,3)
11-17 anos 28 (8,4) 23 (6,9) 51 (15,2)
18-64 anos 90 (26,9) 79 (23,6) 169 (50,4)
> 65 anos 7(2,1) 10 (3,0) 17 (5,1)

Total 173 (51,6) 162 (48,4) 335 (100)

5.1.2. Distribuicao da populagao de soro-reativos

Anticorpos contra MAYYV foram detectados em 139 amostras (41,5%), 3 amostras
(0,9%) foram reativas para anticorpos contra VEEV. Dentre as amostras reativas para
VEEV duas amostras (0,6%) também foram reativas para MAYV. No total, 140
amostras apresentaram reatividade soroldgica para pelo menos um virus.

Os fatores de risco foram analisados em relacdo a prevaléncia do MAYV, pois
para o VEEV, apenas trés amostras foram positivas.

Informagbes individuais obtidas pelo preenchimento do questionario

epidemioldgico (Anexo V) foram analisadas como fatores de risco a soro-positividade.
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a) Género, faixa etdria e soro-reatividade

A distribuicdo de soropositivos foi analisada estatisticamente de acordo com o
género e a faixa etaria da populagéo.

A distribuicAo de soropositivos para MAYV entre homens e mulheres foi
semelhante. Do total de individuos estudados, 20,6% representam homens
soropositivos para MAYV e 20,9% representam mulheres soropositivas para MAYV.
N&o houve relagéo estatisticamente significativa entre a soro-positividade e 0os géneros
masculino e feminino (RR=0,9642; IC 95%=0,8047 — 1,1553; p valor=0,7760). A tabela
5 demonstra a distribuicAo da soro-reatividade da populacdo de acordo com os

géneros.

Tabela 5. Distribuicdo da soro-reatividade entre os géneros

Género Soronegativos n (%) Soropositivos para mayaro n (%) Total n (%)
Masculino 93 (27,8%) 69 (20,6%) 162 (48,4%)
Feminino 103 (30,7%) 70 (20,9%) 173 (51,6%)
Total 196 (58,5%) 139 (41,5%) 335 (100%)

Setenta (70) individuos, com idade entre 18 e 64 anos, apresentaram Soro-
positividade para MAYV, valor este que representa 20,9% da populagdo estudada. A
andlise estatistica da soro-reatividade segundo a faixa etaria dos individuos né&o
demonstrou relacdo de risco estatisticamente significativa. (X?=0,3904; DF=3; p
valor=0,9422). A tabela 6 demonstra a distribuicdo da soro-reatividade entre as faixas

etarias.

Tabela 6. Distribuicdo da soro-reatividade entre as faixas etarias

Faixa Etaria Soronegativos n (%) Soropositivos n (%) Total n(%)
0-10 anos 59 (17,6) 39 (11,6) 98 (29,3)
11-17 anos 29 (8,7) 22 (6,6) 51 (15,2)
18-64 anos 99 (29,6) 70 (20,9) 169 (50,4)
> 65 anos 9(2,7) 8(2,4) 17 (5,1)

Total 196 (58,5) 139 (41,5) 335 (100)
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O grafico 1 ilustra a distribuicdo de homens e mulheres soropositivos para MAYV

de acordo com a faixa etaria.

Grafico 1  Distribuicdo de individuos soropositivos para mayaro
de acordo com o género e faixa etaria
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b) Sindrome febril indiferenciada e a soro-reatividade

Individuos que reportaram ocorréncia de sindrome febril indiferenciada (SFI)
pregressa, e que obtiveram diagndstico hemoscépico negativo para malaria naquela
afeccado, foram analisados pela distribuicdo total de soropositivos. Nao houve relacédo
estatistica significativa entre a ocorréncia de SFI com diagnéstico hemoscopico
negativo e a soro-positividade (RR=0,8432; IC 95%=0,0610 — 1,1093; p valor=0,2524).
A tabela 7 demonstra a prevaléncia de anticorpos contra MAYV nos individuos que
relataram ter apresentado uma sindrome febril indiferenciada e que permaneceram sem

gualquer diagndstico.



Tabela 7 Distribuicdo de soropositivos para mayaro segundo relato de sindrome
febril indiferenciada nos ultimos 12 meses
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Sindrome febril

L ) Soronegativos n(%) Soropositivos n(%) Total n(%)
indiferenciada

N3o 31(11,9) 31(11,9) 62 (23,8)
Sim 118 (45,2) 81 (31,0) 199 (76,2)
Total 149 (57,1) 112 (42,9) 261 (100)

c) Soroprevaléncia de MAYV de acordo com o local de residéncia

Foi possivel observar diferentes padrbes de antropizacdo entre as unidades

geogréficas estudadas. As unidades geograficas (UG) foram, portanto, classificadas em

guatro categorias: area de vila, area de sitio, area de floresta e area de rio.

As UG-2 e UG-4 foram caracterizadas como vilas e constituem as estradas mais

urbanizadas da comunidade (figuras 8 e 9). As casas construidas nessas estradas sao

distantes cerca de 20-150 metros umas das outras. Tais estradas fazem contato com o

rio, € margeiam grandes areas de floresta continua. As casas, em geral, estdo a menos

de 500 metros da floresta. A densidade populacional estimada para a UG-2 durante o

estudo foi de 2,9 habitantes por residéncia (59 habitantes/20 residéncias), j& a UG-4

apresentou densidade populacional de 4,4 habitantes por residéncia (92 habitantes/21

residéncias).



Figura 8.

Figura 9.

Unidade geografica (UG) amostral 2

Unidade geografica (UG) amostral 4
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As UG-1, UG-3 e UG-5 foram consideradas areas de sitios (figuras 10, 11 e 12).
As casas possuem grandes terrenos, por vezes utilizados para agricultura e pecuaria.
Nestas estradas a distancia entre as casas varia entre 70-500 metros. Devido a grande
atividade agropecuéria, os lotes destas regifes ndao possuem mais uma cobertura
vegetal continua. A margem da floresta, em geral, estd entre 500-1500 metros de
distancia das casas. Estima-se que a densidade populacional para a UG-1 durante o
estudo era de 4,1 habitantes por residéncia (156 habitantes/38 residéncias). A UG-3 foi
a localidade com menor densidade populacional da comunidade, apresentando em
média 1,5 habitantes por residéncia (12 habitantes/8 residéncias). JA a UG-5 foi a
estrada com maior densidade populacional estimada, com 5,4 habitantes por residéncia

(87 habitantes/16 residéncias).

Figura 10.  Unidade geografica (UG) amostral 1




Figura 11.

Figura 12.

Unidade geografica (UG) amostral 3

Unidade geografica (UG) amostral 5
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A UG-6 é a estrada com cobertura vegetal mais preservada, sendo considerada
area de floresta (figura 13). Embora as casas estejam localizadas entre 500-1500
metros de distancia da floresta, os lotes ainda conservam grande parte da vegetacao
nativa. A densidade populacional da UG-6 estimada durante o estudo foi a segunda
menor dentre as sete unidades amostrais, sendo maior apenas que a UG-3. A estrada
apresenta em média 1,8 habitantes por residéncia (13 habitantes/7 residéncias).

Figura 13.  Unidade Geografica (UG) amostral 6
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A UG-7 é o loteamento com acesso exclusivamente fluvial (figura 14). As
residéncias estdo distribuidas ao longo do rio, distantes cerca de 1000-1500 metros
umas das outras. A regido apresenta cobertura vegetal nativa preservada com algumas
areas desmatadas para agricultura. Em geral, as residéncias estédo inseridas dentro da
area preservada, com pouco ou henhum desmatamento em um raio de 20 metros. A
densidade populacional estimada para a UG-7 durante o estudo foi de 3,8 habitantes

por residéncia (111 habitantes/29 residéncias).

Figura 14. Unidade Geografica (UG) amostral 7

-

-
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A tabela 8 demonstra as caracteristicas populacionais das unidades geograficas

amostrais estudadas descritas anteriormente.

