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RESUMO

SOROPREVALENCIA DO VIRUS MAYARO EM MANAUS E EM COARI

O virus Mayaro (MAYV) é um arbovirus que pertence a familia Togaviridae, género
Alfavirus, considerado emergente da Floresta Amazonica. E transmitido pelo mosquito
Haemagogus janthinomys e causa a febre Mayaro, uma doenca infecciosa febril
aguda, cujos principais sintomas sao: febre >38°C com duracéo de 4 a 5 dias, dor de
cabeca, erupcdes cutaneas, mialgia e artralgia; em alguns individuos, a artralgia pode
persistir por pelo menos seis meses ou mais, apresentando sintomas semelhantes a
artrite. O objetivo deste estudo € descrever a soroprevaléncia do MAYV nas
populacdes dos municipios de Manaus e Coari, localizados no Estado do Amazonas,
e identificar os possiveis fatores de risco associados a infeccdo do MAYV. Amostras
de sangue de individuos foram coletadas no periodo de outubro de 2014 a maio de
2016, e os questionarios contendo informacfes sociodemograficas e econdmicas
foram analisados para investigar as causas envolvidas na circulacéo viral. Anticorpos
IgG foram detectados por teste de Imunoensaio enzimético indireto, e amostras
positivas foram confirmadas por teste de Microneutralizagcdo. Testou-se um total de
900 amostras, distribuidas por Manaus (n= 449) e Coari (n= 451). Encontrou-se uma
prevaléncia global de 36% (324 soropositivos) e relativa de 14% em Manaus; e 57,8%
em Coari. A prevaléncia encontrada foi maior comparada a estudos anteriores
realizados no Amazonas. Os achados soroepidemiolégicos mais relevantes
associados a infeccao por MAYV estao relacionados ao municipio, sexo masculino,
baixo nivel socioeconémico, ocupacdo (agropecuarios e florestais), problemas de
salude e medidas ndo preventivas. Os dados observados nesse estudo foram
relevantes e contribuirdo para uma maior compreenséao da distribuicdo e da circulacéo
do virus Mayaro na Regido Amazonica.

Palavras -chave: virus Mayaro, Epidemiologia, Amazonas, Soroprevaléncia.



ABSTRACT
SOROPREVALENCE OF THE MAYARO VIRUS IN MANAUS AND COARI

Mayaro virus (MAYV) is an arbovirus belonging to the family Togaviridae, genus
alfavirus, considered to be emerging from the Amazon rainforest. It is transmitted by
the mosquito Haemagogus janthinomys and causes Mayaro fever, an acute febrile
infectious disease, whose main symptoms are: fever >380C lasting 4 to 5 days,
headache, rash, myalgia and arthralgia; in some individuals arthralgia may persist for
at least six months or more, presenting symptoms similar to arthritis. The aim of this
study is to describe the seroprevalence of the MAYV in the populations of the
municipalities of Manaus and Coari, located in the state of Amazonas, and to identify
the possible risk factors associated with the MAYV infection. Blood samples from
individuals were collected from October 2014 to May 2016, and questionnaires
containing socio-demographic and economic information were analyzed to investigate
the causes involved in viral circulation. 1gG antibodies were detected by indirect
enzyme immunoassay, and positive samples were confirmed by Microneutralization
test. The total of 900 samples, distributed by Manaus (n = 449) and Coari (n = 451),
were tested. An overall prevalence of 36% (324 seropositives) and a relative
prevalence of 14% in Manaus; and 57.8% in Coari was found. The prevalence found
was higher compared to previous studies in Amazonas. The most relevant
seroepidemiological findings associated with MAYV infection are related to the
municipality, male gender, low socioeconomic level, occupation (agricultural and
livestock), health problems and non-preventive measures. The data observed in this
study were relevant and will contribute to a better understanding of the distribution and
circulation of the Mayaro virus in the Amazon region.

Keywords: Mayaro virus, Epidemiology, Amazonas, Seroprevalence.
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1 INTRODUCAO

O Mayaro € um virus que pertence a familia Togaviridae e ao género alfavirus.
O género alfavirus compreende aproximadamente 31 espécies de virus distribuidos
mundialmente, cuja caracteristica em comum sdo mosquitos como seu principal vetor
(FENNER, FRANK et al., 1974). As principais espécies de alfavirus patogénicos sao
encontradas nas regides das Américas. Dentre elas, estdo os Virus da Encefalite
Equina do Leste (EEEV), Virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV), Virus da
Encefalite Equina do Oeste, Virus Chikungunya (CHIKV) e o virus Mayaro (MAYV)
(CARRERA et al., 2013; LAMBERT; MARTIN; LANCIOTTI, 2003; RICO-HESSE et al.,
1995; SW; OW; AL, 1983; TESH et al., 1999).

O vetor principal do MAYV pertence ao género Haemagogus da espécie
Haemagogus janthinomys (VASCONCELOS et al.,, 1998), e os mosquitos dessa
espécie pertencem a familia culicidae, de habito silvestre (SEGURA; CASTRO, 2007).
A transmissdo do MAYV ocorre durante o repasto sanguineo do mosquito para o
hospedeiro, que normalmente se encontra presente no solo ou na copa de arvores
(PAJOT; GEOFFROY; CHIPPAUX, 1985). As caracteristicas estruturais da particula
do MAYV o mostram externamente formado por um envelope lipidico e duas
glicoproteinas estruturais E1 e E2, identificadas como proteinas precursoras, ambas
exibidas em sua superficie, um nucleocapsideo arranjado em simetria icosaédrica e
um genoma RNA de cadeia simples com sentido positivo (+ssRNA); no geral, a
particula viral exibe um tamanho aproximado de ~70nm de diametro (MEZENCIO;
REBELLO, 1993; ZHANG et al., 2011).

A doenca causada pelo MAYV é denominada de febre Mayaro, que causa
sintomas inespecificos similares a outras arboviroses como febre aguda (> 38°C) com
duracéo de 4 a 5 dias, dor de cabeca, dor nos olhos, erupg¢des cutaneas, mialgia e
artralgia, podendo durar de 3 a 6 meses ou evoluir para uma doencga crénica exibindo

um aspecto similar a artrite (HALSEY et al., 2013).

Em 1957, o MAYYV foi isolado pela primeira vez em Trinidad e Tobago durante
um estudo entomolégico com mosquitos Mansonia venezuelensis (AITKEN et al.,
1960). No Brasil, o virus foi isolado pela primeira vez em seres humanos localizados
no municipio de Belém, no Estado do Para, em 1954 (CAUSEY; MAROJA, 1957).
Durante um surto epidemiolégico no municipio de Belterra, em 1979, também
localizada no Para, o virus foi isolado de 43 pacientes febris (PINHEIRO, FRANCISCO
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P. et al., 1981). Paises como Bolivia e Guiana Francesa tém como caracteristica em
comum a Floresta Amazonica em seu territorio, que coincide com presenca de relatos
de casos de febre Mayaro em moradores dessas regides. A Floresta Amazonica pode
ser considerada um possivel fator de risco para a transmissao do virus nessas regioes,
uma vez que o vetor principal possui habito silvestre e encontra-se preferencialmente
presente nas copas de arvores (FRIEDRICH-JANICKE et al., 2014; TAYLOR; PATEL;
HEROLD, 2005). Acredita-se que o desmatamento do meio ambiente causado pelo
ser humano, o urbanismo desenfreado, a implantacdo de barragem, as baixas
condi¢cdes de saneamento basico da populagdo mais carente podem ser também
fatores de risco para a transmissao do virus (GUBLER, 2002).

Em 2010, durante um surto de febre aguda na Venezuela, foram notificado 77
casos de febre Mayaro em moradores de uma aldeia. (AUGUSTE et al., 2015). No
Equador, em 2011, durante uma investigacao epidemiolégica sobre o MAYV, 14% dos
individuos tiveram anticorpos IgG anti-Mayaro positivo, e 6,2% tiveram IgM positivo
(IZURIETA et al., 2011). Em 2013, no Peru, também durante uma investigacao
envolvendo (n= 2,094) pacientes febris, 0,8% desses pacientes tiveram IgM positivo,
e o0 virus pdde ser isolado em 11 desses pacientes (HALSEY et al., 2013). O primeiro
estudo desenvolvido sobre a soroprevaléncia do MAYV no Estado do Amazonas, em
Manaus, foi em 2008, durante um surto de febre aguda envolvendo (n= 631) pacientes
com sintomas febris; 5,2% desses pacientes tiveram anticorpos IgM positivos contra
o Mayaro (MOURAO et al., 2012). O segundo estudo realizado em Manaus foi em
2012, envolvendo moradores de uma éarea rural localizada préximo do municipio de
Presidente Figueiredo. 44,1% apresentaram anticorpos IgG positivos (ABAD-
FRANCH et al.,, 2012). Contudo, apesar de o MAYYV ja ter sido identificado em
individuos de diversas regides das Américas e principalmente no Brasil (BUCKLEY et
al., 1972; CAUSEY; MAROJA, 1957; CAUSEY; THEILER, 1958; FIGUEIREDO et al.,
1989; FORSHEY et al., 2010; IZURIETA et al., 2011; TALARMIN et al., 1998), ainda
assim séo necessarios mais estudos sobre as consequéncias que o virus pode causar
no Estado do Amazonas, uma vez que 0s sintomas causados pelo MAYV sao
similares aos de outras arboviroses (PIALOUX et al., 2007). Com isso, 0 objetivo
principal deste estudo é investigar a soroprevaléncia do virus Mayaro (MAYV) em
duas populacdes distintas localizadas em Manaus e em Coari, realizando pesquisa de

anticorpos (IgG) especificos para o MAYV e a confirmacdo das amostras positivas por
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teste de Microneutralizacdo, considerado padrdo-ouro para o diagnostico de

arboviroses.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Caracteristicas estruturais do MAYV

A familia Togaviridae € dividida em dois géneros: o género Rubivirus, que
possui apenas uma espécie de virus (Rubéola), e o género alfavirus, que apresenta
aproximadamente 31 espécies de virus conhecidos (FENNER, FRANK et al., 1974).
As caracteristicas demonstradas na Figura 1 representam a particula do virus Mayaro
com, aproximadamente, ~70 nm de diametro, um genoma RNA contornado por um
capsideo (C) de simetria icosaédrica, que apresenta 240 copias de (C), e um envelope
viral constituido de uma bicamada lipidica derivada da membrana celular do
hospedeiro e que inclui glicoproteinas estruturais em sua superficie, denominadas de
El e E2 (MEZENCIO et al., 1990).

Figura 1. Caracteristicas estruturais do alfavirus

Figura 1. Caracteristicas estruturais de um alfavirus. (A) Representacdo da particula
viral do alfavirus, apresentando um envelope viral e, em sua superficie, glicoproteinas
estruturais denominadas de E1 e E2; e, na parte interna, um genoma RNA de cadeia
simples com sentido positivo (+) sSSRNA. (B) Representacéo da estrutura completa do
virus destacando o capsideo (CP) em simetria icosaédrica. Fonte:
http://viralzone.expasy.org.
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O genoma RNA de cadeia simples e polaridade positiva (+ssRNA) do MAYV é
linear, ndo segmentado e apresenta ~11kb. Nas extremidades ‘3, situam-se as
proteinas estruturais E1, que apresentam como unidade de massa atdomica (~54kDa),
6k, E2 (~50kDa), E3 (~10kDa) e C (34kDa), exibindo uma cauda de poliadenilato
denominada de Poli-A; e, nas extremidades 5’, denominadas de Cap 5’ (residuo 7-
metilguanosina), situam-se as proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4).
O MAYYV ¢ identificado por meio de suas caracteristicas antigénicas, desempenhadas
pelas proteinas do capsideo e do envelope (FIRTH et al., 2008; KIELIAN et al., 2000;
MEZENCIO; REBELLO, 1993).

A estrutura do genoma viral é dividida em duas partes principais, demonstradas
na Figura 2. A primeira parte, localizada proximo da extremidade ‘5, envolve dois
tercos do RNA viral, visto que € lido de modo direto como RNAm exercendo a fungéo
de codificacdo das quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4). A
segunda parte € localizada proximo da extremidade ‘3, que codifica as glicoproteinas
estruturais E1 e E2 sob o dominio de um RNA subgenémico identificado como 26S
(MEZENCIO; REBELLO, 1993). A transcricdo do RNA - 26S é realizada por meio de
um intermediario de cadeia negativa, que é dependente do RNA gendmico e que
posteriormente é submetido a fragmentacdo por enzimas, dando origem as
glicoproteinas estruturais (MEZENCIO et al., 1990).

Figura 2. Modelo esquemaético da localizacdo das proteinas estruturais e nao
estruturais do alfavirus

Alphavirus genomic RNA
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Figura 2. Modelo esquematico de organizacdo das proteinas estruturais e nao
estruturais do alfavirus. Fonte: http://viralzone.expasy.org. Traducdo dos genes das
proteinas ndo estruturais localizadas proximo a extremidade 5, que resulta na
producdo de uma poliproteina que é clivada a medida que vai sendo produzida, dando
origem as proteinas nao estruturais nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4. mMRNAs subgenémicos
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(26S) sao traduzidos, originando uma poliproteina, que € entédo clivada, dando origem
as proteinas estruturais do capsideo (CP) e as glicoproteinas do envelope E3, E2, 6k
e E1, localizadas na extremidade 3’.

2.2. Ciclo de Transmissao do MAYV

A transmissao do MAYYV inicialmente ocorre em um ambiente silvestre incluindo
varias espécies de animais que atuam como reservatorios multiplicadores do virus. O
vetor principal do MAYV é o mosquito da espécie Haemagogus Janthinomys
(TALARMIN et al., 1998; VASCONCELOS et al.,, 1998). Normalmente os seres
humanos séo infectados pelo MAYV de forma acidental, ao adentrar um ambiente
silvestre, ficando susceptiveis ao contato com o vetor do virus. Estudo aponta que
moradores de areas rurais que exercem funcdes como cacar, desmatar e cultivar
agricultura estdo mais susceptiveis a infec¢cdo pelo MAYV (ABAD-FRANCH et al.,
2012). A disseminacdo do virus para areas urbanas e periurbanas inicia-se com
pessoas infectadas na area rural que migram para areas de aproximacfes com o
homem, animais domeésticos e outros vetores presentes em ambientes urbanos
(ABAD-FRANCH et al., 2012; MOURAO et al., 2012; SERRA et al., 2016; TESH et al.,

1999).

Figura 3. Ciclo de transmissao do virus Mayaro no ambiente silvestre
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Figura 3. Ciclo de transmisséo do virus Mayaro no ambiente silvestre. Na natureza, o
virus é mantido por meio de um ciclo silvestre; animais selvagens sdo considerados
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reservatoérios do virus. O mosquito Haemagogus janthinomys é o vetor principal. Os
seres humanos no ambiente rural que fazem uso constante do habitat florestal como
desmatamento, caca e trabalho com agricultura podem estar susceptiveis a infeccéo
pelo MAYV. Fonte: (MUNOZ; NAVARRO, 2012).

