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RESUMO




Resumo

Gilberto Sabino-Santos Jr. Detec¢do de Hantavirus em roedores silvestres e estudo de sua
dinamica populacional na regido Nordeste do Estado de Sdo Paulo. Dissertacdo de Mestrado.
Centro de Pesquisa em Virologia, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
S3do Paulo, Ribeirdo Preto, 119 f., 2010.

Hantavirus sdo virus zoonéticos principalmente de roedores silvestres, pertencentes a familia
Bunyaviridae. Entre os reservatérios naturais, os hantavirus ndo causam nenhum efeito
patogénico aparente, contudo, quando transmitidos ao homem, estes virus podem causar
graves doencas como a febre hemorragica com sindrome renal (FHSR) na Eurdsia e uma
sindrome pulmonar e cardiovascular (SPCVH) no continente Americano. Na América do Sul, os
Hantavirus estdo associados a roedores-reservatério da subfamilia Sigmodontinae (familia
Cricetidae). Neste estudo, objetivou-se detectar a infec¢do por Hantavirus em pequenos
mamiferos silvestres vivendo em quatro ambientes distintos e avaliar a dinamica populacional
de possiveis animais-reservatorio considerando a influéncia de parametros ecolégicos com a
infeccdo por Hantavirus na regido Nordeste do Estado de S3o Paulo, Brasil. Para tanto, de
junho de 2008 a julho de 2009, capturaram-se pequenos mamiferos silvestres vivendo em 4
ambientes: areas com vegetacdes nativas de cerrado e floresta semidecidual atlantica e
vegetacdes modificada por culturas de cana de agucar (Saccharum officinarum) e capim
braquiaria (Brachiaria decumbens), nos Municipios de Batatais, Cajuru e Luis AntoOnio.
Pequenos mamiferos foram capturados vivos em duas grades de 100 armadilhas Sherman’s,
colocadas em intervalos de 10-m, por 2—3 noites consecutivas. As grades foram separadas por
pelo menos 800-m para representacdo individual da populagdo. Também, foi feita uma linha
para sacrificio com 100 armadilhas Sherman’s dispostas 5-10-m, uma da outra, para coleta de
orgdos dos animais capturados. Os animais capturados foram identificados pelos caracteres
morfoldgicos, marcados para recaptura, quando das grades, e tiveram sangue total coletado
pelo seio retro-orbital. Anticorpos IgG para Hantavirus foram detectados por ELISA indireto
utilizando a proteina N recombinante do Hantavirus Araraquara. Amostras de tecido de trés
roedores infectados foram utilizadas para o isolamento viral. Durante esse periodo 568
animais foram capturados, com um sucesso de captura de 4,8 %. Os roedores silvestres mais
encontrados foram: Necromys lasiurus (212), Akodon sp (151) e Calomys tener (103). Houve
uma diferenca significativa entre os ambientes estudados quanto a abundancia de animais,
mas ndo em termos de biodiversidade das espécies. A soropositividade para Hantavirus nos
roedores silvestres foi de 6.3 % e encontrou-se, apenas, o virus Araraquara infectando os
animais. Observou-se maior abundancia de roedores silvestres e também, mais alta
soropositividade no ambiente de campim braquidria, mostrando-se este um fator de risco para
infeccdo por Hantavirus nestes animais e no homem. A abundancia de roedores e a infeccdo
por Hantavirus nos animais mostraram tendéncia sazonal, com elevagdo na estagdo seca, de
abril a setembro. Também, a taxa de infec¢do por Hantavirus mostrou-se maior em animais
adultos e subadultos que em juvenis. Ainda, identificou-se um provavel spillover do Hantavirus
Araraquara, a partir de seu reservatoério N. lasiurus para C. tener e possivelmente, A. montensis
e Rhipidomys sp. Desta forma, sugerimos que a degradacdo do ambiente e a perda da
diversidade bioldogica s3o fatores de risco a infecgdo por Hantavirus nos roedores
Sigmodontinae podendo ocasionar fenédmenos de spillover na regido estudada.

Palavras-chave: Hantavirus Araraquara, abundancia, biodiversidade, pequenos mamiferos,
roedores-reservatorio, spillover.
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Abstract

Gilberto Sabino-Santos Jr. Detection of hantavirus in wild rodents and study on its
populations dynamics in the Northeastern region of Sao Paulo State, Brazil. Master’s thesis.
Center for Virological Research, School of Medicine in Ribeirdao Preto, University of Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, Brazil, 119 p., 2010.

Hantaviruses, family Bunyaviridae, are predominantly rodent-borne pathogens. Within natural
reservoir hosts, hantaviruses do not cause obvious pathogenic effects; transmission to
humans, however, can lead to hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) in Eurasia and
hantavirus cardiopulmonary syndrome (HCPS) in the American continent. In South America
hantaviruses are associated with rodent hosts of the subfamily Sigmodontinae (family
Cricetidae). Our goal in this study was to detect hantavirus infection in wild small mammals in
four different habitats and to assess the dynamics fluctuation, as well as ecological patterns in
its natural reservoirs associated with hantavirus infection in the northeastern region of Sao
Paulo State, Brazil. Captures were conducted during 13 months, from June 2008 to July 2009,
in four different environments: native vegetation of cerrado and semideciduous atlantic forest,
and in exotic vegetation of grassland (Brachiaria decumbes) and sugar cane (Saccharum
officinarum) at the counties of Batatais, Cajuru and Luis Antonio. Small mammals were live-
trapped in 2 grids of 100 Sherman’s traps each, placed at 10-m intervals, for 2—3 consecutive
nights. Grids were separated by at least 800 m to represent individual populations. At least 800
m from the grids a trap line were done with 100 Sherman’s, placed 5 to 10-m intervals, to
collect animals organs for viral isolation and carcasses for further morphological identification.
Captured animals were identified by morphological features, marked for recapture and had
blood collected by retro-orbital sinus. IgG antibodies to hantavirus were detected by indirect
ELISA using as antigen a N recombinant protein of Araraquara hantavirus. Tissue samples from
three wild rodents were used for viral isolation. During the study period 568 small mammals
were captured, with a trap success ratio of 4.8 %. The most abundant animals were
Sigmodontinae rodents as follow: Necromys lasiurus (212), Akodon sp (151), and Calomys tener
(103). There was a significant difference in abundance but not in diversity of species among
the habitats. Seropositivities in all captured animals were 6.3 %, and only Araraquara
hantavirus was detected. In grassland was noted even high abundance as seropositivities,
which may characterize this habitat as a risk factor for hantavirus infection in wild rodents and
humans. Seasonal preference was noted for abundance and hantavirus infection from April to
September, dry season. Regarding age there was a significant difference with more subadults
and adults rodents infected than young rodents. We also could detect a possible spillover of
Araraquara hantavirus from its natural reservoir N. lasiurus to C. tener and probably to A.
montensis or Rhipidomys sp. Thus, our results suggest that environmental degradation and loss
of biodiversity may be a risk factor for hantavirus infection in wild rodents Sigmodontinae and
it may be causing a spillover phenomenon in the study region.

Key-words:  Araraquara hantavirus, abundance, biodiversity, small mammals, rodents-
reservoir, spillover.
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1.1. Historico

A infeccdo por Hantavirus em seres humanos, de acordo com relatos
histdricos, parece ser mais antiga do que se conhece, embora seja considerada
emergente, desde o reconhecimento de seu patégeno ha aproximadamente 32 anos
(Lee et al 1978). Segundo Vapalahti et al (2003), ha 900 anos, os chineses descreviam
uma doencga similar a febre hemorragica com sindrome renal (FHSR). Entretanto, foi s6
no século passado que dois grandes surtos direcionaram os pesquisadores a
descoberta dos Hantavirus no Velho e Novo Mundo. O primeiro destes surtos ocorreu
de 1950 a 1953, durante a guerra da Coréia. Nesta ocasido, soldados norte-americanos
adoeceram com uma febre hemorragica, hoje reconhecida como a FHSR. O agente
etiolégico dessa doenca, portanto, permaneceu desconhecido até a deteccdo por Lee
et al (1976), em tecidos pulmonares de roedor silvestre Apodemus agrarius, capturado
préximo ao rio Hantaan, de antigenos especificos de um virus, posteriormente
reconhecido como o virus Hantaan (HTNV), que reagiam com soros de pacientes com
FHSR. Esta descoberta foi de grande importancia para o reconhecimento de doencas
similares @ FHSR por toda a Asia e também Europa, onde ocorria uma doenca
denominada Nefropatia Epidémica (NE) e que também foi associada a estes novos
virus, os Hantavirus. O outro surto aconteceu em 1993, no continente Americano,
guando foram detectados casos de grave pneumonia, com alta letalidade, na regido de
Four Corners nos Estados Unidos. Nesta ocasidao descobriram tratar-se da Sindrome
Pulmonar e Cardiovascular (SPCVH), uma doenca nova, causada por Hantavirus de

roedores silvestres americanos (Jonsson et al 2010, Vapalahti et al 2003).

Antes do reconhecimento da SPCVH, em 1984, descreveu-se um Hantavirus
nos Estados Unidos, o Prospect Hill. Entretanto, este, isolado de roedores Microtus
pennsylvanicus, ndo foi associado a infeccdo humana (Yanagihara et al 1987, Tsai et al
1985). Os avancos da biologia molecular e o conhecimento prévio do agente causador
da FHSR contribuiram para que, em 1993, fosse caracterizado, mais rapidamente, o
agente etiolégico da SPCVH. Foi o Hantavirus Sin Nombre (SNV) associado ao roedor-

hospedeiro Peromyscus maniculatus.

Ja foram descritos mais de 50 Hantavirus no mundo e destes 21 mostraram-

se causadores de doenca humana, FHSR no Velho Mundo ou SPCVH no Novo Mundo.
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Os Hantavirus conhecidos sdo associados a roedores hospedeiros ou a pequenos
mamiferos insetivoros, os musaranhos (ver Anexo lll) (Jonsson et al 2010, Olsson et al

2010).

No Brasil, assim que foi reconhecido o potencial dos Hantavirus de se
disseminarem pelo mundo iniciaram-se pesquisas sobre esses virus. Nos anos 80s,
buscas por roedores infectados tiveram inicio no Brasil e outros paises da América do
Sul. Capturas de roedores urbanos e peri-urbanos ocorreram em cidades portuarias e
na ocasido, descreveu-se o isolamento, realizado nos Estados Unidos, de um hantavirus
similar ao virus Seoul (SEOV) oriundo de um rato urbano, Rattus norvegicus, capturado
na cidade de Belém no Para (Le Duc et al 1985). Sabe-se que este virus nao relaciona-se
a FHSR ou SPCVH. Na mesma ocasido detectaram-se anticorpos contra HTNV em
roedores das cidades de Recife — PE, Belém — PA e S3o Paulo — SP. Entre 1986 e 1990
um estudo foi conduzido, no sul e sudeste brasileiro, pesquisando niveis de anticorpos
contra Hantavirus por ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando, como antigeno,
Hantavirus do Velho Mundo (HTNV, SEOV e Puumala - PUUV). Na ocasido, analisaram-
se 1063 soros de individuos que referiam contato com roedores urbanos, silvestres e
pequenos mamiferos, tendo sido observados anticorpos contra Hantavirus em 32
pessoas (lversson et al 1994). Em 1993, observou-se que casos suspeitos de
leptospirose na cidade de Recife — PE, apresentavam anticorpos para Hantavirus do
Velho Mundo (Hindrichsen et al 1993). Ainda, em 1993, seguindo-se a descricdo inicial
da SPCVH e dos Hantavirus americanos, diagnosticaram-se os trés primeiros casos
fatais da doenca no Brasil. Eram trés moradores de Juquitiba, SP, e esse novo
Hantavirus, foi denominado virus Juquitiba (JUQV) (Da Silva et al 1997, Vasconcelos et
al 1997). Johnson et al 1999, descreveram outros Hantavirus com base na amplificacdo
parcial de seus seguimentos genomicos por RT-PCR, a partir de materiais clinicos
encaminhados aos Estados Unidos para diagnéstico. Estes foram o virus Castelo dos
Sonhos (CASV) obtido de um paciente da vila de Castelo dos Sonhos-PA, atendido em
1995 e o virus Araraquara (ARAV) a partir de dois casos ocorridos em 1996 nos
municipios de Araraquara e Franca - SP. Dois casos fatais de SPCVH, em agricultores do
municipio de Guariba-SP, foram descritos em por Figueiredo et al (1999). Estes casos

foram diagnosticados por ELISA e por RT-PCR, tendo sido possivel implicar o ARAV
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como agente infectante. Contudo, somente em 2004, divulgou-se o reservatorio
natural de ARAV, com base em capturas de roedores silvestres no campo. Tratava-se do
roedor Necromys lasiurus da familia Cricetidae, subfamilia Sigmodontinae (Suzuki et al

2004).

Conhecem-se, até o momento, sete Hantavirus no Brasil, sendo cinco deles
associados a SPCVH: o virus Anajatuba (ANAV), ARAV, CASV, JUQV e o virus Laguna
Negra-simile (LNV) (Figura 1). Quanto ao ARAV, este ocorre nas regides de cerrado do
sudeste e planalto central brasileiro, sendo considerado o Hantavirus mais virulento do
Brasil e possivelmente do mundo, pois causa 50% de letalidade nos pacientes com

SPCVH (Figueiredo et al 2009a, Raboni et al 2009, Rosa 2008).

De 1993 até 2009, no Brasil, foram notificados 1195 casos de SPCVH no pais
com 40% de letalidade. Os estados do sul e sudeste juntos abrigam o maior nimero de
casos, 413 e 311 respectivamente. O estado de Minas Gerais apresentou o maior indice
de casos (194), seguido por Santa Catarina (187), Parand (166), Mato Grosso (136), Sdo
Paulo (117), Rio Grande do Sul (60), Distrito Federal (55), Para (45), Goias (31),
Maranh3o (9), Rio Grande do Norte (2) e Bahia (1) (Ministério da Saude, 2009).
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Hantavirus circulantes no Brasil e seus roedores hospedeiros:

Juguitiba —_—> Oligoryzomys nigripes
o
Araraquara —_ Necromys lasiurus
@
Anajatuba —>»  Oligoryzomysfornesi
o
Castelo dos —_— Oligoryzomys moojeni
Sonhos
@
Jabora S Akodon montensis
Holochilus sciures
Rio Mearim —
Laguna Negra-like ~—> Calomys laucha
o

Figura 1. Hantavirus descritos no Brasil e seus respectivos hospedeiros naturais. Na legenda, a
esquerda e no mapa, cada circulo refere-se a um Hantavirus e representam 10 casos de SPCVH
para hantavirus patogénicos e 10 roedores infectados para hantavirus ndo patogénicos. ®
Refere-se ao Hantavirus Juquitiba (JUQV) e seu roedor-reservatério Oligoryzomys nigripes. @
Hantavirus Araraquara (ARAV) associado ao reservatério natural Necromys lasiurus. ® virus
Anajatuba (ANJV) e seu reservatério Oligoryzomis fornesi. ® Hantavirus Castelo dos Sonhos
(CASV) associado ao O. moojeni. ~ Hantavirus Jabora (JABV) associado ao Akodon montensis e
nao relacionado com SPCVH. Rio Mearim (RIMEV) e seu reservatério o Holochilus sciures,
n3o associado a SPCVH. @ Virus Laguna Negra-simile (LNV) associado ao roedor Calomys
laucha (Raboni et al 2009, Figueiredo et al 2009a, Rosa et al 2008).

1.2. Caracteristicas morfoldgicas

Os Hantavirus compdem um género da familia Bunyaviridae. Sao virus
envelopados, pleomérficos de 80 a 120 nm de diametro, que possuem genoma de 11,8
Kb como os Hantavirus do Velho Mundo, por exemplo, o HTNV, e 12,3 Kb como os do
Novo Mundo, por exemplo, SNV. O genoma viral consiste de trés segmentos de RNA
com polaridade negativa designados: grande (L), médio (M) e pequeno (S). O segmento
L codifica a RNA polimerase dependente de RNA viral (RdRp), o segmento M, uma
glicoproteina amino-terminal (Gn), carboxi-terminal (Gc), bem como, uma proteina ndo
estrutural denominada NSm, e o segmento S, a proteina N do nucleocapsideo.