Tabela 8 Caracteristicas populacionais das unidades geograficas amostrais

Unidades geograficas amostrais

Caracteristicas populacionais
UG-2 UG4 UG-1 UG-3 UG-5 UG-6 UG-7

Categoria de urbanizacao Vila Vila Sitio Sitio Sitio  Floresta Floresta
Habitantes / residéncia 59/20 92/21 156/38 12/8 87/16  13/7 111/29
Densidade populacional 2,9 4,4 4,1 1,5 5,4 1,8 3,8

A andlise das unidades geograficas (UG) pelo teste do qui-quadrado frente a
soro-reatividade se mostrou como fator de risco significante para soro-positividade
(X?=115.8304; DF=6; p<0.0001). As UGs que apresentaram os maiores indices de
soropositivos foram: UG-2 com 88,0% e UG-4 com 80,7%, seguidas pela UG-6 com
53,8%. A UG-1 apresentou 30,7% de individuos soropositivos e a UG-5 apresentou
16,3%. As menores taxas foram encontradas na area do rio (UG-7), com 4,5% e UG-3,
onde nenhum individuo soropositivo foi detectado.

O grafico 2 ilustra a distribuicdo de individuos examinados de acordo com as

unidades geograficas e reatividade sorologica.

Grafico 2  Distribuicdo de individuos soropositivos para mayaro
de acordo com as unidades geogréaficas amostrais
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d) Uso freqliente de mosquiteiro e a soro-reatividade

A relacéo entre o uso frequiente de mosquiteiro ao dormir e a soro-reatividade foi
analisada estatisticamente pelo teste qui-quadrado. A analise estatistica demonstrou
gue o uso frequente de mosquiteiro ao dormir foi fator de protecdo contra a soro-
positividade (RR=0,5587; IC 95%=0,3435 - 0,9086; p valor=0,0119). A tabela 7
demonstra a distribuicdo de individuos que utilizam mosquiteiro e o resultado sorologico
dos mesmos. Observa-se que apenas 13 individuos que relataram utilizar
freqientemente mosquiteiro ao dormir apresentaram soro-positividade para o MAYV,
valor este que representa 4,9% dos duzentos e sessenta e oito (268) individuos que

responderam a entrevista.

Tabela 9 Relacdo entre o uso de mosquiteiro e a soro-reatividade

Uso freqliente de mosquiteiro Soronegativos Soropositivos Total

N3o 115 (42,9) 104 (38,8) 219 (81,7)
Sim 36 (13,4) 13 (4,9) 49 (18,3)
Total 151 (56,3) 117 (43,7) 268 (100)

e) Interferéncia da vacina contra febre amarela na sorologia

Duzentos e setenta e seis (276) individuos relataram ser vacinados contra a
febre amarela nos ultimos dez anos. A imunizagdo contra a febre amarela foi avaliada
estatisticamente com relacdo a soro-reatividade com o objetivo de avaliar se a
imunizagdo prévia contra arbovirus, no caso vacina contra febre amarela, influenciaria
no resultado sorolégico para MAYV. O teste qui-quadrado néo revelou qualquer relacéo
estatisticamente significante entre a imunizacédo e a soro-positividade (RR=0,9617; IC
95%=0,7405 — 1,2489 p valor=0,8877). O grafico 3 ilustra a distribuicdo total de

individuos soropositivos e soronegativos frente a vacinagcéo contra a febre amarela.
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Grafico 3  Relacdo entre imunizacao prévia contra febre amarela
e a soro-reatividade para mayaro
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5.1.3. Analise de fatores de risco coletivos

A partir do banco de dados socio-demograficos obtido anteriormente foi criado
um banco de dados para andlise dos dados socio-demograficos e epidemiolégicos em
conjunto. Nesse banco de dados foram incluidos somente aqueles individuos que
possuiam os dados soOcio-demograficos completos. Portanto, 270 individuos foram
incluidos. Informacdes coletivas (referentes ao domicilio) foram utilizadas para a analise

de risco a soro-positividade.

a) Presenca de toalete e a soro-reatividade

Foi analisada a relagédo entre o uso de um ambiente reservado para realizar as
necessidades fisiologicas e o risco de soro-reatividade, uma vez que ambientes imidos
e escuros servem de abrigo e local de reproducdo para insetos vetores. Foi
considerado ambiente reservado um espago com paredes e cobertura para restringir o
acesso a fossa, sendo este espaco no interior ou até 20 metros do domicilio. As figuras

15 e 16 ilustram os toaletes comuns encontrados nos domicilios estudados.



Figura 15.
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Toalete no interior da residéncia

Arquivo pessoal, 2007

R
Arquivo pessoal, 2006
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A analise pelo teste de qui-quadrado demonstrou que a presenca de banheiro
fechado dentro ou préximo ao domicilio (casinha) foi considerado fator de risco
estatisticamente significante a soro-positividade (RR=1,4874; IC 95%=1,0967 — 2,0173;
p valor=0,0415). No gréafico 4 é possivel observar que cerca de 140 pessoas que nao
possuem toalete em suas residéncias ndo apresentaram soro-reatividade para MAYV,
representando mais de 50% de toda a populagdo estudada. Trinta e quatro (34)
individuos que possuem toalete em casa foram soropositivos para MAYV,

representando cerca de 8% da populacéo total estudada.

Grafico 4  Relacdo entre presenca/auséncia de toaletes e a
soro-reatividade
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b) Descarte dos dejetos produzidos pelo domicilio e a soro-reatividade

A relacdo entre o descarte dos dejetos produzidos pelo domicilio e soro-
reatividade foi analisada estatisticamente através do teste qui-quadrado. Assumiram-se
como destinos satisfatorios para o lixo as respostas: queimado ou enterrado. As outras
respostas presentes no questionario socio-demografico (despejado no quintal,
despejado no rio ou cérrego) foram consideradas insatisfatorias para o destino do lixo.

O resultado da analise estatistica que relaciona o destino dos dejetos com a

soro-conversdo nao revelou qualquer relacdo entre o despejo correto/incorreto com a
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soro-positividade (RR=1,2144; IC 95%=0,7716 — 1,9112; p valor=0,4821). O grafico 5
ilustra a relac@o entre o descarte do lixo e a soro-reatividade. E possivel observar que

cerca de 90% das pessoas descartam o lixo de maneira adequada.

Grafico 5 Relacao entre a soro-reatividade e o descarte de lixo
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c) Presenca de reservatorio de dgua préximo a residéncia e a soro-reatividade

A presenca de reservatorio de agua (poco ou cacimba) a uma distancia de até 20
metros do domicilio foi avaliada quanto ao risco de soro-positividade. A figura 17 ilustra
um reservatorio de 4gua comumente encontrado na comunidade.

Através do teste qui-quadrado ndo foi possivel determinar nenhuma relagcéo
entre a presenca/auséncia de um reservatério de agua préximo ao domicilio e a soro-
positividade (RR=1,2772; IC 95%=0,8310 — 1,9630; p valor=0,3084). O gréfico 6 ilustra
a relacdo entre a presenca/auséncia de reservatorio de agua proximo ao domicilio e a

soro-reatividade. A soro-positividade foi menor em ambos os grupos analisados.