2.3. Vetor, reservatorio e hospedeiro acidental

O vetor principal do MAYV pertence ao género Haemagogus, familia Culicidae,
da espécie Haemagogus janthinomys, mosquito comumente encontrado nas copas
de arvores (HOCH et al., 1981; VASCONCELOS et al., 1998); outros géneros de
mosquitos também podem atuar como vetores do MAYV, tais como Sabethe spp,
Culex spp, Psorophora spp, Coquillettidia spp, Aedes spp e Mansonia spp (AITKEN et
al., 1960; LONG et al., 2011; MS, 2014; SERRA et al., 2016).

Animais de varias espécies e géneros que vivem em ambientes silvestres
também sdo susceptiveis a infeccdo pelo virus, por isso sdo considerados
hospedeiros primarios multiplicadores do MAYV. Dados apontam titulos de anticorpos
elevados em diferentes espécies de animais como Xenarthra, Marsupiais, Rodentia,
Carnivora, Artiodactyla, Primata, perissodactilos, Crocodilia e varias espécies de aves
migratorias, tais como Vireo olivaceus, Icterus spurius, Dumetella carolinensis,
Piranga rubra, Piranga olivacea, entre outras (CALISHER et al., 1974; DE THOISY et
al., 2003; LAROQUE et al., 2014; PAUVOLID-CORREA et al., 2015).

Normalmente a transmissdo do MAYV para os humanos ocorre de forma
acidental, e consequentemente os seres humanos infectados desenvolvem varios
sintomas inespecificos como febre aguda, dor de cabeca, mialgia, artralgia e erupcoes
cutaneas. Tais sintomas sédo semelhantes aos de outras arboviroses como virus da
dengue (DENV), virus chikungunya (CHIKV) e febre amarela (FA) (CAUSEY;
MAROJA, 1957; HALSEY et al., 2013; VASCONCELOS et al., 1998).

2.4. Replicacdo de um alfavirus na célula do hospedeiro

A penetragdo do alfavirus nas células do hospedeiro primeiramente se inicia
com a interacdo das proteinas estruturais E1 e E2 presentes na superficie do virus
com o0s receptores presentes na superficie da célula do hospedeiro, seguida de
internalizacdo das particulas virais por endocitose (MEZENCIO et al., 1990). A
liberac&o do nucleocapsideo no citoplasma da célula ocorre apés a fusdo do envelope
viral com a membrana dos endossomos, o que ocorre sob pH baixo (pH 5 a 6). O

desnudamento ocorre por meio da interacao das proteinas do nucleocapsideo com os
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ribossomos da célula hospedeira. A primeira etapa ap0s o desnudamento € a tradugéo
direta de parte do RNA gendmico pelos ribossomos. A traducdo dos genes das
proteinas ndo estruturais localizadas proximo a extremidade 5’ resulta na produgao
de uma poliproteina que é clivada a medida que vai sendo produzida, dando origem
as proteinas n&o estruturais nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 (Figura 4) (NAPOLEAO-PEGO
et al., 2014).

Os mMRNAs subgendémicos (26S) sao traduzidos, originando uma poliproteina,
que é, entdo, clivada, dando origem as proteinas estruturais do capsideo (C) e as
glicoproteinas do envelope E1 e E2 (Figura 04). As glicoproteinas séo sintetizadas
pelos ribossomos, associados a membrana do reticulo endoplasmatico rugoso
(MEZENCIO et al., 1990).

A montagem dos nucleocapsideo ocorre associada com membranas no
citoplasma, pela conjugacdo do RNA gendmico recém-formado com multiplas cépias
da proteina do capsideo. Os nucleocapsideos sao transportados até a membrana
plasmatica, onde interagem com as caudas das glicoproteinas recém-inseridas e
completam a maturacdo por brotamento. O ciclo de replicagdo do virus ocorre
inteiramente no citoplasma da célula, demonstrada na Figura 4 (MEZENCIO et al.,
1990).

Figura 4. Replicacéo do alfavirus na célula do hospedeiro
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Figura 4. Replicagdo do alfavirus na célula do hospedeiro. (1) Ligacdo com receptor;
(2) Endocitose mediada por receptores; (3) acidificacdo do vacuolo; (4) fusdo de
membrana; (5) Desmontagem do nucleocapsideo; (6a) Traducdo; (6b) Traducédo de
leitura; (7) Processamento; (8) Transcricdo; (9) Transcricdo; (10) Traducdo; (11)
Processamento; (12) Processamento e maturagao de glicoproteinas; (13a) Transporte
de glicoproteinas processadas para a membrana plasmatica; (13b) Furin-ativacdo de
espiga; (14) embalagem de RNA gendmico; (15) Conjunto de nucleocapsidos; (16)
Brotamento das particulas virais. Fonte: MOTA et al., 2015).
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3 EPIDEMIOLOGIA

Casos de infec¢des por MAYYV ja foram descritos em varios paises da América
do Norte, Central e do Sul (ANDERSON, CHARLES R. et al., 1957; AUGUSTE et al.,
2015; BUCKLEY et al., 1972; CAUSEY; MAROJA, 1957; FIGUEIREDO et al., 1989;
FORSHEY et al., 2010; TALARMIN et al., 1998). Geralmente as infec¢coes por MAYV
ocorrem em areas rurais, por meio de casos esporadicos ou surtos. Estudos
evidenciam que a febre Mayaro é bastante antiga e apresenta um aspecto clinico e
epidemioldgico similar ao virus da floresta de Semliki podendo ser vista em artigos
datados de 1957 (ANDERSON, CHARLES R. et al., 1957).

Ao longo dos ultimos 62 anos, tém-se catalogado casos de infec¢cao por MAYV
em varias regides das Américas, principalmente na América do Sul (MOTA et al.,
2015). Atualmente existem trés diferentes genoétipos do MAYV em circulagdo. O
primeiro, representado como D, que foi isolado na Venezuela, Peru, Bolivia, Brasil,
Trindade e Tobago. O segundo, representado como L, identificado como circulante
apenas no Brasil, apresentando uma diferenca de 15 a 19%, comparado ao genétipo
anterior. O terceiro, representado como N, isolado em 2010, na cidade de Puerto
Maldonado, no Peru (AUGUSTE et al., 2015).

A América do Sul compreende 12 paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Colémbia, Equador, Guiana, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela; todos
0S paises apresentam climas tropicais (quente e Umido), com periodos chuvosos
extensos nas florestas. O clima tropical € considerado um dos possiveis fatores de
risco que promovem um ambiente propicio para proliferacao de vetores, uma vez que
a agua da chuva vacuola ao entrar em contato com 0s ovos dos mosquitos
Haemagogus Janthinomys presentes na copa das arvores, auxilia na eclosdo desses
ovoS €, com isso, na aceleracdo da proliferacdo de mosquitos dentro do ambiente
silvestre (ALENCAR et al., 2009).

O MAYV foi descoberto pela primeira vez em 1954, numa regidao denominada
Mayaro, localizada em Trindade e Tobago, o que originou seu nome. O virus foi
isolado a partir do sangue de quatro trabalhadores florestais e de uma jovem que
morava numa area urbana (ANDERSON, CHARLES R. et al., 1957). Em 1957, o
MAYYV foi isolado de mosquitos Mansonia venezuelensis, capturados dentro de uma

floresta na mesma ilha (AITKEN et al., 1960). A partir de entdo, o virus foi encontrado
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em outros paises, na Regido Amazébnica e seus arredores, sob a forma de surtos
(CAUSEY; MAROJA, 1957).

3.1. América do Norte

Em 2006, no Mexico, analisaram-se (n=35) pacientes atendidos em um instituto
de saude com diagndstico suspeito de dengue hemorragica, dos quais 5,7% (2)
apresentaram anticorpos IgM anti-Mayaro positivo (NAVARRETE-ESPINOSA, JOEL;
GOMEZ-DANTES, HECTOR, 2006).

3.2. América Central

SRIHONGSE; STACY; GAULD (1973) realizaram um estudo envolvendo
trabalhadores indigenas e ndo indigenas de uma construcdo de canal no Panama. A
coleta de sangue ocorreu alguns dias antes da entrada dos trabalhadores na éarea,
durante a permanéncia de trés a seis meses no local e envolveu trabalhadores
recrutados no local. Ao todo, 1.475 soros de 965 trabalhadores foram analisados para
21 tipos de arbovirus; no grupo de individuos ndo indigenas, 1% tinha anticorpos
contra arbovirus do grupo A (sao virus da familia Togaviridae e género alfavirus); 60%
contra arbovirus do grupo B (s&o virus da familia Flaviviridae e género Flavivirus); e
no grupo trabalhadores indigenas 56% tinham anticorpos contra um ou mais
arbovirus, incluindo virus do grupo A e do grupo B. Dentre estes, oito individuos do
grupo nédo indigena e quatro do grupo indigena apresentaram soro conversao para
algumas espécies de virus, incluindo o virus Mayaro.

Recentemente, em 2016, foi relatado o primeiro caso de infeccdo por MAYV
envolvendo uma crianca de oito anos de idade. Os resultados do diagndstico
revelaram que a crianga estava coinfectada com MAYV e DENV-1. A crianga era
moradora de uma area rural do Haiti, que refletia um ambiente diferente da Regidao
Amazonica. A respeito da transmissao, ainda ndo se sabe como ocorreu, umavez que
pouco se conhece sobre vetores do MAYV no Haiti, e animais reservatérios continuam
sem identificacéo dentro da regidao (LEDNICKY et al., 2016).



26

3.3.  América do Sul

Em 1955, o Mayaro foi isolado pela primeira vez no Brasil, proximo as margens
do rio Guama, na cidade de Belém, no Estado do Para, durante um surto de doenca
febril dentro de uma comunidade rural envolvendo 115 trabalhadores da pedreira e
florestas, dos quais 5,2% (n=6) dos individuos tiveram o virus isolado (CAUSEY;
MAROJA, 1957).

No Peru, em 1965, a prevaléncia do MAYYV realizada com (n=100) individuos
saudaveis mostrou que 70% (70) dos individuos tinham anticorpos inibidores de
hemaglutinacéo; e, dentre esses individuos, em 97,1% (68) foi confirmada a presenca
de anticorpos neutralizantes contra o MAYV (BUCKLEY et al., 1972).

No Municipio de Santa Cruz, na Bolivia, apdés um surto envolvendo (n=114)
individuos febris, 54,4% (62) tinham anticorpos contra o MAYV; destes, 33,8% (21)
tinham IgM positivo, e 82,2% (51) IgG positivo contra o MAYV, conforme resultado
obtido pelo método de EIA-ICC (Ensaio Imunoenzimatico utilizando cultura de células
infectadas como antigenos). De acordo com outro método de diagnostico MAC-ELISA
(Ensaio Imunoenzimatico de captura de anticorpos IgM), 75,8% (47) tinham IgM
positivo contra o virus (FIGUEIREDO et al., 1989).

A prevaléncia do MAYV analisada numa populacédo de (n=1.962) da Guiana
Francesa foi de 6,3% (124) IgG anti-Mayaro positivo, e apenas um individuo teve IgM
anti-Mayaro positivo (TALARMIN et al., 1998). Soro de individuos febris (n=20.880) de
13 localidades do Equador, Peru, Bolivia e Paraguai foram analisados. Dentre esses
individuos, 40 tiveram o virus isolado, e 9,7% (7)apresentaram IgM anti-Mayaro
positivo; dos individuos que tiveram o virus isolado, 15 eram residentes na Bolivia, e
25 residiam no Peru (FORSHEY et al., 2010).

No Equador, em 1997, (n= 338) soros de individuos de uma guarni¢cao militar
foram analisados; 14% (n=48) dos individuos tinham IgG anti-Mayaro positivo, e 6,2%
(n=3) dos membros da guarnicdo apresentaram IgM anti-Mayaro positivo (IZURIETA
et al.,, 2011). Logo abaixo do Equador, no Peru, (n=2,094) individuos febris foram
atendidos em 15 centros de saude localizados em quatro cidades do Peru: Iquitos,
Yurimaguas, Chanchamayo e Puerto Maldonato. 0,8% (n=16) dos individuos tinham
anticorpos IgM anti-Mayaro positivo, e o virus foi isolado de 11 individuos (HALSEY et
al., 2013).
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Em 2010, depois de um surto de febre Mayaro numa aldeia rural, situada na
vila La Estacioén, na Venezuela, 77 casos foram relatados; destes, 24,6% (n=19) dos
casos foram confirmados com febre Mayaro tendo sido o virus isolado de (n=6)
individuos (AUGUSTE et al., 2015).



Tabela 1. Soroprevaléncia do virus Mayaro nas Américas
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REGIAO

SOROPREVALENCIA

REFERENCIA

Trindade e Tobago
Investigac@o durante surto

Virus isolado de 05 individuos febris

(ANDERSON, CHARLES R. et al., 1957)

Trindade e Tobago
Investigacao entomoldgica

MAYV isolado de 01 pool de mosquitos Mansonia

venezuelensis

(AITKEN et al., 1960)

Peru
Investigacao epidemiologica

70% (70) individuos apresentou anticorpos
Inibidores de Hemaglutinacéo - IH (n= 100)

(BUCKLEY et al., 1972)

Santa Cruz — Bolivia
Investigacao durante surto

44,7% (51) individuos IgG positivo
41,2% (47) lgM positivo MAYV (n= 114)

(FIGUEIREDO et al., 1989)

Guiana Francesa
Investigacao epidemiologica

6,3% (124) IgG anti-Mayaro positivo (n= 1.962)
1 Individuo teve IgM positivo MAYV

(TALARMNN et al., 1998)

Equador, Peru, Bolivia e Paraguai

Investigacao epidemiol6gica

15,2% (98) IgM anti-Mayaro positivo (n= 645)
Virus isolado de 40,8% (40) individuos febris

(FORSHEY et al., 2010)

Equador
Investigacdo epidemiol6gica

46,1% (42/91) lgG anti-Mayaro positivo (n= 338)
2% individuos nativos de outras regides
(3) individuos IgM anti-Mayaro positivo

(ZURIETA et al., 2011)

Peru
Investigagdo epidemioldgica

0,8% (16) IgM anti-Mayaro positivo (n= 2,094)
Virus isolados de 11 individuos febris

(HALSEY et al., 2013)

La Estacion - Venezuela
Investigacdo durante surto

77 casos clinicos MAYV

24,6% (19) amostras de soro de fase aguda
virus isolado de 06 individuos febris

(AUGUSTE et al., 2015)
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Figura 5. Mapa de Prevaléncia do virus Mayaro nas Américas
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4 BRASIL

Em 1953, foram estudadas 17 regides localizadas préximo do rio Amazonas. Dentre
estas, estavam as cidades de Abaetetuba, Cameta, Altamira, Obidos, Santarém,
Fordlandia, Belterra, Manaus, Labrea e Tefé. No total foram coletadas (n= 509) amostras
de sangue de individuos sem suspeita de doenca febril. Os individuos eram trabalhadores
de laborat6rio de virologia, criancas de escola publica, trabalhadores agricolas, moradores
de duas aldeias, madeireiros e serralheiros, todos localizados de varias regides da
Amazobnia; 10% (n=51) dos individuos apresentaram anticorpos neutralizantes para o
virus da floresta de Semliki (CAUSEY; THEILER, 1958). Entretanto, com a ocorréncia de
surto de doenca febril tanto em Trindade quanto numa comunidade as margens do rio
Guama, no Estado do Para (CASALS, JORDI; WHITMAN ANDLORING, 1957), afirmaram

gue o MAYYV € um agente intimamente relacionado imunologicamente com o virus Semliki

6,3% lgG anti-Mayaro positivos |
| 1 individuos IgM ant-Mayaro (n= 1.962)
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obtendo-se evidéncias de que os resultados positivos obtidos por meio do Teste de
Neutralizacdo com o virus Semliki sdo devido aos anticorpos produzidos por infec¢éo pelo
MAYV (ANDERSON, CHARLES R. et al., 1957; CAUSEY; MAROJA, 1957). Logo depois,
em 1978, ainda no Brasil, no Estado do Pard — municipio de Belterra, 76% (n=55) dos
casos foram confirmados para MAYV do total de (n=72) individuos, dos quais o virus foi
isolado de 43 individuos febris (PINHEIRO, FRANCISCO P. et al., 1981).

