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RESUMO

Morais FA. Ocorréncia de anticorpos anti-hantavirus (IgG) em populagées humanas
na regidao Amazonica e do Sudeste Brasileiro (Mata Atlantica), utilizando proteina
recombinante (nucleocapsidio) do virus Araraquara. [tese (Doutorado em
Biotecnologia)]. Sao Paulo (Brasil): Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo; 2010.

A hantavirose (infeccdo por Hantavirus) € uma das zoonoses que vem preocupando as
autoridades sanitarias de todo o mundo. Sua ocorréncia se deve principalmente os
disturbios ecologicos é transmitida ao homem através de inalagdo de particulas virais
contida na excreta de roedores. Sao conhecidas duas doencas humanas distintas
causadas pelo Hantavirus: a Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR) e a
Sindrome Pulmonar e Cardiovascular (SPCVH). O objetivo deste estudo foi verificar a
ocorréncia de anticorpos IgG anti-hantavirus, através do ELISA, em populagdes da
Amazbnia e Sudeste brasileiro, que vivem em contato com os roedores silvestres,
utilizando a proteina recombinante do virus Araraquara expressa em Escherichia coli,. Do
total de estudados 1308 soros humanos estudados, na Amazénia (1078) encontramos 59
soros positivos (5%). Na cidade Machadinho do Oeste—RO os soros coletados durante o
ano 2003, foram analisados 638, onde foram encontrados 20 soros positivos (4,5%); € no
Rio Machado— RO. foram analisados 435 soros da populagao ribeirinha onde foram
encontrados 39 (5%) soros positivos, respectivamente. Apds analise realizada em 151
soros humanos provenientes do Vale do Ribeira, em 2007; e 84 no Pontal do
Paranapanema, em 2008, foram observados 14 positivos (9%) e 6 (7%) das amostras,

respectivamente.

Palavras-chave: Hantavirus. ELISA. Soroepidemiologia. Diagnéstico. Hantavirose.

Antigeno recombinante brasileiro.



ABSTRACT

Morais FA. Detection of antibodies (IgG) against hantavirus in human population of
Amazon region and Brazilian southwest (Rain Forest), using recombinant antigen of
Araraquara virus. [PhD Thesis (Biotechnology)]. Sdo Paulo (Brasil): Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2010.

The genus Hantavirus of the family Bunyaviridae includes a large number of rodent-borne
viruses that are distributed worldwide. The occurrence is due mainly to ecological
disturbances and it is transmitted to the humans through inhalation of virus particles
contained in the excreta of wild rodents. Two different human diseases known to be
caused by Hantavirus: are Hemorrhagic Fever with Renal Syndrome (HFRS) and
Hantavirus Cardiopulmonary Syndrome (HPS). The main objective of this study was
detected antibody against hanatavirus (IgG) by ELISA, in Amazon region and Brazilian
Southwest populations who live in contact with the wild rodents, using recombinant protein
(antigen) of the Araraquara virus expressed in Escherichia coli. We study 1308 human
sera (1078 from Amazon region) and there were found 59 (5%) positive sera. From the city
of Machadinho do Oeste — RO (2003 year), 633 sera were analysed, where there were
found to be 20 positive (4.5%) serums. In Machado river — RO (2005 year), 435 sera of
the river-dwelling population were analysed where there were found 39 (5%) positive sera,
respectively. After analysis was accomplished for 151 human sera coming from the Vale do
Ribeira - SP, in 2007, and 84 from the Pontal do Paranapanema - SP, in 2008, 14 (9%)

and 6 (7%) of the samples were observed to be positive, respectively.

Keywords: Hantavirus. ELISA. Serosurvey. Diagnostic. HPS/HFRS. Brazilian recombinant
antigen.



1 INTRODUCAO
1.1 Revisao da literatura

Os primeiros relatos de uma doenga febril com fenbmenos hemorragicos,
possivelmente associados a hantavirus, encontram-se na literatura chinesa desde o inicio
do século X (Lee, 1989). O primeiro hantavirus descrito na literatura, foi isolado em 1975,
por Lee et al., em tecidos de roedor silvestre Apodemus agrarius capturado as margens
do rio Han, na Coréia do Sul (Lee, 1989; Lee et al.,, 1979). No mesmo ano, este autor
relacionou os quadros clinicos de febre hemorragica com sindrome renal que ocorriam na
Coréia do Sul com o hantavirus (Lee, 1989).

No continente americano, a primeira observacido sobre a existéncia de hantavirus
ocorreu em 1984, no norte dos estados Unidos, quando se encontrou em um soro de
roedor silvestre Microtus pensilvanicuss anticorpos contra hantavirus (Yanagihara et al.,
1985). Entretanto, somente em 1993 descreveu-se uma doenga humana causada por
estes virus, durante uma epidemia de Sindrome Pulmonar e Cardiovascular (SPCVH)
entre indios navajos do sudoeste dos EUA (Nichol et al., 1993).