Gréfico 6
de agua préximo ao domicilio e a soro-reatividade
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Figura1l7. Cacimba: Reservatério de agua
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d) Presenca de animais nas proximidades da residéncia e a soro-reatividade

Foi avaliada a relacdo entre a presenca de animais domésticos (gato; cachorro),
de criacdo (galinha; pato, gado; cavalo; porco; cabras) ou selvagens (ave silvestre;
macaco; porco) pertencentes ao morador da casa e a soro-positividade. N&o foi
possivel realizar o teste estatistico para a presenca de cavalo, cabra e macaco porque
a amostra nesses casos foi insuficiente. Os registros da presenca de pato, galinha e
aves silvestres no domicilio foram agrupados na categoria “presenca de ave”. Os
registros da presenca de porco e porco silvestre no domicilio foram agrupados na
categoria “presenca de porco”. Cada categoria foi analisada como um Unico fator de
risco a soro-conversdo. O resultado do teste qui-quadrado expds uma relacao
estatisticamente significante entre a presenca de animais no domicilio e a soro-
positividade (RR=0,7076; IC 95%=0,5336 — 0,9385; p valor=0,0407). Dos cinco grupos
de animais avaliados, trés se mostraram como fator de protecdo contra a Ssoro-
positividade. Na tabela 10 encontram-se os valores de significancia estatistica para
cada grupo de animal avaliado. A presenca de porco no domicilio foi o fator de protecao
com maior significAncia estatistica (p<0,001), seguida da presenca de cachorro
(p=0,0038) e presenca de ave (p=0,0428).

Tabela 10. Relacdo entre a criagdo de animais e a soro-positividade

Presenca de animal RR IC 95% p valor
Qualquer animal 0,70 0,53-0,93 0,0407
Cachorro 0,56 0,41-0,76 0,0038
Gato 0,88 0,44-1,49 0,6221
Ave (silvestre ou doméstica) 0,69 0,50-0,94 0,0428
Gado 0,83 0,55-1,25 0,4499
Porco (selvagem ou de criacdo) 0,37 0,23-0,62 <0,001

RR — Risco Relativo; IC 95% — Intervalo de Confianga; p valor — Significancia Estatistica.
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5.2. Detecc¢ao molecular viral das amostras coletadas na zona
urbana (Grupo 2)
5.2.1. Padronizacao da Extracao de RNA

A extracdo de RNA de todas as amostras-controle foi realizada seguindo o
protocolo estabelecido pelo fabricante do kit de extracdo. Apos a extracao foi realizada
a quantificacdo do RNA nestas amostras. Os RNAs extraidos estavam em quantidades
suficientes para a transcricdo reversa. Em média, havia 6,25ng/uL de RNA nas

amostras-controle.

5.2.2. Padronizacao da PCR

Antes de iniciar os testes com as amostras sangliineas os protocolos descritos
por Bronzoni (BRONZONI et al., 2005) e Moreli (MORELI et al., 2002) foram testados e

adaptados visando atingir as melhores condi¢bes de amplificacéo.

Experimento 1 — teste dos oligonucleotideos (reacao cruzada)

Inicialmente, trés reacbes de amplificacdo foram realizadas em paralelo, cada
uma utilizando um par de oligonucleotideos especificos para cada género viral. Neste
momento, os protocolos descritos por Bronzoni e Moreli ndo foram alterados.

Para avaliar possiveis anelamentos inespecificos dos pares de oligonucleotideos
guatro tipos virais foram utilizados em cada reacao de amplificacdo: DENV (Flavivirus),
MAYV (Alphavirus), OROV e GUAYV (Orthobunyavirus). A figura 18 demonstra o padréo
de separacao por eletroforese dos amplicons em gel de agarose [1,5%] corados com
brometo de etidio [15ug/mL].

Na figura 18 pode-se observar que o resultado da amplificacdo n&o foi
satisfatorio. Houve amplificacdo de bandas inespecificas para flavivirus e nenhuma
amplificacdo de alfavirus ocorreu. Ademais, houve amplificacdo de bandas

inespecificas nas reacdes especificas para cada tipo viral.



Figura 18.

Eletroforese dos amplicons da nested-PCR — Experimento 1

Primers Primers Primers
Crithobunyavirus Alphavirus Flavivirus
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Colunas 1, 6 e 11: amplicons de DENV. Colunas 2, 7 e 12: amplicons de OROV.
Colunas 3, 8 e 13: amplicons de GUAV. Colunas 4, 9 e 14: amplicons de
MAYV. Colunas 5, 10 e 15: controles negativos (cultura celular ndo infectada).
Coluna 16: marcador molecular (DNA ladder 100pb).
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Experimento 2 — Teste com amostras liofilizadas e d  erivadas de cultura celular

Um novo teste foi conduzido. Amostras de DENV2, MAYV e ORQV originarias de
cérebro de camundongo recém nascido, liofilizadas, foram submetidas a extracdo de
RNA, transcricdo reversa e amplificacdo (nested-PCR). Amostras de CcDNA,
provenientes de cultura celular infectada, utilizados no primeiro teste realizado, foram
submetidas a nova amplificacdo (nested-PCR). A temperatura de anelamento de
oligonucleotideos foi a mesma para todas as amostras: 54°C. A figura 19 demonstra o
padrdo de separacdo por eletroforese dos amplicons em gel de agarose [1,5%] corado
com brometo de etidio [15pg/mL].

Tanto amostras de MAYV provenientes de infeccdo em cérebro de camundongo
recém nascido (coluna 2), quanto aquelas provenientes de sobrenadante de cultura
celular infectada (colunas 3 e 4) foram amplificadas com sucesso. A amostra extraida
anteriormente (coluna 4) ainda apresentou uma banda de amplificacdo inespecifica de
aproximadamente 600pb.

A amostra liofilizada de OROV extraida para este teste (coluna 5) foi amplificada
com sucesso, apesar de apresentar ainda uma banda inespecifica de aproximadamente
1kb. A amostra de sobrenadante de cultura celular de OROV extraida anteriormente

(coluna 6) nao foi amplificada corretamente.

Figura 19. Eletroforese dos amplicons da nested-PCR — Experimento 2
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Coluna 1: DENV2 (amostra liofilizada). Coluna 2: MAYV (amostra liofilizada).
Coluna 3: MAYV (sobrenadante de cultura celular). Coluna 4: MAYV
(sobrenadante de cultura celular extraido anteriormente). Coluna 5: OROV
(amostra liofilizada). Coluna 6: OROV (sobrenadante de cultura celular
infectada). Coluna 7: controle negativo (cultura celular ndo infectada). Coluna
8: marcador molecular (DNA ladder 100pb).
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Experimento 3 — teste dos oligonucleotideos (temper  atura de anelamento)

Um terceiro teste realizado utilizou duas temperaturas de anelamento dos
oligonucleotideos para estabelecer a melhor temperatura de amplificacdo para
Alphavirus (54 °C e 55 °C) e Orthobunyavirus (55°C e 56°C). Foram utilizadas as
amostras de MAYV e OROV (liofilizadas) que apresentaram boa amplificacdo no teste
anterior. Tais amostras controle sofreram nova extracdo de RNA, transcricao reversa e
amplificacdo. Para este experimento as amostras foram amplificadas com
oligonucleotideos género-especificos (PCR) e novamente amplificadas com
oligonucleotideos espécie-especificos (nested-PCR).

A figura 20 demonstra o padréo de separagcao por eletroforese dos amplicons
derivados da nested-PCR em gel de agarose [1,5%] corado com brometo de etidio
[15pg/mL]. As amostras de MAYV e OROV foram amplificadas com sucesso. Bandas

de amplificacdo inespecificas ainda apareceram nas amostras de OROV.

Figura 20. Eletroforese dos amplicons da nested-PCR — Experimento 3
C - 54° 55°PM C - 55° 56°

Mayaro Oropouche

Coluna 1: Controle Negativo (agua) . Coluna 2: MAYV (anelamento a 54°C).
Coluna 3: MAYV (anelamento a 55°C). Coluna 4: marcador molecular (DNA
ladder 100pb). Coluna 5: Controle Negativo (4dgua). Coluna 6: OROV
(anelamento a 55°C). Coluna 7: OROV (anelamento a 56°C).
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Experimento 4 — Novo teste com as amostras de OROV

Um novo teste foi conduzido com o objetivo de re-amplificar as amostras de
OROQV que nao foram amplificadas com sucesso no experimento 2. Para este ensaio foi
utilizada a temperatura de anelamento de oligonucleotideos de 55°C, temperatura esta
estabelecida no experimento 3. A figura 20 demonstra o0 padrdo de separagcdo por
eletroforese dos amplicons em gel de agarose [1,5%] corado com brometo de etidio

[15ug/mL]. As amostras foram amplificadas com sucesso.