(Schmaljohn et al 2007) (Figura 2).
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(Gne Gc)
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Ribonucleocapsideos
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Bicamada lipidica

B 80-120 nm

Figura 2. Morfologia dos Bunyaviridae em A e B. A. Eletromicrografia fixada com
glutaraldeido, evidenciando particulas do Hantavirus Hantaan. As glicoproteinas do
envelope formam padrdao semelhante a vdrias grades juntas. As setas mostram ranhuras
produzidas, provavelmente, a conformacdo das ribonucleoproteinas virais. B. Os trés
segmentos gendmicos de RNA (S, M e L) encontram-se complexados com a
nucleoproteina N formando as ribonucleoproteinas virais. Estas ribonucleoproteinas
estdo contidas em um envelope de bicamada lipidica que contém as glicoproteinas
transmembrana Gn e Gc (Adaptado de Schmaljohn et al 2007).

1.3. Ciclo Replicativo

Os Hantavirus infectam células endoteliais, epiteliais, macréfagos, células
dendriticas foliculares e linfécitos apds ligacdo das glicoproteinas virais a receptores da
superficie celular (Mackow et al 2001) (Figura 3). Os receptores da superficie celular
sdo integrinas (Gavrilovskaya et al 1999a, 1999b, 1998). O uso de B3 integrinas é
proprio de Hantavirus patogénicos, causadores de FHSR e SPCVH, e o uso de B1
integrinas é préprio de Hantavirus ndo patogénicos (Larson et al 2005, Gavrilovskaya et
al 2001). Contudo, estes receptores parecem ndao serem os Unicos, visto que células
sem B3 integrina sdo permissivas a entrada de alguns Hantavirus (Mou et al 2006, Song
et al 2005). O pré-tratamento de células com anticorpos especificos para o fator
acelerador do decaimento (DAF/CD55) bloqueia a adsor¢do de Hantavirus do Velho
Mundo como o HTNV, sugerindo que CD55 possa ser um co-fator para a infecgdo

(Krautkramer et al 2008).

Os Hantavirus utilizam ambas as glicoproteinas, Gn e Gc, como ligantes as
células hospedeiras. Porém, Gc parece ser mais importante, visto que sua auséncia

impossibilita a infeccdo. Isso sugere que Gn, talvez, se ligue a um co-receptor,
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provavelmente CD55 e a adsorcao do virus a célula seja mediada, principalmente, por
Gc (Plassmeyer et al 2005). A entrada dos HTNV na célula foi demonstrada ser
mediada por proteina clatrina (Figura 3), seguida do direcionamento para o
endossoma primario e subseqiliente entrega a endossoma tardio ou lisossomas (Jin et
al 2002). Presume-se que a acidificacdo da vesicula endossomal promova mudanca
conformacional de Gn ou Gc, facilitando a fusdo do envelope viral a membrana
endossomal. Em seguida, o genoma viral envolto pela nucleoproteina (N), que o
protege da acao de RNases, seja liberado para o citoplasma da célula infectada
(Schmaljohn et al 2007). Uma vez presente, o genoma viral, no citoplasma, este sofre
acdo da polimerase de RNA viral, iniciando a transcricdo primdaria dos RNAs
mensageiros referentes aos segmentos S, M e L. Para tanto, é requerido um iniciador
presente nos RNAs mensageiros da célula, as sequéncias Cap. A polimerase de RNA
viral captura estas sequéncias Cap apds promover sua clivagem e as incorporam aos
seus proprios RNAs mensageiros. Isto resulta em RNAs mensageiros virais acrescidos
de 10 a 20 nucleotideos, os quais ndo sao encontrados no RNA molde viral
(Panganiban et al 2009, Mir et al 2008). Mecanismos controladores da polimerase de
RNA viral que permitem a mesma interromper a transcricao e comegar a replicagao do
RNA viral sdo pouco conhecidos. Entretanto, sabe-se que a sintese de N é requerida
para a replicacdo do genoma viral, bem como para o trafico intracelular das proteinas
e montagem do virion. Presume-se que N funcione como chaperona de RNA pelo
constante desenovelamento e enovelamento do RNA viral, facilitando a interacdo
deste com a polimerase de RNA (Jonsson et al 2001, Betenbaugh et al 1995). E sabido
gue N é a proteina mais sintetizada durante o processo replicativo viral e estudos
recentes, sugerem que ela interaja modulando a resposta imune do hospedeiro contra

a infeccdo (Taylor 2009).

A traducdo de transcritos dos segmentos S e L ocorre em agrupamentos
polirribossomais livres no citoplasma, enquanto que os transcritos do segmento M,
acontecem em ribossomos associados a membrana do reticulo endoplasmatico (RER)
(Figura 3). A NSm é sintezada e liberada no citoplasma sendo importada para o nucleo,
onde ira atuar, principalmente, inibindo fatores de transcricdo para os genes do tipo

interferon. Os precursores das glicoproteinas sdo processados proteoliticamente em
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Gn e Gc durante o transporte no RER (Ramanathan et al 2008, 2007). Ainda no RER as
glicoproteinas sao glicosiladas e transportadas ao complexo de Golgi onde dois
processos sao descritos. Para os Hantavirus do Velho Mundo, a montagem viral
acontece diretamente no complexo de Golgi. Para os Hantavirus do Novo Mundo, as
glicoproteinas sao ancoradas na superficie da membrana plasmatica da célula
infectada onde ocorreria a montagem e saida das novas particulas virais mediadas por

microfilamentos de actina (Ravkov et al 2001, 1998, 1997).
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Figura 3. Ciclo de replicacdo dos Hantavirus. (1) Inicia-se o processo, com a ligacdo dos
receptores P integrinas e co-receptores CD55 as glicoproteinas Gc e Gn
respectivamente; (2) a entrada viral depende de clatrina, formando-se o endossoma
primdrio que ao ser acidificado (pH 5) como endossoma tardio permite a fusdo do
envelope viral a membrana endossOmica com internalizagdo e desnudamento do
genoma no citoplasma; (3) ocorre captura de sequéncias Cap dos RNAs mensageiros
celulares pela polimerase de RNA formando-se os RNAs mensageiros virais; (4) a
tradugdao dos transcritos dos segmentos S e L ocorre em agrupamentos
polirribossomais no citosol e a dos transcritos de segmento M, Gn e Gc, em ribossomos
associados ao RER; (5) a replicacdo do genoma viral é dependente da sintese de N que
emite sinal para a polimerase de RNA viral mudar da sintese de RNAs mensageiros a de
RNAs complentares e sintese dos genomas da progénie; (6) a montagem das novas
particulas virais acontece no complexo de Golgi para Hantavirus do Velho Mundo e na,
membrana plasmatica contendo glicoproteinas previamente ancoradas, para os
Hantavirus do Novo Mundo; (7) saida das novas particulas mediado por
microfilamentos de actina (adaptado de Jonsson et al 2010).
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1.4. Imunopatogénese

Os Hantavirus sdao disseminados por aerossodis de excretas de pequenos
mamiferos e a principal via de transmissao ao homem ocorre pela inalagdo de
particulas pelo trato respiratério, ou contato direto de sangue ou saliva de animais
infectados com uma mucosa ou ferimento. Entretanto, a transmissdao homem a homem

foi descrita na Argentina e no Chile (Machado et al 2009, Schonrich et al 2008).

O periodo de incubacdo da SPCVH varia de 3 a 33 dias, em média 14 a 17
dias. A doenga caracteriza-se por pneumonia intersticial que evolui com
extravasamento capilar e edema pulmonar, resultando em insuficiéncia respiratoria. A
dispnéia leva o paciente a procurar assisténcia médica, tipicamente, entre o terceiro e
o quarto dia de doenca. Este quadro é agravado com o choque cardiogénico que
costuma acompanhar o acometimento pulmonar (Borges et al 2008b, 2007, 2006). Os
pacientes costumam apresentar quadro clinico muito grave e freqlientemente,
necessitam internacdo em unidade de terapia intensiva. Observam-se no hemograma
de pacientes com SPCVH a hemoconcentragao, resultante do extravasamento capilar, a
plaguetopenia e uma linfomonocitose com predominio de células mondcito-similes.
Exames radiolégicos de térax destes pacientes costumam exibir infiltrados intersticiais
bilaterais difusos que progridem rapidamente para consolidacbes alveolares
paralelamente a piora do quadro clinico. O 6bito ocorre em, aproximadamente, 40%

dos casos, sobretudo, em decorréncia de choque cardiogénico (Saggioro et al 2007).

O quadro clinico pulmonar associado a hemoconcentracdo e, em alguns
casos, a presenca de derrames pleurais, sugere que a SPCVH produza uma sindrome de
extravasamento capilar especifica do leito vascular pulmonar acometendo intersticio e
alvéolos. As células endoteliais ndo sdo lisadas pelos Hantavirus, embora células do
sistema imune sejam recrutadas para o endotélio infectado (Borges et al 2008b).
Verificou-se um predominio de macréfagos produtores de TNF-a no intersticio
miocérdico de casos fatais por SPCVH e um importante afluxo de linfécitos T CD8"
ativados. O grande numero de células natural killers (NK) encontradas no miocardio de
pacientes com SPCVH, caracterizam uma miocardite (Borges et al 2008, Saggioro et al
2007). Finalmente, analisando sangue periférico de pacientes com SPCVH, por

citometria de fluxo, observou-se uma predomindncia de linfécitos T CD8" virus-
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especificos, que expressam CD38*. O excesso de TNF-a, IFN-gamma e IL-6 produzido
por estas células T ativadas é, provavelmente, critico na patogénese da SPCVH, levando
a faléncia respiratdria conseqliente ao extravasamento capilar em leito vascular
pulmonar. Desta forma, a gravidade da doenca pode ser conseqiiéncia de uma intensa
resposta de células T CD8" e Thy nos pulmdes (Borges et al 2008a, 2007, 2006).
Observou-se que citocinas proé-inflamatérias IL-13 e IL-6 desempenham papel
importante na gravidade da SPCVH, podendo assim, sugerir, talvez, um possivel
envolvimento de células do padrdao Th;; (Borges et al 2008a). Observou-se
envolvimento tanto de células ligada a resposta imune tipo Th; como a Th; e é possivel
que as citocinas secretadas pelas células Th; estejam associadas a um mau progndstico
da doenga. Observou-se nos casos de SPCVH uma redugao da citocina TGF-, sugerindo
atividade de células T reguladoras deficientes e, portanto, um processo inflamatério
fora de controle e com tempestade de citocinas (Borges et al 2008a). Recentemente,
observou-se que o alelo TNF-308G/A, associado a aumentada producdo de TNF-qa, é
mais freqliente em casos fatais da SPCVH (Borges et al 2010). Portanto, a pneumonite
intersticial, o edema pulmonar e o choque cardiogénico, que caracterizam a SPCVH,
ocorrem, principalmente, por ativacao exacerbada da resposta imune, especialmente
desencadeada por linfécitos Th;, T CD8" e macréfagos e suas citocinas inflamatdrias.
Embora as células endoteliais, alvos da infeccdo viral, produzam uma resposta antiviral
de interferon, muitos Hantavirus podem inibir ou retardar ativamente tais respostas
provavelmente através da NSm, codificada pelo segmento M. Além disso, os Hantavirus
exercem efeito inibidor sobre receptores celulares responsaveis pela manutenc¢do da
integridade capilar. E inversamente, anticorpos neutralizantes contra Hantavirus
parecem exercer efeito protetor contra as formas graves da doenca (Tischler et al 2008,

Figueiredo 2006, 2004, Figueiredo et al 2001).

Em seus reservatérios naturais, os Hantavirus ndo costumam causar
gualquer doenca aparente, porém observou-se que alguns roedores finlandeses
infectados com PUUV tinham dificuldade em sobreviver ao inverno rigoroso (Kallio et al
2007). Roedores Peromyscus maniculatus machos infectados com o SNV apresentam
menor taxa de reproducdo (Calisher et al 2005). Nos roedores, observaram-se células T

reguladoras que desempenhariam papel limitador da extensdo e gravidade da infecgdo
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nos animais-reservatorio. As células T reguladoras, explicariam a infeccdo persistente
nesses animais, uma vez que linfécitos efetores, capazes de eliminar virus e relacionar-
se a respostas imunes exacerbadas e doenca grave, estariam sob controle das T
reguladoras. Citocinas pré-inflamatérias como IL-18, TNF-a e NOS 2 mostraram-se
reduzidas durante a infec¢ao pulmonar de roedores silvestres. A produgao de citocinas
anti-virais como interferons parecem estar sendo inibidas pela NSm, proteina nao

estrutural codificada pelo segmento M (Easterbrook et al 2008, Schountz et al 2007).

1.5. Diagnéstico Laboratorial

O diagndstico da infecgdo por Hantavirus nos soros de pacientes suspeitos
é realizado, principalmente, na deteccdo de anticorpos IgM e IgG contra o virus,
utilizando ensaio imunoenzimatico (ELISA). No Centro de Pesquisa em Virologia FMRP-
USP, utiliza-se como antigeno do ELISA a proteina N recombinante de ARAV e o teste é
realizado segundo Figueiredo et al (2009b, 2008). Para confirmacdo da infeccdo, podem
ser utilizados testes de imunofluorescéncia indireta (IFA) em células de rim de macaco
verde africano (VERO E-6) infectadas, testes de neutralizacdo por reducdo de placa
(PRNT) ou Western Blot (WB) (Machado et al 2009, Figueiredo et al 2006, 2004, 2001,
Padula et al 2000). Os anticorpos da classe IgM contra Hantavirus costumam aparecer
desde o primeiro dia de doenca e podem ser detectados até cerca de sessenta dias
apos a infeccdo. Quando ndo é possivel definir o diagndéstico pela sorologia, em
amostra Unica, detectando IgM, recomenda-se a coleta de uma segunda amostra, com
intervalo de duas semanas apdés a coleta da primeira. Neste caso, havendo
soroconversao de anticorpos, IgM ou IgG, esta amostra é considerada positiva (Rosa

2008).

Ainda, para diagndstico das infec¢cdes por Hantavirus, faz-se a deteccdo do
genoma viral por técnica de transcricao reversa seguida da rea¢cdao em cadeia mediada
pela polimerase (RT-PCR) utilizando iniciadores (primers) adequados que amplificam os
genes da nucleoproteina ou das glicoproteinas Gn e Gc. Esta técnica tem possibilitado a
caracterizacdo genética dos Hantavirus através do seqlienciamento nucleotidico dos
produtos amplificados (amplicons) (Rosa 2008, Moreli et al 2004, Nichol et al 1993). A

RT-PCR, além de ser mais especifica que as técnicas soroldgicas de ELISA e outras, é
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também mais rdpida. Contudo, seu sucesso esta associado a coleta precoce da

amostra, nos primeiros 10 dias de doenca e a preserva¢dao da mesma, a -70°C.

O isolamento viral em culturas de células VERO-E6 é uma técnica que toma
cerca de 4 meses e é muito laboriosa, requerendo pessoal treinado, pois deve ser
realizada em laboratério de seguranca nivel 3 (NBS-3). Portanto, o isolamento viral ndo
se mostra adequado ao diagndstico rotineiro das infecgdes por Hantavirus (Machado et

al 2009).

Por ser a SPCVH uma doenca grave e de alta letalidade, existe preméncia de
um diagndstico rapido e testes tém sido elaborados neste sentido. A maioria dos testes
rdpidos baseia-se na detec¢do de anticorpos contra a proteina N de Hantavirus por
imunocromatografia. Figueiredo et al 2009° avaliaram a eficicia de um teste rapido
(Nanocore, Brasil) utilizando a proteina recombinante N de ARAV. Estes resultados
foram encorajadores, visto que detectaram anticorpos IgM e 1gG em pacientes com
SPCVH, em 10 a 15 minutos, com alta sensibilidade e especificidade (Machado et al

2009).

Em roedores, que sofrem infeccao persistente por Hantavirus, sdo utilizados
no diagndstico destas infecgdes, principalmente, o ELISA indireto ou IFA para detecgao
de 1gG contra proteina N viral. Também utiliza-se a RT-PCR, que ultimamente, vem
sendo otimizada para a metodologia em tempo real, permitindo com rapidez,
sensibilidade e especificidade, conhecer a carga viral. Porém, para esta técnica, é
necessario conservar a -70 °C, os materiais clinicos de origem humana e de roedores

(Korva et al 2009, Vaheri et al 2008, Araujo et al 2008).