Estudos soroldgicos dos roedores predominantes nesta regido e de pessoas
infectadas, possibilitaram constatar a existéncia de um novo hantavirus, o qual foi
denominado de Sin Nombre (SNV) (Nichol et al., 1993). Apds esta epidemia, um numero
crescente de casos da SPCVH foram descritos na América do Norte, na América Central e
na América do Sul (Machado, 2007).

No Brasil, o primeiro caso confirmado de SPCVH ocorreu em 1993, na cidade de
Juquitiba, no estado de Sdo Paulo. Sendo denominado de virus Juquitiba (JUQV), tendo
como referéncia a cidade onde ocorreu o primeiro caso (Johnson et al., 1999; Monroe et
al., 1999). Em 1995 e 1996 foram diagnosticados novos casos de SPCVH no Brasil por
testes soroldgicos de ELISA. Um caso foi observado no vilarejo de Castelo dos Sonhos,
estado de Mato Grosso. Este isolado de hantavirus, apds analise filogenética, foi
denominado de Castelo dos Sonhos (CASV) (Johnson et al., 1999; Suzuki et al., 2004).

Em 1996, dois casos de SPCVH foram descritos na regiao sudoeste do estado de
Sao Paulo, nas cidades de Araraquara e Franca. O genoma de hantavirus encontrado
nestes pacientes permitiu identificar um novo virus, que foi denominado Araraquara
(ARAV) (Johnson et al., 1999; Suzukl et al., 2004).

Nos ultimos 14 anos, muitos novos casos de SPCVH tém ocorrido em todo o Brasil,
predominando na regiao Sudeste e Sul onde a atividade agricola e o desmatamento da

vegetacao nativa tem sido intensos (Machado, 2007).



Em 2003, foram descritos 2 novos hantavirus em tecidos de roedores silvestres
capturados na regido norte do pais. Estes foram denominados de Anajatuba (ANAJV) e
Rio Mamoré (RIOMV) e agrupam-se proximos filogeneticamente, podendo ser

apresentados como uma unica espécie (Rosa et al., 2005).

1.2 Classificacio e estrutura dos hantavirus

Os Hantavirus sao um género pertencente a familia Bunyaviridae. Sé&o
reconhecidos cerca de 30 gendtipos distintos de Hantavirus, dos quais, até o presente,
21 sao patogénicos para o homem, entretanto, outros podem ainda estar por vir a ser
descoberto, devido a ausencia de casos descritos na Africa, Oriente Médio e India
(Jonsson et al., 2010; Ellioti et al., 2000; Vapalahti et al., 1996).

Os hantavirus, sao virus esféricos, com didmetro de 73 a 150 nm, possuindo um
envoltério com projecdes de glicoproteinas na superficie (Gn e Gc) de aproximadamente
7 nm que encontram-se fixadas nas duas camadas lipidicas (Lednicky et al., 2003;
Kanerva et al., 1998) (Figura 1). Estas glicoproteinas sdo do tipo | transmembranicas e
possuem como funcéo atuar como receptores de membrana celular permitindo a entrada
do virus nas diversas células receptoras (macrofagos e células endoteliais, entre outras)
(Gavrilovskaya et al., 1999).

Os hantavirus possuem um genoma RNA de fita simples, com polaridade negativa e
trisseguimentado, contendo sequéncias nucleotidicas complementares nas extremidades
3' e 5' de cada seguimento, o que permite que o RNA viral se mantenha circular dentro do
virion (Plyusnin et al., 1996; Maes et al.,, 2004). Esta complementariedade é altamente
conservada e sua fungao estaria relacionada a replicagao viral (Machado, 2007).

Os segmentos do genoma viral sdo denominados: L (large - grande) que possui
aproximadamente 6500 nucleotideos e codifica uma RNA polimerase dependente de RNA
(240 a 260 Kda) responsavel pela transcricéo e replicagdo do genoma viral. O segmento
M (medium - médio) com aproximadamente 3600 a 3800 nucleotideos que codifica um
precursor poliproteico (GPC) que sera clivado formando as duas glicoproteinas de
superficie do virus (Gn e Gc). O segmento S (small - pequeno), com 1300 a 2100
nucleotideos, €& responsavel pela codificagdo da proteina do nucleocapsideo viral N
(Nichol et al., 1993; Plyusnin, 2002).
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Figura 1 — A Representagdo esquematica da morfologia de virions de Bunyaviridae. Os trés segmentos gendmicos de
RNA (S, M, e L) sdo complexados com a proteina do nucleocapsideo para formar estruturas de
ribonucleoproteina. Os nucleocapsidio e a RNA polimerase dependentes de RNA sdo empacotados
dentro de um envelope lipidico que contém glicoproteinas virais, Gn e Gc. Nao ha proteina de matriz.
Adaptado de S chmaljohn e H ooper (2001).

B Microscopia eletronica do virus Hantaan (género Hantavirus), aumento de 135.000 x. Adaptado de
Nichol (2001).
Fonte: Borges (2006).