Figura 21 Eletroforese dos amplicons da nested-PCR — Experimento 4

BN SRIT & Mt 020 ) e

Coluna 1: OROV (amostra liofilizada). Coluna 2: OROV (sobrenadante de
cultura celular). Coluna 3: OROV sobrenadante de cultura celular). Coluna 4:
Controle Negativo (cultura celular ndo infectada). Coluna 5: marcador
molecular (DNA ladder 100pb).
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5.2.3. Detec¢ao de fragmentos genémicos virais em amostras
clinicas

Uma vez estabelecidas as condi¢des para identificacdo das amostras-controle
por PCR foram testadas as amostras de soro coletadas pela Fundacdo de Medicina
Tropical do Amazonas no primeiro trimestre dos anos de 2007 e 2008.

As amostras foram submetidas a trés reacdes de amplificacdo nucleotidicas
distintas, visando a deteccdo de fragmentos gendmicos de virus pertencentes aos
géneros Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus.

A temperatura de anelamento dos oligonucleotideos utilizada para as rea¢des de
amplificacdo de fragmentos genémicos pertencentes a alfavirus e flavivirus foi de 54°C.

Para a deteccao de fragmentos gendmicos pertencentes aos Orthobunyavirus foi
utilizada para anelamento dos oligonucleotideos a temperatura de 56°C.

Um total de duzentas e novena e seis (296) amostras de soro foram submetidas
a pesquisa de fragmentos gendmicos virais, compreendendo cento e dezesseis (116)
amostras coletadas entre os meses de janeiro e marco de 2007 e cento e oitenta (180)
amostras coletadas entre os meses de janeiro e marco de 2008. Nas amostras
analisadas nédo ocorreu amplificacdo dos fragmentos gendmicos esperados. As figuras
22, 23 e 24 demonstram a eletroforese em gel de agarose [1,5%] de algumas amostras

testadas para Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus respectivamente.

Figura 22 Deteccédo de Alphavirus em amostras de soro
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Colunas 1 - 4: Amostras de soro. Coluna 5: Controle positivo (MAYV). Coluna
6: Controle negativo (cultura celular ndo infectada). Coluna 7: Marcador
molecular (DNA ladder 100pb). Colunas 8 - 13: Amostras de soro.



Figura 23  Deteccao de Flavivirus em amostras de soro

1 23 4567 8 91011
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Coluna 1: Controle positivo (DENV2). Coluna 2: Controle negativo (cultura
celular n3o infectada). Colunas 3 - 10: Amostras de soro. Coluna 11:
Marcador molecular (DNA /adder 100pb).

Figura 24  Deteccdo de Orthobunyavirus em amostras de soro

=40 ph
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Coluna 1: Controle positivo (OROV). Coluna 2 - 5: Amostras de soro. Coluna 6:
Controle negativo (cultura celular ndo infectada). Coluna 7: Marcador
molecular (DNA ladder 100pb).
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6. DISCUSSAO

As arboviroses constituem h& tempos uma preocupacdo dos servicos de saude
do Brasil. A febre amarela, conhecida no Brasil desde o século XVI, foi o principal icone
representativo das arboviroses até meados do século XX, quando esforcos iniciados em
1901, na América Latina, para erradicagcdo do vetor urbano da febre amarela, o Aedes
aegypti, e para vacinacao da populacdo — em especial nos Estados do Rio de Janeiro e
S&o Paulo — resultaram em uma significativa reducdo dos casos de febre amarela
urbana (BERTOLLI FILHO, 2002).

A dificuldade enfrentada na erradicacdo dos insetos vetores, a falha nos
sistemas de deteccao de doencas e o constante desmatamento que expde populacbes
humanas a animais reservatorios silvestres constituem atualmente as principais causas
para a emergéncia de arboviroses (MESLIN; STOHR; HEYMANN, 2001).

A OMS reconhece que a emergéncia/re-emergéncia de doencas infecciosas é
um problema global. Encontros entre instituicbes de saude de diversos paises sao
realizados periodicamente com o objetivo de estabelecer planos de acdo para
contencdo e atualizagdo acerca das doencas emergentes/re-emergentes (OPAS, 1998;
OPAS, 1999; OPAS, 2000; OPAS, 2004).

Um documento publicado pelo Centro de Controle de Doencas dos Estados
Unidos da América (CDC) em 1992 resume as grandes linhas de atuacédo e metas para
controle da dispersdo das doencas infecciosas. Neste documento a vigilancia, a
pesquisa aplicada, a prevencado e o controle séo os principais objetivos determinados
para contencdo das doencas emergentes/re-emergentes (SCHATZMAYR, 2001).

O presente estudo utilizou amostras de soro de pessoas residentes em
localidades rurais e urbanas do Estado do Amazonas para determinar, através de
técnicas sorolégicas e moleculares, a incidéncia e a prevaléncia de infec¢cdes por
arbovirus ndo investigadas pelos servicos de saude brasileiros. As amostras foram
divididas em dois grupos. O primeiro grupo compreendeu individuos residentes em uma
comunidade rural localizada a cerca de 140 km da capital do Estado. O segundo grupo

foi composto por amostras de soro de individuos febris residentes em diversas
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localidades do Estado do Amazonas, diagnosticados negativamente para maléaria e

dengue e coletadas na Fundacéo de Medicina Tropical do Amazonas, em Manaus.
Devido a disparidade de caracteristicas entre as amostras e metodologia

utilizadas, a analise dos resultados ndo pdde ser comparada, e sera apresentada

separadamente.

6.1. Sorologia das amostras coletadas na zona rural (Grupo 1)

Os resultados encontrados a partir da andlise sorolégica dos individuos
residentes na zona rural do Estado do Amazonas serdo discutidos em quatro partes:
comparacdo dos dados encontrados com outros estudos semelhantes realizados na
Amazonia Legal, fatores de risco para arboviroses, fatores de protecdo para

arboviroses e, por fim, fatores que néo influenciaram nos resultados encontrados.

Com relacdo a soro-positividade detectada nas amostras de soro dos individuos
moradores da Comunidade de Rio Pardo, os resultados sorolégicos obtidos indicaram
somente a presenca de arbovirus pertencentes ao género Alphavirus naquela
localidade, MAYV e VEEV. Os trés individuos soropositivos para VEEV eram do sexo
feminino, pertenciam a faixas etarias distintas, ndo faziam parte da mesma familia e
habitavam diferentes unidades geograficas amostrais. Ainda, destes trés casos, dois
foram reativos também para MAYV.

A reatividade cruzada entre alfavirus ja foi reportada em alguns estudos (XIAO et
al.,, 1986; MCCLAIN et al., 1998). Os resultados de Xiao e colaboradores (1986)
demonstram que a reatividade imunogénica cruzada ocorre especificamente entre virus
do mesmo género, contudo, ndo h& evidéncias de que esta reatividade aconteca entre
virus de géneros diferentes. McClain e colaboradores (1998) afirmam que “(...) a
imunidade contra Alphavirus preexistente em humanos interfere com a resposta de
anticorpos neutralizantes para uma vacina de virus atenuado, heteréloga”.

Estudos que utilizaram ensaios de inibicdo da hemaglutinacdo (IH) e fixacdo do
complemento (FC) demonstraram que os alfavirus partilham sitios antigénicos em
comum. As reacdes antigénicas cruzadas provavelmente ocorrem como conseqiéncia

de sitios conservados na proteina C e glicoproteina E1 dos alfavirus, conferindo a
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protecdo cruzada e interferindo em imunizacfes subsequentes contra outros alfavirus
(GRIFFIN, 2007).

E possivel observar nos ultimos 30 anos diversos estudos que utilizaram a
metodologia do EIA-ICC para realizar investigacfes soroldgicas acerca de arbovirus.
De acordo com McClain e colaboradores (1998), “Os resultados de reacédo cruzada nos
EIA-ICC demonstram que este método pode distinguir o grupo togavirus — ou antigenos
espécie-especificos, com maior precisdo que o ELISA”.