Na costa do Oceano Atlantico, mais precisamente no Municipio de Valenca — Bahia,
um (01) caso foi confirmado para MAYV, por meio da presenca de anticorpos
hemaglutinantes e neutralizantes. Importante ressaltar que o individuo relatou ter morado
por trés anos no municipio de Paragominas, no Para; e na ocasido havia tido uma doenca
febril com fortes dores nas articulacdes, precedida por exantema; ele integra um total de
(n=288) individuos sem sintomas de doenca febril (TAVARES-NETO et al., 1986a).

Durante um surto de dengue o laboratério da Fundacéo de Medicina Tropical do
Amazonas Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), localizado em Manaus, iniciou em
1998 um programa de vigilancia e diagndstico de doencas arbovirus com o intuito de
investigar os seus agentes etiologicos. Os testes de diagndésticos foram feitos por estudos
sorologicos utilizando o teste MAC-ELISA para deteccdo de anticorpos IgM. Foram
analisadas (n= 22) amostras de soros de pacientes com suspeita de doenca febril, dos
quais 36,3% (n=8) dos soros apresentaram anticorpos positivos para o MAYV
(FIGUEIREDO et al., 2004).

Em 2008, outro surto de dengue ocorrido no municipio de Santa Barbara, localizado
no Estado do Para, mostrou que, de (n=105) individuos que apresentavam sintomas de
doenca febril, 34,3% (n=36) tinham anticorpos IgM positivo contra 0 MAYV, destes, 52%
dos individuos eram estudantes, 31% agricultores, e 17% exerciam outras atividades.
Contudo dois individuos e um pool de mosquitos Haemagogus janthinomys capturados na
regiao tiveram o virus isolado (AZEVEDO et al., 2009).

Por seu turno, com o intuito de se avaliar a prevaléncia de arbovirus no municipio
de Juruti, situado a margem direita do rio Amazonas, no Estado do Para, soros de sangue
de individuos foram coletados por pun¢é@o venosa, na unidade municipal de saude de
Juruti, com base na demanda passiva de pessoas com ou sem sintomas de doenca febril,
em quatro excursdes, durante o periodo de fevereiro de 2007 a abril de 2008. Foram

analisados (n= 1.597) soros humanos, dos quais 1,25% (n=20) soros de individuos
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apresentou anticorpos inibidores da hemaglutinacéo positivo para MAYV; e 5 individuos,
IgM anti-Mayaro positivo (CRUZ et al., 2009).

Ainda no Estado do Para, por meio de outro estudo, amostras de sangue foram
coletadas de (n=1.398) individuos residentes de Trairdo e Novo Progresso, municipios
localizados ao longo da rodovia BR 163. Os resultados da analise apontaram que 5,5%
(n=78) dos individuos febris tinham anticorpos IH positivos para o MAYV; e em 10
individuos foram constatados anticorpos IgM anti-Mayaro positivos (NUNES et al., 2009a).

No Amapa, no ano de 2012, (n=22) comunidades localizadas numa reserva
extrativista do Rio Cajari mostraram que (n=306) individuos sem sintomas de doencas
febris foram analisados; e, de acordo com as andlises dos resultados laboratoriais, foi
possivel mostrar que 17,3% (n=53) desses individuos tinham anticorpos IH positivos para
MAYV(SOUTO; SOUTO, 2012a). Nao obstante, em 2013, no municipio de Boa Vista —
Roraima, (dados ndo publicados), mostrou-se que, entre (n=72) individuos febris que
foram negativos para o DENV, 9,7% (n=7) dos individuos foram detectados com RNA do
MAYYV positivo utilizando a técnica de RT-PCR em tempo real especifico para o virus
(MENESES, CATIA ALEXANDRA RIBEIRO, 2013).

Recentemente, nos ultimos trés anos, foram publicados trés investigacfes
epidemioldgicas sobre o MAYV no Estado de Mato Grosso (MT). O primeiro foi em 2014,
durante um surto de dengue envolvendo (n=604) pacientes apresentando sintomas de
doenca febril com mais de cinco dias de febre, atendidos em unidades de saude de 20
municipios do MT. As amostras de soro dos pacientes foram submetidas a extracdo de
RNA seguida por RT-PCR Semi-Nested multiplex especifico para o virus; de acordo com
os resultados, 2,5% (n=15) dos pacientes tiveram o genoma do MAYV detectado nas
amostras de soro; entre 0s quais 12 desses pacientes encontravam-se coinfectados tanto
pelo MAYV quanto pelo DENV (virus da Dengue); e o resultado do sequenciamento de
nucleotideos obtidos das amostras dos pacientes positivos identificou duas genoétipos de
MAYV classificadas como (BeH 343148) e (BeAr 5054118), ambas pertencentes ao
genotipo D e L (ZUCHI et al., 2014).

A segunda publicacdo epidemioldgica sobre o virus também foi durante um surto
de dengue, em 2015, no municipio de Sinop — MT, quando (n=200) pacientes com
sintomas de doenca febril atendidos no servico de emergéncia do municipio foram

selecionados para o estudo. As amostras de soro dos pacientes positivos foram
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submetidas ao ensaio de RT-PCR e sequenciamento de nucleotideos especifico para o
virus; os resultados mostraram que 3% (n=6) dos pacientes tiveram o RNA genémico do
MAYV detectado, e a genoticpo circulante identificada classificada de (BR/MT-
SINOP/210/2011) pertencia também ao genoétipo L, comumente circulante no Brasil
(VIEIRA et al., 2015).

E a terceira publicacao foi uma investigacdo entomoldgica publicada no inicio de
2016, especificamente no municipio de Cuiabad — MT, em que foram capturadas diversas
espécies de mosquitos da familia dos culicideos, nas regifes norte, sul, centro-oeste e
centro-leste de Cuiaba, com o intuito de investigar a frequéncia de infeccédo natural (FIN)
e a taxa de infeccdo minima (TIM) de MAYV e DENV por meio de confeccdo de pool de
cada espécie de mosquitos capturados nas diferentes regides da cidade. Os resultados
das analises mostraram que somente as regides sul e centro-leste da cidade apontaram
frequéncia do MAYV em mosquitos; ja os mosquitos das espécies Aedes aegypti e Culex
guinquesfasciatus foram capturadas na regidao sul de Cuiaba com FIN de (3.97 - 17.6)
aproximadamente, comparado com a TIM de (9.09 - 1.39) entre as duas espécies; ja as
mesmas espécies de mosquitos capturadas na regiao centro-leste apresentaram uma FIN
de (9.2 - 2.7) aproximadamente, em comparagdo com a TIM de (4.23 - 16) nessa regiao
(SERRA et al., 2016).
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REGIAO

SOROPREVALENCIA

REFERENCIA

Belém - Para

(Rio Guama)
Investigacdo Durante surto

MAYYV isolado de 06 trabalhadores rurais (n= 115)

(CAUSEY; MAROJA, 1957)

Vale Amazodnico (17 localidades)

Investigacdo Epidemiolégica

9,6 % (53) individuos apresentou anticorpos
Neutralizantes para virus da floresta de Semliki
(n=551)

(CAUSEY; THEILER, 1958)

Belterra — Para

Investigacdo durante surto

76% (55) individuos apresentou anticorpos
Neutralizantes MAYV (n= 72)
Virus isolado de 43 individuos febris

(PINHEIRO, FRANCISCO P. et al., 1981)

Municipio de Valenca - Bahia

Investigagao epidemiolégica

01 individuo apresentou anticorpos IH para MAYV
(n=288)

(TAVARES-NETO et al., 1986)

Rio Branco — Acre

Investigagao epidemioldgica

5,4% (21) individuos apresentaram anticorpos para
MAYYV durante o ano de 1999 (n= 390)
6,3% (12) individuos apresentaram anticorpos para
MAYYV durante o ano 2000 (n= 190)

(TAVARES-NETO et al., 2004)

Manaus e outros Municipios — Amazonas
Investigag&o epidemiolégica

36,3% (08) IgM anti-Mayaro positivo (n= 22)

(FIGUEIREDO et al., 2004)

Municipio de Santa Barbara — Para

Investigagdo durante surto

34,3% (36) IgM anti-Mayaro positivo (n= 105)
Virus isolado de 02 individuos febris e
de 01 pool de mosquitos H. janthinomys

(AZEVEDO et al., 2009)

Municipio de Juruti — Para

Investigagdo epidemiolégica

1,25% (20) individuos com anticorpos IH positivo
(n=1.597)
05 individuos IgM anti-Mayaro positivos

(CRUZ et al., 2009)

Municipio de Trairdao e Novo Progresso — Para

Investigacao epidemioldgica

5,5 % (78) individuos apresentou anticorpos IH
positivo (n=1.398)
12,8% (10) IgM anti-Mayaro positivos

(NUNES et al., 2009)

Reserva extrativista do Rio Cajari — Amapa

Investigacao epidemioldgica

17,3% (53) individuos sem sintomas de doenga febril
apresentou anticorpos IH positivo MAYV (n= 306)

(SOUTO; SOUTO, 2012)

Manaus — Amazonas
(Rio Pardo)

Investigacao epidemioldgica

44,1% (119) individuos IgG anti-Mayaro positivo
(n=270)

(ABAD-FRANCH et al., 2012)

Manaus — Amazonas

Investigagdo epidemiolégica

5,2% (33) individuos IgM anti-Mayaro positivo
(n=631)

(MOURAQ et al., 2012)

Boa vista - Roraima

Investigagdo epidemiolégica

9,7% (07) individuos febris RNA positivo MAYV
(n=72)

(MENESES, CATIA ALEXANDRA RIBEIRO,
2013)

Mato Grosso

Investigacdo durante surto

2,5% (15) individuos febris RNA positivo MAYV
(n=604)

(ZUCHI et al., 2014)

Sinop - Mato Grosso

Investigacdo durante surto

3% (06) individuos febris RNA positivo MAYV
(n=200)

(VIEIRA et al., 2015)




34

Figura 6. Mapa de Prevaléncia do virus Mayaro no Brasil

I———————————1 ' —————————— I

Amapa Municipio de Santa Barbara-Para
| 17,3% individuos apresentou anticorpos | | 34,3% lgh ant-Mayaro postivo (n=105 |
IH-MAYV (n=306) | virus isolado de 1 Pool de mosquito H. |
I_ —_——— = ==y | janthinomys

Boa vista - Roraima | L (Souto.,Souto, 2012) | |

| 9,7% individuos RNA posttives MAYY 1 e e - - - - [Azevedoetal., 2009)
(n=72) e e e e e e e e - - |
| o -

Municipio de Juruti-Para |

| 1,25% individuos apresentou anticorpos
H-MAYY (n=1.587) |
5 individuos Igh anti-Mayaro positivo |

(Meneses. 2013)

(Cruz etall., 2009) |

Municipio de Trairao e Nove
Progresso-Para

55% Individuos com anticorpos H (n=1.398)

12,8% individuos Igh anti-Mayaro positivo

|
(Nunes etal., 2009)

QPSP i g

;- Euﬁciﬁo?eﬁila(;;B;ﬁa_ 1

1 individuo apresento anticorpos
Inibidores de Hemaglutinagdo-MAYY |
(n=288)
|

Rio Branco-Acre
5 4% individuos 1oG anti-Mayaro (n=380) |
6,3% individuos IgG anti-Mayaro (n=190)

L (Tavares -Neto et al. 1986)

(Tavares -Neto et al. 2004)

I Mato Grosso I Sinop - Mato Grosso

|2,E-% individuos RNA positivos MAYV | | 3% individuos RNA positivos MAYYV |
| (n=604) I | (n=200) I
L (Zuchi etal., 2014) | L (Vieira etal., 2015) |

4.1. Manaus — Amazonas

Em 2012, o Amazonas foi alvo de duas investigacdes epidemioldgicas envolvendo
arbovirus. A primeira foi desenvolvida por meio de um programa de vigilancia de doenca
febril aguda, no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2008, na FMT-HVD (Fundacao
de Medicina Tropical do Amazonas Doutor Heitor Vieira Dourado), quando (n=631)
pacientes foram atendidos na Fundacgéo apresentando sintomas inespecificos; destes, foi
constatado que 5,2% (n=33) dos pacientes tinham IgM-anti-Mayaro positivo; e, de acordo
com as analises, grande parte dos pacientes positivos eram moradores de areas urbanas
de Manaus (MOURAO et al., 2012).

A segunda investigacao epidemioldgica desenvolvida foi numa area rural localizada
préxima as margens do rio Pardo, em que foram analisados (n=270) individuos sem
sintomas de doenca febril; 44,1% (n=119) desses individuos tinham anticorpos I1gG

positivo contra 0 MAYV; e, de acordo com os fatores de risco analisados, a maioria dos
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individuos néo tinha mosquiteiro e vivia proximo de terrenos com lavouras (ABAD-
FRANCH et al., 2012).

Figura 7. Mapa de Prevaléncia do virus Mayaro em Manaus
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5 OBJETIVOS

5.1. Geral

Estimar a soroprevaléncia do virus Mayaro em Manaus e em Coatri.

5.2. Especificos

Padronizar o método de Imunoensaio para deteccao de anticorpos IgG anti-MAYV.

Padronizar o método de Microneutralizacdo para deteccdo de anticorpos
especificos anti-MAYV.

Investigar os possiveis fatores de risco associados a infeccéo pelo virus Mayaro.
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6 MATERIAL E METODO
6.1 Aspectos éticos

O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Amazonas sob o n.° de CAAE19328313.7.0000.5020 (anexo 1), para coleta
de amostras em humanos e armazenamento em biorrepositério. Todos os individuos = 18
anos de idade que aceitaram participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e preencheram um questionario sociodemografico. Os
modelos do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e do questionario

encontram-se nos anexos 2 e 3.
6.2. Populagéo do estudo

Este estudo foi realizado em duas cidades do Amazonas: Manaus e Coari. Em
Manaus a populacéo do estudo foi composta por doadores de sangue do HEMOAM. Em
Coari o recrutamento dos sujeitos da pesquisa foi feito em trés instituicdes: Laboratoério
Central da Regido (LACEN), Fundacdo de Medicina Tropical (FMT) e Hospital Regional
de Coari (HCR) (Tabela 3).