1.6. Roedores-reservatoério naturais de Hantavirus americanos

Na América do Sul, Hantavirus sdo causas de zoonoses de roedores da
familia Cricetidae, subfamilia Sigmodontinae. Existe grande diversidade entre os
Sigmodontinae, com aproximadamente 540 espécies e 84 géneros distribuidos pelo
Continente Americano (Figura 4) (Jonsson et al 2010, D’Elia et al 2008, 2007). Isso faz
desta subfamilia a mais diversa dentre os mamiferos do Novo Mundo e a segunda em

escala mundial, perdendo apenas para os roedores do Velho Mundo, da subfamilia
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Muringe (D’Elia et al 2007). A diversidade de espécies entre os géneros de
Sigmodontinae é irregular, sendo que Akodon e Thamasomys apresentam mais de 40
espécies descritas (D’Elia 2003a). Trata-se de um desafio estudar a dinamica destes
roedores, quando novas espécies sdo constantemente descritas, como uma de Juliomys
descrita na Floresta Atlantica do Paraguai (De La Sancha et al, 2009), e porque estdo
ocorrendo constantes mudangas nos ecossistemas causadas pelo homem. Tais
mudancas favorecem uma competicdo interespécies com uma das competidoras
sobressaindo. Portanto, para estudar a dinamica desses roedores silvestres é preciso
estabelecer padrdes definidos com marcadores para captura e recaptura (Lima et al
1999, Mills et al 1997). Ainda, flutuagdes na densidade populacional de roedores sao
dependentes do clima e habitat dos animais (Ghizoni et al 2005, Lima et al 1999).
Finalmente, em 2008, detectaram-se por PCR em tempo real, genoma de Hantavirus
em tecidos de morcegos e marsupiais da cidade de Biritiba Mirim-SP (Araujo et al
2008). Entretanto, esse é o Unico relato detectando Hantavirus em pequenos

mamiferos nao Sigmodontinae, na América do Sul.

1.6.1. Histdria evolutiva

Fosseis encontrados na América do Norte sugerem que os Sigmodontinae
da América do Norte e do Sul teriam se originado de um Unico ancestral comum, o
Copemys, género de roedores da América do Norte ha 25 milhGes de anos (Baskin
1978). Cinco géneros neotropicais de Sigmodontinae foram observados no Arizona-
USA, embora trés deles, ainda, possam ser encontrados: Calomys, Sigmodon e
Oryzomys. QOutros fosseis de roedores neotropicais ndo tém sido encontrados na
América do Norte (Baskin 1989). Quanto a América do Sul, os primeiros fésseis de
Sigmodontinae (Auliscomys e Necromys), datam aproximadamente de trés milhdes de
anos (D’Elia 2003b, Reig 1987). Seguem-se os géneros Akodon, Graomys e Reithrodon,
com 2,5 milhdes de anos. Portanto, com base em fdésseis encontrados, ndo se sabe ao
certo como formou-se a grande especiacdo da fauna Sigmodontinae encontrada
atualmente (Stepan 1995). Dentre os aspectos que permanecem obscuros quanto a
histéria natural dos Sigmodontinae, desconhece-se regido geografica de origem e

guando linhagens destes roedores teriam invadido a América do Sul. Sabe-se que o
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ancestral dos Sigmodontinae viveu na América do Norte e Central. Entretanto, estes
roedores poderiam ter migrado da América do Sul para a Central e a do Norte. Estima-
se que os Sigmodontinae estejam na América do Sul hd ~ 20 milhGes de anos, porém

este é um tema em debate (D’Elia 2003a).

1.6.2. Distribuicao

Os Sigmodontinae sao um grupo de roedores do Novo Mundo. Atualmente,
eles habitam desde a Tierra del Fuego na América do Sul até os Estados Unidos na
America do Norte (Figura 4). Eles estdo presentes em algumas ilhas, adjacentes ao
continente ou oceanicas, como as do Arquipélago de Galapagos e as de Fernando de
Noronha. A maioria dos Sigmodontinae, 61 dos 84 géneros, existentes encontra-se no
continente Sul Americano, com o Brasil abrigando 46 dos 61 géneros existentes no

continente Sul Americano (Bonvicino et al 2008, Reis et al 2006, D’Elia 2003a).
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Sigmodontines

Figura 4. Distribuicdao geografica da subfamilia Sigmodontinae representada em cor
verde no mapa (Adaptado de D’Elia 2003a).

Trés géneros de Sigmodontinae habitam as trés Américas: Oligoryzomys,
Sigmodon e Oryzomys, este ultimo ndao presente no Brasil (Weksler et al 2006).
Nesoryzomys ocorrem nas ilhas Galdpagos. Também, sabe-se de géneros
presumivelmente extintos, como os Megalomys, Megaoryzomys, e Noronhomys que
ocorriam nas ilhas Antilhas, Galdpagos e Fernando de Noronha, respectivamente.
Quanto aos Rhagomys, pensava-se que ocorressem apenas na costa do estado do Rio
de Janeiro, habitando fragmentos de Mata Atlantica, contudo, surgiram relatos destes

roedores nos Andes peruanos e recentemente, na Bolivia (Villalpando et al 2006, Luna
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et al 2003). O género Necromys possui nove espécies, dentre elas o N. Lasiurus, que é
amplamente distribuido, principalmente no Brasil, ocorrendo desde o leste do estado
do Para até o norte do Rio Grande do Sul e sudoeste de Rond6nia. No norte do Brasil

ha indicios de que ali ocorra o N. urichi (Figura 5) (Bonvicino et al 2008, Musser et al

2005).

N. lasiurus

Figura 5. Foto de Necromys lasiurus e distribuicdao geografica de N. lasiurus e N. urichi.
A. N. lasiurus caracteriza-se pelo tamanho médio, cauda menor que o corpo, pelagem
do dorso de castanho-amarelada a castanho-acinzentada, com limite pouco definido
com o ventre que é branco-acizentado. Nota-se também um anel periocular mais claro,
em ambos os olhos, que pode ser muito ténue em algumas espécies. A parte superior
das patas é geralmente escura com garras parcialmente cobertas de pélos claros. Trata-
se de roedor de habito terrestre ocupando principalmente ambientes abertos. B. O N.
lasiurus distribui-se pelos estados do Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Rio de Janeiro, S3o Paulo, Parana,
Santa Catarina, norte do Rio Grande do Sul, sudoeste de Ronddnia, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goias, Tocantins e Minas Gerais. Quanto ao N. urichi, este encontra-se,
provavelmente, no norte do Brasil (Adaptado de Bonvicino et al 2008, Musser et al
2005).

1.6.3. Caracteristicas fisicas dos Sigmodontinae

Embora sejam roedores com caracteristicas tipicas, como os camundongos
e ratos, os Sigmodontinae divergem muito quanto a caracteristicas fisicas. Sdo, em
geral, de tamanho pequeno, quando comparados aos de outras subfamilias de

roedores, variando de 12 a 400 gramas. O espécime de maior porte dentre os
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Sigmodontinae, Kunsia tomentosus, nao ultrapassa 300 mm de comprimento total. A
orelha destes roedores varia de ausente ou quase reduzida como, por exemplo, em
Blarinomys breviceps (8 a 10 mm), a moderada como em N. lasiurus (Figura 5) e
Akodon montensis (12 a 20 mm), e grande como em K. tomentosus e Scapteromys
tumidus (21 a 32 mm) (Bonvicino et al 2008, Musser et al 2005, Matson et al 1977). A
cauda destes roedores depende do tipo de comportamento de cada espécie. Em geral,
é anelada com terminacdes pontiagudas e pouco pélo. Em Rhipidomys, roedores de
comportamento arboricola e escalador, a cauda é maior que o corpo, assim como em
Oligoryzomys nigripes. Em roedores terrestres como os Necromys, Akodon e Calomys, a
cauda é menor ou do tamanho do corpo (Bonvicino et al 2008). As patas dependem do
tipo de comportamento dos roedores. Arboricolas possuem patas grandes e fortes.
Semi-aqudticos possuem pata grande com membranas interdigitais, e os terrestres e
fossoriais (adaptados a cavar) geralmente, possuem patas que nao ultrapassam 37 mm,
na idade adulta, com garras salientes sendo maiores nos fossoriais. Como em toda
ordem Rodentia, os incisivos sdao encontrados no maxilar superior e inferior e nunca
presentes os caninos e pré-molares. O numero total de dentes é dezesseis. Faz excecao
o Neusticomys oyapocki que possui dois molares no maxilar inferior e superior.
Observa-se grande variacdo quanto ao tamanho dos molares, morfologia e nimero de
raizes. Sigmodontinae que se alimentam de animais, sementes, frutas ou fungos
possuem coroa molar baixa e distinta daquela presente nos que se alimentam de
vegetacdo abrasiva como pastos e cana-de-acucar (D’Elia 2003a, Luna et al 2003, Reig

1987).

1.6.4. Habitat, comportamento e dieta dos Sigmodontinae

Sigmodontinae habitam praticamente todos os ecossistemas do continente
Americano, incluindo desertos, florestas equatoriais e tropicais, pantanos, cerrados,
campos de altitude, salinas e caatinga. Em sua maioria sdo terrestres como, por
exemplo, Akodon sp, Necromys sp, Calomys sp, Oligoryzomys sp, Juliomys sp (De la
Sancha et al 2009, D’Elia et al 2008, D’Elia 2003b). Porém, existem alguns
semifossoriais, como Blarinomys breviceps, Oxymicterus judex e Juscelinomys sp

(Gongalves et al 2004, Emmons 1999, Matson et al 1977), arboricolas como Rhipidomys
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sp, Oecomys sp, Phaenomys sp, e Rhagomys sp (Luna et al 2003) e semi-aquaticos
como Scapteromys tumidus, Nectomys squamipes (Ernest et al 1986). Algumas espécies
semi-aquaticas habitam florestas como, Nectomys squamipes. Outros semi-aquaticos
habitam vegetagBes rasteiras e cerrados como Scapteromys tumidus. Alguns
Sigmodontinae possuem mais de um habitat. O Akodon azarae, A. montensis e o
Necromys lasiurus vivem em diferentes tipos de ambientes abertos: pantanal umido e
seco, nos pampas, e sistemas agricolas de cana-de-acucar e braquiaria (Bonvicino et al
2008, D’Elia 2003°). Enquanto alguns Sigmodontinae s3o altamente sensiveis a
destruicdo de seu habitat, outros se adaptam a esta situacdo. E o caso do A. azarae, A.
montensis, N. lasiurus, Calomys tener e algumas espécies de Oligoryzomys. Ainda,
alguns Sigmodontinae vivem como comensais dos seres humanos. Este é o caso do A.

Reigi, que tem sido coletado em casas rurais no Uruguai (D’Elia 2003a).

Os Sigmodontinae possuem comportamento noturno, contudo, algumas
espécies semi-aqudaticas, como Holochilus sciureus tém habito diurno. Ainda, espécies
semi-aqudticas de Scapteromys sp, Nectomys sp, Oryzomys sp, Holochilus sp,
Amphinectomys sp e Lundomys sp sao excelentes nadadores e mergulhadores,
podendo escapar de predadores e explorar estes ambientes em busca de alimento. Em
geral, os Sigmodontinae fazem seus ninhos com 10 a 15 cm de largura e profundidade
de 30 cm, podendo ser mais profundos no caso dos fossoriais e semifossoriais. Menos
comum, sdo ninhos entre pedras e em raizes de arvores. Alguns, de habito semi-
aquatico, fazem seus ninhos préximos a dgua. Arboricolas, como Thomasomys aureus e
espécies de Oecomys e Rhipidomys, constroem seus ninhos em arvores, podendo até
utilizar ninhos de pdssaros. Os Sigmodontinae machos tém hébito de andar em torno
de seus ninhos, podendo chegar a dois hectares (D’Elia 2003a, 2003b). Contudo,
estudos de ecologia mostraram que Sigmodontinage terrestres tem sazonalidade e
dispersdo, principalmente no outono como é o caso de espécies de Akodon (Cook et al
2001, Ernest et al 1986). Pouco se sabe sobre a comunicacdo entre os Sigmodontinae.
Porém, é conhecido que a dominadncia é comunicada por estes roedores,
principalmente, pelo odor das excretas, fezes e urina e que espécies semi-aquaticas,
particularmente Nectomys squamipes, emitem sons de alta freqiiéncia (D’Elia 2003a,

Ernest et al 1986).
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O conhecimento sobre a dieta dos Sigmodontinae baseia-se,
principalmente, em andlises do conteddo estomacal desses animais. Como esperado de
roedores tdo diversos, os mesmos possuem, também, dietas variadas. Alguns sdo
onivoros, podendo, a depender da disponibilidade, se alimentar tanto de tecidos
vegetais como de tecidos animais. Espécies de habito terrestre, em sua maioria, sao
granivoros. Arboricolas e semi-fossoriais costumam ser frugivoros e carnivoros
respectivamente (Figura 6) (D’Elia 2003a). A dieta mais estudada foi a do roedor semi-
aquatico Nectomys squamipes, que se alimenta de insetos e pequenos animais com até

20 cm e também, de pequenos peixes (Ernest et al 1986).

Figura 6. Dieta de roedores Sigmodontinae. A. Dieta de um roedor carnivoro. Observa-
se o roedor norte americano Onychomys leucogaster se alimentando de um rato de
bolso (Perognathus longimembris) que ele mesmo matou. Trata-se do Unico roedor
carnivoro norte- americano. B. Dieta de um roedor insetivoro. Reithrodontomys
sumichrasti ¢ um predador natural da borboleta monarca Danaus plexippus (Adaptado
de D’Elia 2003a).

1.6.5. Ciclo reprodutivo dos Sigmodontinae

Os Sigmodontinae sao, em geral, de vida curta. Atingem a maturidade na
mesma estacdo de nascimento. Vivem por nove meses e chegam a maturidade sexual
em 45 dias. A média do niumero de embriGes destes animais é de 4,5. InformacGes
sobre a reproducdo dos Sigmodontinae vém, principalmente, da analise de espécimes

capturados, onde sdo avaliadas as medidas externas, posicdo dos testiculos, membrana
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na vagina e do numero de embrides. Desta forma, inferéncias no tocante a
sazonalidade da atividade reprodutiva e tamanho da prole puderam ser realizadas
(D’Elia 2003a). Espécies de Zygodontomys se reproduzem continuamente, mesmo em
locais com estagées bem definidas (seca e chuvosa). Outras espécies respeitam a
sazonalidade, reproduzindo-se, principalmente, na primavera e verdo. Em espécies do
género Calomys os padrées de comportamento de cédpula foram bem descritos. Tanto
machos como fémeas tém comportamento agressivo no momento de cépula e os
machos, em sua maioria, ndo sao monogamicos (Lassere et al 2000, Laconi et al 1998).
Na espécie A. azarae cromossomas sexuais XY ocorrem em 30 a 60 % das fémeas
férteis. Nestes casos, apesar de presente, ocorre expressao deficiente do cromossomo

Y, resultando no desenvolvimento de ovarios em vez de testiculos (D’Elia 2003a).

Um aspecto marcante na dindmica populacional dos Sigmodontinae sao os
freqlientes surtos que tornam suas popula¢des abundantes em curto espaco de tempo.
Esse fendmeno é denominado ratada. As ratadas envolvem, geralmente, o crescimento
de quatro espécies, com sobreposi¢cdo dos nichos ecoldgicos das espécies envolvidas. O
fendbmeno ocorre por desequilibrio ecoldgico causado pelo homem, ou é decorrente de
fendmenos climaticos naturais como o El nifio. Ainda, sabe-se que a introducdo tanto
de animais como de vegetacGes exdticas em uma determinada regido, leva a extingdo
de espécies de roedores, como relatado por Mann (1945), ou ao fenémeno de ratadas

(Lima et al 1999).

1.7. Importancia dos Sigmodontinae para o homem

Sigmodontinae sdo roedores de grande importancia para o homem. Sabe-
se que muitas espécies desta subfamilia desempenham importante papel em seus
ecossistemas naturais. Algumas sdo importantes na dispersdao de sementes, e ainda
servem como fonte alimentar para animais vertebrados carnivoros, como corujas e
cobras. As espécies terrestres Necromys sp, Akodon sp, e Calomys sp sdo verdadeiras
pragas em sistemas agricolas, pois eles quebram as sementes inviabilizando a
germinacdo, podendo comer até 2 kg de comida por ano. N. Lasiurus, Sigmodon
hispidus e Zygodontomys brevicauda, sao pragas da plantacdo de cana-de-aglcar

(D’Elia 2003a). Também, varios destes animais sdo reservatérios naturais de agentes
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etiolégicos de varias doencgas na América do Sul. Este é o caso dos Oligoryzomys sp,
Necromys lasiurus, Calomys laucha, Akodon azarae e o rato de algodao Sigmodon
alstoni, reservatorios naturais de Hantavirus. De forma similar, Calomys musculinus e o
rato da cana Z brevicauda sdo, respectivamente, hospedeiros dos Arenavirus Junin, na
Argentina, e Guanarito na Venezuela. Os roedores O. nigripes, A. montensis, Thaptomys
nigrita, Euryoryzomys russatus (Weksler et al 2006), abrigam ectoparasitas que, por sua
vez, sdo reservatérios do agente etiolégico da doenca de Lyme: Borrelia burgdorferi

(Salked et al 2010, Figueiredo et al 2009, Suzuki et al 2004, Chiappero 2003).