1.2.1 Replicagdo dos hantavirus

A adesao dos hantavirus as células-alvo acontece pela ligagdo das glicoproteinas
(Gn e Gc) virais com receptores de integrinas. Os hantavirus considerados nao
patogénicos ligam-se a um tipo especifico de integrinas chamadas de B1, ja os
patogénicos ligam-se a integrinas B3, que sao receptores de células do sistema imune,
plaquetas, entre outras (Gavrilovskaya et al., 1999; Raymond et al., 2005).

Apds a ligagao aos receptores a particula viral penetra por endocitose e o envelope
lipidico funde-se ao endossomo ocorrendo a liberacdo do RNA e da polimerase viral. Em
seguida, comega imediatamente a transcrigdo das ribonucleoproteinas virais produzindo
os mMRNAs (Gavrilovskaya et al., 1999; Ra ymond et al., 2005). Os mRNAs derivados dos
segmentos S e L sdo traduzidos por ribossomos livres formando a proteina N de
aproximadamente 54 Kda e a RNA polimerase dependente de RNA de aproximadamente
260 Kda (Hutchinson et al., 1996). O segmento M é traduzido por ribossomos ligados a
membrana, formando um precursor poliproteico que sera posteriormente clivado por
peptidases do hospedeiro, formando as glicoproteinas Gn e Gc (figura 2) (Gavrilovskaya
et al.,, 1998). As proteinas Gn, Gc e N sao imunogénicas para o hospedeiro infectado,
levando a produgéo de anticorpos neutralizanles contra seus epitopos (Garcin et al., 1995;
Raymond et al., 2005).



Concomitante ao processo de transcricao e tradugao das proteinas virais, ocorre a
replicagao genémica dos hantavirus. Esta se inicia quando a RNA polimerase dependente
de RNA muda sua funcao de transcriptase para replicase resultando na cépia do RNA
viral total (Garcin et al., 1995). Apos a replicacdo do material genébmico os virions sao
formados por brotamento do citoplasma para o interior de vesiculas do aparelho de Golgi
onde ha alta concentragao das proteinas Gn e Gc. Por ndo possuirem proteina de matriz,
para ligacdo do envelope e ribonucleoproteinas, € provavel que ocorra interagao direta
entre os ribonucleocapsideos e as proteinas do envelope viral localizadas no lumem das
vesiculas. Apos o brotamento os virions sao transportados a superficie da célula e

secretados por exocitose (figura 2) (Hutchinson et al., 1996).
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Figura 2 — Replicacio dos Hantavirus. 1. Ligagdo da particula viral a célula-alvo pelas glicoproteinas e receptores de
membrana integrinas. 2. Entrada via endocitose mediada por interacdo das glicorpoteinas e o receptor. 3.
Fusdo da membrana do endossamo e liberagdo dos ribonucleocapsidios ¢ da RNA polimerase no
citoplasma. 4. Transcricdo primdria. 5. Traducdo das proteinas virais. 6. Replicacdo do RNAv via cRNA
intermediario. 7. Montagem dos virions no aparelho de Golgi. 8. Brotamento das novas particulas virais.
9. Saida por exocitose.
Fonte: Machado (2007).

1.3 Distribuicao dos hantavirus.

Sao conhecidas 2 doengas humanas distintas causadas por hantavirus: a Febre
Hernorragica com Sindrome Renal (FHSR). que ocorre principalmente na Asia e Europa,
e a Sindrome Pulmonar e Cardiovascular (SPCVH), que ocorre nas Américas (Verity et
al., 2000; Kanerva et al., 1998). A FHSR pode ser causada por varios agentes etioldgicos
e entre eles se destacam os virus Hantaan, Seoul, Dobrava, Puumala, entre outros.

Quanto a SPCVH, prépria das Américas, os principais virus envolvidos sao o Sin nombre



(SNV), New York (NYV), Bayou (BAYV), Black Creeck Canal (BCCV), Laguna Negra
(LNV), Andes (ANDV), Lechiguanas (LECV), Oran (ORNV), Juquitiba (JUQV), Araraquara
(ARAV) e Castelo dos Sonhos (CASV). A distribuicao destes virus na América costuma
ser especifica sendo que grupos virais presentes em uma regido mantém diferencas

genbmicas e de reservatério com os outros grupos (Silva-Vergara et al., 2002) (Figura 3).
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Figura 3 — Distribuicdo geografica de alguns hantavirus do novo mundo (Américas e no Brasil), incluindo seus locais
de origem e roedores-reservatorios.
Fonte: Brada (2010).

1.4 Epidemiologia
1.4.1 Transmissdo

Em contraste com outros virus da familia Bunyaviridae, os hantavirus n&do possuem
transmissao por vetores, mas sim por aerossois provenientes da excreta (urina, fezes e
saliva) de pequenos mamiferos, principalmente roedores silvestres cronicamente
infectados. Estes se mantém assintomaticos e levam consigo o virus por meses e até
anos (figura 4) (Plyusnin et al., 1996; Simmons e Rlley, 2002).

A infeccao humana por hantavirus depende do contato do homem com roedores
silvestres cronicamente infectados. Este contato ocorre principalmente durante atividades

agricolas, como plantagcdo e armazenamento de cereais, demolicdo de construcdes rurais



entre outras como mostra a figura 4 (Ferreira, 2003). De modo geral, individuos adultos
da area rural apresentam maior risco de infecgao (Nichol, 2001).