Considerando as informacdes disponiveis na literatura cientifica atual, acredita-
se que estes trés casos isolados ocorreram em conseqiéncia de reagdo imunoldgica
cruzada entre anticorpos para MAYV e antigenos de VEEV. Tais casos foram, portanto,
desconsiderados das analises estatisticas do presente estudo.

Quanto a soroprevaléncia de infeccdo por MAYV detectada na populacdo do
Assentamento de Rio Pardo (41,5%) e apresentada na tabela 4, observa-se que esta
taxa esta acima da meédia encontrada em outros estudos realizados na Regido
Amazonica.

Em estudo realizado durante o primeiro semestre de 1978, a investigacao
epidemiolégica acerca de um surto febril no Estado do Pard determinou uma
soroprevaléncia de aproximadamente 20% para MAYV. Na ocasidao, mais de 4000
pessoas moradoras de Belterra foram infectadas; a maioria residente de areas proximas
a floresta (LE DUC; PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA, 1981).

De Figueiredo e colaboradores (2004) descreveram um inquérito soroldgico
realizado durante epidemia de dengue no Estado do Amazonas, entre 0s meses de
marco de 1998 e dezembro de 1999. Na ocasido, das 55 amostras indicadas para
diagndstico de arbovirose, foram detectados 8 casos de infeccdo por MAYV e 3 casos
de infeccdo por OROV, representando uma prevaléncia de 14,5% e 5,4%,
respectivamente naquela populagdo amostral.

Em 2004, um estudo epidemiolégico sobre arbovirus pertencentes aos géneros
Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus foi realizado em 357 moradores de uma
comunidade rural do Estado do Acre. Através do teste de IH verificou-se que 42,6%

destes individuos apresentavam soro-reatividade para pelo menos um dos arbovirus
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dos géneros estudados. Destas 152 amostras, 5,6% apresentaram reagcdo monotipica
(anticorpos para um unico tipo viral de um mesmo género) para Alphavirus; 18,2%
apresentaram reacdes heterotipicas para Flavivirus; e 4,2% apresentaram reacfes
monotipicas e heterotipicas para Orthobunyavirus. A maior incidéncia detectada para
infeccdes por Alphavirus foi para o MAYV. A soro-reatividade para Flavivirus detectou
anticorpos para o YFV selvagem e os quatro sorotipos de DENV. Das amostras soro-
reativas para o género Orthobunyavirus o OROV foi detectado em maior quantidade
(SILVA-NUNES et al., 2006).

Visto que a imunidade é duradoura, a alta soroprevaléncia para MAYV
encontrada neste estudo pode estar ligada a exposicdo periddica da populacdo ao
MAYYV. Portanto, foi realizada a andlise da soro-reatividade frente as diversas faixas

etarias encontradas na populacdo em questéo.

Com base na distribuicdo de soropositivos (IgG) entre as faixas etarias e a
duracdo da imunidade conferida pelo contato com o MAYV é possivel estimar quando
ocorreu a infeccdo dos individuos. Observa-se na tabela 6 que individuos soropositivos
estdo distribuidos entre todos os grupos etarios, alcangando um minimo de 39,8% em
criangcas e maximo de 47,1% em idosos. Cerca de 20% da populacdo estudada é
constituida por individuos soropositivos para mayaro e possuem idade entre 18 e 64
anos.

As vacinas contra arbovirus autorizadas para imunizacao de humanos YFV (YF-
17D) e VEEV (TC-83 e C-84) sédo capazes de manter uma titulagdo de anticorpos
protetores maior ou igual a 1:20; suficiente para conservar uma imunizacao por pelo
menos 10 anos (PITTMAN et al., 1996; ROUKENS & VISSER, 2008). Ademais,
observacdes descritas em trabalhos realizados com VEEV demonstram que as cepas
epizoodticas deste virus causam surtos epidémicos em intervalos de 10 a 20 anos em
paises da Regido Amazobnica, refletido pelo aumento da populagdo de individuos
imunologicamente desprotegidos (HART et al., 2001).

N&o ha na literatura cientifica, at¢é o momento, estudos acerca da duracdo da
imunidade protetora por contato de um individuo com o MAYV. No entanto,

considerando as observagOes acerca da duracdo da imunidade conferida por cepas
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selvagens e vacinais de diferentes arbovirus, pode-se admitir que as infecgbes por
MAYV ocorreram ha uma década ou menos, visto que 39 criancas abaixo de 10 anos
de idade apresentaram anticorpos contra este virus.

A soro-reatividade também foi analisada quanto aos géneros masculinos e
femininos, uma vez que homens e mulheres possuem papeis diferentes na sociedade
e, portanto, podem ser expostos aos vetores de maneira distinta.

A tabela 5 demonstra que a distribuicdo de soropositivos entre homens (42,6%) e
mulheres (40,5%) é semelhante & média de distribuicdo de soropositivos da populagao
estudada (41,5%).

A soroprevaléncia maior em um género ou grupo etario especifico poderia indicar
um provavel fator de risco para infecgéo, relacionado talvez a atividade cotidiana do
individuo. A faixa etéria, por exemplo, pode determinar a atividade exercida pelo
individuo (escolar, trabalhador, aposentado), bem como o género (agricultor, dona de
casa, etc.); portanto, o local que o individuo frequenta habitualmente. No entanto, a luz

destes dados, néo é possivel definir um grupo de risco a soro-positividade.

A relagdo entre os casos de SFI reportados pelo posto de saude local e os
resultados sorologicos encontrados neste estudo foi analisada. A ocorréncia de
sindrome febril indiferenciada pode ser relacionada aos casos de arboviroses nao
diagnosticados, uma vez que ndo h& deteccdo destas viroses rotineiramente pelos
sistemas de saude.

Os dados obtidos do banco de dados sécio-epidemiolégicos e apresentados na
tabela 7 demonstraram que 76,2% dos casos de sindrome febril indiferenciada (SFI)
gue ocorreram durante o decorrer do inquérito sorolégico no Assentamento de Rio
Pardo foram diagnosticados como ndo maléaricos. Este dado foi confirmado através da
analise do banco de dados oficial do posto de saude local. Cruzando este dado com os
resultados do inquérito sorolégico observa-se que, entre os individuos né&o
diagnosticados, 40,7% obtiveram resultado reativo no teste soroldgico para MAYV.

A relacdo entre os casos reportados de sindrome febril indiferenciada e a soro-
positividade néo foi estatisticamente significativa, porém, os indices encontrados neste

estudo sdo semelhantes as taxas encontradas na sede do Municipio de Presidente
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Figueiredo (79,6% dos casos de SFI ndo foram diagnosticados como malaria) e do
Municipio de Manaus (75,1% dos casos de SFI ndo foram diagnosticados como malaria
e 22,5% dos casos de SFI foram diagnosticadas como arbovirose) no mesmo periodo
deste inquérito sorolégico (DATASUS, 2006; DATASUS, 2007).

Acredita-se, portanto, que o fenbmeno observado no Assentamento de Rio
Pardo esta inserido em uma janela de diagnéstico das sindromes febris ndo detectadas
(entre 20% e 30%) pelos sistemas de satde. E importante lembrar que de acordo com a
Fundacéo de Vigilancia em Saude do Estado do Amazonas cerca de 30% dos casos
anuais de sindromes febris de etiologia ndo-malarica/ndo-bacteriana permanecem sem

diagndstico.

A vacinacdo contra a febre amarela péde ser analisada sob duas perspectivas
distintas: interferéncia de anticorpos induzidos por vacinagcdo contra febre amarela no
exame sorologico (EIA-ICC) e situacao vacinal da populagéo estudada.