Diante disso, acredita-se que a emergéncia da hantavirose na regido
Nordeste do Estado de Sdo Paulo, fato detectado nos ultimos 12 anos, se deva,
principalmente, a degradacdo ambiental intensa para a monocultura de campi
braquidria (Brachiaria decumbens) e cana de acgucar (Saccharum officinarum), ambas
vegetacGes exdticas a regido. Tal degradacdo estaria afugentando animais, como
algumas espécies de roedores, de seu ambiente natural, bem como os seus predadores
e incentivando o aumento populacional de espécies de roedores oportunistas. Estes
roedores silvestres procuram alimento e abrigo em paidis, armazéns, silos ou outros
lugares criados pelo homem. E assim, o homem fica sujeito a zoonoses transmitidas
por estes animais (Figueiredo et al 2003, Kotchetkoff-Henriques 2003). Na regido de
Ribeirao Preto, o ARAV, associado a Necromys lasiurus e possivelmente a Calomys tener
e Akodon sp, tem causado grande numero de casos de SPCVH, com 50 % de letalidade
(Figueiredo et al 2009a, 2003). Portanto, para conhecer a epidemiologia e lograr o
controle da hantavirose faz-se importante entender a ecologia dos roedores-
reservatorio destes virus (De Sousa et al 2008, Suzuki et al 2004). Estudos visando a
este entendimento devem, primeiramente, buscar conhecer as variagdes populacionais
destes roedores e estabelecer padrées como, idade e género dos roedores bem como

seus habitats (Lima et al 1999).

Esta Dissertacdo de Mestrado tem como base a captura de roedores no
campo, em quatro ambientes diferentes, visando a um estudo de sua populacdo, a
deteccdo viral e isolamento de Hantavirus. Os locais de campo selecionados para o
estudo mostraram previamente uma abundante populacdo de roedores-reservatério,

inclusive, com animais comprovadamente infectados por Hantavirus sendo adequados
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para estudos sobre a epidemiologia da hantavirose (Figueiredo et al 2010, De Sousa et

al 2008).
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2.1. Objetivo Geral

Detectar a infeccdo por Hantavirus em pequenos mamiferos silvestres
vivendo em quatro ambientes distintos e avaliar a dinamica populacional de possiveis
animais-reservatério considerando a ecologia dos animais, a idade, o género (sexo), e
verificar a influéncia destes parametros na infec¢ao por Hantavirus na regidao Nordeste

do Estado de Sao Paulo, Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

Capturar pequenos mamiferos, possiveis animais-reservatério de
Hantavirus, em quatro ambientes: com areas nativas de cerrado e floresta
semidecidual atlantica e com dreas de vegetagdo modificada para cultivo do capim

braquiaria e da cana de agucar.

Determinar nos animais capturados, espécie, idade e género visando

relacionar estes parametros com infeccdo por Hantavirus.

Identificar as espécies de pequenos mamiferos capturados segundo
aspectos morfoldgicos, caracteres externos, e genéticos, baseado no gene

mitocondrial do citocromo b.

Avaliar a diversidade ecolégica de pequenos mamiferos nos diferentes
ambientes estudados considerando quantidade de espécies e numero de animais

capturados.

Detectar infec¢do por Hantavirus em pequenos mamiferos, por sorologia,

RT-PCR e isolamento viral.

Avaliar a freqiéncia da infeccdo por Hantavirus nos animais capturados
segundo a sazonalidade das capturas, considerando aquelas ocorridas na estacao seca,

gue compreende os meses de abril a setembro e na chuvosa, de outubro a marco.
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3.1. Atividades de campo

Como parte deste trabalho realizou-se captura, manuseio e processamento
de pequenos mamiferos silvestres. Para tanto, todos os procedimentos basearam-se
nas diretrizes e normas de seguranca preconizadas por Mills et al (1995) e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo (FMRP — USP) n? 115/2008,
bem como, pelo IBAMA, (protocolo nimero 02027.008732/08-97), renovagdo do
original 0115/07) (ver Anexo | e Il).

3.1.1. Locais de Estudo

As capturas de pequenos mamiferos foram realizadas na regiao de Ribeirdo
Preto, SP, de junho de 2008 a julho de 2009 (ver Figura 7). Foram escolhidos quatro
ambientes de estudo, com diferentes caracteristicas paisagisticas e, portanto,
diferentes habitats de roedores, nos Municipios de Luis Antonio, Cajuru e Batatais.
Também, as capturas compreenderam coletas em duas épocas do ano, incluindo a
estacdo seca, que compreende os meses de abril a setembro e a chuvosa, nos meses

de outubro a margo (Kotchetkoff-Henriques 2003).

O Municipio de Luis Anténio (21° 33' Sul e 47° 42' Oeste, 675 m) possui area
de 597,6 Km? e uma populagdo estimada de 7.837 habitantes. Ali se localiza a reserva
ecoldgica de Jatai, da Secretaria de Agricultura do Estado de S3o Paulo, com extensa
vegetacdo natural caracterizada por formacdes de cerrado descontinuas a floresta
semidecidual atlantica tropical (mata semidecidua) predominante. Aspectos de
interesse sobre este local de captura sdo exibidos nas Figuras 7 e 8 (IBGE 2000,

Talamoni et al 2000).

O Municipio de Cajuru (21° 16' Sul e 47° 18' QOeste, 775 m) tem uma
populacdo estimada de 21.917 habitantes, em 660,687 km?. Possui vegetacdo com
formacdo caracteristica de Cerrado e ali existem fazendas de plantio para coleta de
sementes do capim braquidria (Brachiaria decumbens). Aspectos de interesse sobre

este local de captura sdo exibidos nas Figuras 7 e 8 (IBGE 2000).
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O Municipio de Batatais (20° 53' Sul e 47° 35' Oeste, 862 m) possui area de
850,7 km? e uma populagdo estimada de 53.525 habitantes. Em Batatais a vegetacdo
natural predominante é de Cerrado, com extensas areas plantadas com cana de agucar
(Saccharum officinarum) e braquiaria. Aspectos de interesse sobre este local de captura

sdo exibidos nas Figuras 7 e 8 (IBGE 2000).
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Figura 7. Mapa localizando os sitios de captura dos pequenos mamiferos nos
municipios da regidao Nordeste do Estado de Sdo Paulo, Brasil, microrregido de Ribeirdo
Preto. No Municipio de Cajuru, a vegetacao do sitio de captura foi modificada para
monocultura do capim braquidria; coordenadas dos sitios de captura: Caj 1: -47,352 e -
21,274; Caj 2: -47,353 e -21,275. No Municipio de Batatais, havia 3 sitios de captura,
um deles apresentando vegetacdo nativa de cerrado, o segundo, apresentando
vegetacdo modificada pela cultura de cana de aglcar, e o terceiro, vegetacao
modificada pelo capim braquiaria; coordenadas dos sitios de captura: Bat 1: -47,5192 e
-20,760; Bat 2: -47,353 e -20,770. No Municipio de Luis Antbnio, as capturas ocorreram
na reserva Jatai, que possui vegetacao composta por mata semidecidua; coordenadas
dos sitios de captura: Jat 1: -47,820 e -21,621; Jat 2: -47,796 e -21,588. Este mapa foi
construido utilizando o programa ArcGIS9 ver. 9.1 (Environmental Systems Research
Institute, EUA) com a gentil ajuda de Dr. Noé de la Sancha e Nicté Ordéfiez-Garza, MSc
do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Texas Tech University, Lubbock, TX, Estados
Unidos.
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3.1.2. Equipe de campo

As capturas de pequenos mamiferos foram realizadas por equipe de campo
treinada que incluia: Gilberto Sabino-Santos Jr (responsdvel), Felipe G. M. Maia, MSc e
pelos técnicos Dercilio A. Pavanelli e Paulo S. M. Paulosso. Aspectos referentes aos
animais silvestres, particularmente aqueles relacionados a identificacdo de espécimes,
que baseou-se em caracteres morfoldgicos dos espécimes e andlise de genoma, foram
orientados pelo especialista em pequenos mamiferos, Dr. Jorge Salazar-Bravo,

Professor Associado do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Texas

Tech, em Lubbock, Texas, Estados Unidos.

4

Figura 8. Fotografias mostrando vegetacdes distintas observadas nos sitios de captura
de pequenos mamiferos. A. Mata semidecidua na Reserva Jatai, Municipio de Luis
Antonio. B. Plantacdo de capim braquiaria no Municipio de Cajuru. C. Plantacdo de
cana-de-acUcar rodeando vegetacdo nativa de Cerrado, em D, no Municipio de
Batatais. Fotos por: Felipe GM Maia, MSc e Dr. Mario G Figueiredo.
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3.1.3. Captura e recaptura de pequenos mamiferos para estudo populacional

Realizando captura e recaptura de pequenos mamiferos, visamos a avaliar a
ecologia de possiveis animais-reservatoério, principalmente a dos roedores Necromys

lasiurus, Akodon sp e Calomys tener, nas diferentes épocas do ano.

Os animais foram capturados vivos, em duas grades, incluindo, cada uma,
100 armadilhas tipo Sherman (8 9 * 23 cm, Sherman Trap Co., EUA). As grades foram
separadas por pelo menos 800 metros, para obter uma representacdo individual da
populacdo de roedores e a distancia entre cada armadilha foi de 10 metros, como
esquematizado na Figura 9. As coordenadas de cada grade eram registradas utilizando
equipamento de geo-posicionamento por satélite (GPSMAP® 60CSx, Garmin, EUA). As
armadilhas foram colocadas ao final do dia em cada sitio de captura contendo como
isca uma mistura de flocos de aveia, pacoca de amendoim e extrato de baunilha
(McIntyre et al 2005, Ruedas et al 2004, Calisher et al 2001). As armadilhas foram
verificadas na manha quanto a presenca ou ndo de roedores, por 2 a 3 noites
consecutivas. Aquelas contendo roedores foram acondicionadas em sacos plasticos por
operadores devidamente paramentados, usando luvas de borracha, protetores para
calcados e mascaras de protecdo nivel dois (PFF2-8801, 3M™, EUA). Estas armadilhas
foram, entdo, conduzidas ao local de processamento dos animais capturados, na

Unidade Mével do Centro de Pesquisa em Virologia da FMRP - USP.

Usando os equipamentos de protecao adequados, constituido de aventais
descartaveis impermedveis, luvas cirurgicas, protetores para calcados e mdscara de
protecdo acoplada a respirador de ar com filtro HEPA (High-efficiency particulate air —
Air-mate belt-mounted powered air purifying respirator, 3M™, EUA), anestesiaram-se
0s animais capturados, colocando em cada saco plastico contendo armadilha um
chumaco de algoddo embebido em éter etilico ou isoflurano (Halocarbon, Kern, EUA),
como ilustrado na Figura 10. Anestesiados, os pequenos mamiferos foram identificados
guanto a espécie considerando seus caracteres morfoldgicos externos (Bonvicino et al,
2008 e Reis et al, 2006) e marcados com uma anilha para identificacio em futura
recaptura. Em seguida, determinou-se o sexo (género), a massa corporal utilizando
balanca Kern, modelo cm1k1 (Kern, EUA) e verificou-se a idade, segundo Bonvicino et

al (2008) e Reis et al (2006) (Tabela 1). Avaliaram-se as condi¢des reprodutivas dos
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animais capturados, pela presenca de testiculos nos machos e de vagina perfurada nas
fémeas, analisando, ainda, as medidas do comprimento do corpo, da cauda, pata
traseira, orelha, e procurava-se — quando possivel — pela presenca de ferimentos
externos, buscando entender a natureza dos mesmos. Finalmente, amostras de sangue
foram coletadas do seio retro-orbital em capilares heparinizados, que foram
acondicionados em criotubos e armazenados em nitrogénio liquido, para posterior
deteccdo de anticorpos contra Hantavirus e genomas virais. Uma pequena amostra de
tecido da orelha esquerda foi coletada de cada animal e armazenada a 4 °C em
criotubos contendo alcool a 90 %. Terminados estes procedimentos os animais foram

liberados no mesmo sitio de captura.
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Grade 1 Grade 2

~ 800m
—

n = 100 armadilhaspor quadrado

~ 800m

n = 100 armadilhas

XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Linha de sacrificio

Figura 9. Esquema mostrando a disposi¢cdo das armadilhas (X) utilizadas para a captura
de roedores no campo. Para avaliar a dinamica dos pequenos mamiferos capturados,
armaram-se duas grades separadas por distancia de aproximadamente 800 metros.
Cada grade contém 100 armadilhas do tipo Sherman, que mantém o animal vivo,
distantes 10m umas das outras. Separada por no minimo 800 m das duas grades
quadradas, armaou-se uma linha de armadilhas na qual os animais capturados foram
sacrificados visando a coleta de seus sangues e o6rgdos para o isolamento de
Hantavirus. Nesta linha, 80 a 100 armadilhas foram armadas, a uma distancia de 10m.
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Tabela 1. Distribuicdo de idade dos roedores e do marsupial G.agilis capturados com base na

massa corpérea.

Peso (g) de acordo com fase de crescimento

Espécie Juvenil Subadulto Adulto
Necromys lasiurus <19 20a39,9 240
Akodon sp <15 16 a 29,9 > 30

Calomys tener <8 9al44 >14,5
Oligoryzomys nigripes <8 9a15,9 216
Mus musculus <5 6a9,9 >10
Scapteromys tumidus <35 36 a 85,9 > 86
Gracilinanus agilis <10 11a16,9 >17
Rhipidomys sp <20 21a45,9 > 46
Euryoryzomys nitidus <35 36a69,9 270
Oxymicterus judex <29 30a54,9 >55

Fonte: Bonvicino et al 2008, Reis et al 2006, Weksler et al 2006.
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3.1.4. Captura de animais para isolamento de Hantavirus

Distantes pelo menos 800 metros das duas grades descritas armaou-se,
também, uma linha com 80 a 100 armadilhas tipo Sherman (8'9°23 cm, Sherman Trap
Co., USA) (Figura 9), para a captura de animais a serem sacrificados visando a coleta do
sangue e orgdos para o isolamento de Hantavirus. Como regra geral as armadilhas
permaneciam armadas por duas a trés noites consecutivas, sendo verificadas, todas as
manhas para verificacdo da presenca de roedores. Os procedimentos utilizados com as
armadilhas contendo animais capturados, bem como aqueles utilizados na Unidade
Movel do Centro de Pesquisa em Virologia da FMRP — USP, foram os mesmos descritos
anteriormente. Entretanto, neste caso, sacrificaram-se os animais por aprofundamento
da anestesia e a seguir foram dissecados para coleta de fragmentos de pulmao, baco,
rim, figado e coragao. Estes fragmentos foram acondicionados em criotubos de 1 a 2
mL de capacidade, devidamente identificados, congelados em nitrogénio liquido, e
entdo, transportados ao laboratério onde foram mantidos e armazenados a -70 °C. As
carcacas dos roedores foram acondicionadas em sacos individuais, devidamente
identificados, fixadas em um tanque de formol a 10 %, e no laboratdrio, apds trés dias,
estas carcacas foram desidratadas com alcool etilico a 70 %, sendo, entdo utilizadas
para a confirmacdo taxondmica dos animais, segundo caracteres morfoldgicos do

cranio (Steppan 1995).
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Figura 10. Captura, processamento e liberacdo de pequenos mamiferos capturados A.
Isca de flocos de aveia, pacoca de amendoim e esséncia de baunilha utilizada para
captura dos pequenos mamiferos. B. Armadilha tipo Sherman contendo isca. C e D.
Captura de pequeno mamifero, que foi levado para a Unidade mdvel de Pesquisa em
Virologia do CPV-FMRP-USP. E. Anestesiando o pequeno mamifero. F. Coleta de sangue
pelo seio retro-orbital. G e H. Marcagao do animal com anilha para recaptura. I. Coleta
de tecido da orelha para identificagdo molecular. J. Biometria do pequeno mamifero. L.
Coleta de d6rgdos para isolamento viral (animal capturado em armadilha da linha de
sacrificio). M. Liberacdo dos roedores capturados nas grades. Fotos por: Felipe GM
Maia, MSc e Dr. Mario G Figueiredo.
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3.2. Atividades em laboratdrio

As atividades laboratoriais deste Projeto de Pesquisa, no tocante ao
isolamento de Hantavirus, foram realizadas nos Laboratérios de Biosseguranga Nivel 3
(NBS-3) do Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, Universidade de S3o Paulo (CPV-FMRP-USP).