A transmissao inter-humana de hantavirus causando SPCVH foi descrita na
Argentina e no Chile (Enria et al., 1996; Wells et al., 1997; Padula et al., 1998; Martinez et
al., 2005), tendo como agente etiolégico o virus Andes (ANDV), ocorrendo durante a fase
prodromica da doenga (Martinez et al., 2005).

O crescente desmatamento da vegetagao tipica, para realizagdo de monoculturas,
tem propiciado o deslocamento de roedores antes estritamente silvestres, para regides
rurais ou peri-urbanas, onde a abundancia de alimentos gera condigdes de sobrevivéncia
(Figueiredo, 2003a).

Outras formas de transmissdo, menos frequentes, incluem mordidas de roedores
contaminados, bem como ingestdo de alimentos contendo particulas virais provenientes

da urina ou fezes de roedores (Peters et al., 1998; Simpson, 1998).

Figura 4 — Esquema do processo de infec¢do por hantavirus. O aumento das chuvas leva a um aumento na
disponibilidade de alimentos. Como conseqiiéncia ha um aumento na quantidade de roedores silvestres que
podem estar infectados por hantavirus. Estes roedores ndo apresentam sintomatologia alguma e quando
defecam e/ou urinam eliminam particulas virais. Os aerossois produzidos por estas secregdes, contendo as
particulas virais, quando inalados podem infectar o ser humano e/ou os roedores.

Fonte: Machado (2007).

14.2 Reservatorios naturais dos hantavirus
O habitat do roedor-reservatério de cada hantavirus limita-se a uma regiao

geografica (tabela 1). Acreditava-se que virus e roedores tenham co-evoluido de forma

intima, ja que existe especificidade entre cada hantavirus e seu roedor-reservatério, numa



determinada regiao geografica (Plyusnin et al., 2002; Figueiredo et al., 2006; Suzuki et al.,
2004; Pini et al., 2004). Entretanto, essa hipétese de co-divergéncia / co-evolugao precisa
ser reavaliada a luz de novas informacgdes, ja que foi demostrando que os hantavirus
evoluiriam cerca de 10.000 vezes mais rapido do que os seus reservatérios roedores e
que os mesmos teriam cerca de 800 anos apenas de evolugdo (Ramsden et al., 2008;
Ramsden et al., 2009).

Na Europa, os roedores das subfamilias Murinae e Arvicolinae, particularmente os
pertencentes aos géneros Apodemus e Clethrionomys, sao o0s principais reservatorios de
hantavirus causadores da FHSR (CDC, 2000; CDC, 1993).

Nas Américas, a grande maioria dos roedores que transmitem a hantavirose
pertence a subfamilia Sigmodontinae. Nos estados Unidos, os transmissores mais
frequentes sdo os Peromyscus maniculatus e leucopus. Na Argentina, onde varios
hantavirus foram descritos, o0s principais roedores-reservatorio sdo do género
Oligoryzomys, em particular, O. flavescens e O. longicaudatus (Tischler et al., 2005),
como mostrado na Tabela 1.

E possivel que outros roedores, ndo mencionados, também, sejam reservatérios
naturais de hantavirus, ja que, provavelmente, ainda ndo se conhece a totalidade destes

virus.

Tabela 1 — Principais hantavirus, suas origens, doencas humanas associadas aos mesmos e seus reservatorios-naturais.
(*) Sorotipos oficialmente reconhecidos pelo Comité Internacional sobre Taxonomia Viral.

Virus

Ordem Rodentia

Familia Muridae Doenca Sigla Reservatorio Localidade
Sufamilia

Murinae

Hantaan * FHSR HTN Apodemus agrarius China, Russia, Coréia
Dobrava * FHRS DOB Apodemus flavicolis Balcas

Saaremaa FHRS SAA Apodemus agrarius Europa

Seoul* FHRS SEO z‘af;l;us novergicus, Cosmopolita
Thailand * ND THAI Tailandia

Sufamilia
Arvicolinae

Puumala FHRS PUU Clethionomys Europa, Escandinavia, Russia



Topografov*

Prospect Hill*

Bloodland Lake
Khabarovsk *

Amur virus

Isla vista*

Tula virus*

Prospect Hill-Like

Pergamino

Subfamilia
Sigmodontinae

América do Norte

Sin Nombre*

Monongahela

New York virus*

Blue River virus

Bayou virus*

Black Creeck
Canal*

Muleshoe*
Limestone Canyon

El Moro Canyon

ND

ND

ND

ND

FHSR

ND

ND

ND

SPCVH

SPCVH

SPCVH

ND

SPCVH

SPCVH

ND
ND

ND

TOP

PH

BLL

KBR

AMR

ISLA

TUL

PH-like

PRG

MGL

NY

BRV

BAY

BCC

MUL
LMC

ELMC

glareolus
Lemmus sibiricus

Microtus
pennsylvanicus

Microtus
ochrogaster

Microtus fortis

Apodemus
peninsulae

Microtus
californicus

Lemmus sibiricus

M.
pennsyl./montanus/
ochrogaster

Akodon azarae

Peromyscus
maniculatus

Peromyscus
maniculatus

Peromycus
leucopus

Peromycus
leucopus

Oryzomyhs
palustris

Sigmodon hispidus

Sigmodon hispidus
Peromyscus boylii

Reithrodontomys

Sibéria

Estados Unidos

América do Norte

California

Russia

Estados  Unidos

México
Europa

América Norte

América Central

Estados Unidos

(oeste) e

Estados Unidos (leste) e Canada

Estados Unidos (leste)