Com relacdo a interferéncia daqueles anticorpos produzidos em consequéncia
do desafio imunologico incitado pela vacina contra febre amarela pdde-se verificar, a
partir da analise estatistica, que ndo houve influéncia no resultado soroldgico (gréafico
3). Como citado anteriormente, a soro-reatividade cruzada € observada em arbovirus
pertencentes a mesma familia, portanto, anticorpos com sitios de ligacdo especificos
para YFV (Flaviviridae: Flavivirus) ndo influenciam em testes soroldgicos para
Bunyaviridae ou Togaviridae.

Quanto a situacdo vacinal da populacdo estudada, observa-se que 15,1% dos
individuos ndo estavam vacinados. Este € um dado importante, visto que tais pessoas
vivem em area endémica para o YFV. No entanto, deve-se esclarecer que este dado
ndo foi confirmado por métodos de deteccao de anticorpos contra o YFV. Estes valores
foram obtidos pela observacao dos cartdes de vacinacao individuais, quando nao, por
relato pessoal ao entrevistador.

O acumulo de lixo proximo as residéncias poderia relacionar a transmissao viral
aos insetos hematofagos domiciliados. A presenca de lixo proximo a residéncia pode

ser fator de atracdo para culicideos devido a abundancia de matéria organica e/ou
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criadouro em embalagens que acumulam agua. Portanto, o destino dos dejetos
produzidos pelo domicilio foi analisado como fator de risco a soro-positividade.

E possivel observar no grafico 5 que apenas treze (13) domicilios, contendo um
total de trinta e cinco (35) residentes, relataram o descarte inadequado dos dejetos
produzidos. Destas, cerca de 40% possuem pelo menos um morador soropositivo para
MAYV. Com relacdo ao descarte adequado, cerca de 50% das residéncias possuem
pelo menos um morador soropositivo para MAYV. A analise estatistica da relagédo entre
o descarte de dejetos e a soro-positividade ndo demonstrou relacdo estatisticamente
significativa com relacdo a soro-reatividade.

Os reservatérios de agua também foram observados nas residéncias. Embora
acumulos de agua fornecam um ambiente propicio a reproducédo de culicideos, néo foi
observada na analise estatistica qualquer relacédo significante entre possuir um pogo ou

cacimba e a soro-reatividade (grafico 6).

Com a intencéo de investigar um foco de infecgcdo na comunidade verificou-se a
soroprevaléncia encontrada nas estradas e na area de rio.

A andlise estatistica da distribuicdo de soropositivos por unidades geogréficas
(UG) demonstra que as unidades mais urbanizadas, UG-2 e UG-4, concentram a maior
parte de individuos soropositivos. Com base nos dados deste trabalho, acredita-se que
a proximidade destas residéncias com a floresta pode ser um fator determinante a
exposicao dos moradores destas areas aos vetores silvestres, uma vez que tais insetos
encontram sitios de reproducéo acessiveis e suprimentos de sangue abundantes. Outro
fator que pode contribuir para a alta soroprevaléncia encontrada nestas duas
localidades é a proximidade entre as residéncias, visto que um individuo infectado
serviria como reservatoério para a transmissao viral a outros vetores.

As residéncias localizadas na UG-6 apresentam uma localizagcdo proxima a
floresta semelhante a UG-2 e UG-4. A UG-6 também apresentou indice de
soroprevaléncia alto (53,8%). Observa-se que a UG-6 € a localidade com maior
exploracao vegetal, fato que provavelmente expde os residentes aos vetores silvestres.

Ja as estradas UG-1, UG-5 e UG-3 estdo mais afastadas do limite com a floresta.

Tais estradas apresentaram uma prevaléncia de 30,7%, 16,3% e 0%, respectivamente.
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Nessas trés localidades, a organizacdo dos moradores para a agricultura e pecuaria
permitiu um maior desmatamento e consequente distanciamento das residéncias frente
os limites da floresta. Acredita-se que esta distancia pode ser fator importante para
promover um menor indice de individuos infectados. Ademais, o registro de nenhuma
ocorréncia de infec¢cdo na UG-3 pode ser explicado pelo nUmero e comportamento da
populacdo residente na localidade. Tal populacdo é a menor registrada no
Assentamento de Rio Pardo (12 moradores) e esta em maior movimento para fora da
comunidade (50% da populagéo estdo na localidade a trabalho). Embora a amostragem
da localidade seja significativa (12 moradores/12 individuos analisados), o nimero total
de individuos estudados pode estar abaixo da capacidade de deteccéo da infeccéo.

O acesso exclusivo por via fluvial torna a UG-7 uma localidade particular. As
residéncias estdo localizadas em éareas distantes umas das outras, o que dificulta a
circulagdo das pessoas. As residéncias, diferentemente daquelas localizadas nas
estradas, estdo inseridas na floresta e, no entanto, a UG-7 apresentou um dos indices
mais baixos de soroprevaléncia (4,5%). Acredita-se que esta insercdo ndo provoca um
desequilibrio ambiental suficiente para deslocar o vetor de seu habitat natural e alterar
sua preferéncia alimentar. Contudo, a circulacdo inevitavel pelas matas — seja por
transito apenas, ou na agricultura — expde os moradores aos vetores silvestres.

Com relagéo a dinamica de interferéncia do homem no meio ambiente pode-se
afirmar que as modificagdes ambientais afetam a distribuicdo das doencas infecciosas,
proporcionando por vezes a proliferagdo de vetores e parasitas. De acordo com estudo
realizado em 2004, intervencdes como o desmatamento rapido promove o0
deslocamento de vetores ou de agentes etioldégicos, 0s quais atingem tanto os
individuos envolvidos em tal pratica, quanto as populacdes localizadas proximas da
area (PIGNATTI, 2004).

Contudo, € importante ressaltar que as observacgOes feitas acerca da relacéo
entre a soroprevaléncia e as unidades geograficas amostrais carecem de
experimentacdes entomoldgicas para avaliar a real distribuicdo de vetores silvestres
conhecidos, bem como analisar o potencial de transmissdo de outros insetos, sejam

eles silvestres ou domiciliados.
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ObservacOes realizadas durante este estudo acerca da presenca de culicideos
em ambientes com as caracteristicas descritas para os toaletes constataram grande
guantidade de insetos alados no interior destes. Em sua maioria culicideos.

A presenca de toalete dentro do domicilio, ou até 20 metros deste, foi
considerada fator de risco estatisticamente significativo a soro-positividade. Observa-se
no grafico 4 que apesar de poucas residéncias possuirem toalete a soroprevaléncia
para MAYV em individuos residentes nestas casas foi maior em comparacdo aqueles
gue ndo possuem toalete.

Estudos acerca do comportamento de culicideos adultos sdo baseados
principalmente em observacdes que se destinam a flagrar o comportamento destes
insetos. Certas caracteristicas sdo frequentemente notadas nos abrigos usualmente
utilizados pelas formas adultas. O abrigo, em geral, se localiza proximo ao criadouro, é
pouco iluminado, apresenta certo teor de umidade e auséncia de movimentacgdo do ar.
De acordo com Forattini (2002a), (...) “tais condigbes sdo encontradas tanto em
situagdes naturais como artificiais. Dentro de tal multiplicidade, é possivel mencionar as
vegetacdes de todos os tipos e as ediculas construidas pelo homem.”

O abrigo pés-prandial (repouso do inseto apO0s o0 repasto sanguineo) é
interessante para o estudo epidemioldgico, visto que 0s mais importantes vetores
permanecem no ambiente antrépico apés a alimentacao (FORATTINI, 2002a).

De acordo com Tesh e colaboradores (1999) o MAYV possui capacidade de
infectar diversas espécies de culicideos. A observacdo de quantidades consideraveis
de culicideos, aliada ao resultado estatistico, reforca, portanto, a idéia de que a
transmissdo do MAYYV estaria ocorrendo nas proximidades do domicilio e talvez em seu
interior. No entanto, esta afirmacdo s6 pode ser comprovada com estudos
entomoldgicos nestes locais. A captura, identificacdo e deteccdo viral nestes insetos
configuram um importante estudo para elucidacdo do ciclo de transmissao que ocorre
na localidade.