Sangues dos pequenos mamiferos capturados foram inicialmente triados,
pesquisando-se anticorpos do tipo IgG contra Hantavirus, por ELISA indireto utilizando
como antigeno a proteina N recombinante do ARAV produzida em nosso laboratério
(Figueiredo et al 2009b, 2008). Os soros positivos foram usados para pesquisa do
genoma de Hantavirus por RT-PCR. Finalmente, tentativa de isolamento viral foi

realizada em amostras positivas por PCR do genoma viral.

3.2.1. ELISA para detecg¢ao de anticorpos da classe IgG contra Hantavirus

Para pesquisa de anticorpos contra Hantavirus nas amostras dos pequenos
mamiferos capturados, utilizou-se um ELISA tendo a proteina N recombinante de ARAV
como antigeno, como padronizado por Figueiredo et al (2009b, 2008). Como antigeno

controle-negativo foi usada uma suspensao de extrato de Escherichia coli.

Microplacas de poliestireno com 96 orificios de fundo chato (Corning, EUA)
foram sensibilizadas com a proteina N recombinante de ARAV diluida a 2 pg/mL em
solucdo tampdo carbonato-bicarbonato 0,05 M, de pH 9,6 (Sigma-Aldrich, Inc., EUA),
em volume de 50 pL por orificio, na metade superior da microplaca (pogos: A, B, Ce D
de 1 a 12). Da mesma forma e com mesmo volume, adicionou-se o extrato de E. coli
(antigeno controle-negativo) aos orificios na metade inferior da microplaca (pogos E, F,
G, H de 1 a 12) excetuando os pocos, H 11 e 12 que foram considerados Brancos, por
ndo conterem qualquer um dos antigenos. As microplacas foram incubadas, por cerca
de 18 horas (h), em camara Umida, a 4 °C, sendo, em seguida, lavadas por 6 vezes com
Tween 20 (Merck, Alemanha) a 0,1 % em PBS pH 7,4 (PBST). Ressalta-se que, entre
todas as fases do ensaio, as microplacas foram submetidas as mesmas lavagens. Em
continuacdo, adicionou-se 150 plL da solucdo bloqueadora composta de leite em pé

desnatado Molico (Nestlé) a 10 % (m/v) em PBST a todos os orificios das microplacas e
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estas foram incubadas, por 2 h, a 37°C. Em seguida, adicionou-se, 50 pL/orificio de
sangue dos roedores diluido a 1:100 em solug¢do de leite em pd desnatado Molico
(Nestlé) a 10 % (m/v) em PBST, em regiGes equivalentes de ambas as metades das
microplacas. Adicionaram-se soros controles negativos para Hantavirus oriundos de
camundongos (Mus musculus) de laboratdrio ndo infectados e soros-controle (fluidos
asciticos-controle) positivos oriundos de camundongos da linhagem Swiss imunizados
com a proteina N recombinante de ARAV. As microplacas foram incubadas por 1 h a 37
°C em camara Umida, e apds lavagem dos orificios, adicionaram-se a todos eles, 50 L,
de uma mistura 1:1 de conjugados com peroxidase contendo uma mistura de
anticorpos caprinos contra imunoglobulinas de roedores silvestres do Novo Mundo
(Sigmodontinae) anti-Peromyscus leucopus e contra imunoglobulinas de roedores do
Velho Mundo (Murinae) anti-Rattus rattus (KPL, EUA) a 1:2000 em solucdo de leite em
p6 desnatado Molico (Nestlé) a 10 % (m/v) em PBST. Ainda, nos orificios 11 e 12, de A a
G, adicionou-se o conjugado de peroxidase anti-Mouse (Mus musculus) (Sigma-Aldrich,
EUA) diluido 1:2000. As microplacas, novamente, foram incubadas por 1 h a 37 °C em
camara umida, e em seguida, lavadas. Finalmente, procedeu-se a adicdo do substrato
de peroxidase ABTS (KPL, EUA), 100 ulL/orificio, as microplacas foram cobertas em
papel aluminio, e incubadas por 15 a 20 min a 37 °C em camara umida. Apds
surgimento de cor azul-esverdeada, a reac¢do foi bloqueada com 50 pL de solugdo de
HCl 1M, tomando o aspecto mostrado na Figura 11. Neste momento, procedia-se a
leitura espectrofotométrica dos orificios das microplacas, por densidade d6tica (DO), em

equipamento (Titertek Multiskan Flow, Finlandia) com filtro de 405 nm.

As densidades o6ticas (DOs) obtidas dos soros oriundos de orificios
sensibilizados com o antigeno N recombinante de ARAV tiveram subtraidos os valores
obtidos, para os mesmos soros, frente ao antigeno-controle negativo, resultando nas
DOs usadas nos calculos. O ponto de corte determinante dos soros positivos (cut off)
foi determinado a partir da média das réplicas para cada diluicdo de soros negativos
acrescidos de 3 desvios-padrdo. Foram considerados positivos aqueles soros com DOs

maiores que o valor do ponto de corte.
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Figura 11. Pesquisa de anticorpos contra Hantavirus utilizando microplaca de ELISA
contendo proteina N recombinante de ARAV como antigeno. A parte superior da
microplaca, contendo os orificios A-D, foi sensibilizada com antigeno recombinante da
proteina N de ARAV. A parte inferior, contendo os orificios E a H, foi sensibilizada com
antigeno controle-negativo (extrato de E. coli). As setas pretas mostram duas amostras
séricas positivas, em duplicata. A seta branca mostra a reacdo do substrato com o
liguido ascitico murino (MIAF) utilizado como controle positivo.

3.2.2. Detec¢dao do genoma de Hantavirus em pequenos mamiferos por RT-PCR

RT-PCR foi utilizada para deteccdo de seqliéncias gendmicas de Hantavirus
especificas dos segmentos S e M, a partir de sangue coletado dos pequenos mamiferos,
de suspensdes infectantes do virus Rio Mamoré (RMV) em cultivo de célula e também,
do virus isolado de érgdos dos pequenos mamiferos capturados. Amplificaram-se no
teste porgdes gendmicas do segmento S no gene codificador da proteina N, e porc¢des
gendmicas do segmento M, no gene codificador da glicoproteina Gn (Moreli et al,

2004).
3.2.2.1. Extracdao de RNA

RNAs do sangue e suspensdo do macerado de 6rgaos dos animais

infectados foram extraidos utilizando o kit QlAamp® Viral RNA extraction (Qiagen,
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Alemanha). Resumidamente, 100 pL de coagulo sanguineo foram depositados em
micro tubo de 1,5 mL onde foi processado seguindo protocolo do fabricante. O RNA
extraido foi eluido em 60 pL de 4gua destilada livre de RNase (Invitrogen Tech-Line®™,

EUA) e em seguida, submetido a RT-PCR.

3.2.2.2. RT-PCR

Na RT-PCR utilizaram-se os primers SAHN e HGn, mostrados na Tabela 2

(Moreli et al 2004).

Tabela 2. Primers utilizados na RT-PCR para Hantavirus.

Seqiiéncia Nucleotidica

Nome Orientacao (5'-3) Gene Localizagao
SAHN - F foward CAAAACCAGTTGATCAACAGGG N 2132235
SAHN -R reverso GATGAATCATCCTTGAACCTTAT N 455 a 477

HGn—-F foward GGGCAGTAAGTGCTGAAAC Gn 1301 a 1320
HGn-R reverso ACATTTAGCAGTTTGCCATGGG Gn 1602 a 1625

Primeiramente, realizou-se a transcricdo reversa (RT). Para tanto, fez-se
mistura de reacdo com 20 puL, contendo 6 pL do extrato de RNA, 1 uL de primer
randémico 3 uM (Invitrogen, EUA) e 1 uL dos deoxynucleotideos trifosfatos (DNTPs) 10
mM. A mistura foi aquecida a 65 °C, por 5 minutos (min), para desnaturacdo das fitas
de RNA e imediatamente transferida para uma cuba de gelo, por 2 min. Em seguida,
adicionou-se uma mistura contendo 4 uL da solugao tampdo 5 vezes concentrada
(contendo 10 mM de Tris pH 8.9, 1.5 mM MgCl,, 80 mM KCl), 2 puL de DTT (Invitrogen,
EUA) 0.1 M e 1 pL de inibidor de RNAse (Invitrogen, EUA) e incubou-se a 37 °C, por 2
min. Posteriormente, transferiu-se esta mistura para cuba com gelo onde adicionaram-
se 10 U de transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen, EUA) e incubou-se, a 25 °C, por 10
min, 50 °C, por 50 min e 70 °C, por 15 min. O DNA complementar (cDNA) assim obtido

foi utilizado na PCR.

Para a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), preparou-se mistura de
reacao de 50 pL contendo 0,3 uM dos pares de primers (SAHN-F e SAHN-R, HGn-F e
HGn-R), 2,5 mM dos deoxynucleotideos trifosfatos (DNTPs), 3,5 uL do cDNA obtido
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com a RT e 5 plL da solugdo tampdo 10 vezes concentrada contendo 10 mM Tris pH 8.9,
2.5 mM MgCl2, 80 mM KCIl. Em seguida, adicioou-se 1.5 U da Tag DNA polimerase
(Invitrogen, EUA). Esta mistura foi submetida, em equipamento MJ PTC-200 (MJ
Research, EUA), a 35 ciclos térmicos de 95 °C, por 30 segundos (seg), 54 °C por 1 min e
72 °C por 180 seg. Ao final, foi mantida a 72 °C, por 15 min, para uma extensao final de
fitas de DNA. Os produtos da PCR (amplicons) foram visualizados, em volume de 8 pl, a
luz UV, apds eletroforese em gel de agarose a 1,8 % (m/v), em solugdo tampao TAE (1X)
corada em solugdo GelRed (BioTium, EUA) a 1,5 pg/mL. O tamanho do amplicon foi

determinado por comparacdo com marcador tipo escada de 100 pb (Fermentas, EUA).

3.2.3. Isolamento viral

Os procedimentos para isolamento viral foram realizados sob protecao
apropriada, em laboratério NBS-3 do CPV-FMRP-USP. Para tanto, maceraram-se
fragmentos do pulmao de roedores que apresentaram genoma viral detectavel por RT-
PCR, em meio de essencial minimo de Eagle (MEM), contendo L-glutamato, penicilina e
estreptomicina (Cultilab, Brasil). Inoculou-se 1 mL do fluido destes tecidos macerados e
1 mL de MEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) em monocamadas
confluentes de células Vero (do rim de macaco verde africano) do clone E6 (ATCC, EUA),
contidas em frascos plasticos estéreis de 25 cm?. Os frascos foram incubados a 37 °C,
sob atmosfera com 5 % de CO,, por 2 h. Esses frascos foram agitados, a cada 15 min,
durante o procedimento de infeccdo. O mesmo procedimento foi realizado com o
controle positivo, virus Rio Mamoré e com o controle negativo, incluindo somente o
meio. Ao final, incubaram-se as células inoculadas a 37 °C, em atmosfera com 5 % de
CO,, por 14 dias. A cada 3 dias os meios de cultivo dos frascos foram trocados e
estocados a -80 °C, para posterior realizacdo de RT-PCR. Apds 14 dias, estocaram-se os
frascos a -70 °C, overnight. Na manha seguinte, centrifugou-se o fluido dos frascos a
15.000 rpm, por 10 min e inoculou-se 1 mL deste em novos frascos contendo
monocamada confluente de células Vero E6. Esse procedimento, realizado durante 90
dias, resultou em 6 passagens (Padula et al 2002, Galeno et al 2002, Nemirov et al
1999). Finalmente, apds comprovar a presenca viral nas células por imunofluorescéncia

indireta e por RT-PCR, realizou-se seqlienciamento nucleotidico de amplicons dos
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genes N visando identificar e classificar Hantavirus isolados.

3.2.4. Teste de imunofluorescéncia indireta (IFA)

Utilizou-se este teste para verificar o isolamento viral em células infectadas
por 14 dias, com base na presenca de seus antigenos. As células foram tripsinizadas e
transferidas para spots de lamina de microscopia por imunofluorescéncia. Em seguida,
as células foram secas e fixadas em acetona a 4°C. Como controle positivo, utilizando
células sabidamente infectadas com o virus Rio Mamoré e como controle negativo,
células ndo infectadas. As laminas contendo células fixadas foram estocadas a -70°C até
a realizacdo do teste. Fluidos asciticos oriundos de camundongos imunizados com a
proteina N recombinante de ARAV ou soros de roedores silvestres foram adicionados
aos spots das laminas (40 ul por spot). Estas laminas foram incubadas por 30 min a
37°C lavadas por 2 vezes com PBS e secas. Em seguida, adicionou-se aos spots o
conjugado de isotiocianato de fluoresceina com anticorpos caprinos contra
imunoglobulinas de roedores silvestres do Novo Mundo (Sigmodontinae) anti-
Peromyscus leucopus e contra imunoglobulinas de roedores do Velho Mundo (Murinae)
anti-Rattus rattus (KPL, EUA). As laminas foram incubadas por 30 min a 37°C e lavadas 2
vezes com PBS por 5 min sendo, para finalizar, mergulhadas brevemente em agua e
secadas. Prepararam-se as laminas cobrindo-as com o tampdo Glicerol-PBS (9:1) e
laminula. Estas laminas foram observadas ao microscépio de fluorescéncia (Nikon 120,
Japao). A presenca de antigenos de Hantavirus foi visualizada a luz UV do microscopio
como uma areia fluorescente no citoplasma das células infectadas, onde ocorria a

replicacdo viral (Le Duc et al 1985).

3.2.5. Analises filogenéticas

Realizou-se a analise filogenética com base nas sequéncias nucleotidicas
dos amplicons contendo parte do gene codificador da proteina N viral. Para tanto, os
amplicons visualizados em gel de agarose a 1,8 %, com solugdo tampao TAE 1X e
GelRed (BioTium, EUA), foram purificados com QIAquick Kit (Qiagen, Alemanha) e

sequenciados utilizando o ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
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Reaction Kit (Applied Biosystems, EUA), sendo utilizado um equipamento ABI PRISM®
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA). Obtiveram-se seqiiéncias do
segmento S, incluindo o gene codificador da proteina N de Hantavirus, no Genebank e
alinharam-se estas as sequéncias dos virus isolados. Desta forma, alinharam-se
sequéncias nucleotidicas, bem como sequéncias aminoacidicas inferidas, com auxilio
do pacote computacional para analise gendbmica MEGA 4.0, que inclui o programa
Clustal W (Tamura et al 2007). As seqliéncias alinhadas foram analisadas, para
construgdo de dendogramas, utilizando o programa Modeltest 3.7. macX, contido no
mesmo pacote MEGA 4.0 e que identifica o melhor modelo de substituicdo
nucleotidica, fornecendo diferentes critérios estatisticos (tais como, hierarchical
likelihood ratio tests - hLRT, Akaike Information Criterion - AIE, Bayesian Information
Criterion - BIC) e ajudando a definir qual o melhor método de substituigdo. Usou-se
para as analises filogenéticas deste trabalho o critério estatistico hLRT e construiu-se
dendograma pelo método do neighbor-joining (NJ), disponivel no programa PAUP*
4.0. (Falsenstein 1993). Como parametro, usou-se o modelo HKY+IG de substituicao

nucleotidica com distribuicao gama de 0,7149.
3.2.6. Identificagdao genética das espécies de roedores capturados

Para tornar mais confidvel a identificacio das espécies de roedores
capturados, utilizou-se a analise de sequéncias nucleotidicas dos genomas destes
animais amplificadas parcialmente por PCR. Padronizou-se este método sob orientagao
do professor Dr. Jorge Salazar Bravo e do Dr. Noeh de La Sancha, no Departamento de

Ciéncias Bioldgicas da Universidade Texas Tech, em Lubbock, Texas, Estados Unidos.