Estados Unidos (regido central)

Estados Unidos

Florida (EUA)

Estados Unidos (sul)

Estados Unidos

Estados Unidos e México



virus

América Central

Rio Segundo*

Maporal

Calabazo virus

Ameérica do Sul

Cand Delgatito
Andes virus
Hu 39694 virus

Maciel virus

Oran virus

Lechiguanas virus

Bermejo virus
Laguna Negra *
Rio Mamoré*

Araraquara virus

Castelo dos
Sonhos

Juquitiba*
Ordem
Insectivora

Thottapalayam
virus*

ND

ND

ND

ND

SPCVH

SPCVH

ND

ND

SPCVH

SPCVH

SPCVH

ND

SPCVH

SPCVH

ND

RIOS

MAP

CLB

CD

AND

Hu39694

MAC

ORN

LEC

BMJ

LN

RM

ARA

CAS

JUQ

TTP

megalotis

Reithrodontomys
mexicanus

Oligoryzomys
fulvescens

Zigodontomys
brevicauda

Sigmodon alstoni

Oligoryzomys
longicaudatus

ND

Necromys
Benefactus

Oligoryzomys
longicaudatus

Oligoryzomys
flavencens

Oligoryzomys
Chacoensis

Calomys laucha

Olygoryzomys
microtis

Bolomys laziurus
ND

ND

Suncus murinus

Costa Rica

Venezuela

Panama

Venezuela
Argentina, Chile, Uruguay
Argentina Central

Argentina Central

Argentina (Noroeste)

Argentina Central

Argentina (Noroeste)
Paraguay, Bolivia
Bolivia

Brasil

Brasil

Brasil

india

Fonte: Moreli (2005).



1.4.3 Epidemiologia da hantavirose no Brasil

Apesar da descrigao inicial da SPCVH ter ocorrido nos EUA, a América do Sul
superou a do Norte em numero de casos, principalmente pelas ocorréncias na Argentina,
Brasil e Chile (Figueiredo et al., 2003a).

Desde 1993, casos de SPCVH tem sido diagnosticados em varios estados do
Brasil principalmente nas regides Sul e Sudeste, sendo que a sazonalidade da
hantavirose no Brasil varia conforme a regido estudada. (Suzukl et al., 2004). Até o final
de 2005 um total de 626 casos ja foram notificados, sendo que aproximadamente 43,6%
destes morreram. Observamos que a maioria das infecgbes ocorreram nos estados de
Parana (19,80%), Minas Gerais (18,69%), Santa Catarina (17,89%), Sao Paulo (14,05%),
Mato Grosso (7,98%) e Rio Grande do Sul (7,02%) onde as atividades agropecuarias
constituem o trabalho de milhdes de brasileiros (Tabela 2) (Santos e Garrett, 2005; Luna
et al, 2006)

Até junho de 2010 foram notificados 1.258 casos de SPCVH no Brasil, com
letalidade de 39,10%. Observou-se que a letalidade por SPCVH no estado de Séo Paulo,
€ bem acima da média nacional (55,72%). Podemos observar também que alguns
estados que n&o apresentavam casos descritos da doenga ha alguns anos atras (Goias,
Réndonia, Amazonas, entre outros), comeg¢am a notificar seus primeiros casos. (tabela 2)

Portanto, tem aumentado o conhecimento sobe o numero de pessoas infectadas
como consequéncia das constantes notificacdes desta doencga. Entretanto, acreditamos
que um numero de casos ainda maior do que o notificado, passe como outra doenca e

nao seja diagnosticado.

Tabela 2 — Casos de hantavirose no Brasil, desde de 1993 até julho 2010.

UF EEEE E EEEEEEEEEEE EE M
S E & 8 § 8 8§ 8 =28 I T &F 3 8 8 =

Rondo6nia 1 - 11 3
Acre )
Amazonas 301 4
Roraima -
Para 1 11 22 9 15 9 17151 ™M
Amapa -
Tocantins - -

NORTE - - 1 - - - - 11 2 6 10 IS5 10 18 15 1 79



Maranhao 1 2 4 2 11 - 1
Piaui - -
Ceara -
R.G.do Norte 1 1 2
Paraiba -
Paraiba -
Pernanbuco -
Alagoas -
Sergipe -
Bahia 1 1
NORDESTE - - - | - - 1 1 3 4 - - 2 - 1 1 - 14
Minas Gerais - - - - - 2 3 9 5 14 21 39 39 34 27 19 24 - 236
Espirito Santo -