6.3. Amostragem

Trata-se de um estudo transversal. A amostragem foi calculada usando OpenEpi
(versdo 3.01). Utilizaram-se os dados do contingente populacional proporcionado pelo
Departamento de Informética do Sistema Unico de Satde (DATASUS) e da Secretaria de
Saude dos municipios estudados, com frequéncia de 50% (valor usado para frequéncias
desconhecidas), nivel de significancia de 5% (a = 0,05), determinando, assim, um numero

de 400 amostras por regiao.

A coleta das amostras foi realizada convenientemente em Manaus (3.1292° S,
60.0214° W) e em Coari (4.0850° S, 63.1408° W) (Figura 9 e Tabela 3). 4ml de sangue
total foram coletados e centrifugados imediatamente, e o sobrenadante contendo soro foi

separado em microtubos, armazenados a temperatura de -80°C até andlise.
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Tabela 3. Informagdes sobre a populacao do estudo

Municipio Populacao Local de coleta Periodo de coleta
Manaus Doadores de sangue HEMOAM Outubro a dezembro de 2014
Coari Populacéo geral LACEN, FMT e HRC Abril a maio de 2016
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Figura 8. Localizacdo geografica dos municipios de Manaus e Coari, no Estado do
Amazonas

7. CULTIVO DE LINHAGEM CELULAR

Foi utilizada a linhagem de células Baby Hamster Kidney (BHK)-21, cultivada em
meio Dulbeccos minimum essential medium (DMEM) (SIGMA Life Science),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Brasil), 100 U/mL de penicilina
e 0,1mg/mL de estreptomicina. As células BHK-21 foram mantidas em frascos de cultivo
de poliestireno, a uma temperatura de 37 °C e 5% CO:2 até a formacédo de monocamada

celular.
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7.1 Preparo do estoque viral

Monocamada de células BHK-21 foram infectadas com o virus Mayaro (MAYV) ou
Chikungunya (CHIKV). Inicialmente foi desprezado todo o meio de cultivo da garrafa; em
seguida, foram adicionados 200ul da semente viral e incubados por 1 hora em estufa a
temperatura de 37 °C, homogeneizando a garrafa a cada 15 minutos. Apds 1 hora de
incubacéo, foi adicionado 5ml de meio de cultivo DMEM e incubados na estufa por 4 a 5
dias. As células foram observadas diariamente para avaliacdo do efeito citopatico. Apos
lisar >90% das células, todo o contetdo da garrafa foi recolhido para um tubo de 15ml e
centrifugado a 1.500rpm por 10 minutos. Em seguida, as particulas virais foram

distribuidas em microtubos e armazenadas em freezer a -80 °C.

COLETA DE AMOSTRAS PADRONIZACAO DE METODOS DIAGNOSTICOS

Estudo transversal

Padronizagdo do Teste Imuno-
histoquimica Indireta-lgG

MANAUS COARI

Coleta de amostras
Aplicacdo de Questionarios Padronizacéo do Teste de Microneutralizacdo

¥ I

1.° TESTE DE IMUNO-HISTOQUIMICA INDIRETA-

Amostras negativas Amostras positivas (Duplicata)

__________________________________

2.° TESTE DE MICRONEUTRALIZACAO E

\
[ \

MAYV CHIKV
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Figura 9. Delineamento experimental
7.2 Titulacdo do virus pelo método de Tissue culture infectious dose 50% (TCIDso)

A titulacdo do MAYV e CHIKV foi feita pelo método de TCIDso e calculada pelo
método de Reed e Muench. Foi utilizadas placas de 96 po¢cos com confluéncia de 90%
das células BHK-21 para titulacdo viral. O virus foi, primeiramente, descongelados e
diluidos progressivamente (10* até 108) em meio DMEM suplementado com 2% de SFB.
Em seguida, todo o meio de cultura da placa de 96 pocos foi desprezado e em seguida,
adicionados 100yl de virus diluidos em quadriplicata. Para o controle, foi adicionado as
células somente o meio de cultivo DMEM suplementado com 2% de SFB. Depois, a placa
foi incubada em estufa a 37 °C, com 5% de CO,, por 4 dias. Apds esse interregno, as
células foram fixadas com formaldeido a 2% por 10 minutos e coloridas com o corante
azul de brilhante por 10 minutos e lavadas em agua corrente para retirar o excesso do

corante. Apoés a revelacdo da placa, foi feito um célculo para saber a titulacéo do virus.

Formula para o calculo do TCIDso

PROPORTIONATE
DISTANCE (PD) = (% mortality at dilution next above 50%) - 50%

(% mortality at next Dilutionabove 50%) (% mortality at next dilution below 50%)
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8 Teste de Imunoensaio enzimético Indireto para detecgdo de anticorpos IgG anti-

MAYV

A padronizac¢ao do imunoensaio foi feita de acordo com as seguintes etapas:

1)

2)

Blogueio das reac¢des inespecificas: o bloqueio foi testado com soro fetal bovino a
5% em PBS, soro de cavalo a 5% em PBS, Bovineserum albumin (BSA) a 1% em
PBS e leite em p6 desnatado a 1 e 10% em PBS. Apds todos os testes, o leite em
pé6 a 10% mostrou menor background a leitura espectrofotométrica das
microplacas; ao fim do teste, foi a mais adequada para uso no ensaio.

Concentracdo dos anticorpos primarios e secundarios: a técnica de checkerboard
foi usada para determinar concentracfes de anticorpos primarios ou amostras de
pacientes, e secundario ou anticorpo anti-humano conjugado com enzima Horse
Radish Peroxidase (HRP). Assim, foram feitas diluicbes seriadas de amostras
positivas e negativas (1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000 e 1:8000) e anticorpo
secundario (1:5000, 1:10000, 1:20000, 1:40000) para realizar o ensaio (Figura 8).
Também, para compreender melhor a reatividade das amostras dos pacientes,
foram usadas trés amostras positivas com titulo de anticorpos baixo, médio e alto
previamente testados contra MAYV pelo teste de Inibicdo de Hemaglutinag&o (HAI).
Apbs o ensaio, a diluicdo 1:1000 de anticorpo primario e a de 1:10000 para
anticorpo secundario foram melhores para discriminacdo das amostras positivas e

negativas nos imunoensaios padronizados.
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Figura 10. Padronizacédo das diluic6es de anticorpos primario e secundario

FiguralO. Padronizacdo das diluicbes de anticorpos primario e secundario. O método do
checkerboard foi utilizado para determinar a diluicho dos anticorpos primarios e
secundarios para o ensaio. Figuras A e B demonstram o desenho do ensaio realizado.
Placa A tem amostras S154 positivo high (+++) e S170 positivo low (+); e Placa B tem
amostras S105 positivo médio (++) e M14 negativo para MAYV testado previamente com
teste de HAI. As amostras dos pacientes foram diluidas em filas (1:250, 1:500, 1:1000,
1:2000, 1:4000, 1:8000); e os anticorpos secundarios, em colunas (1:5000, 1:10000,
1:20000, 1:40000) para cada amostra. Todas as amostras foram avaliadas em duplicatas.
Além disso, foram incluidos outros controles negativos na parte posterior da placa. Ao fim,
0 substrato TMB foi adicionado; a leitura feita a 450nm; e o resultado analisado. As
diluicbes de 1:1000 para o anticorpo primario e de 1:10000 para o anticorpo secundario
exibiram melhores resultados e foram usadas em todos 0s ensaios subsequentes.
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Plagueamento com Célula infectada com Fixag&o com
células BHK-21 virus Formaldeido & 2%

[ Bloqueio com LD & _[ Lavagem com PBS + Permeabilizagdo com ]

r

10% Tween & 0,05% (2X) PBS + Tween & 0,5%

Lavagem com PBS + Anticorpo Primario Lavagem com PBS +

Tween a 0,05% (4X) (Plasma) Tween a 0,05% (4X)
Lavagem com PBS + Anticorpo Secundério
Tween & 0,05% (4X) (Plasma)

TMB + Leitura (ODs)

Figura 11. Fluxograma do roteiro utilizado para o Imunoensaio indireto para
deteccao de anticorpos IgG contra MAYV

O teste € uma modificacado do teste de ELISA indireto. Primeiramente, as células
BHK-21 foram cultivadas em placa de 96 pocos, sendo em seguida infectada com 100
TCIDso MAYYV e incubadas por 3 dias. Apoés isso, o sobrenadante foi desprezado, e as
células fixadas com 2% de formaldeido e incubadas por mais 30 minutos em temperatura
ambiente para a fixacdo do antigeno na placa. A placa foi permeabilizada com PBS-Tween
a 0,5% e incubada em temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente, a placa foi
lavada por duas vezes com solucdo de lavagem PBS-T 0,05%; foi realizado, entéo, o
blogueio, utilizando leite desnatado a 10% (LD 10%), diluido em PBS e incubado por 2
horas a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada por 4 vezes com solucao de lavagem PBS-
T 0,05%, e foram adicionados os controles e as amostras dos pacientes na diluicdo 1:1000
(PBS-T + LD10%). Apo6s adicdo dos anticorpos primarios, a microplaca foi incubada por
60 minutos a 37°C, homogeneizando a cada 15 minutos. Em seguida, a placa foi lavada
4 vezes com PBS-T, e foram adicionados os anticorpos secundarios na diluicdo de
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1:10000 (PBS-T + LD10%) anti-lgG humano, especifico para cadeia y, conjugada com
peroxidase (Thermo Fisher Scientific, EUA). Foi realizada a incubagcao por 60 minutos a
37°C e 5% de CO2, homogeneizando a cada 15 minutos e, ao fim, procedeu-se a lavagem
4 vezes com PBS-T. Foi, entédo, adicionado o substrato 3,3',5,5-tetrametilbenzidina (TMB),
e a reacao foi bloqueada com a adi¢do de &cido sulfdrico 3M em cada poco. As leituras
das microplacas foram feitas a 450nm (CHAMELEON™ V).

8.1 Desenho do ensaio na placa e calculo do Cut-Off

ApOs padronizagdo do ensaio, o seguinte formato da placa (incluindo controles
negativo e positivo) foi estabelecido para testar as amostras dos pacientes (Figura 12).
Todas as amostras e os controles foram testados em duplicata. Utiliza-mos controles

internos para determinar a validade do ensaio.



Figura 12. Desenho do ensaio da placa e calculo do Cut-Off
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Cut-off [ . . . . .
Imuno-histoquimica - { + + + + <|:3 x PD:::.'?:g
4

Resultado Imuno- | Amostra Positiva > Cut-off
histoquimica
Amostra Negativa < Cut-off

9 TESTE DE MICRONEUTRALIZACAO

Este teste est4d fundamentado no principio de que o virus infeccioso, quando
interage com o0s anticorpos especificos, é neutralizado e, por conseguinte, perde a
capacidade de infectar células permissivas. O teste € realizado em duas etapas. Na
primeira etapa, o virus infeccioso e o anticorpo sdo misturados e incubados para que
ocorra a interacdo virus-anticorpo. Na segunda, aliquotas da mistura virus-anticorpo sédo
inoculadas em cultura de células. Apos a incubacdo, a cultura é observada para visualizar
se houve efeito citopético. Se os anticorpos se ligaram ao virus na primeira etapa, este
sera neutralizado e néo ir4 infectar a cultura de células. Consequentemente, ndo havera
efeito citopéatico. Se os anticorpos ndo se ligarem ao virus na primeira etapa, 0 virus
permanecera infeccioso e ira infectar a cultura de células, produzindo efeito citopatico.
Esse teste pode ser usado para identificacdo de virus ou para avaliacdo do nivel de
anticorpos. O teste de neutralizacdo detecta anticorpos totais (IgM e 1gG), sem discriminar

a classe de imunoglobulina.

Os testes de neutralizacdo do MAYV e CHIKYV foram feitos utilizando o método de
Microneutralizacdo em células BHK-21. Primeiramente, foi feita a diluicdo seriada do
plasma (102°, 10190, 1059 e 1025%) e incubado com 100 TCIDso do virus MAYV ou
CHIKV por uma hora, a 37°C. Em seguida, foi desprezado todo o meio de cultura que
estava na placa de 96 pocos com célula BHK-21, e foram adicionados 100ul da mistura
de virus e soro do paciente. Também foi incluido no ensaio o controle de células, o controle

de virus e o controle positivo para MAYV. A placa foi incubada na estufa a 37 °C com 5%
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de CO, por 4 dias. Apo6s o periodo de incubacéo, a placa passou pelo processo de fixacao
com formaldeido a 2% por 10 minutos e colora¢cdo com o corante azul de brilhante por 10
minutos e lavada em agua corrente para tirar o excesso do corante. Apés a revelagédo da

placa o titulo dos anticorpos foi calculado.
10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados epidemiolégicos gerados pelos questionarios aplicados nas populacdes
estudadas, com informacdes ligadas ao préprio individuo e/ou ao ambiente que o cerca,
foram analisados pelos programas estatisticos R, Prism (GraphPad, versao 5), MedCalc
(versdo 16.8.4). Foi realizada uma avaliagédo geral da populacéo do estudo, enquanto as
informacdes inerentes a cada municipio, comparagdes entre sexo e entre as populacdes
de Manaus e Coari foram analisadas separadamente. Para a analise das variaveis
qualitativas, foi utilizado o teste de Qui-Quadrado (x2). Modelos de regresséao logistica
univariada e multivariada foram elaborados para analisar a forca de associacdo entre

variaveis independentes e a variavel-resposta, ambos para a de 5% (p < 0,05).