Outro fator que sugere que a transmissdo viral ocorreu através de vetores
domiciliados é a protecéo conferida pelo uso de mosquiteiro.

Como esperado, a andlise estatistica demonstrou que o uso frequente de

mosquiteiro ao dormir é fator de protecéo contra a soro-positividade. De acordo com o0s
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dados obtidos apenas 26,5% dos individuos que relataram utilizar mosquiteiro
apresentaram resultado sorolégico positivo. Dos individuos que relataram néo utilizar
mosquiteiro ao dormir 47,0% apresentaram resultado sorolégico positivo (tabela 9).

Este resultado demonstra que o uso de mosquiteiro € uma pratica eficaz contra a
transmissédo do MAYV.

A ocorréncia de infeccdo de arbovirus por vetores domiciliares ou
peridomiciliares € também sugerida pelo resultado demonstrado pela analise estatistica
da presenca de animais domésticos ou selvagens criados proximos aos domicilios.

Os resultados encontrados indicam que a presenca de suinos, cachorros e aves
reduzem significativamente a incidéncia de infeccdo por MAYV na localidade estudada.

Em reviséo literaria acerca das arboviroses emergentes e re-emergentes Gubler
afirma que os suinos atuam como amplificadores da infeccdo, uma vez que tais animais
servem de reservatorios assintomaticos, aumentando assim o risco de infec¢cOes
humanas. Entretanto os trabalhos citados por Gubler em seu artigo desconsideram a
guestdo entomologica, em que 0s vetores seriam atraidos pela presenca destes
animais e alimentar-se-iam nos mesmos, reduzindo o contato com o humano (GUBLER,
2002).

Desde a década de 1970 trabalhos destacam o uso de animais como modelos
para estudo epidemioldgico de arboviroses (DICKERMAN et al., 1973).

Ja em 2001, Komar e colaboradores evidenciam um efeito “zooprofilatico” que a
presenca de cachorros e cavalos no peridomicilio promove, reduzindo a incidéncia
arbovirose, especificamente a febre causada por WNV. Naquele trabalho é
demonstrado que a alta soroprevaléncia nestas espécies indica uma grande exposi¢ao
aos vetores infectados. No entanto, é incerto o motivo pelo qual tais animais
apresentam altas taxas de soro-positividade. Maior atratividade para o0s insetos
hemato6fagos ou exposigdo noturna sdo fatores ponderados pelos autores. Komar e
colaboradores ainda destacam a possibilidade de utilizar estes animais como sentinelas
para controle de infecgbes humanas (KOMAR; PANELLA; BOYCE, 2001).
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6.2. Detecgao molecular viral das amostras coletadas na zona
urbana (Grupo 2)

As amostras de soro coletadas na Fundacao de Medicina Tropical do Amazonas
diferem por completo daquelas analisadas na comunidade de Rio Pardo.
Fundamentalmente, sdo amostras de soro de pacientes sintomaticos (apresentando
temperatura axilar = 38°C) indicados para o exame da gota espessa em busca de
plasmaodio e sorologia para dengue, com resultado negativo para ambos os testes. Tais
amostras, embora coletadas no ambulatorio da Instituicdo, s&o provenientes de
diversas localidades do Estado do Amazonas, visto que a FMTAM é o centro de
referéncia para tratamento de enfermidades tropicais da Amazénia Ocidental. Portanto,
a busca por fragmentos genémicos de arbovirus em tais amostras teve como objetivos
disponibilizar um protocolo de diagnéstico molecular de arboviroses no principal centro
de tratamento de doencas tropicais da regido e detectar possiveis infeccbes causadas
por arbovirus ndo-dengue atendidos pela Instituicao.

Para atingir tais objetivos optou-se por seguir dois protocolos de amplificacéo
descritos na literatura cientifica (MORELI et al.,, 2002; BRONZONI et al., 2005) e
adapta-los para as condicdes laboratoriais disponiveis. Foi selecionado também um kit
comercial de extragdo rapida de RNA a partir de amostras de sangue, eliminando o
aparato necessario a extracdo pelo método classico de fenol/cloroférmio, o que
dificultaria extracBes na rotina do laboratorio de arbovirologia local. Determinados os
processos de extracdo e amplificacdo do genoma viral iniciaram-se 0s ensaios para
adaptacao dos protocolos descritos as condi¢des laboratoriais.

De acordo com o manual disponibilizado pelo fabricante o kit de extracao é
capaz de recuperar até 90% do RNA presente na amostra. O manual ainda alerta que a
concentracdo de RNA viral isolado a partir de amostras biolégicas € normalmente
menor que 7ng/uL. Este valor pode variar de acordo com o volume da amostra,
condicOes de estocagem e titulo viral (QIAGEN, 1999). Portanto, a extracdo de RNA
tanto das amostras-controle, quanto das amostras de soro foram eficientes,

apresentando em meédia 6,25ng/pL.
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Apesar das dificuldades iniciais em estabelecer um protocolo eficiente para a
amplificacdo as amostras-controle foram identificadas corretamente ap0s a correcao
das temperaturas de anelamento dos oligonucleotideos. A escolha de amostras
liofilizadas para controle da PCR foi fundamental para validacéo do ensaio, visto que as
amostras provenientes de cultura celular infectada apresentaram por vezes rastros de
DNA que dificultavam a observacgéo das bandas esperadas para cada tipo viral.

No entanto, nenhuma amostra de soro contendo os fragmentos gendmicos
pesquisados foi encontrada. Diversos fatores podem inviabilizar a deteccdo de
fragmentos gendmicos, principalmente os genomas compostos por moléculas de RNA.

Um estudo sorolégico acerca de arboviroses em pacientes febris atendidos na
Fundagéo de Medicina Tropical do Amazonas estima que a soroprevaléncia para MAYV
seja de apenas 4,7%, refletindo uma baixa deteccéo deste virus nas amostras de soro
gue chegam a instituicdo. Além disso, as moléculas de RNA constituintes dos genomas
dos arbovirus apresentam-se em fita simples, caracteristica essa que torna a molécula
mais labil as variacbes de temperatura e acdo enzimatica, dificultando a deteccéo
destas moléculas por PCR.

Outro fator determinante para a falha na deteccdo destes fragmentos consiste no
periodo curto de viremia registrado para os arbovirus em geral. Para uma detecc¢ao
satisfatéria seria necessario realizar a coleta de sangue durante a fase aguda da
infeccéo, fato este que ndo pode ser controlado quando se trata de pacientes vindos de
localidades distantes da FMTAM. Por vezes, tais pacientes se deslocam de municipios
distantes buscando tratamento na capital do Estado, Manaus. Ao chegar para o
atendimento a viremia, que se estende por no maximo cinco dias, ja ndo é suficiente
para deteccdo pela técnica de PCR. Com excecdo aos surtos e epidemias, nos quais
um maior numero de pacientes busca atendimento, a identificacdo de infeccdes
eventuais é prejudicado.