Rio de Janeiro -

Sao Paulo 3 - -2 - 5 1010 8 15 17 10 11 9 19 16 10 1 136
SUDESTE 300 - - 2 - 7 13 10 13 29 38 49 50 43 46 35 34 1 3N
Parana 7 24 30 15 14 10 48 10 6 10 10 1 184
Santa
Catarina 15 16 11 16 4 23 50 19 17 12 7 21
R.G. do Sul 4 4 10 6 7 2 8 3 11 4 9 10 1 78
SUL - - - - - 4 12 39 52 33 32 59 74 71 29 36 32 9 473
Mato Grosso 302 10 115 9 12 49 29 21 20 12 177
M.G.do Sul - -
Goias - - - - - - - 1 - -2 9 5 5 6 10 13 2 5
D. Federal 27 16 5 7 3 9 9 67
CENTRO
OESTE - - - - - - 3 3 10 117 45 33 59 42 34 48 23 295
Indet /
Ignorada 1 1 4 17 2 4 - 2
16 16 19 13 12 13
TOTAL 3 -1 3 - 1 29 5 79 713 8 3 7 1 4 6 4 34 125

Fonte: Ministério da Saude / Secretaria de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2010).



1.5 Sindrome pulmonar e cardiovascular por hantavirus (SPCVH)
1.5.1 Patogénese da SPCVH

A patogenia da SPCVH tem sido bastante estudada nos ultimos anos (Raymond et
al., 2005). A via respiratoria € a porta de acesso do virus ao organismo e as células
endoteliais dos pequenos vasos sao o0s principais alvos. A patogenia ndo é
completamente causada pela simples acéo viral infectando estas células mas, também,
por uma resposta imune exacerbada, com grande producdo de citocinas (Makela et al.,
2004; Sundstrom et al., 2001; Khaiboullina et al., 2000). Portanto, a agressao do sistema
imune as células infectadas, que leva a sindrome de extravasamento capilar, parece
determinar a gravidade nas doengas por hantavirus. No caso da SPCVH, tal fenbmeno
ocorre no leito vascular pulmonar e leva a um edema pulmonar difuso com consequente
insuficiéncia respiratoria (Borges et al., 2006). As plaquetas também sdo afetadas na
doenca, estas sao destruidas levando a trombocitopenia que estaria associada aos
quadros hemorragicos. Junto ao extravasarnento de liquido nos pulmdes, ha uma
infiltracdo massiva de células T CD8 neste 6rgdo. Estas células sao ativadas pela
presenga viral e produzem citocinas estimuladoras de macrofagos locais, os quais, por
sua vez, produzem fator de ativacdo plaquetaria e leucotrienos que aumentam a
permeabilidade vascular aumentando, ainda mais, o edema pulmonar e levando a
insuficiéncia respiratéria (Campos et al., 2009).

O mecanismo fisiopatologico do choque na SPCVH ndo foi completamente
esclarecido porém, sabe-se que a hipovolemia causada pelo extravasamento de liquidos
combinada a um processo inflamatério do miocardio estdo associadas ao quadro
(Gavrllovskaya et al., 1998; Borges et al., 2006; Campos et al., 2009).

1.5.2 Manifestacoes clinicas

A SCPVH, é uma doenga emergente com descri¢gado crescente de casos no Brasil.
O periodo de incubacgao desta doenca pode chegar ha 5 semanas e infecgdes subclinicas
ou oligossintomaticas sao comuns. (Bharadwaj et al., 2000; Young et al., 2000; Jeor,
2004). Apds a inalagao das particulas virais e um periodo de incubagéo que varia de 3 a
33 dias surgem os sintomas e sinais clinicos (Jeor, 2004).

A fase inicial da doencga (3 a 6 dias) caracteriza-se por sintomas como febre,
mialgias, nauseas, diarreia, cefaléia, vomitos, dor abdominal, dor toracica, sudorese e
vertigem. Existe grande dificuldade em reconhecer precocemente a SPCVH ja que os
sintomas sdo muito parecidos com os de outras doengas como o dengue, a leptospirose,

a febre amarela, entre outras (Ridel et al., 2004; Hamidon e Saadlah, 2003).



Com o inicio da fase cardiopulmonar, a doenga progride rapidamente aparecendo
tosse e dispneia. Nesta fase, surge a insuficiéncia respiratéria que se manifesta por
taquipneia, dispneia, hipoxemia e taquicardia. Concomitante a isto, surge hipotensédo que
pode evoluir para o choque, e consequente depressao miocardica. Portanto, trata-se de
uma combinacdo de graves acometimentos pulmonares e cardiovasculares, que podem
levar o paciente ao obito (Figueiredo et al., 2001). Também, nesta fase, 30 a 70% dos
pacientes apresentam transtornos hemorragicos e insuficiéncia renal, que
ocasionalmente, pode requerer dialise transitoria.

A convalescengca dos pacientes com SPCHV, especialmente daqueles que
necessitaram de ventilagdo mecanica, costuma ser prolongada. A avaliagao tardia destes
pacientes pode mostrar como sequelas a fadiga cronica e restricdo da funcéo pulmonar
(Figueiredo et al., 2001).