3.2.6.1. Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido de pequenos fragmentos (4 mm?) do tecido
da orelha dos roedores capturados, preservados em 90 % de etanol. Para tanto,
digeriu-se o tecido em 200 pL de uma solucdo contendo 20 pL de proteinase K
(atividade de 40 mAU/mL) (Qiagen, EUA) e 180 L da solugdo tampado de lise tecidual
ATL Tissue Lysis Buffer (Qiagen, EUA), overnight, a 56 °C. Em seguida, extraiu-se o DNA

utilizando o DNA Kit for tissue and blood (Qiagen, EUA), seguindo protocolo do
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fabricante (Martin et al 2000).

3.2.6.2. PCR

Utilizou-se PCR para amplificar a seqiiéncia completa do gene mitocondrial
citocromo b, com 1140 a 1143 pares de base, com os primers LH 4115 e H1 5288,
mostrados na Tabela 3. Para tanto, preparou-se 25 uL de reag¢dao contendo solugao
tampao do kit da Taq polimerase, 2 mM de MgCl2, 0,4 mM de cada dNTP, 0,4 mM de
cada primer, 0,1U de Taq high-fidelity DNA polimerase (Promega, EUA) e 50 ng de DNA.
Submeteu-se a mistura a 94 °C por 3 min e a 36 ciclos de 94 °C por 40 seg, 47 °C por 45
seg e 72 °C por 1min e 15 seg. Para finalizar, foi feita incubag¢do a 72 °C por 10 min, para
a extensdo completa do produto amplificado. Apds a amplificacdo, visualizou-se os
amplicons, sob luz UV, em gel de agarose a 0.8% corado com GelRed (BioTium, EUA),
apos eletroforese em solugao tampdo TAE 1X. O tamanho dos amplicons foi estimado

utilizando marcador de 1 Kb (Promega, EUA) (Martin et al 2000, Braun et al 2008).

3.2.6.3. Seqiienciamento nucleotidico

Os amplicons foram preparados com ExoSAP-IT® (USB Corporation, EUA)
para o sequenciamento nucleotidico. Para tanto, preparou-se reacdo com 5 uL do
produto final da PCR e 2.0 uL ExoSAP-IT®, totalizando volume de 7 pL. Esse foi incubado
por 15 min, a 37 °C e em seguida, por 15 min, a 80 °C. Utilizaram-se, para o
sequenciamento, os primers internos mostrados na Tabela 3 e 80 ng do produto
purificado foi processado na reacdao de seqiienciamento utilizando o ABI Prism BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, EUA), seguindo
as intrugdes do fabricante. O seqiienciamento foi realizado em um ABI 3130 Aviant
automated sequencer (Applied Biosystems, EUA). As seqliéncias nucleotidicas obtidas
foram editadas e alinhadas utilizando o programa Clustal W MEGA version 4 (Tamura et
al 2007) e analisadas, on line, pelo programa basic local alignment search tool (BLAST)

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) usando algoritmo megablast para sequéncias altamente

similares. Uma espécie foi considerada identificada quando houve identidade de

seqliéncia superiore a 95% (Ordonez-Garza et al 2010).
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Tabela 3. Primers utilizados na PCR para amplificagdo do gene do citocromo b e para

seqlienciamento nucleotidico.

Primers de Cyt b Seqiiéncia nucleotidica
LH1 4115 5'-AAT GAC ATG AAA CAT CGT TG-3'
H1 5288 5'-ACA AGA CCA GAG TAA TGT TTA TAC TAT C-3'

Primers de seqilienciamento

L1 4648 5'-TGA ATY TGA GGR GGC TTC TCA GTA-3'
MVZ 127 5'-TRY TAC CAT GAG GAC AAA TAT C-3'
MVZ 04 5’-GCA GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT C-3’
H1 4742 5'-GGG TTG TTD GAT CCW GTT TC-3'
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3.3. Analises Estatisticas

Dados obtidos neste trabalho foram transferidos dos formuldrios de campo
(Anexo V) e laboratério para um banco de dados em computador utilizando o
programa Excel 2007 (Microsoft, EUA), que permitiu avaliar relagdes entre parametros
ecoldgicos com a infeccdo viral e sua dindmica. O sucesso de captura foi determinado
pelo numero de capturas por noite, dividido pelo produto do nimero de armadilhas
armadas (a cada noite) pelo nimero de noites (Mills et al 1997). Para analisar
diferencas soroldgicas entre massa corpérea e idade dos animais, utilizaram-se testes
x> O teste exato de Fisher (2x2 x?) foi usado para analisar as diferencas entre taxas de
soroprevaléncia para Hantavirus segundo género e sazonalidade, e niveis de
abundancia e tipo de habitat dos pequenos mamiferos capturados. Testes de
correlagdo foram utilizados para andlise dos niveis de abundancia de pequenos
mamiferos capturados, soroprevaléncia e tipo de habitat dos mesmos. Realizaram-se
todas estas anadlises no programa GraphPad Instat versao 5 (GraphPad, EUA).
Diferengas foram consideradas significantes quando o valor de p mostrou-se inferior a

0,05 (De Sousa et al 2008, Ruedas et al 2004, Mcintyre et al 2005).
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4.1. Captura de pequenos mamiferos

Durante um periodo de 13 meses, de junho 2008 a julho 2009, nos
municipios de Cajuru, Batatais e Luis Antonio (vide Figuras 7 e 8), foram capturados
607 pequenos mamiferos. Considerando que 39 destes animais foram recapturados,
estes foram contados apenas uma vez e, portanto, o total de animais capturados foi de
568, como mostra a tabela 4. As coletas ocorreram durante as estagdes: seca, de abril
a setembro e chuvosa, de outubro a marco. Cada sitio de captura foi visitado pelo
menos duas vezes em cada época do ano. A Figura 8 mostra os distintos ambientes em
qgue foram realizadas as capturas dos roedores, incluindo areas de vegetacdes nativas
de cerrado e mata semidecidua, e dreas de vegetacdes modificadas para plantagdo de

capim braquidria e cana de acucar.

4.1.1. Sucesso de captura e recaptura de pequenos mamiferos

O sucesso de captura foi determinado pelo nimero de capturas por noite,
dividido pelo produto do nimero de armadilhas armadas (a cada noite) pelo nimero
de noites (Mills et al 1997). Desta forma, o sucesso de captura durante todo o periodo,
foi de 4,85 % com taxa maior na estacdo seca, 6,2 % como mostra a Figura 12. A taxa
de recaptura, produto de numero de animais recapturados pelo total de animais

capturados, foi de 6,4 %.
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Figura 12. Sucesso de captura (barras) e biodiversidade (losango) de pequenos
mamiferos capturados ao longo dos meses de estudo. A linha de tendéncia informa
uma possivel sazonalidade do sucesso de captura e biodiversidade.

4.1.2. Abundancia e diversidade das espécies de pequenos mamiferos capturados

Os 568 pequenos mamiferos capturados foram de nove espécies de
roedores e uma de marsupial. Dos roedores capturados, 93,7 % pertenciam a familia
Cricetidae, subfamilia Sigmodontinae. As espécies mais capturadas foram Necromys
lasiurus (n = 212), Akodon sp (n = 151), Calomys tener (n = 103) e Oligoryzomys nigripes
(n = 45). Outras espécies, como Euryoryzomys nitidus, Rhipidomys sp, Scapteromys
tumidus, Gracilinanus agilis e Oxymicterus judex atingiram uma média de 6 espécimes.
Somente 4,6 % dos animais capturados, 27 animais, pertenciam a familia Muridae,
subfamilia Murinae, espécie Mus musculus. Marsupiais Didelphidae, subfamilia
Didelphinae, Gracilinanus agilis, representaram 1,5 % dos animais capturados. Estes

resultados sdo mostrados na Figura 13.

No tocante a riqueza de espécies (biodiversidade), foi possivel verificar que
o cerrado mostrou-se o ambiente de maior diversidade biolédgica para Sigmodontinae e

Didelphinae, conforme mostra a Tabela 4. O numero total de espécies capturadas, ou
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riqueza de espécies, durante o periodo de estudo, foi de 10, atingindo média de 7,6,
variando de 3 a 9 para o total. Observou-se uma média de 1,4 espécies capturadas por
dia de captura. A biodiversidade foi maior nos meses correspondentes a estacdo seca

(Figura 12).

O numero total de animais capturados esteve diretamente relacionado a
condicao climatica, sendo que, na estacao seca esta foi significantemente maior que
na chuvosa (p < 0,0001, teste exato de Fisher). Considerando a condicdo climdtica, o
numero de animais machos capturados na estacdao chuvosa foi menor que o de
fémeas, mas na estacdo seca observou-se o inverso, embora, sem significancia
estatistica (p > 0,05, teste exato de Fisher), estes resultados sdo mostrados na Tabela

7.

Analisando os critérios, de abundancia e sucesso por més de captura,
observa-se uma clara tendéncia sazonal, ou seja, um maior numero de animais
capturados nos meses da estacdo seca quando comparados aos meses da chuvosa (p <

0,05, IC=95% 19,02 a 58,66), como mostra a Figural2 e 16.

Analisando o numero de roedores capturados segundo os ambientes em
qgue foram realizadas as capturas, observa-se que na vegetacao introduzida de capim
braquiaria obteve-se um maior numero, seguido daquela com vegetacdo nativa de
cerrado, conforme os numeros mostrados na Tabela 4. Pb6de-se observar que
Necromys lasiurus foi principalmente encontrado no capim braquidria (179 animais). O
ambiente de floresta semidecidual atlantica apresentou o menor nimero de animais

capturados (8 animais).

Animais do género Akodon sp foram encontrados nos 4 tipos de ambiente.
O roedor Rhipidomys sp (ver Figura 14), foi encontrado em trés ambientes distintos:
cerrado, cana de acglcar e mata semidecidua. Quanto ao Oxymicterus judex, este foi
somente encontrado no cerrado. Verificou-se que C. tener foi encontrado
principalmente no capim braquidria e cerrado. O roedor antropofilico M. musculus foi
encontrado na braquiaria e cana de acuUcar. Ainda, o Didelphinae G. agilis teve

abundancia, principalmente, no cerrado. Estes resultados sdo mostrados na Tabela 4.
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Quanto a idade dos roedores capturados, foram mais abundantes os
subadultos na estacdao seca, e os adultos na estacdo chuvosa. No total, foram mais

abundantes os subadultos e adultos, como mostrado na Tabela 7.
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Figura 13. Numero de pequenos mamiferos capturados segundo a espécie.
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Tabela 4. Pequenos mamiferos capturados segundo cada ambiente.

Ambiente
Espécies brgzziig:ia Cerrado (;agr:]ac:re sem[;/cllaetcaidua Total
Necromys lasiurus 179 25 8 - 212
Akodon sp 85 60 3 3 151
Calomys tener 61 34 8 - 103
Oligoryzomys 29 6 6 4 45
nigripes
Mus musculus 17 - 10 - 27
Gracilinanus agilis 1 7 - - 8
Scapteromys tumidus 2 4 2 - 8
Euryoryzomys nitidus 2 2 1 - 5
Rhipidomys sp - 4 - 1 5
Oxymicterus judex - 4 - - 4
Total 375 144 38 8 568
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Figura 14. Caracteristicas morfoldgicas externas do roedor Sigmodontinae Rhipidomys
sp. Roedor de médio porte com uma mancha escura na parte superior das patas
traseiras, que é uma caracteristica morfoldgica externa que determina este género. As
garras firmes caracterizam o seu habito arboricola. Também o caracteriza a cauda
anelada maior que o corpo e a pelagem dorsal amarelada em contraste com a ventral
que é branca (Bonvicino et al 2008 e Reis et al 2006). Barra em escala de 30 mm. Foto
por: Dr. Felipe Morais.
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4.1.3. Identificagdo genética das espécies de roedores capturados

Utilizando sequéncias de 410 nucleotideos, parte de amplicons contendo
1140 nucleotideos do gene mitocondrial citocromo b, que sdo mostrados na Figura 15,
foi possivel identificar espécies de roedores Sigmodontinae pertencentes aos géneros
Necromys, Akodon e Calomys, em nimero de 26. Essas sequéncias foram testadas ao
BLASTn, para identificar percentuais de identidade conforme mostrado na Tabela 5.
Quanto as espécies Oligoryzomys nigripes, Oxymicterus judex, Euryoryzomys nitidus,
Rhipidomys sp, Scapteromys tumidos e Gracilananus agilis, ndao foi possivel
identificacdo utilizando este método, provavelmente porque ndo se obteve amplicon

do gene citocromo b, ou devido a uma identidade molecular inferior a 90 % no BLASTn.

Entre os animais analisados, foi possivel identificar geneticamente um
roedor Sigmodontinae da espécie Akodon montensis, que se mostrou infectado por
Hantavirus. Neste espécime, a identidade, pelo BLASTn, foi de 98 % com a seqiiéncia
AF184055.2, do gene de citocromo b de Akodon montensis, depositada no GenBank,

(Tabela 5).
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Tabela 5. Resultado do BLASTn como identificagdo molecular de roedores Sigmodontinae.

n2 de . . . Identidade Nimero de
captura Ambiente Espécies molecular acesso
GenBank
identificacao identificagao %
morfolégica molecular
423 Capim braquidaria Akodon sp Necromys lasiurus 96 EF531688.1
442 Capim braquiaria N. lasiurus ND’ ND ND
457 Cerrado Akodon sp ND ND ND
458 Cerrado Akodon sp ND ND ND
465 Capim braquidria N. lasiurus N. lasiurus 99 EF531688.1
471 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 100 EF531688.1
484 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 98 EF622509.1
491 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 99 EF531688.1
510 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 100 EF531688.1
546 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 99 EF531688.1
558 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 100 EF531688.1
614 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 95 EF531688.1
617 Capim braquiaria N. lasiurus ND ND ND
666 Capim braquiaria Akodon sp N. lasiurus 92 EF531690.1
671 Capim braquiaria Calomys tener N. lasiurus 99 EF622509.1
677 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 96 EF531662.1
678 Cana de aglcar N. lasiurus N. lasiurus 98 EF531688.1
697 Cerrado Rhipidomys sp ND ND ND
703 Cerrado Oligoryzomys ND ND ND
nigripes
719 Capim braquiaria N. lasiurus ND ND ND
728 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 96 EF531688.1
747 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 99 EF531688.1
748 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 97 EF531688.1
752 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 95 EF531688.1
770 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 98 EF531688.1
792 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 97 EF622509.1
796 Capim braquiaria N. lasiurus ND ND ND
914 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 96 EF531688.1
924 Cana de aglcar Calomys tener ND ND ND
932 Capim braquiaria Akodon sp ND ND ND
947 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 97 EF531662.1
958.2 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 97 EF531688.1
968 Capim braquiaria Akodon sp ND ND ND
986 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 98 EF531688.1
1006 Cerrado Akodon sp Akodon montensis 99 AF184055.2
1028 Capim braquiaria N. lasiurus N. lasiurus 99 EF531668.1

"ND — N3o determinado, ou porque ndao houve amplicon, ou devido a um match inferior a 90%.
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose corado com GelRed sob luz UV, mostrando
amplicons de 1140 pb oriundos da amplificagdao por PCR de gene do cyt b de diferentes
espécies de roedores silvestres. Coluna M — marcador tipo escada de 1kb, coluna 1 —
controle negativo, coluna 2 — PCR de uma amostra de Rhipidomys sp que nao resultou
em amplicon, coluna 3 — PCR de uma amostra de Euryoryzomys sp que nao resultou
em amplicon, colunas 4, 5 e 6 — amplicons de 1140 pb oriundos de amostras de N.
lasiurus, colunas 7 e 8 —amplicons de 1140 pb proveniente de amostras de Akodon sp,
coluna 9 — amostra de C. tener que resultou em amplicon de 1140 pb, coluna 10 — PCR
de O. judex que nao resultou em amplicon, coluna 11 — amplicon de 1140 pb de um
pool do DNA de roedores da subfamilia Sigmondontinae utilizado como controle
positivo.
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4.2. Niveis de anticorpos para Hantavirus entre os roedores capturados

Dentre os pequenos mamiferos capturados, somente roedores
Sigmodontinae apresentaram anticorpos IgG para Hantavirus. Observaram-se 36
roedores soropositivos e, portanto, 6,3 % de positividade. As soropositividades
segundo as distintas espécies foram: N. lasiurus 12,2 %, Akodon sp 4,6 %, Oligoryzomys
nigripes 2,2 %, Calomys tener 0,97 % e Rhipidomys sp 20 %, como mostrado na Tabela
6. Nos animais apresentando anticorpos para Hantavirus foram observados titulos
séricos de 100 e 1600 em 7,5 %, de 200 17,5 %, de 6400 em 15 %, de 400, 800 e 3200

em 10 % 51200 em 5 %. Estes resultados sdo mostrados no Anexo V.