11 RESULTADOS

11.1 Caracterizacdo da populacdo estudada

A populacéo total do estudo foi de 900 individuos, dos quais 52,8% (n=468) eram
do sexo masculino. Com relagéo a faixa etéria, a maioria pertencia a faixa etaria de 20 a
29 anos (31,3%). A respeito da renda familiar mensal, 46,5% (n= 373) da populagéo total
possuiam até 1 salario-minimo. Com relacdo ao nivel de escolaridade dos individuos
investigados, o nivel superior incompleto foi mais frequente na populacdo total, com
37,1%. E, quanto a ocupacdo, 17% (n=143) dos participantes do estudo estavam
desempregados (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracterizagao da populagdo estudada

e . " - Total Manaus Coari
Caracteristicas sociais, demograflcas e economicas
% n % n % n
Género
Masculino 52,8% 468 74,9% 334 30,4% 134
Feminino 47,2% 419 25,1% 112 69,6% 307
Faixa etaria (em anos)
18-19 7,1% 62 5,3% 23 8,9% 39
20-29 31,3% 274 32,4% 141 30,2% 133
30-39 28,2% 247 35,9% 156 20,7% 91
40-49 17,5% 153 19,5% 85 15,5% 68
50-59 10,4% 91 6,4% 28 14,3% 63
60-69 3,9% 34 0,5% 2 7,3% 32
270 1,6% 14 - - 3,2% 14
Cor da pele / raga
Branca 11,1% 91 14,8% 63 7,1% 28
Negra 6,6% 54 8,0% 34 5,1% 20
Parda 75,2% 617 69,8% 298 81,2% 319
Amarela 2,4% 20 2,6% 11 2,3% 9
Indigena 2,2% 18 2,1% 9 2,3% 9
Negra x india 1,1% 9 0,9% 4 1,3% 5
- 0,5% 4 0,7% 3 0,3% 1
Branca x india
Branca x negra 0,9% 7 1,2% 5 0,5% 2
Renda familiar mensal (em salarios minimos - SM)
Até 1 SM 46,5% 373 18,3% 7 77,5% 296
2 SM 24,2% 194 32,1% 135 15,4% 59
3SM 10,6% 85 17,6% 74 2,9% 11
4 SM 7.7% 62 13,1% 55 1,8% 7
>5SM 11% 88 18,8% 79 2,4% 9
Escolaridade
Analfabeto 6,4% 55 0,2% 1 12,5% 54
Alfabetizado 2,4% 21 0,5% 2 4,4% 19
Ensino fundamental incompleto 10,4% 20 1,6% 7 19,2% 83
Ensino médio incompleto 7,7% 67 3,2% 14 12,2% 53
Ensino fundamental completo 5,5% 48 3,7% 16 7,4% 32
Ensino médio completo 4% 35 3,9% 17 4,2% 18
Superior incompleto 37,1% 321 44,3% 192 29,8% 129
Superior completo 13% 113 23,6% 102 2,5% 11
Né&o sabe 0,3% 3 18,9% 82 0,7% 3
Ocupagéo
Desempregado 17% 143 9,7% 41 24,5% 102
T 2,4% 20 3,3% 14 1,4% 6
Altos funcionarios de governo ou empresa
Profissionais de nivel superior 7,9% 66 12,1% 51 5% 21
Profissionais das artes 0,1% 1 0,2% 1 0% 0%
Profissionais ou técnicos de nivel médio 8,8% 74 12,5% 53 5% 21
Senigos administrativos % 59 7,3% 31 6,7% 28
Prestacdo de senigos e comerciarios 15,4% 129 15,8% 67 14,9% 62
. . 8,8% 74 2,4% 10 15,3% 64
Senigos domésticos
Trabalhadores agropecuérios, florestais, caca e pesca 10% 84 0,7% 3 19,4% 81
Producéo de bens e senigos industriais 5,2% 44 9,5% 40 1% 4
0, 0, 0,
Trabalhadores manuais de construcéo civil 2.7% 23 3,5% 5 1.9% 8
. ~ ~ 1,7% 14 3,3% 14 1,9% 8
Trabalhadores manuais de repara¢do e manutengéo
Membro das forcas armadas, policiais e bombeiros 5,7% 48 10,9% 46 0,5% 2
1,2% 10 1,4% 6 1% 4

Ocupagdes mal especificadas e trabalho informal
Auténomo 5% 42 6,4% 27 3,6% 15
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12 INQUERITO SOROLOGICO

Foram analisadas 449 amostras do municipio de Manaus e 451 de Coari. No teste
de imunoensaio enzimatico, as 900 amostras foram testadas em duplicatas, resultando
em 565 negativas e 335 positivas para anticorpos contra 0 MAYV. As amostras positivas
foram confirmadas por meio do teste de microneutralizagcao e testadas em quatro diluicbes
(1020, 10190, 1059, 102°09), Ao todo, 324 amostras foram positivas, 564 negativas e 12
indeterminadas. Dentre as amostras positivas, 261 (80,6%) eram de Coari e 63 (19,4%)
de Manaus (figura 13). A partir desses resultados, todas as analises foram feitas
excluindo-se as 12 amostras cujo resultado foi indeterminado. As amostras que
apresentaram o titulo de anticorpo especifico para o MAYV quatro vezes maior comparado
ao titulo de anticorpo especifico para o chikungunya foram consideradas positivas para
Mayaro, conforme os critérios de confirmacdo do Center for Disease Control and
Prevention (CDC).
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Figura 13. Fluxograma dos resultados realizados no imunoensaio. MAYV= virus Mayaro,
CHIKV=virus chikungunya, NEG = Negativo, IND= Indeterminado e POS= Positivo.
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A soroprevaléncia do virus Mayaro na populacédo geral foi de 36%. Na populacéo
de Coari a soroprevaléncia foi de 57,8% [p<0,0001; OR= 8,8 (IC95% 6,37 — 12,25)]; e em

doadores de sangue de Manaus, 14% (Figura 14).

100+

80+
§ o
s 60+ .
o | [ Negativo
g Il Positivo
(o
o
L.

: 36% 57,8%
p15 I (324/900) (261/451)

14%
(63/449)

Total Manaus Coari

Figura 14. Soroprevaléncia do virus Mayaro na populacéo de estudo.

Dentre as 419 mulheres participantes do estudo, 193 (46,1%) delas apresentaram
anticorpos IgG especificos para o MAYV. Entre os homens a soroprevaléncia foi de 28%.
Em Coari, a maior prevaléncia foi no sexo masculino (64,2%); resultado oposto foi
observado em Manaus (Tabela 5 e Figura 15).

Tabela 5. Soroprevaléncia do virus Mayaro de acordo com o sexo.

Sexo Total Manaus Coari
% (n/ N) % (n/N) % (n/ N)
Masculino 28% (131/468) 13,5% (45/334) 64,2% (86/134)
Feminino 46,1% (193/419) 16,1% (18/112) 57% (175/307)
Total (n) 324 63 261

Valor de p p< 0,0001 p = 0,4949 p =0,159
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Figura 15. Soroprevaléncia do virus Mayaro de acordo com 0 sexo

Na populacao geral e em Coari a prevaléncia da infecgdo por MAYV aumentou de

acordo com a idade (p< 0,0001), conforme indicado na Tabela 6 e na Figura 16.

Tabela 6. Soroprevaléncia do virus Mayaro segundo a faixa etaria

. L. Total Manaus Coari
Faixa etéaria (anos)
% (n/ N) % (n/ N) % (n/ N)
18 -19 27,4% (17/62) 13% (3/23) 35,9% (14/39)
20-29 29,9% (28/274) 12,8% (18/141) 48,1% (64/133)
30-39 29,1% (72/247)  12,2% (19/156)  58,2% (53/91)
40 - 49 37,3% (57/153) 15,3% (13/85)  64,7% (44/68)
50 - 59 59,3% (54/91) 25% (7/28) 74,6% (47/63)
60 - 69 82,4% (28/34) 0% (0/2) 87,5% (28/32)
=70 78,6% (11/14) - 78,6% (11/14)
Total (n) 267 60 261
Valor de p p <0,0001 p =0,5616 p < 0,0001
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Figura 16. Soroprevaléncia do virus Mayaro segundo faixa etéaria

Em relacdo a cor da pele/raca, tanto na populacéo geral quanto em Coari, a maior
prevaléncia foi observada naqueles que se autodeclararam negro/indio (p=0,0447)
(Tabela 7 e Figura 17).

Tabela 7. Soroprevaléncia do virus Mayaro segundo cor da pele/raca

Total Manaus Coari
Cor da pele/Raca
% (Pos) (n/N) % (Pos) (n/N) % (Pos) (n/N)
Branco 29,7% 27/91 14,3% 9/63 64,3% 18/28
Negro 37% 20/54 14,7% 5/34 75% 15/20
Pardo 35,3% 218/617 13,4% 40/298 55,8% 178/319
Amarelo 15% 3/20 0% 0/11 33,3% 319
Indigena 55,6% 10/18 22,2% 2/9 88,9% 8/9
Negro x indio 66,7% 6/9 25% 1/4 100% 5/5
Branco x indio 0% 0/4 0% 0/3 0% 01
Branco x Negro 28,6% 207 20% 1/5 50% 1/2
Total (n) 286 58 228

Valorde p = p=0,0447 p=0,8392 p=0,0463
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Figura 17. Soroprevaléncia do virus Mayaro na populacéo total e entre municipios
segundo cor da pele/raca

Quando a populacdo geral foi analisada quanto a renda familiar mensal, medida
por salario-minimo (R$880,00), constatou-se maior prevaléncia do MAYV em individuos
com renda familiar de até 1 salario-minimo (p<0,0001). Em Coari o resultado foi
semelhante, mas ndo houve diferenca estatistica significante. Entretanto, no municipio de
Manaus, a maior soroprevaléncia foi no grupo com renda familiar =2 5 salarios-minimos,

entretanto ndo houve diferenca estatistica significante (Tabela 8 e Figura 18).

Tabela 8. Soroprevaléncia do virus Mayaro segundo renda familiar

. Total Manaus Coari
Renda Familiar
% (Pos) (n/N) % (Pos) (n/N) % (Pos) (n/IN)

Até 1 SM 53,1% 198/373 10,4% 8/77 64,2% 190/296
2 SM 25,8% 50/194 13,3% 18/135 54,2% 32/59
3 SM 20% 17/85 14,9% 11/74 54,5% 6/11
4 SM 14,5% 9/62 9,1% 5/55 57,1% 417
25SM 18,2% 16/88 15,2% 12/79 44.4% 4/9
Total (n) 290 54 236

Valorde p = p <0,0001 p=0,7739 p=0,4625




55

100
90
~ 80
S 70
T 60
S 50
3 40
L 30 Coari
L
10 - P e .
10 Total
0
<1 2 3 4 25

Renda Familiar Mensal (em salarios minimos - SM)

u Total Manaus m Coari

Figura 18. Soroprevaléncia do virus Mayaro segundo a renda familiar

Quanto ao nivel de escolaridade, a populacdo geral e a populacdo de Coari
apresentaram maior prevaléncia para MAYV nos individuos que se autodeclararam
analfabetos (p<0,0001) (Tabela 9 e Figura 19). Em Manaus o resultado foi semelhante,

porém nao houve diferenca estatistica significante.

Tabela 9. Soroprevaléncia do virus Mayaro segundo escolaridade

. Total Manaus Coari
Escolaridade
% (Pos) (n/N) % (Pos) (n/N) % (Pos) (n/N)
Analfabeto 85,5% 47/55 100% 171 85,2% 46/54
Alfabetizado 71,4% 15/21 50% 172 73,7% 14/19
Fundamental incompleto 63,1% 99/157 28,6% 217 68,4% 93/136
Fundamental completo 28,6% 10/35 11,8% 2117 44 4% 8/18
Médio incompleto 35,4% 17/48 12,5% 2/16 46,9% 15/32
Médio completo 25,5% 82/321 10,9% 21/192 47,3% 61/129
Superior Incompleto 16,8% 19/113 12,7% 13/102 54,5% 6/11
Superior completo 22,1% 25/113 14,6% 12/82 41,9% 13/31
Total (n) 314 54 256

Valor de p = p <0,0001 p=0,0782 p <0,0001
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Figura 19. Soroprevaléncia do virus Mayaro segundo a escolaridade

Foi investigada a associacdo da ocupacao com a soroprevaléncia para MAYV. Na
populacdo geral, a maior prevaléncia de MAYV (82,1%) foi observada no grupo dos
trabalhadores agropecuarios, florestais de caca e de pesca (p<0,0001). Na populacéo de
Coari resultado semelhante foi observado (p<0,0002) (Tabela 10). Aplicou-se regressao
logistica univariada, pelo método stepwise, para avaliar a influéncia das ocupacfes na
prevaléncia da populagédo de Coari, e o resultado indicou que ha associacdo do trabalho
agropecuério e florestal como maiores fatores de risco para adquirir infeccdo pelo MAYV
([p<0,0001; OR= 4,69 (IC95% 2,50 — 8,82)].
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Tabela 10. Soroprevaléncia do virus Mayaro na populacao total e entre municipios segundo ocupacao

Ocupagsio Total Manaus Coari

% (Pos) (n/N) % (Pos) (n/N) % (Pos) (n/N)
Desempregado 37,8% 54/143 17,1% 7141 46,1% 47/102
Altos funcionarios de governo ou empresa 25% 5/20 21,4% 3/14 33,3% 2/6
Profissionais de nivel superior 24.2% 16/66 11,8% 6/51 66,7% 10/15
Profissionais das artes 0% 0/1 0% 0/1 -
Profissionais ou técnicos de nivel médio 24.3% 18/74 15,1% 8/53 47.6% 10/21
Servigos administrativos 35,6% 21/59 16,1% 5/31 57,1% 16/28
Prestacao de servigos e comerciarios 33,3% 43/129 14,9% 10/67 53,2% 33/62
Servigos domésticos 50% 37/74 10% 1/10 56,2% 36/64
Trabalhadores agropecuarios, florestais, caca e pesc 82,1% 69/84 33,3% 1/3 84% 68/81
Producéo de bens e servigos industriais 9,1% 4/44 2,5% 1/40 75% 3/4
Trabalhadores manuais de construgao civil 34,8% 8/23 20% 3/15 62,5% 5/8
Trabalhadores manuais de reparagéo e manutencéo 7,1% 1/14 7,1% 1/14 -
Membro das forgcas armadas, policiais e bombeiros 12,5% 6/48 10,9% 5/46 50% 1/2
Ocupacdes mal especificadas e trabalho informal 70% 7/10 50% 3/6 100% 4/4
Autdbnomo 31% 13/42 14,8% 4/27 60% 9/15
Valor de p p <0,0001 p=0,3988 p = 0,0002

Tabela 10. Soroprevaléncia e nimero de amostras positivas da populacéo total e entre municipios, testadas por Imuno-histoquimica
Indireta-IgG e confirmadas por teste de microneutraliza¢do para virus Mayaro segundo ocupacdo. Valor de p = teste do Qui-Quadrado(x?).
(n= numero de amostras positivas, N= numero total de amostras analisadas).
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Figura 20. Soroprevaléncia na populacdo positiva de Manaus e Coari segundo
historico clinico
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Figura 20. Soroprevaléncia na populacao positiva de Manaus e Coari testada por Imuno-
histoquimica indireta-lgG e confirmada por teste de microneutralizagéo para o virus Mayaro
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segundo relato clinico. Prevaléncia da populacdo dos municipios em relacdo a histérico de
(A) dengue, (B) malaria e (C) problema de satde. Valor de p = teste do Quiquadrado (y?).
(#) = resposta autodeclarada do individuo participante no estudo.

Ao analisar a associagdo de historico clinico de dengue e a infec¢cdo por MAYV, por
meio da resposta autodeclarada dos participantes do estudo, ndo foi observada diferenca
estatistica significante na populacédo geral e nos municipios estudados (Tabela 11 e a Figura
20). No entanto houve associacéo entre o historico de maléria e a infecgdo por MAYV, tanto
na populacédo geral (p<0,0001) quanto na populacdo de Coari (p=0,0021) (Tabela 11).

Em relagé@o aos individuos da populagéo total que afirmaram ter problemas de saude
gue os impediam de trabalhar ou fazer exercicios, 64,8% apresentaram anticorpos IgG anti-
MAYV (p< 0,0001). Na populacao de Coari, esse percentual foi de 74,1%[p<0,0001; OR= 2,66
(ICo5% 1,70 — 4,17)]. Essa associacdo nao foi observada na populacdo de Manaus (Tabela 11).