1.6 Imunologia das hantaviroses

Apos inalagao das particulas com virus, este é fagocitado por células dendriticas
ou macrofagos da mucosa de vias aéreas e alvéolo, que migram a linfonodos regionais
apresentando antigenos a células T e ativando-as intensamente (Maes et al., 2004).

Grandes quantidades de células T ativadas sao liberadas no sangue periférico e
tecidos, sendo descritas como imunoblastos ou linfécitos atipicos. Também, células do
endotélio capilar pulmonar sao infectadas. Para tanto, o hantavirus infecta células
utilizando como receptor de membrana R3 integrinas (Lundkvist et al., 1993; Maes et al.,
2004).

A infeccdo da célula endotelial inibe sua capacidade migratéria em vitronectina, o
que altera funcionalmente a barreira capilar-alvéolo. Também, as células endoteliais
infectadas produzem quimiocinas que atraem e estimulam a acdo de células CD8+
citotoxicas e mononucleares. Estas, por sua vez, liberam citocinas pré-inflamatérias
incluindo TNF-a e IFN-y, indutoras de Oxido nitrico que produz vasodilatagdo local
(Lundkvlst et al., 1994; Maes et al., 2004).

As citocinas pré-inflamatorias, atuam de forma sinérgica a alteragdo de barreira
capilar estimulando o extravasamento de liquido ao intersticio e edema pulmonar.
Plaquetas, que possuem R3 integrinas, se infectam e sédo destruidas participando do
processo vascular, bem como de fendbmenos hemorragicos que ocorrem na SPCVH. O
TNF-a, também, atua deprimindo a fun¢gdo miocardica, que leva ao choque cardiogénico
(Lundkvist et al., 1994; Maes et al., 2004).



Correlaciona-se o nivel de ativagao das células CD8+ com gravidade da SPCVH.
Os casos fatais possuem teores muito elevados destas células no sangue periférico. Por
outro lado, a atuacgao de anticorpos neutralizantes esta associada a redugéo na carga viral
e a cura da doenga, bem como a protegao contra re-infec¢gdes por hantavirus (Simpson,
1998)

1.7 Diagnostico das hantaviroses

O diagndstico das infecgdes por hantavirus baseia-se na realizagdo de testes
soroldgicos e na detecgcao de genoma viral por RT-PCR. O isolamento viral ndo se mostra
factivel na pratica clinica diaria (Peters et al., 1998; Lundkuvist et al., 1994; Kallo-Kokko et
al., 1993). O teste imunoenzimatico ELISA, é o mais utilizado para este tipo de
diagnostico. Outros testes soroldgicos disponiveis sdo a imunofluorescéncia indireta (IFA),
a neutralizagdo de anticorpos, hemaglutinacéo passiva e o Western Blotting (WB), mas
estes nao sao frequentemente utilizados devido ao alto custo (Ksiazek et al., 1995; Padula
et al., 2000; Groen et al., 1989).

A RT-PCR pode identificar o RNA viral em amostras de sangue ou tecidos
provenientes de casos suspeitos de infecgdo em humanos nos primeiros 7 a 10 dias de
doenca (de Paula et al., 2002; Soares et al., 2005; Moreli et al., 2004). Embora os
“primers” utilizados sejam sensiveis para amplificagdo e provenientes de sequéncias
gendmicas obtidas de virus encontrados em tecidos humanos ou de roedores, existem
diferengas significativas entre os virus isolados de cada regidao ou pais, diminuindo a
sensibilidade da técnica para uso padrao no diagndéstico das hantaviroses (Garin et al.,
2001).

A imunohistoquimica € outra técnica utilizada para o diagnostico anatomo
patolégico das infecgbes por hantavirus. Esta € aplicada aos tecidos onde buscam-se
identificar antigenos virais, sendo utilizada em casos fatais. Também, diagndsticos
retrospectivos podem ser realizados por essa técnica (Heiske et al., 1999; Ferreira, 2003).

Em 2000, Bharadwaj et al., desenvolveram o “Focus Reduction Neutralization Test’
(FRNT), que é utilizado para se verificar a existéncia dos anticorpos neutralizantes contra
antigeno do nucleocapsidio N do virus Sin Nombre (SN), ja que demonstra e quantifica

as placas formadas (“focus”) pela infecgéo viral em células Vero-E6. (figura 5)



Em 1997, Hjelle et al., desenvolveram um teste rapido para diagnéstico de
infeccbes por hantavirus. Trata-se de um “/Immunoblotting” de pequenas tiras (“strips”),
utilizando como antigeno proteinas recombinantes (G1 e nucleocapsidio) dos virus Seoul
e SN.