Tabela 6. Soropositividade para Hantavirus entre os roedores capturados.

Espécies I\lcg;s:ui;;:jis N;?ei:ar;icr:‘siis Soropositividade (%)
Necromys lasiurus 212 26 12,2
Akodon sp 151 7 4,6
Calomys tener 103 1 0,97
Oligoryzomys nigripes 45 1 2,2
Rhipidomys sp 5 1 20,0

*Descontou-se o nimero de animais recapturados.

Observou-se uma possivel sazonalidade na soropositividade para
Hantavirus, que foi de 7,2 % na estacdo seca e 2,7 % na chuvosa, embora sem
significancia estatistica (p = 0,1230 no teste exato de Fisher), como mostrado na Tabela
7. Porém, a frequéncia da soropositividade para Hantavirus mostrou-se
significantemente maior nos meses da estacao seca quando comparados aos meses da
chuvosa (p < 0,05, IC 95 % - 60,9 a -18,4), revelando assim a sazonalidade da zoonose

(Figura 16).

N3o se observou soropositividade significantemente diferente entre os
géneros (sexos) de roedores capturados (p > 0.05, teste exato de Fisher), embora, o
numero de machos infectados tenha sido maior que o das fémeas. Também, foi

observada soropositividade significantemente maior entre os animais subadultos e
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adultos do que nos juvenis (x* = 5.340, p = 0.02), o que é de se esperar, sendo

associada a um efeito cumulativo. Estes resultados sdo mostrados na Tabela 7.

As andlises mostraram que a soropositividade para Hantavirus esta
correlacionada positivamente com a abundancia de pequenos mamiferos capturados,
como mostrado na Figura 16 e esta correlacdo, também, é ligada ao tipo de ambiente
(r = 0.9703, p = 0.0148). A vegetacdo introduzida de capim braquidria mostrou um
provavel efeito positivo na abundancia dos roedores e na soropositividade para
Hantavirus destes animais, sobretudo N. lasiurus, como mostra a Tabela 8. Isto ndo foi
observado na mata semidecidua, que é um ambiente de area nativa. No cerrado, que
também é um ambiente de area nativa, verificou-se que a soropositividade foi
intermediaria entre capim braquiaria e mata semidecidua para os animais capturados.
N3do houve diferenca significativa quando comparou-se soroprevaléncia a abundancia
dos animais capturados neste ambiente (p > 0,05, teste exato de Fisher). Ainda,
guando se comparou soroprevaléncia com abundéancia de roedores, no ambiente com
braquidria, esta mostrou-se significantemente maior que nos outros ambientes (p <

0,05, teste exato de Fisher).

Tabela 7. Distribuicdo dos animais capturados e soropositividade para hantavirus em cada

época do ano, segundo género e idade.

"Estagdo Seca Estagdo Chuvosa Total
ota
(Abril a Setembro) (Outubro a Margo) P
Positivo Total Positivo Total Positivo Total
n % n % n % n % n % n %
Género 0.3968

Macho 19 86 221 482 2 30 68 618 21 7,2 289 51,0
Fémea 14 6,0 237 51,7 1 23 42 381 15 53 279 491

Idade* 0,0208

Juvenil 5 52 9% 50,7 O 0 25 22,7 5 4,1 121 213
Subadulto 9 41 220 148 2 57 35 31,8 11 4,3 255 450
Adulto 19 13,4 142 343 1 20 50 454 20 104 192 34,0

* |dade segundo a massa corpodrea especifica para cada espécie e caracteres sexuais secundarios

~ . 1, N . o ,
externos. ; Valor de P para o género e idade. Valor de P para a abundancia das espécies capturadas é
significante na estagdo seca P = 0.0001.
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Figura 16. NUumero de animais capturados (em barras) e soropositividade para
Hantavirus (em losangos). A linha de tendéncia informa uma possivel sazonalidade do
numero de animais capturados, bem como da soropositividade para Hantavirus.

Tabela 8. Abundancia de roedores capturados segundo o habitat destes animais e

soropositividade para Hantavirus.

Habitat

Capim braquiaria Cerrado Cana de agticar Mata semidecidua Total

Positivo Total Positivo Total Positivo Total Positivo Total Positivo Total
n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %

29 7,7 375660 5 3,4 144253 2 50 40 70 O 00 8 1,4 36 6,3 568 100
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4.3. Detec¢do de Hantavirus por RT-PCR

Dentre os 36 roedores apresentando anticorpos contra Hantavirus,
detectaram-se fragmentos dos segmentos M e S do genoma deste virus, por RT-PCR,
em 16, como mostra a Figura 17. Portanto, a presenc¢a de Hantavirus foi observada em
Sigmodontinae das seguintes espécies, N. lasiurus, Akodon sp, inclusive Akodon
montensis e C. tener. Nao foi possivel detectar genoma de Hantavirus nos roedores

soropositivos Rhipidomys sp e Oligorzyomys nigripes.

M.1 2 3 4 ..o 6 7 8 9 10 11 12 13 13 M

Figura 17. Resultado da RT-PCR em gel de agarose corado com GelRed, sob luz UV,
exibindo amplicons dos segmentos genémicos M (gene Gn) e S (gene N) de Hantavirus
oriundos do sangue de roedores. Coluna M — marcador tipo escada de100 pb, colunas
1 e 2 — fluido de cultura celular ndo infectada, utilizada como controle negativo,
colunas 3, 5 e 7 mostram amplicon do gene Gn de Hantavirus com ~ 324 pb e as
colunas 4, 6 e 8 mostram um amplicon do gene N de Hantavirus com ~ 264 pb. Estes
amplicons foram obtidos do sangue de Necromys lasiurus. Na coluna 9 observa-se um
amplicon do gene Gn de Hantavirus com ~ 324 pb e na coluna 7, um amplicon do gene
N de Hantavirus com ~ 264 pb, ambos obtidos do sangue de Akodon montensis. A
coluna 11 mostra um amplicon do gene Gn de Hantavirus com ~ 324 pb e a coluna 12,
um amplicon de ~ 264 pb do gene N de Hantavirus, também, as colunas 13 e 14
mostram amplicons de ~ 324 pb do gene Gn e ~ 264 do gene N de Hantavirus, estes
ultimos obtidos de culturas celulares infectadas com o virus Rio Mamoré, usado como
controle positivo.
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4.4. Isolamento viral

Confirmou-se o isolamento de Hantavirus em células Vero E6 inoculadas
com fragmentos do pulmao de roedores N. lasiurus e C. tener, nos quais se detectou
genoma de Hantavirus. As células foram coletadas dos frascos na 62 passagem de
cultivo, foram lavadas por duas vezes com PBS e transferidas para laminas de
microscopio sobre as quais realizou-se teste de imunofluorescéncia indireta. No teste
utilizaram-se como anticorpo primario, um pool de soros de roedores com anticorpos
anti-proteina N recombinante de ARAV ou um pool de soros de pacientes com SPCVH.
Como anticorpo secunddrio, usou-se conjugado de fluoresceina com anti-IgG de
camundongo ou anti-IgG humano (Sigma-Aldrich, EUA). No mesmo teste, células ndo
inoculadas foram usadas como controle negativo e células inoculadas com virus Rio
Mamoré, como controle positivo. Considerou-se isolado o Hantavirus quando células
exibiram fluorescéncia citoplasmatica de seus antigenos, como mostra a Figura 18. A
presenca do virus isolado foi confirmada, na mesma cultura celular de 6° passagem,
por RT-PCR. Em continuagdo, o amplicon da RT-PCR teve seus nucleotideos
seqlenciados, estas sequéncias foram alinhadas com outras de Hantavirus, para o
gene codificador de N, depositadas no GenBank e em seguida, construiu-se a arvore
filogenética da Figura 19, mostrando claramente que o Hantavirus isolado trata-se do

ARAV.
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Figura 18. Imagem a microscopia de laminas de imunofluorescéncia contendo, em A.
IFA de células Vero E6 ndo infectadas como controle negativo, a seta aponta células ndo
infectadas. Em B, observam-se células Vero E6 infectadas da 62 passagem apods
inoculacdo com tecidos pulmonares de Calomys tener; as setas apontam para
antigenos do Hantavirus isolado, no citoplasma das células Vero E6 infectadas. Em C,
observa-se resultado de RT-PCR em foto de gel de agarose a 1,8 %, corado com
brometo de etidio, sob luz UV, mostrando: na coluna 1 — marcador escada de 100 pb;
nas colunas 2 e 3 — cultura celular ndo infectada, como controle negativo; na coluna 4 —
amplicon do gene Gn de Hantavirus, com ~ 324 pb; na coluna 5 - amplicon do gene N
de Hantavirus com ~ 264 pb. Estes 2 amplicons foram obtidos do Hantavirus isolado do
tecido pulmonar de C. tener. Na coluna 6, observa-se amplicon do gene Gn de
Hantavirus, com ~ 324 pb; na coluna 7 observa-se amplicon do gene N de Hantavirus,
com ~ 264 pb. Estes 2 ultimos amplicons foram obtidos de culturas celulares infectadas
com virus Rio Mamoré, usado como controle positivo.
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Figura 19. Arvore gerada pelo método de neighbor-joining, modelo (HKY+IG), conforme
selecionado pelo hLRT em programa Modeltest 3.7., com distribuicdo gamma (G) de
0,7149 e de proporgao de sitios invaridveis (1) de 0,3231. O alinhamento e a edi¢ao de
nucleotideos foram conduzidos utilizando programas Clustal W em Mega 4.0. As setas
mostram as sequiéncias do segmento S do Hantavirus Araraquara isoladas como parte
deste trabalho, de duas espécies de roedores, Necromys lasiurus (R 11) e Calomys tener
(R 147). Também, contém seqliéncias referentes ao gene N de outros Hantavirus
depositadas no GenBank: Araraquara-like (ARAV) (EF571895); Juquitiba (JUQV)
(GU213198); Rio Mamore (RMV) (AF133254); Laguna Negra (LNV) (FI816031); Bermejo
(BMJV) (AF482713); Lechiguanas (LECV) (AF482714); Oran (ORNV) (AF482715); Maciel
(MACV) (AF482716); Andes (ANDV-Chile) (AF291702); Andes (ANDV-Argentina)
(AF325966); Andes (Andes_2-Chile) (AY228237); Pergamino (PRGV_2) (AF482717);
Cafio Delgadito (CDV) (DQ285566); Rio Segundo (RIOSV) (RMU18100); Maporal (MAPV)
(AY267347); EI Moro Canyon (EMCV) (RMHU11427); Limestone Canyon (LMCV)
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(AF307322); Muleshoe (MULV) (U54575); Black Creek Canyon (BCCV) (L39949); Bayou
(BAYV) (L36929); New York (NYV) (U09488); Sin Nombre (SNV) (NC_005216); Sin
Nombre (SNV2) (AF281851); Sin Nombre (SNV3) (L37904); Pergamino (PRGV)
(AF482717); Seoul (SEOV) (FJ803217); Seoul (SEOV_2) (GU361893); Dobrava (DOBV)
(U188452); Dobrava (DOBV_2) (AY533120); Haantan (HTNV) (GU329991); Haantan
(HTNV_2) (GU329991). Sequéncias dos Hantavirus, Seoul, Haantan e Dobrava foram
utilizadas como out-group. O bootstrap é de 1000 réplicas.
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A perda acelerada da diversidade bioldgica é um processo com
conseqléncias profundas, pois inviabiliza os ecossistemas com notdvel prejuizo para a
sociedade humana. Os beneficios dos ecossistemas ao homem s3o diversos e incluem,
principalmente, o fornecimento de alimentos e a prevengdo de inundagbes por
drenagem de agua das chuvas. Contudo, tais beneficios sdo reduzidos, tornando-se
quase inexistentes, com a perda da diversidade biolégica (Dearing et al 2010, Suzdan et
al 2009, Chan et al 2006). Também, acredita-se que a alta diversidade bioldgica possa
proteger os seres humanos contra doengas transmitidas por animais silvestres
reduzindo a disseminacdo e prevaléncia de patégenos entre os animais silvestres
reservatérios (Keesing et al 2006, Ostfeld et al 2003). Ainda, a alteragdo dos
ecossistemas pelo homem, assim como sua influéncia indireta, através de mudancas
climaticas, além de extinguir algumas espécies, estaria produzindo surtos de disturbio
populacional em roedores silvestres. Esses surtos, chamados ratadas, quando muito
exacerbados, aumentam enormemente a populacdo de algumas espécies e reduzem a

diversidade biolégica em determinados ambientes (D’Elia 2003a, Lima et al 1999).

Na América do Sul, muitas espécies de roedores silvestres sdo reservatorios
naturais de microrganismos causadores de vdrias doengas humanas. Oligoryzomys sp,
Necromys lasiurus, Calomys laucha, Akodon azarae e o rato de algodao, Sigmodon
alstoni, sao reservatoérios naturais de diferentes Hantavirus. Da mesma forma, os
roedores Calomys musculinus e o rato da cana Zygodontomys brevicauda sao,
respectivamente, hospedeiros dos arenavirus Junin, na Argentina, e Guanarito na
Venezuela. Os roedores O. nigripes, A. montensis, Thaptomys nigrita e Euryoryzomys
russatus, abrigam ectoparasitas que sdo reservatorios do agente etioldgico da doenca
de Lyme: Borrelia burgdorferi (Salked et al 2010, Figueiredo et al 2009a, Suzuki et al
2004, Chiappero 2003). Suzan et al (2008), no Panama, mostraram que o aumento na
abundancia de algumas espécies e a reducdo da biodiversidade, estdo altamente
associados a habitats alterados e degradados pelo homem. Naquele estudo, observou-
se que animais-reservatdrio de Hantavirus, Oligoryzomys fulvescens e Zygodontomys
brevicauda sobrevivem bem em dreas antropizadas. Estes roedores silvestres, nas
areas desmatadas, préximos ao homem, procurariam por alimento em ambientes peri-

domésticos e buscariam por abrigo em paidis, armazéns, silos ou outros lugares
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construidos pelo homem. Como conseqliéncia, o local ficaria sujeito as zoonoses

transmitidas por estes animais.

Na regido Nordeste do Estado de S3ao Paulo, duas plantas exdticas foram
introduzidas no ultimo século: o capim braquiaria (Brachiaria decumbens) e a cana de
acUcar (Saccharum officinarum). O capim braquidria, oriundo da Africa, é cultivado,
em alguns locais, para a coleta de suas sementes visando a formagdao de pastagens
para o gado. Entretanto, as sementes deste capim, produzidas em quantidade, para
fins comerciais, representam um alimento de predilecdo dos pequenos roedores
silvestres. Por outro lado, as planta¢cdes de cana de acucar, planta originaria do
sudeste asiatico, ocupam hoje extensas dreas na regido, representando praticamente
uma monocultura. A expansao da cana de agucar, com montagem de uma gigantesca
estrutura agroindustrial na regido, deveu-se a notdveis estimulos governamentais
visando a producdo do agucar e principalmente, de um combustivel renovavel para
veiculos, o etanol. Quanto aos roedores silvestres, a raiz e o caule da cana de agucar
Ihes servem de alimento. Por outro lado, as queimadas de canaviais, método
comumente usado para facilitar a colheita desta planta, exterminam cobras e os
ninhos das aves de rapina, que sao predadores comuns dos roedores silvestres

(Kotchetkoff-Henrigues 2003).

Nas ultimas décadas, na regido de Ribeirdao Preto, a degradacao ambiental
para a plantacdo do capim braquidria e principalmente, da cana de agucar, aumentou
notavelmente (Figueiredo et al 2009a, Kotchetkoff-Henriques 2003, Figueiredo et al
1999). Assim, capim braquidria e cana de acgucar, estdo alterando os ecossistemas na
regido Nordeste do Estado de Sdo Paulo, diminuindo a diversidade bioldgica e
ocasionando a proliferacdo aumentada de determinadas espécies de roedores. Nestes

locais, proliferariam zoonoses de roedores, como a hantavirose.