Nao houve associacdo entre o historico de vacinagcdo contra a febre amarela e a
infeccdo por MAYV na populacdo estudada (Tabela 11). Historico clinico de outras

enfermidades também foi analisado e se encontra no apéndice A, Figura 21.
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Tabela 11. Soroprevaléncia do virus Mayaro na populacgao total e entre municipios segundo histérico clinico

o . Total Manaus Coari
Historico Clinico
% (Pos) n % (Pos) n % (Pos) n
Dengue
Néo 36,3% 162/446 13,0% 30/231 61,4% 132/215
Sim 37,6% 151/402 15,4% 30/195 58,5% 121/207
p = 0,7090 p = 0,4790 p = 0,5381
Malaria
Né&o 26,9% 152/566 12,4% 44/356 51,4% 108/210
Sim 55,8% 158/283 21,5% 14/65 66,1% 144/218
p < 0,0001 p = 0,0486 p =0,0021
Vacina da Febre Amarela
Né&o 38,3% 31/81 14,3% 5/35 56,5% 26/46
Sim 36,4% 252/693 12,9% 45/349 60,2% 207/344
N&o sabe 41,5% 27/65 23,3% 7/30 57,1% 20/35
p =0,6871 p = 0,2802 p =0,8543
Problema de Saude que impede de trabalhar/fazer exercicio
Néo 29,5% 206/699 13,7% 56/409 51,7% 150/290
Sim 64,8% 103/159 12,5% 3/24 74,1% 100/135
p < 0,0001 p = 0,8688 p < 0,0001

Tabela 11. Soroprevaléncia e niumeros de amostras positivas da populacdo total e entre municipios, testadas por imuno-
histoquimica indireta-IgG e confirmadas por teste de microneutraliza¢do para o Virus Mayaro segundo historico clinico. Valor de p

= teste do Qui-Quadrado (y?).
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Na populagédo de Coari, foi observado que fazer passeios e acampamentos em areas
florestadas, residir perto de floresta ou fragmento de floresta, morar ou trabalhar perto de
area de criacdo de animais, participar de desmatamento, trabalhar com agricultura, néo
possuir dgua encanada ou tratada em casa, hdo possuir rede esgoto em casa e nao realizar
medidas preventivas de combate a mosquito sdo fatores de risco para a aquisicdo da
infecgao por MAYV (Tabela 12, Apéndice B. Figura 22 e Apéndice C. Figura 23).
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Tabela 12. Soroprevaléncia do virus Mayaro na populacdo de Coari segundo possiveis fatores de risco

Fatores de risco Coari Valor de p OR (IC 95%)
% (Pos) (n/N)

Relacionado a proximidade a area de florestamento
Contato com floresta 62,1% 149/240 0,163 1,31 (0,89 - 1,94)
Visitar fazenda ou chacara 63% 114/181 0,1607 1,32 (0,89 - 1,96)
Tomar banho em locais abertos ou rios 63% 144/229 0,1175 1,36 (0,92 - 2,01)
Fazer passeios ou acampamentos em areas florestadas 70,8% 92/130 0,0019 2,00 (1,29 - 3,13)
Gramado em wolta da casa 56,4% 92/163 0,3173 0,81 (0,54 - 1,22)
Ter hortas, plantacfes ou anvores frutiferas em wolta da casa 64% 146/228 0,0638 1,44 (0,98 - 2,14)
Morar perto de floresta ou fragmento de floresta 67,4% 130/193 0,0023 1,85 (1,24 - 2,76)
Morar ou trabalhar perto de area de criagdo de animais 68,6% 72/105 0,0374 1,64 (1,03 - 2,62)
Participar de desmatamento 70,6% 72/102 0,008 1,90 (1,18 - 3,07)
Trabalhar com agricultura 70,2% 191/272 <0,0001 3,59 (2,36 - 5,49)
Manter alimentos da colheita 63,6% 84/132 0,2739 1,27 (0,82 - 1,96)
Possuir depdsito para armazenamento de graos 66,7% 52/78 0,2448 1,36 (0,81 - 2,28)
Relacionado a saneamento basico
Nao possuir Agua encanada ou tratada em casa 68,7% 66/96 0,0278 1,71 (1,06 - 2,78)
Nao possuir rede de esgoto em casa 65,6% 105/160 0,0574 1,48 (0,98 - 2,22)
Relacionado a mosquitos
Observar a presenca de mosquito/carapand/muricoca na residéncia 60,2% 201/334 0,3832 1,22 (0,77 - 1,93)
Realizar medidas preventivas contra o mosquito 69,9% 58/83 0,0227 1,81 (1,08 3,03)

Tabela 12. Soroprevaléncia e nimeros de amostras positivas da populacdo de Coari por Imuno-histoquimica indireta-lgG e
confirmadas por teste de microneutralizacdo para o virus Mayaro segundo possiveis fatores de risco. Valor de p = teste do Qui-
Quadrado (y¥?). Medidas em negritos estdo estatisticamente significativas (p< 0,05). (n= nimero de amostras positivas, N= Numero
total de amostras analisadas).
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Com o propésito de investigar mais detalhadamente os principais fatores
associados a prevaléncia do MAYV na populacdo de Coari, realizou-se regressao
logistica multivariada com o de 5%, para avaliar as varidveis preditoras de maior
influéncia entre as variaveis que apresentaram significancia estatistica no teste do Qui-
Quadrado (y?) das figuras e das tabelas mencionadas acima. O resultado da regresséo
logistica, mostrado na tabela abaixo, indica que idade [p=0,022; OR=1,03 (ICgs5% 1-
1,07)] e realizacdo de passeios ou acampamentos em areas de floresta [p=0,01;
OR=3,15 (ICes% 1,28-7,75)] sdo os fatores de maior relevancia associados a
prevaléncia do MAYV na populagdo do municipio de Coari.
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Tabela 13. Regresséo logistica multivariada para avaliar as variaveis com maior
influéncia na prevaléncia para MAYV no municipio de Coari

p2
. . pt
L . Odds Ratio cru Odds Ratio (teste
Variaveis preditoras (IC 95%) ajustado (IC 95%) (€St€de | uelihood
Wald) Rati
atio)

Zona 1,21 (1-1,45) 1,12 (0,9-1,41) 0,309 0,307
Idade 1,03 (1,01-1,06) 1,03 (1-1,07) 0,029 0,022
Raca ou cor da pele 1,31 (0,87-1,96) 1,24 (0,77-2) 0,367 0,36
Nivel de escolaridade 0,89 (0,77-1,02) 0,97 (0,8-1,18) 0,744 0,744
Ocupacéo 1,04 (0,95-1,13) 1,00 (0,91-1,10) 0,996 0,996
Problema de salde 1,51 (0,71-3,19) 0,82 (0,32-2,07) 0,672 0,671
Historico de malaria 1,71 (0,89-3,29) 0 (0-Inf) 0,988 0,449
Passelos ou acampamentos em 3(1,41-6,37) 3,15 (1,28-7,75) 0,012 0,01
areas de floresta
Mora perto da floresta ou 1,68 (0,88-3,23) 0,97 (0,43-2,22) 0,952 0,952
fragmentos de floresta
Mora ou trabalha perto de areas de  ; 45 7.3 13) 1,1 (0,42-2,83) 0,85 0,85
criacéo de animais
Casa possui agua encanada e 0,61 (0,27-1,36) 1,12 (0,4-3,11) 0,825 0,825
tratada
Realiza as medidas preventivas 0,84 (0,18-3,9) 0,92 (0,14-6,11) 0,931 0,931
contra 0 mosquito da dengue
Creme e repelentes 0,6 (0,29-1,24) 0,92 (0,4-2,12) 0,854 0,854
Mosquiteiro (cama) 1,41 (0,71-2,78) 0,99 (0,44-2,27) 0,994 0,994
Prevencéo de agua parada 0,75 (0,39-1,43) 0,94 (0,45-1,95) 0,858 0,858

Tabela 13. Regresséo logistica multivariada para avaliar as variaveis com maior influéncia
na prevaléncia para MAYV no municipio de Coari. p! = Teste de Wald; p? = Teste de Log
Likelihood — maxima verossimilhanca/probabilidade (significancia da associacdo da
variavel preditora com a variavel dependente). Regresséo logistica com o de 5%. Medidas
em negritos estao estatisticamente significativas (p<0,05).
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13 DISCUSSAO

As rapidas mudancas climaticas e do ecossistema mundial representam uma
ameaca crescente por contribuirem com a disseminacdo de vetores transmissores de
patogenos emergentes (FAUCI; MORENS, 2012; FRENK; MOON, 2013). O virus Mayaro
ja foi responsavel por diversos surtos na Ameérica do Sul e Central, no entanto sua
epidemiologia, assim como seus fatores de risco, sdo pouco compreendidos (SUHRBIER;
JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012). Em nosso estudo, observamos uma soroprevaléncia
de MAYV quatro vezes maior em Coari (um municipio do interior do Amazonas) em
comparacdo a Manaus, a capital do Estado. Observamos ainda que o trabalho na
agricultura, a interacdo do individuo com a floresta e a falta de saneamento basico estavam
associados a soropositividade para MAYV. Nosso estudo mostrou a importancia desse
virus como patégeno emergente, no entanto questées importantes sobre as manifestacdes

clinicas e alteracdes patolégicas continuam a ser mal compreendidas.

Para estimar a soroprevaléncia de MAYV, n0s usamos 0 imunoensaio enzimatico
utilizando cultura de células infectadas como antigeno (EIA-ICC), e, em seguida, as
amostras positivas foram confirmadas por meio do teste de microneutralizacdo (MN).
Estudos prévios ja empregaram EIA-ICC para detecgédo de anticorpos IgM e 1gG, usando
linhagem de células de mosquito C6/36 (ABAD-FRANCH et al., 2012; MOURAO et al.,
2012). No6s utilizamos células BHK-21. Uma das principais vantagens de usar uma linhagem
celular de vertebrados comparado a linhagem celular de artrépodes é a reducéo de reacées
inespecificas. Além disso, nossos resultados de EIA-ICC tiveram correlacdo significativa
com o ensaio de MN. Nosso EIA-ICC foi capaz de detectar amostras positivas para MAYV,
porém demonstraram reacao cruzada com as amostras positivas para CHIKV. Dessa forma,
o EIA-ICC enquadrou-se melhor como um ensaio de rastreio em vez de um ensaio
confirmatorio para deteccdo de infeccado por alfavirus. Portanto, para confirmar nossas
amostras, usamos um teste de microneutralizacdo (MN) para deteccdo de amostras
positivas para MAYV e CHIKV.

A maioria dos estudos anteriores utilizou o teste de inibicdo de hemaglutinagéo (HAI)
para estimar a soroprevaléncia de MAYV (NUNES et al., 2009b; SOUTO; SOUTO, 2012b;
TAVARES-NETO et al., 1986a, 2004). Contudo o teste HAI € bastante criticado por sua

baixa sensibilidade, subestimando assim a soroprevaléncia de um determinado virus em
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uma populacéo especifica (LAURIE et al., 2015; TRUELOVE et al., 2016). O ensaio MN &
o0 método mais adequado para a avaliacdo da resposta imunoldgica induzida por patégenos
ou por vacinas. O maior uso da HAI em detrimento do ensaio MN se deve a maior
complexidade e ao maior custo dessa técnica. Além disso, requer virus vivo e é de dificlil
padronizacdo (TRUELOVE et al., 2016). Todas essas questdes limitam o uso do ensaio MN
na avaliacdo de imunidade protetora contra patégenos em geral, incluindo o MAYV. Devido
a introducdo do CHIKV em 2014 no Brasil, tornou-se essencial um teste confirmatoério
padrdo-ouro, como teste de neutralizacdo, para distinguir os falsos positivos por reacao
cruzada (BURT et al., 2017; NUNES et al., 2015).

No presente estudo, a soroprevaléncia do MAYV na populacao geral foi de 36%, de
forma que em Coari a soroprevaléncia foi 4 vezes maior que em Manaus. ABAD-FRANCH
et al.,, (2012), utilizando o teste de EIA-ICC (com células C6/36), encontraram uma
soroprevaléncia de 44,1% no Rio Pardo, uma comunidade localizada a 150 km ao norte de
Manaus. No entanto eles ndo realizaram teste de neutralizacdo, portanto esse resultado
poderia representar a prevaléncia geral de alfavirus, e ndo a de MAYV especificamente. Os
autores observaram alta prevaléncia de MAYV em zona rural em comparagdo com nossos
dados de Manaus. Em nosso estudo, a prevaléncia de MAYYV foi ainda maior em Coari
(57,8%), em comparacado ao ao Rio Pardo (44,1%). Do mesmo modo, a prevaléncia por nés
encontrada foi muito maior no Estado do Amazonas, em comparagao com outros estados
do norte do Brasil, como Par4, Roraima, Acre e Rondbénia (NUNES et al., 2009b; SOUTO;
SOUTO, 2012b; TAVARES-NETO et al., 1986b, 2004). Estudos prévios na Africa
mostraram alta prevaléncia de alfavirus nas areas rurais onde o O'nyong'nyong virus
(ONNV) e o CHIKV estavam circulando (LABEAUD et al., 2015; WELLER et al., 2014). Isso
sugere uma interacdo intima de fatores vetoriais e ecolégicos em areas rurais onde a
prevaléncia da infeccdo viral é alta em comparacdo as areas urbanas (KUNIHOLM et al.,
2006).

Poucos estudos analisaram a prevaléncia de anticorpos IgG contra MAYV no Brasil,
a maioria dos estudos relatou surtos ou infec¢cdes agudas em varias partes dos estados da
Amazonia brasileira (ESPOSITO; FONSECA, 2017). Também ha uma falta substancial de
informacgdes sobre os fatores epidemiologicos associados aos vetores de transmissédo e a

doenca clinica. Observamos que a prevaléncia de MAYV é um pouco maior em homens do
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gue em mulheres, no municipio de Coari. Em Manaus, a soroprevaléncia foi semelhante
entre homens e mulheres. Abad-Franch et al. (2012) descreveram uma soroprevaléncia
semelhante entre homens e mulheres do Rio Pardo (ABAD-FRANCH et al.,, 2012).
Observamos, ainda, que a soroprevaléncia de MAYV aumentou com a idade, o que poderia
ser explicado pela exposicéo prolongada do individuo ao patégeno. Contudo ndo sabemos
se a infeccdo primaria protege contra a infec¢cdo subsequente por MAYV.

Em Coari, 0 aumento da prevaléncia também se associou de forma significativa ao
baixo nivel socioeconémico, a falta de saneamento béasico e a ndo utilizacdo de medidas
para controle de mosquitos. A pobreza e todos 0s aspectos associados a ela tém
demonstrado serem fatores criticos e fortes influenciadores do desfecho da doenca, o que

ainda precisa ser estudado com mais profundidade (FRENK; MOON, 2013).