No Brasil o diagndstico da infecgdo por hantavirus € comumente realizado pela
deteccdo de anticorpos IgM e ou IgG contra antigenos (principalmente a proteina do
nucleo-capsideo N) do SNV ou ANDV, por ELISA. Estes antigenos costumam ser
fornecidos pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC, Atlanta, USA) ou pelo
Instituto Carlos Malbran (Buenos Aires, Argentina) (Padula et al., 2000; Moreli et al.,
2004). Entretanto, no Brasil, tais testes sorolégicos s6 sédo realizados em 3 grandes
centros de referéncia (Institutos Adolfo Lutz, Evandro Chagas e Oswaldo Cruz) devido
principalmente a dificuldade de obtencdo dos antigenos que ndo sédo produzidos no pais
( Moreli et al., 2004).

O teste sorolégico com antigeno de SNV ndo € totalmente especifico para os
hantavirus brasileiros e as reagbes ocorrem por reagao cruzada, ou seja, 0s anticorpos
contra nucleoproteina de hantavirus brasileiros ligam-se inespecificificamente a proteina
N do SNV. (Moreli et al., 2004; Figueiredo et al., 2009; Mazzarotto et al., 2009).

Portanto, faz-se necessario desenvolver antigenos de hantavirus brasileiros, o que
aumentaria significativamente a sensibilidade e especificidade dos testes sorologicos
além de diminuir o custo ja que, ndo seria mais necessario importar este material para

realizacédo do diagnostico (Padula et al., 2000; Suzuki et al., 2004).

Figura 5 — Foto em microscopio optico, da reagdo de neutralizacdo de anticorpo (FRNT), com aumento de 40x. Fonte:
Foto cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Brian Hjelle (UNM, USA).



1.8 Produciao de antigenos para testes diagnosticos

A producdo de antigenos nativos para os testes sorologicos apresenta varias
limitacdes, entre elas o alto risco envolvido na manipulacdo do hantavirus, para o qual é
necessario um laboratério com nivel de biosseguranga 3 (Vapalahti et al., 1996; Ksiazek
et al., 1995; Billecoq et al., 2003). Outras limitagdes para o uso dos antigenos nativos sao
os baixos titulos obtidos em cultura de células, dificuldade de adaptacdo do virus as
células, crescimento lento (3 a 10 dias) e mutagdes nas sequéncias de nucleotideos
geradas pelas sucessivas passagens em cultura de células.

Estas mutagdes geram proteinas defeituosas que podem interferir na replicagao
viral atenuando a viruléncia e diminuindo a produgdo viral em culturas de células
(Temonem et al., 1993; Elliot et al., 1994; Lundkvist et al., 1994).

Devido as razdes citadas, os antigenos de hantavirus produzidos pela técnica do
DNA recombinante estdo se tornando padrao nos testes soroldgicos (Ksiazek et al., 1995;
Billecocq et al., 2003; Koraka et al., 2000). O gene N, que codifica a nucleoproteina viral,
é frequentemente usado para a produgao de antigenos recombinantes (Elgh et al., 1997,
Gott et al., 1997; Xu et al., 2002).

Isto se deve ao fato desta proteina ser um dos principais antigenos na infecgao,
sendo que altos titulos de imunoglobulina M (IgM) anti-nucleoproteina sao detectados
principalmente na fase aguda da infec¢do viral, a partir dos primeiros dias de infecgao
(Gott et al., 1997; Xu et al., 2002). A imunoglobulina G (IgG) comega a aparecer ja na
fase aguda da infeccéo e estende sua permanéncia até depois da fase de convalescenca,
sendo que décadas ap6s a infeccao, ainda, pode ser detectada (Settergren et al., 1991;
Hujakka et al., 2003).

Em 2005, Moreli produziu uma proteina N recombinante do virus Araraquara em
Escherichia coli no Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo (Moreli, 2005; Figueiredo et al., 2008). O gene
desta proteina, isolado a partir do RNA viral extraido do soro de paciente da regido de
Ribeirdao Preto, foi clonado no plasmideo pET Directional TOPO® (Invitrogen, USA) e

multiplicado em células Escherichia coli BL21 DE3 (Invitrogen, USA).
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A expressao da proteina N recombinante foi confirmada por “Western Blotting’
(52kda).A proteina recombinante foi purificada em colunas de niquel apds solubilizagao
em uréia e se mostrou adequada ao uso como antigeno em testes realizados com soros
de pacientes infectados com hantavirus e em estudos sorolégicos com roedores
selvagens (Moreli, 2005; Figueiredo et al., 2008).

Em 2006, Raboni da Universidade Federal do Parana, também produziram uma
proteina recombinante de nucleocapsidio do virus Araucaria. O gene desta proteina, foi
amplificado a partir do RNA viral extraido do soro de pacientes com SCPVH.
Posteriormente, este gene foi clonado em plasmideo e multiplicado em células
Escherichia coli, para depois ser purificado em coluna de afinidade. (Raboni et al, 2007;
Mazzarotto et al, 2009).



CONCLUSOES

* O ELISA de triagem utilizando a proteina recombinante (nucleocapsidio) do virus
Araraquara demonstrou ser confiavel e reprodutivel, contribuindo ao sistema de

diagnostico da hantavirose.

* Os resultados obtidos entre as regides estudadas demonstrou uma maior

circulagao de hantavirus na regiao sub tropical do que na regiao topical do Brasil.
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