Alguns trabalhos publicados recentemente alertam para tais dificuldades. Em
estudo realizado com equinos, no Pantanal de Mato Grosso do Sul, Corréa discorre
sobre as dificuldades em identificar amostras positivas para nove arbovirus distintos,
pertencentes aos géneros Alphavirus e Flavivirus, pela técnica de PCR, em amostras
de sangue de eqiiinos e em carrapatos (CORREA, 2008).
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Portanto, embora ndo tenha sido possivel a identificacdo do RNA destes
arbovirus nas amostras de soro analisadas, a otimizacdo da detec¢do molecular, bem
como 0s insumos iniciais para a realizacao da técnica (oligonucleotideos iniciadores,
enzima polimerase, controles virais, etc.) estdo disponiveis para a continuacdo da

vigilancia destas arboviroses na Regido da Amazodnia Ocidental.
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7. CONCLUSAO

A alta soroprevaléncia para MAYV em uma regido proxima a capital do
Estado do Amazonas, Manaus, alerta para a necessidade de uma
vigilancia epidemioldgica acerca dos arbovirus ndo diagnosticados pelos
sistemas de saude da regiao;

A deteccao de soro-positividade para o virus mayaro (MAYV) em criancas
com idade inferior a 10 anos evidencia a circulagédo recente deste virus na
regiao;

A localizacdo geografica de residéncias proximas a areas de mata densa,
e a presenca de toalete foram fatores de risco para a soroprevaléncia do
MAYV;

O uso de mosquiteiro e a criacdo de animais no peridomicilio foram
fatores de protecéo para a infeccdo do MAYYV;,

O protocolo de deteccdo de fragmentos gendmicos de arbovirus baseado
na técnica de PCR para complementar os testes soroldgicos ja esta em
uso em duas unidades de pesquisa e vigilancia de arbovirus em Manaus.
Séo elas a Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas — FMTAM e o
Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ;

A néo deteccdo de anticorpos para os virus da febre amarela (YFV), virus
da encefalite de Saint Louis (SLEV), virus da encefalite eqiina
venezuelana (VEEV) e virus oropouche (OROV) ndo descarta a circulagédo

destes virus na regiéo.
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ANEXO Il — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA (GRUPO 2)

L CELP. |
Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos Ja ol
~| Av. Pedro Teixeira, 25 — Dom Pedro
Cep: 69040-000
Manaus — Amazonas - Brasil

COLTEDEETK & BAPELQULE

TR,
EP1 ZEFEZ  HUMAZNOZ

APROVACAO N° 1828

Registro CEP N° 2460-06

CAAE - 0058.0.114.000-06 Processo N°2460/2006-FMT-AM
Projeto de Pesquisa: Deteccdo e Caracterizacdo Molecular de Arbovirus em pacientes
atendidos na Rotina da Fundag&o de Medicina Tropical do Amazonas.
Pesquisador responsavel: Gustavo Henrique Nolasco Grimmer Davis
Instituicdo Sediadora: Fundacio de Medicina Tropical do Amazonas
Instituicdo Vinculada: Centro de Pesquisa Lednidas e Maria Deane
Area Tematica Especial: N&o se aplica

Patrocinador: Fundagio Oswaldo Cruz

Registro para armaz. de mat. Biolégico humano: 0004/06

Ao se proceder a andlise relativo do Projeto em questdo, o Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos (CEP) da Fundacédo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM),
em sesséo do dia 13 de dezembro de 2006 e de acordo com as atribuicdes definidas na
Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovac@o do projeto de pesquisa proposto,
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Situacdo do Protocolo: APROVADO

Manaus, 13 de dezembro de 2006

7
/ U .
Dr. ngéarlos de Lima Ferreira
Coordenador de Etica
FMT-AM

Obs: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa
(Resolucédo do Conselho Nacional de Saude n°196, de 10.10.1996, inciso 1X.2, letra “c") conforme o
Formulario de acompanhamento dos Projetos aprovados no CEP, disponivel em nossa home Page..




ANEXO IlIl = TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Ministério da Satude
FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz
PROJETO ECO-SAUDE NA AMAZONIA

Comunidade Rio Pardo

Dados do participante:
NOME:

FIOCRUZ AMAZONIA

IDADE: anos. Sexo: Masculino () Feminino ( )

Estamos aqui na Comunidade de Rio Pardo para realizarmos nosso trabalho
em parceria com os moradores. Nesta etapa do projeto, como combinado com a
comunidade, pretendemos fazer o exame sorolégico para ARBOVIRUS em todos os

moradores desta comunidade.

A ARBOVIROSE é uma doenga causada por um virus transmitido pela picada
de carapana e que causa febre, dor de cabega e dores no corpo (no cotovelo, nas
maos e atras do joelho, por exemplo). As arboviroses mais conhecidas sdo: a Febre

Amarela e a Dengue, que podem causar a morte se néo forem tratadas.

Existem algumas arboviroses que nao conhecemos muito bem. A malaria, a
gripe e algumas diarréias podem também causar febres e dores no corpo, mas nao
sdo arboviroses. Sabemos que na Comunidade existem alguns casos de febres que
nao sdo causadas por maldria, gripe ou diarréias. E importante identificar o que esta
causando a doenca para tratar corretamente a pessoa. Para sabermos se estas febres

sdo causadas por algum arbovirus precisamos estudar o sangue da pessoa.

Participando desta etapa sua familia vai responder algumas perguntas (nome,
idade, se tem febre, dores etc.). Depois, vamos coletar 3 gotas de sangue de cada
pessoa da casa. Um dos dedos da mao sera limpo com algodé&o e alcool, furado com
uma lanceta estéril e as gotas de sangue serdo absorvidas em um retangulo de papel

de filtro. No momento da picada pode ocorrer dor e desconforto!

Retirar o sangue ndo causa riscos para a saude! A participagéo de sua familia
é voluntaria. O (a) Senhor (a) pode desistir a qualquer momento de participar, mesmo
depois de ter retirado o sangue. Caso o (a) Senhor (a) ou sua familia venham sofrer
qualquer tipo de dano resultante da participagdo, que esteja previsto ou nédo neste
termo, além do direito a assisténcia integral, o (a) Senhor (a) ou sua familia tem direito

a indenizagao.

Sera feito um exame em busca de algum arbovirus no sangue. O exame vai
ser entregue em uma das proximas visitas a Comunidade. O resultado do exame
podera ser mostrado a alguns médicos e pesquisadores, mas o nome da pessoas néo

sera revelado.

Qualquer davida que o (a) Senhor (a) tiver pode perguntar a quem esta te
atendendo ou a pessoa responsavel por este trabalho: Dr. Sérgio Luz nos telefones

(92) 3621-2337 e (92) 3621-2401.

Eu,

declaro que ap6s ter entendido o Termo de Consentimento aprovo a minha
participacdo e de minha familia neste projeto de pesquisa destinando uma amostra de

sangue para analise.

LOCAL E DATA: Presidente Figueiredo, / /

2007.

Assinatura do Participante/Responsavel Assinatura do Pesquisador
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ANEXO IV — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Data da entrevista: / /2007. FICHA N°.

Ramal: ; GPS: S W

Nome:

Data de Nascimento: / / ’ Idade: anos.
Sexo: M[1] F[2]
Quando apresentou a ultima febre?

[1]dela?7dias [2]de8al5 dias [ 3 ] mais de 15 dias [ 99 ] Nio sabe
Era malaria? [ 1 ] Ndo [2]Sim [ 99 ] Ndo sabe
Vocé ja teve dengue? [ 1] NAO [2]SIM Em que ano?

Alguém ja teve dengue na sua casa?
[ 1 ]NAO [2]SIM Quem? . Em que ano?
Existe alguém com febre na sua casa?

[1]NAO [2]SIM Quem?

Vocé foi vacinado contra a Febre Amarela?

[1]NAO [2]SIM Em que ano?

Est4 fazendo uso de algum medicamento?
[1]NAO [2]SIM Qual?




ANEXO V — INFORMAGOES DO BANCO DE DADOS SOCIO-EPIDEMIOLOGICOS

Fatores de Risco

Variaveis

Informagdes Individuais

Género

Masculino

Feminino

Faixa Etaria

0-10
11-17
18-64
265

Relato de SFI com resultado negativo para malaria

Sim

Nao

Local de Residéncia (Unidade Geogrifica)

UG-1
uG-2
uG-3
uG-4
UG-5
UG-6
uG-7

Uso de freqiiente de mosquiteiro

Sim

Nao

Vacina contra a febre amarela

Sim

Nao

Resultado soroldgico

Positivo
Negativo

Informacgdes Coletivas

Local fechado que restringe o acesso a fossa

Sim

N3do

Descarte dos dejetos do domicilio

Proprio
Impréprio

Reservatdrio de dgua préximo ao domicilio

Sim

Nao

Presenca de animais

Cachorro
Gato
Aves
Porcos
Gado
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