Os alfavirus sdo conhecidos por causar sindromes inflamatérias articulares, o que
gera impacto na vida do individuo (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; SUHRBIER; JAFFAR-
BANDJEE; GASQUE, 2012). Em nosso estudo, observamos uma associagao significativa
entre a infeccdo por MAYV e uma diminui¢do na habilidade para realizar exercicios fisicos
e atividades do cotidiano. Santiago WF et al. demonstraram recentemente que a infeccao
com MAYV pode ocasionar uma artralgia inflamatéria por longo periodo, o que, em parte,
€ devido a uma resposta pro-inflamatoria deflagrada pelo patégeno (SANTIAGO et al.,
2015). Estudos anteriores mostraram que os alfavirus podem ser responsaveis por bilhdes
de dolares em custos diretos e indiretos com cuidados de saude em todo o mundo,
expressos como Disability-adjusted life years (DALYS). No entanto, devido a falta de dados
epidemioldgicos confiaveis e de ensaios diagndsticos, € dificil estimar o custo total a saude

associado a infecdo por MAYV no Brasil.

Uma prevaléncia relativamente alta foi observada na populacdo dependente do
trabalho agricola, florestal e pescaria como meio de subsisténcia. Os trabalhos agricola e
florestal j4 foram associados, anteriormente, ao contato com mosquitos, 0 que aumenta o
risco de varias doencas infecciosas, incluindo MAYV (IZURIETA et al., 2011). A maior
soroprevaléncia em Coari sugere uma interagdo especial entre a infeccdo pelo virus, a
floresta e os vetores, 0s quais estdo ausentes nas areas urbanas. O contato com a floresta
para recreacao ou trabalho e a destruicdo ou desmatamento da floresta foram responsaveis

por um aumento significativo da infeccdo por MAYV. O conhecimento dessas
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caracteristicas € de suma importancia para que se possa intervir em seus habitats

ecoldgicos.

Anteriormente, varios estudos demonstraram que os alfavirus tém vetores como
Anopheles ou Aedes, 0s quais tém comportamentos de picada completamente diferentes
(AITKEN et al., 1960; SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012). Atualmente, os
tipos de mosquitos responsaveis pela transmissdo do MAYV na Regido Amazénica ainda
nao sao totalmente definidos. O vetor do género Hemagogus é mais comum nas areas
rurais em comparagdo com as areas urbanas. No entanto infeccbes em laboratério
mostraram que Ae. Albopictus e Ae. Aegypti podem ser vetores efetivos para transmissao
do MAYV. Serra et al. encontraram Ae. Aegypti e Culex quinquefasciatus infectados por
MAYV em seus habitats, no municipio de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil (SERRA et al., 2016).
Todas essas evidéncias sobre a possibilidade de infeccdo por MAYV nos mosquitos do
género Aedes spp. sdo de extrema importancia, pois podem influenciar o ciclo de
transmissao desse virus, mudando-o de silvestre para urbano, e estabelecendo novos
surtos no Brasil, uma vez que a maioria da populacao brasileira é suscetivel a infeccdo por
MAYV (ESPOSITO; FONSECA, 2017). Os vetores silvestres do MAYV sao diurnos.
Todavia o MAYV também pode estar circulando em ciclos noturnos, domésticos e
peridométicos nas areas rurais. Isso sugere que uma mudanca de vetor (mosquitos
Synanthropic transmitindo MAYV) ou uma mudanca de habitat / habitos (vetores classicos
MAYV adaptando-se a regibes menos densas e a mordidas noturnas) no comportamento
do vetor ou do virus poderia aumentar a probabilidade da emergéncia da febre Mayaro na
Amazonia e no Brasil (MAVIAN et al., 2017).

Em nosso estudo, observamos uma associacao entre a infeccdo prévia por malaria
e a soropositividade para MAYV, mas ndo encontramos nenhuma associacdo com a
infeccdo pelo virus da dengue. Um estudo recente na Tanzénia também observou um
aumento da prevaléncia de alfavirus nas areas rurais, mas ndo achou nenhuma relacao
com a malaria. Demonstrou-se que, nas areas endémicas de malaria, o uso do mosquiteiro
ndo favoreceu nem protegeu contra a infec¢do por alfavirus (WELLER et al., 2014). Isso
pode apontar para um vetor diurno, como o Aedes spp., contra o qual os mosquiteiros nao
protegem. Também, no Quénia, ndo foi encontrada uma diferenca significativa entre a

soroprevaléncia de alfavirus nos individuos que dormiam usando mosquiteiro e aqueles
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gue ndo o empregavam, apesar de o referido estudo ter identificado que a maioria das
infecgBes por alfavirus foi causada pelo ONMV, que, ao contrario do CHIKV, é transmitida
por Anopheles spp, cujo repasto é noturno. Embora a ONNV seja transmitida pelo vetor da
maléaria, Anopheles gambiae, o0s autores ndo encontraram associacdo entre a
soropositividade da ONNV e a infeccéo por malaria (LABEAUD et al., 2015).

Uma das limitagcdes do nosso estudo foi a utilizacdo de doadores de sangue de
Manaus como grupo de comparacdo. Outro problema foi o viés de amostragem, pois
tivemos uma porcentagem maior de homens em Manaus em relacéo a populacao de Coari,
onde predominaram as mulheres. Ainda precisamos realizar ensaios para investigar a
presenca de anticorpos IgM neste estudo. Apesar de termos estimado a soroprevaléncia
na populacdo adulta, ndo incluimos a populacao entre dois e 17 anos, 0 que nao permite
gue tenhamos uma imagem mais completa da epidemiologia MAYV na zona rural. A alta
soroprevaléncia para MAYV que encontramos em Coari foi inesperada, pois ndo ha
historico de surto nessa regido. Além disso, a doenca aguda devido ao MAYV ou outros
virus negligenciados é raramente diagnosticada no Brasil e no Amazonas, ja que a maioria
das doencas febris é classificada como malaria ou dengue. Nossos dados sugerem que
pelo menos 50% da populagdo na zona rural estdo expostos a MAYV, e é provavel que
uma propor¢ao substancial de doencas febris por alfavirus esteja sendo perdida nesse
cenario clinico. Na Tanzania, os pacientes portadores de arboviroses foram mais propensos
a receber terapia antibacteriana ou antimalaria (HERTZ et al., 2012). Isso tem implicacdes
importantes no manejo e na prevencdo de doencas, assim como no surgimento de

resisténcia a antimicrobianos ou a antimalaricos.

Em resumo, nosso estudo demonstrou alta prevaléncia de MAYV na zona rural do
Amazonas, de forma que as atividades florestais e de agricultura séo fatores de risco para
a aquisicéo da infeccao por MAYV. Uma melhor compreenséo da transmissao da doenca,
de sua epidemiologia e de sua patologia clinica contribuirdo para que os centros de salde
publica estejam mais bem preparados para vigilancia, prevencao e controle desse patégeno

emergente.
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14 CONCLUSAO

O virus MAYYV ¢ altamente prevalente na Amazoénia. A agricultura e os trabalhadores
florestais estdo em maior risco de infec¢do pelo MAYV. Além disso, o contato direto com a
floresta em termos de emprego, desmatamento ou recreagao, juntamente com a falta de
saneamento basico, estdo associados ao risco de adquirir a infeccdo viral. Em muitas
regides do Brasil, com baixo nivel socioeconémico e piores condicfes dos servicos de
saude, o diagnostico depende exclusivamente da manifestacdo clinica. Varios arbovirus
cocirculam na Regido Amazonica e apresentam sintomas clinicos semelhantes durante a
fase inicial da doenca, o que dificulta o diagndstico e leva a uma subnotificacdo. O MAYV
circula silenciosamente ha anos na Regido Amazbnica, e sua adaptacao eficiente a um
vetor urbano como o Aedes ageypti, por exemplo, tem um potencial relevante para
estabelecer um cenério epidémico no Brasil e na América Central e do Sul, como o que

ocorreu com os virus Zika e Chikungunya.

Além disso, devido a sua similaridade antigénica com o virus Chikungunya, ha uma
urgéncia para o desenvolvimento de métodos diagndsticos especificos e precisos para uma
melhor detecg&o das infecgBes por MAYV. Atualmente, ndo h& vacinas ou medicamentos
aprovados para a maioria dos arbovirus, e o controle da doenca depende exclusivamente
do controle vetorial. Além disso, testes diagndésticos precisos sdo essenciais para
compreender ndo apenas a imagem completa das manifesta¢cdes clinicas da febre Mayaro,
mas também para distinguir as infec¢des causadas por MAYV de outras arboviroses e para
definir o real impacto do MAYV para a saude publica brasileira. Dessa forma, faz-se
necessaria uma maior sensibilizacdo sobre esses arbovirus entre os médicos, os demais
profissionais de saude, as autoridades interessadas, além de uma populacdo bem
informada, para enfrentar, de forma mais efetiva, as insuficiéncias e os desafios do sistema

de saude do nosso Pais.
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15 PERSPECTIVAS

Apesar de ser considerada uma doenca infecciosa emergente, o avango em relacéo
ao conhecimento sobre o MAYV tem ocorrido lentamente, e muitas lacunas ainda persistem
sobre a real abrangéncia do seu espectro clinico, vias mais raras de transmisséo, rotas de
infeccéo e excrecdao viral.

A presente pesquisa deu um passo significativo em direcdo a compreensdo
epidemioldgica da infeccdo pelo MAYV no Estado do Amazonas. A partir do conhecimento
da soroprevaléncia utilizando a identificacdo de IgG especifica para o patdgeno, péde-se
ter uma ideia melhor da abrangéncia geopopulacional do virus. A partir dessa informacéao,
pretende-se pesquisar a soroprevaléncia de IgM para uma noc¢do mais aproximada da
incidéncia da infeccdo aguda, caracterizacdo melhor do seu espectro clinico e,
consequentemente, do real impacto da doenca nos individuos e na sociedade.

Uma avaliacdo mais profunda do efeito de uma infeccdo em uma determinada
populacdo passa ainda pelo conhecimento do efeito modulador desta, sobre o sistema
imune no organismo comprometido. As doencas autoimunes, que s&o poligénicas em sua
maioria, sofrem uma influéncia significativa do ambiente no seu desenvolvimento e curso
clinico, como demonstrado em varias doencas por meio de estudos de concordancia entre
gémeos monozigoéticos (GENERALI et al., 2017). Vérios virus ja foram associados ao risco
de doenca autoimune (GETTS et al., 2013). O MAYYV esta entre os alfavirus artritogénicos,
com potencial de evolucdo crbnica. A alteracdo imunoldgica e o estado inflamatério
persistente, determinado pela infecgao viral, poderiam contribuir para o direcionamento da
resposta imune contra o proéprio virus, favorecendo o inicio de doencgas autoimunes ou
influenciando seu perfil e a gravidade clinica. HOGEBOOM (2015) demonstrou que
peptideos de proteinas do capsidio viral de alguns alfavirus, incluindo MAYV,
demonstraram afinidade pela ligagdo ao HLA-DR4, o que poderia contribuir para o
desenvolvimento de artrite reumatoide.

O certo € gque muitas perguntas ainda precisam ser respondidas sobre a
epidemiologia do MAYYV, seu real impacto clinico e suas vias biomoleculares. A ampliacao
desse conhecimento podera prover medidas mais efetivas de saude publica, assim como

oferecer novos alvos para vacinas e intervencdes terapéuticas.
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Apéndice A — Figura 21. Soroprevaléncia em amostras positivas da populacédo total de
Coari segundo historico clinico de varios tipos de doencas.
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Figura 21. Soroprevaléncia em amostras positivas da populacéo total de Coari segundo
histérico clinico de varios tipos de doencas, testadas por Imunoensaio enzimatico
indireto-IgG e confirmadas por teste de Microneutralizacdo para o Virus Mayaro,
conforme historico clinico de varios tipos de doencas. Valor de p= teste do Qui-Quadrado
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Apéndice B — Figura 22. Soroprevaléncia em amostras positivas na populacédo total de
Coari segundo o contato com florestamento.
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Figura 22. Soroprevaléncia em amostras positivas na populagéo total de Coari segundo o
contato com florestamento, testadas por Imunoensaio indireto-IgG e confirmadas por teste
de Microneutralizacdo para o virus Mayaro, conforme o contato com florestamento (fazer
passeios em areas florestais p = 0,0019, morar perto de floresta ou fragmento p = 0,0023,
morar ou trabalhar perto de area de criagdo de animais p = 0,0374, participar de
desmatamento p = 0,008, trabalhar com agricultura p<0,0001). Valor de p = Teste do Qui-
Quadrado (%?).
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Apéndice C — Figura 23. Soroprevaléncia em amostras positivas da populacédo total de
Coari segundo medidas nao preventivas.
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Figura 23. Soroprevaléncia em amostras positivas da populagéo total de Coari segundo
medidas ndo preventivas testadas por Imunoensaio indireto-lgG e confirmadas por teste de
Microneutralizacao para o Virus Mayaro, conforme medidas ndo preventivas.
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Apéndice D - Figura 24. Soroprevaléncia em amostras positivas da populacédo total de
Coari segundo informac@es das caracteristicas do mosquito (criadouro mais comum).
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Figura 24. Soroprevaléncia em amostras positivas da populacéo total de Coari segundo
informacBes das caracteristicas do mosquito (criadouro mais comum), testadas por
Imunoensaio indireto-lgG e confirmadas por teste de Microneutralizacdo para o Virus
Mayaro, conforme criadouro mais comum de mosquitos. (Agua parada limpa p = 0,1138,
agua parada suja p =0,1336, agua corrente limpa p = 0,8815, 4gua corrente suja p=0,8896,
plantas/vegetacdes p= 0,1605, lixo p= 0,4706 e esgoto, bueiro, fossa p= 0,0450). Valor de
p = teste do Qui-Quadrado (?).
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Apéndice E — Figura 25. Soroprevaléncia de amostras positivas do municipio de Coari
segundo o tempo de picada mais frequente de mosquitos.
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Figura 25. Soroprevaléncia do virus Mayaro na populacdo de Coari segundo informacdes
das caracteristicas do mosquito (tempo de picada mais frequente) testadas por
Imunoensaio indireto-lgG e confirmadas por teste de Microneutralizagcdo para o Virus
Mayaro, conforme o tempo de picada mais frequente do mosquito. (Pér do sol p = 0,0488,
nascer do sol p = 0,3608, manha p = 0,1232, noite p= 0,0507 e meio-dia p = 0,6566). Valor
de p = teste do Qui-Quadrado (?).
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Apéndice F — Tabela 14. Lista de tampdes utilizados durante o processo de Imunoensaio.

LISTA DE REAGENTES PARA IMUNO-HISTOQUIMICA INDIRETA-IgG

1) PBS 1X

2,32 g NaHPO4 10mM

0,2gKCI2,7mM

0,2 g K3P0O4 1,8 mM

8,0 g NaCl 137 mM

g.s.p. 1L &gua MilliQ

pH 7.4

Obs.: preparacao prévia de PBS 10X com pH 7,4, em seguida diluir a partir desse para PBS 1X

2) SOLUCAO DE LAVAGEM (PBS-T 0,05%)

PBS (1X) + (0,05%) de Tween 20 (PBS-T)

3) SOLUCAO DE BLOQUEIO (LD10%)

10% leite desnatado (LD 10%) em PBS (1X) pH 7,4
Obs.1: sempre preparar no dia do procedimento
Obs.2: durante procedimento, manter esse reagente a 4°C para prevenir contaminag&o do leite.

4) SOLUCAO DE DILUICAO DE ANTICORPO (PBS-T + LD 10%)

PBS 1XpH 7,4

+ 0,05% de Tween 20 (PBS-T)

+ leite desnatado 10% (LD 10%)

Obs.1: sempre preparar no dia do procedimento

Obs.2: durante procedimento, manter esse reagente a 4°C para prevenir contaminacao do leite

Tabela 15. Solugdes e tampdes utilizados durante processo Imunoensaio indireto-1gG
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ANEXO 1 - Documento de aprovacéo do Projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP)
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Hantavirose constitui um problema de sadde publica emergente no Estado do Amazonas. Contudo, ainda
nao & conhecia a prevaléncia e os fatores de rnisco para hantavirose no Amazonas. O objetivo desse estudo
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Enderaego: Hua Teresina, 4950

Bairro: Adrianopolis CEP: &2.057-070

UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone: [22)3305-5130 Fax: (92)3303-3130 E-mail: cep@ufam. edubr



86

ANEXO 2 - Questionario epidemiolégico e socioeconémico para populacao
investigada

11.

12.

Universidade Federal do Amazonas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

QUESTIONARIO

1. Endereco: CEP:
2. Bairro/ Comunidade: Cidade:
3. Ha quanto tempo vocé mora nesta area?
4. Idade: Género/Sexo: O Masculino O Feminino
5. Qual seu Grupo Sanguineo: RH: O Positivo O Negativo
6. Como vocé classifica a cor de sua pele/raga?
O Branco O Negro O Pardo O Amarelo O Indigena
0 Negro x indio O Branco x indio O Branco x negro

7. Qual o seu nivel de escolaridade?

O Analfabeto O Ensino fundamental completo
O Alfabetizado O Ensino médio completo

O 1% a 4° série do ensino fundamental O Superior incompleto

O 5% a 8° série do ensino fundamental O Superior completo

Renda Familiar: OO até 1 salario O 2 salarios O 3 salarios O 4 salarios O 5 ou mais

Vocé trabalha? [ Sim O Nao

. Nos ultimos 12 meses, qual foi sua principal ocupagao? [Entrevistador: com a ajuda do

entrevistado, classifique a ocupagao no grupo ocupacional mais adequado]

O Né&o tinha. Estavas desempregado (a)

O Altos funcionarios do governo, dirigentes, gerentes ou altos funcionarios de empresa
O Profissionais de nivel superior

O Profissionais das artes

O Profissionais ou técnicos de nivel médio

O Trabalhadores de servigos administrativos

O Trabalhadores da prestacdo de servigos e comerciarios

O Trabalhadores de servigos domeésticos

O Trabalhadores agropecuarios, florestais de caca e pesca

O Trabalhadores manuais (produgdo de bens e servigos industriais)

O Trabalhadores manuais da construgdo civil

O Trabalhadores manuais de reparagao e manutencao

O Membros das forgas armadas, policiais e bombeiros militares

O Ocupacdes mal especificadas do trabalho informal (ambulante, manobrista, guardador de

carro...)
O Autbnomo:
O

Vocé tem algum problema de saude que lhe impede de trabalhar ou fazer exercicios?
O Sim O Nao

Quantas criangas tem na sua casa? OO0 O 1 Oz a3 O 4ou+



13. Faz uso de bebida alcodlica? O Sim O N&o Se SIM, que frequéncia? /semana
14. Vocé fuma? O Sim ONéo Se SIM, que frequéncia? /semana
15. Ja esteve internado? O Sim O Nao

Qual especialidade? O Cardiologia O Oftalmologia O Neurologia
O Outras: O Infectologia O Pneumologia O Cirurgia

O Angiologia O Nefrologia O Clinica da Dor

16. Vocé é usuario do SUS? O Sim O Nao
17. Possui algumas dessas patologias abaixo? O Sim O Néo

Quais? O Hipertensao O Diabetes O Obesidade

O Lapus O Cancer O Qutras:

18. Vocé ja teve alguma das doengas a abaixo?

[1Dengue [[IFebre hemorragica [1Giardiase [OLeishmaniose [JLeptospirose

CIMalaria ] Pneumonia [JRubéola [JToxoplasmose ] Vermes
19. Ja ouviu falar sobre Hantavirus? O Sim O Nao

Se SIM, qual (is) fonte(s) de informacgao:
aoTv O Radio O Amigos/familia O Servico de saude 0O Palestra O Outros:

E como se pega Hantavirus?

O Doencgas transmitidas por roedores O Doenga transmitida pelo céo
O Doenga transmitida por mosquito O Doenca transmitida por agua
O Nao sabe O OQutros:

20. Informagao sobre animais domésticos e contato/caga com roedores

a) Vocé tem animais em casa? O Sim 0O Nao

-Quais? (quantidadef/idade)? O Cdo___ / =~ O Gato __ / ~ OAve_ [/
O Peixe /0O Outro /

b) Leva seu animal ao veterinario? O Sim 0O Nao

c) Seu animal tem muita infestagdo de carrapatos? O Sim O Nao
d) Seu animal tem muita infestagéo de pulgas? O Sim 0O Nao
e) Seu(s) animal (is) costuma(m) capturar e/ou comer ratos? O Sim O Néo

f) Costuma cacgar animais? O Sim O Néao
g) Mata ou captura roedores? O sim 0O Nao

h) Ja observou a presenca de sinais visiveis de O Sim O Néao

roedores na sua residéncia ou seu no trabalho?

- Se SIM, quais? O Fezes O Materiais roidos O Pegadas
O Odor caracteristico O Presencga propria do animal O Tocas

i) Ja foi mordido por algum roedor ou outro animal? O Sim O Nao Se for outro animal,

qual(is)?
j) Usa ratos como isca para a pesca? O Sim O Néao
k) Ja comeu carne de roedores? O Sim O Néao
1) Vocé cria cobras? O Sim O Néao

m) Costuma alimenta-las com animais vivos? O Sim O Néao
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21. Informacao sobre contato com area de florestamento

a) Vocé visitou ou teve contato com floresta? O sim O Nao
- Quando? O Ultimos 6 meses OHa 1 ano O Ha 2 anos O Ha 5 anos
b) Costuma visitar fazenda ou xacara? O Sim O MNao

c) Costuma tomar banho em locais abertos ou tem o O Sim O MNao
habito de ir a areas de banhos em rios?

d) Costuma fazer passeios ou acampamentos em O sSim O Nao
areas de floresta?

e) Tem gramado em volta de sua casa? O Sim O MNao

f) Ha hortas, plantactes ou arvores frutiferas em O Sim O MNao

volta da casa?

- se SIM, qual a distancia? O menos de 500 metros O mais de 500 metros
g) Mora perto da floresta ou fragmentos de floresta? O sim O Nao

- se SIM, qual a distancia? O menos de 500 metros O mais de 500 metros
h) Mora ou trabalha perto de areas de criacao de O Sim O Nao

animais (aviarios, suinos, bovinos, caprinos, etc)?

i) Ja participou de algum desmatamento na floresta? O Sim O Mao
-se SIM, guando? O ditimos 12 meses O mais de 12 meses
i) Ja trabalhou com agricultura? O Sim O Nao
- s SIM, guando? O dltimos 12 meses O mais de 12 meses
k) Mantém em casa muitos alimentos da colheita? O Sim O Nao
I) Possui deposito ou galpao para armazenamento O Sim O Nao

de graos ou produtos da colheita em casa?

22. Informagéo sobre limpeza

Diariamente Dias 1/semana 2/semana 3/semana Cada 15dias Outro lgnorado
alternados
Limpeza da casa
Limpeza da area
externa
Descarte do lixo
Usa luvas para limpeza da casa e quintal? O Sim [ONao
Costuma limpar a mesa apos as refeicbes? O Sim [ONao
Acumula entulho/lixo ao redor ou fora da casa? O Sim [ONao
Lixo aberto ou mal acondicionado? O Sim ONao
Usa sabdo para lavar as maos? O Sim [ONao
Caso tenha, limpa a churrasqueira apos o uso? O Sim [ONao
23. A sua casa possui agua encanada e tratada? O Sim O Nao

24. A sua casa possui esgoto? O Sim O Nao
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25. Qual a estrutura da sua casa?
Tipo de parede: O Blocos de cimento [ Argila ou blocos de barro O Tijolo de fogo
O Pedra e cimento O Pedra e lama O Madeira e lama O
Tipo de telhado: O Palha O Telha O Zinco O Lona/toldo O
26. Tem muito mosquito/carapana/murigoca onde vocé mora? O Sim O Nao
27. Informagdes das caracteristicas do mosquito
Qual o criadouro mais comum?
O Agua parada limpa [ Agua corrente limpa O Plantas/vegetactes O Nao sabe
O Agua parada suja O Agua corrente suja O Lixo O Qutros:
Qual o tempo de picada mais frequente?
O Por do sol/escurecer O Manha O Meio-dia O Nao sabe
O Nascer do sol/lamanhecer O Noite O Outros:
28. Vocé realiza as medidas preventivas contra o mosquito da dengue conforme as

Campanhas em Saude divulgam? O Sim O Nao

29. Se sim, algumas informagoes das medidas preventivas contra o mosquito.

- Qual tipo de prevencao utilizada contra a picada do mosquito?

O Casa limpa O Cremes e repelentes O Cobertura do corpo com roupas
O Educagéao continua O Evitar agua parada O Fumaca para dispersar
O Higiene pessoal O Janela fechada O Limpeza de lixo
O Liquido vaporizador O Mosquiteiro (cama) O Spray
O Tela de janela e porta O Ventilador
OOQutros: O Nao sabe
- Erradicagao/extingdo do criadouro do mosquito?
O Agua em tanques de armazenamento O Cobertura dos recipientes |
Qutros:
O Prevencgao de agua parada O Corte de arvores/vegetais O Nao sabe
30. Vocé ja teve Malaria? O Sim O Nao
31. Vocé ja teve Dengue? O Sim O Néo
32. Vocé ja tomou vacina contra Febre Amarela? O sim O Nao O N&ao sabe

Mais informagdes:

OBRIGADO PELA COLABORAGAO!
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ANEXO 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
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ST Termo de Consentimento live e Esclaredcido (TCLE)
UFAM

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa chamada: “Soroprevaléncia para
Hantavirus em humanos e animais do Estado do Amazonas”, realizada por pesquisadores
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

A hantavirose é a doenca causada pelo hantavirus e geralmente transmitida por ratos silvestres.
Dessa maneira, os moradores de areas rurais, agricultores, cacadores, pescadores, pessoas
que fazem trilhas, acampam ou frequentam matas s&o as que t8m mais chance de se
contaminar com o hantavirus. Existem apenas cinco casos de hantavirose identificados no
Amazonas até o momento. Por esse motivo, estamos realizando um estudo para conhecer a
verdadeira importdncia dessa doenca para o seu municipio, procurando anticorpos para o
hantavirus no sangue de pessoas adultas (mais de 18 anos) e animais.

A sua participacéo nesta pesquisa consiste em permitir a coleta de 5 mL de sangue da veia, com
0 uso de agulha e seringa descartaveis, além de responder a um questionario com dados
epidemiolégicos. O seu sangue sera estudado nos laboratorios da UFAM e podera ser guardado
para futuras pesquisas, se vocé permitir. Os exames realizados no seu sangue servem para
diagnosticar apenas a hantavirose.

Caso vocé possua animais em sua casa (cdes ou gatos), se vocé permitir, também seréo
coletados 5 mL do animal para pesquisar hantavirose, também nos animais.

Os riscos relacionados com sua participacio séo a dor causada pela picada da agulha e um
pequeno sangramento que pode acontecer apos a coleta de sangue. Para amenizar estes
possiveis desconfortos a coleta de sangue sera realizada por pessoal freinado e experiente na
coleta de sangue e com a adoc&o rigorosa dos procedimentos padrédo de biosseguranca para a
coleta de sangue. O unico beneficio relacionado com a sua participacdo é o de nos ajudar a
conhecer essa doenca no seu municipio e as situacdes de risco para sua transmissio e assim
evitar que novos casos acontecam.



A sua participacdo neste estudo & voluntaria, ndo implicando em qualquer custo para vocé. A
qualquer momento vocé pode desistir de participar e isso nédo trara nenhum prejuizo em sua
relacdo com o pesquisador ou com a UFAM. Todas as informacdes coletadas serdo mantidas
confidencialmente. Os seus dados serdo armazenados em um computador e seu nome nao
aparecera em nenhuma publicacao, apresentacao ou documento.

O material coletado (amostra de sangue) sera armazenado por até 10 anos e se 0 Sr(a) autorizar
abaixo podera ser utilizado em estudos posteriores desde que autorizado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas ou, caso necessario, a Comiss&o Nacional
de Etica em Pesquisa e pelo responsavel por esta pesquisa atual.

Por isso, pedimos que o Sr(a). se manifeste abaixo sobre o armazenamento e uso da sua
amostra de sangue em estudos posteriores.

[ ]MN&o, a minha amostra ndo devera ser armazenada.

[ 15im, concordo que a minha amostra seja armazenada e utilizada em estudos posteriores.

Se concordar com o armazenamenito da amostra de sangue, pedimos gue se manifeste
abaixo sobre a necessidade de ser consultado para cada nova pesquisa com a sua amosfra e

seus dados:

[ 1MN&o quero ser consultado, mesmo sabendo que assim néao terei os possiveis beneficios dos
resultados do novo projeto de pesquisa.

[ 15im, exijo ser consultado para autorizar o uso de minha amostra no novo projeto de
pesquisa.
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Também em caso de concordar com 0 armazenamento da sua amostra de sangue, e Nao exigir
ser consultado em estudos posteriores, é possivel ainda que sua identidade seja desvinculada
dos seus dados e da amostra de sangue, sendo substituidos por codigos, 0 que aumentaria a
seguranga de seu anonimato. Porém, a decisdo de desvincular a sua identidade da amostra
significa que em todos os estudos postenores onde a sua amostra serd utilizada ndo sera
possivel relacionar os resultados a sua pessoa & assim o Sr.(a) ndo tena os possiveis beneficios
dos resultados do novo projeto de pesquisa. Um beneficio de sua participagdo neste estudo é a
contribuigdo para o conhecimento cientifico na area da salde e doengas infecciosas.

Assim, pedimos que se manifeste sobre a desvinculagdo de sua identidade da amostra de
sangue e dados:

[ ] N&o, a minha identidade ndo pode ser desvinculada da amostra e dados

[ ]Sim, concordo que minha identidade seja desvinculada da amostra e dados, mesmo
sabendo que assim ndo tersi os possiveis beneficios dos resultados do novo projeto de
pesquisa.

Vocé recebera uma copia deste termo. Logo abaixo, vocé tem o nome, telefone e o enderego do
pesquisador principal que podera tirar suas dldvidas sobre o projeto e sua participagdo quando
vocé desejar.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagio na pesquisa e
concordo em participar.

Assinansra do Pesqusador rsponsivel Assinaiura do Paticganta

Prof. Dr. Pritesh Jaychand Lalwani
Faculdade de Céncias Farmacdulicas
Universidade Federal do Amazonas

Rua Alaxandme Amonn, 330 - Aparecida [mm
Manaus-AM-Brasil CEP §9010-300
Fone: +55 92 3305 5000

E-mail: pritesh@ufam.edu.br