No presente trabalho, objetivando avaliar a dindamica de pequenos
mamiferos na regido Nordeste do Estado de Sdo Paulo, incursdes ao campo foram
realizadas. Como resultados, foram capturados nove espécies de roedores e uma de
marsupial. Das espécies de roedores capturadas oito eram silvestres e pertencentes a
subfamilia Sigmodontinae, e somente uma espécie, Murinae (oriunda do Velho

Mundo), de roedores peri-urbanos, foi capturada, Mus musculus, como mostra a
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Figura 13. De Sousa et al (2008) detectaram prevaléncia de N. lasiurus (45.40 %),
seguida de Mus musculus (22.41 %), Akodon sp (12.64 %) e Calomys tener (9.19 %), na
regido nordeste do Estado de S3o Paulo. Katz et al (2001), em Guariba, regido nordeste
do Estado de Sao Paulo, capturaram, principalmente, Akodon sp (39,7 %) e N. lasiurus
(23,07 %). Estudos conduzidos em Anajatuba, no Maranhdo em 2003, a maioria dos
animais capturados era roedores Sigmodontinae, destacando N. lasiurus (64,3 %) e
Akodon sp (28,1 %) (Rosa et al 2005). Na mesma regido em 2005 houve também uma
predominancia de N. lasiurus (85 %) seguida de Oligoryzomys aff. fornesi (2,5 %) (Rosa
2008). Estes resultados sdao semelhantes ao nosso estudo, onde se observou a
predominancia dos roedores Necromys lasiurus, Akodon sp e Calomys tener (Figura

13).

A taxa de recaptura é um indicativo de densidade populacional. Quando
esta taxa é baixa, sugere uma alta densidade populacional e vice-versa (Mills et al
1997). Em nosso estudo comparado a outros, que utilizaram os mesmos métodos de
captura e recaptura, no Panamad (Armién et al 2009) e nos Estados Unidos (Luis et al
2010) a taxa foi muito pequena, embora o periodo de captura no presente estudo
tenha sido inferior. Desta forma, a baixa taxa de recaptura, em nosso estudo, sugere
gue a densidade populacional dos roedores silvestres na regido esteja em crescimento.
Fato que favorece a sobreposi¢cdao de nichos ecolégicos e assim fendmenos extremos,
como é o da ratada. Também, o estudo mostrou que isto teria haver com a
modificacdo ambiental pelo homem, ja que, no ambiente modificado pela cultura de
capim braquiaria, foi significantemente maior esta abundancia de animais capturados,
sobretudo de N. lasiurus (Tabelas 4 e 8). Ainda, reforca a idéia de uma densidade
populacional crescente de roedores, o grande numero de animais subadultos e adultos
capturados, sugerindo que a populacdo de roedores naqueles ambientes atinge a
maturidade em um tempo muito curto de vida (Tabela 7). Estes resultados sdo
suportados com os realizados por Figueiredo et al (2010), De Sousa et al (2008), e Katz
et al (2001) que encontraram, também, uma abundancia de roedores subadultos e
adultos significativa em areas de vegetacdo modificada para o capim braquiaria. E

ainda, D’Andrea et al 2007 avaliou na regido de Sumidouro, Rio de Janeiro, que os
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roedores estavam atingindo a maturidade precocemente de acordo com a idade

baseada na massa corporal.

A biodiversidade de pequenos mamiferos encontrada no presente estudo
foi de 10 espécies e mostrou-se diferente da observada por Bonvicino et al (2005,
2002) que, na chapada dos Veadeiros, estado de Goids, encontraram 19 espécies.
Também, Katz et al (2001), em estudo na regido Nordeste do Estado de Sao Paulo
observaram uma diversidade de 13 espécies de roedores, mais parecida com a
encontrada no presente estudo. Entretanto, a biodiversidade de pequenos mamiferos
observada no presente trabalho corroborou as observadas por De Sousa et al (2008) e
por Figueiredo et al (2010) que encontraram 9 espécies na regidao nordeste do Estado

de S3o Paulo.

No presente estudo, o ambiente com areas nativas de cerrado, mostrou-se
possuidor da maior biodiversidade de pequenos mamiferos, o que fica evidenciado
pela presenca de uma espécie, apenas naquele local, o roedor Oxymicterus judex. Este
achado, corrobora o de Bonvicino et al (2002), que analisando a biodiversidade em
cerrado, na chapada dos Veadeiros, estado de Goias, e comparando-a com a de areas
nativa de mata semidecidua, no estado do Espirito Santo, observou maior
biodiversidade no cerrado. Por outro lado, os roedores do género Akodon sp foram
capturados nos quatro ambientes estudados (Tabela 4). Bonvicino et al (2002),
também, verificaram que espécies do género Akodon sp encontravam-se em cerrado e
mata semidecidua. Tal fato, provavelmente, se deve ao grande nimero de espécies do
género Akodon, o que permite que estas sejam distribuidas em diferentes ambientes
(Steppan 1995). Ainda, no presente estudo, p6de-se notar, no cerrado, a presenca de
um pequeno mamifero Didelphinae, Gracilinanus agilis. Magrini et al (2008), também,
encontraram espécies desse Didelphinae no cerrado da regido peri-urbana de
Uberlandia, Estado de Minas Gerais. Um achado inédito do presente estudo, foi a
captura de roedores do género Rhipidomys sp (Figura 14), ainda ndo descritos na
regido. Estes foram encontrados em ambientes de areas nativas, 4 espécimes no

cerrado e uma na mata semidecidua (Tabela 4).

O roedor silvestre Necromys lasiurus, reservatério do Hantavirus ARAV

(Suzuki et al 2004), mostrou-se o mais abundante, representando 47,7 % dos animais
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capturados no ambiente contendo vegetacdo introduzida, capim braquiaria. Esse
resultado corrobora os de estudos anteriores realizados por Figueiredo et al (2010)
que verificaram 46,1 % de N. lasiurus dentre os roedores capturados e também, de De
Sousa et al (2008) observaram 45,4 %, assim como, Katz et al (2001) que encontraram
74,2 %. Todos estes trabalhos foram realizados em dreas de capim braquidria da regido
nordeste do Estado de Sao Paulo. N. lasiurus possui hdbito terrestre e habitam
principalmente, ambientes de vegetacdes abertas. Este animal utiliza alimentos
variados, tais como: graos, vegetais e insetos (Hjelle et al 2001). Este ecletismo
alimentar talvez venha colaborando para sua melhor adaptacdo e maior prevaléncia
em ambientes antropizados, quando comparado as outras espécies. Por outro lado,
observa-se que no cerrado, uma area de vegetacdo nativa e pouco antropizada, a
abundancia desse roedor é menor que a dos outros dois roedores mais capturados
neste estudo, Akodon sp e Calomys tener que sdao, também, roedores comuns de areas
abertas de cerrado e ambientes antropizados, possuindo grande plasticidade quanto a
qualidade do habitat (Gheler-Costa 2006) (Tabela 4). Também, o cerrado mostrou-se o
ambiente com maior diversidade bioldgica o que, inclusive, corrobora a hipotese de

que a diversidade bioldgica controlaria o fen6meno de ratada (D’Elia 2003a).

A abundancia e riqueza de animais capturados, assim como o alto sucesso
de captura (6,2 %), foram maiores na estacdo seca, que corresponde ao outono-
inverno (Figura 12 e 16). Embora ndo se tenha investigado se a disponibilidade de
alimento estad associada a sazonalidade, é provavel que esta seja maior na estacdo
seca, indicando que a taxa de reproducdo destes roedores estaria relacionada a
disponibilidade de alimentos e esta, a sazonalidade. Corroborando este achado, Luis et
al (2010) demonstraram que a sazonalidade tem grande influéncia na abundancia do
roedor silvestre reservatério do SNV, Peromyscus maniculatus, em Montana, EUA.
Também, D’Andrea et al (2007) demonstraram que a abundancia de pequenos
mamiferos silvestres estd altamente associada a época de inverno e estacdo seca, na

regido de Sumidouro, Rio de Janeiro.

Dentre os 568 pequenos mamiferos capturados como parte deste estudo,
somente roedores Sigmodontinae foram soropositivos para Hantavirus, 6.3 % (Tabela

6). Também, dentre os Sigmodontinae, N. lasiurus mostraram-se 0s mais soropositivos
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12.2 %, seguidos por Akodon sp (4.6 %), Oligoryzomys nigripes (2.2 %) e Calomys tener
0.97 %. Resultados semelhantes foram obtidos por De Sousa et al (2008), na regido de
Ribeirdo Preto. Em 174 roedores capturados observaram uma soroprevaléncia de 5,17
% para Hantavirus. Quanto a soropositividade intraespécies, estes autores observaram
4,02 % em N. lasiurus e 0,57 % em Akodon sp e C. tener. Também, Figueiredo et al
(2010), em estudo realizado na mesma regido, analisaram 595 pequenos mamiferos
detectando somente roedores Sigmodontinae soropositivos para Hantavirus (N.
lasiurus 4,0 %, Akodon sp 1,5 % e C. tener 1,9 %). Os Rhipidomys sp podem ser vistos
como excegao porque apesar de pouco capturados, apenas cinco espécimes, exibiram
20 % de soropositividade para Hantavirus (Tabela 6). A andlise dos resultados de De
Sousa et al (2008), de Figueiredo et al (2010) e os obtidos no presente trabalho,
permitem inferir que a perda da diversidade bioldgica na regido Nordeste do Estado de
Sao Paulo tem sido um fator de risco para a infec¢do por Hantavirus entre os roedores
silvestres. Suzan et al (2009), observaram que, quanto menor a diversidade bioldgica
de um ambiente, maior é a taxa de transmissdo de Hantavirus entre os animais
silvestres e o risco de doenca humana. Da mesma forma, LoGiudice et al (2008) e
Swaddle et al (2008), relataram que a alta diversidade das espécies de roedores
silvestres e aves silvestres diminuiam a taxa de transmissdo da doenca de Lyme e do
virus West Nile, respectivamente. No presente trabalho, a baixa diversidade bioldgica,
associada a maior taxa de transmissdo de Hantavirus corroborada pela alta
soroprevaléncia, associou-se a vegetacdo introduzida do capim braquidria. Esta
diminuida diversidade aumenta o risco de dois fendmenos, o de ratadas e o de
spillover de Hantavirus, descrito adiante (Allen et al 2009, Suzan et al 2009, Mills et al

1997).

Os resultados exibidos na Tabela 8 sugerem que o capim braquiaria seja
uma vegetacao de risco para infec¢do por Hantavirus em roedores silvestres, pois onde
se observou maior abundancia de roedores, também, houve maior risco de infeccdo
por Hantavirus. O capim braquiaria, também, mostrou-se um ambiente de risco no

estudo conduzido por De Sousa et al (2008), na mesma regido.

A infeccdo por Hantavirus ocorreu de forma semelhante em roedores

Sigmodontinae de ambos os sexos, como previamente observado por De Sousa et al
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(2008), que, também, ndo encontraram diferenca significativa ao compararem taxa de
infeccdo por Hantavirus entre roedores machos e fémeas, embora tenham observado
um numero maior de fémeas infectadas. Quanto a idade dos animais, no presente
estudo, constatou-se influéncia desta na infec¢do por Hantavirus. Observaram-se mais
roedores subadultos e adultos infectados do que roedores juvenis. Esse achado deve
ser conseqliéncia de um efeito cumulativo nas infec¢gbes por Hantavirus, durante a

vida dos roedores (Tabela 7).

A soropositividade para Hantavirus mostrou-se altamente associada a
abundancia de roedores e esta abundancia, por sua vez, mostrou-se claramente
dependente da sazonalidade (Tabela 7). Portanto, a soropositividade para Hantavirus
entre roedores silvestres Sigmodontinae na regidao Nordeste do Estado de Sdo Paulo,
segue uma tendéncia sazonal com elevacdo na estacao seca (7,2% nos meses de abril a
setembro, Figura 16). Outros estudos, também, mostram alteracdes sazonais na
soroprevaléncia dos roedores para Hantavirus (Luis et al 2010, Dearing et al 2009,

Mclintyre et al 2005).

Observou-se no presente estudo o roedor Rhipidomys sp apresentando
anticorpos IgG para Hantavirus (Tabela 6). Trata-se de achado inédito para este género
de roedores e sugere a possibilidade de que outros Hantavirus possam estar circulando
na regido. Por outro lado, o ARAV, poderia estar se adaptando a roedores de outras
espécies que ndo o N. lasiurus. Reforca esta idéia o achado de anticorpos IgG contra
ARAV e detecg¢ao de genoma de Hantavirus por RT-PCR, no roedor Akodon montensis
(Figura 17). A infeccdo pelo Hantavirus Jabora foi previamente demonstrada em

roedores desta espécie, no estado do Parana (Raboni et al, 2009).

Hantavirus poderiam infectar habitualmente mais de uma espécie de
roedor (Allen et al 2009, Klingstrom et al 2002). Isto poderia ocorrer quando ha
sobreposicdo dos nichos ecolégicos destes animais, com maior probabilidade de
adaptacdo dos Hantavirus a novos animais-reservatoério (Dearing et al 2010, Allen et al
2009 e Suzan et al 2009). O fendbmeno de um Hantavirus estar infectando mais de uma
espécie de roedores-reservatorio denomina-se spillover interespecifico (Klingstrom et
al 2002). O nome surgiu da observacado de Klingstrom e colaboradores (2002), de que o

Hantavirus PUUV era capaz de infectar os roedores silvestres Microtus agrestis e
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Lemmus sibiricus, além do seu previamente reconhecido reservatério, Clethrionomys
glareolus. Os achados do presente estudo, incluindo o isolamento do ARAV em C.
tener (Figuras 18 e 19), corroboram os do trabalho referido acima e reforcam a idéia
de os Hantavirus ndo serem espécie-especificos e de estarem, ainda, em fase de

espalhamento entre estes animais, na natureza.

A parte deste estudo que inclui nas analises os dados referentes a captura
e recaptura de roedores, ainda ndo se encontra concluida e devera ter continuidade
com o Doutorado. Na préxima etapa, pretende-se finalizar a identificagdo genética de
todas as espécies capturadas bem como, terminar as andlises sobre a populacdo
destas distintas espécies e a perda da diversidade bioldgica nos quatro ambientes

estudados.

Em suma, o presente estudo evidencia, indubitavelmente, a existéncia da
zoonose por Hantavirus entre os roedores silvestres da regido Nordeste do Estado de
S3o Paulo, com risco comprovado de estes patdgenos acometerem o homem. Trata-se
de um dos trabalhos pioneiros no Brasil quanto a pesquisa das variagdes populacionais
e do comportamento ecolégico dos roedores-reservatério de Hantavirus. Com base na
coleta de roedores silvestres em diferentes habitats do Nordeste do estado de Sdo
Paulo, os resultados permitiram conhecer importantes dados epidemiolégicos sobre
tais animais, bem como, permitiram identificar e isolar Hantavirus infectando estes
animais. Portanto, obtiveram-se novas informacbes, algumas inéditas e que
contribuirdo para entender o comportamento dos roedores-reservatorio de Hantavirus
e seus niveis de infeccao na regido. Também, os achados evidenciam e devem servir de
alerta ao sistema de saude sobre a importancia da degradacdo do meio ambiente
produzida pela agricultura como fator de risco a infeccdo por Hantavirus tanto em
animais silvestres como em humanos. E, ainda, o aumento populacional dos roedores
silvestres na estacdo seca poderia ocasionar spillover de Hantavirus entre espécies

destes animais e o grave distUrbio ecoldgico representado pelas ratadas.
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— Os roedores silvestres mais encontrados na regido Nordeste do estado de Sdo Paulo foram

Necromys lasiurus, Akodon sp e Calomys tener.
— A soropositividade para Hantavirus nos roedores silvestres foi de 6.3 %.
— Encontrou-se, apenas, o Hantavirus Araraquara infectando os roedores silvestres.

— Existe maior abundancia de roedores silvestres e também, mais alta soropositividade no
ambiente de capim braquidria, Brachiaria decumbes, fazendo desta vegetacdo introduzida
um fator de risco para infeccdo por Hantavirus nestes animais e conseqiientemente, no

homem.

— Ha uma tendéncia sazonal, com elevacdo na estacdo seca, de abril a setembro, para
abundancia de roedores silvestres e também, de maior ocorréncia das infecgdes por

Hantavirus.

— A taxa de infec¢do por Hantavirus é maior nos roedores silvestres adultos e subadultos

gue em juvenis, independendo do género (sexo).

— Ocorre na regido Nordeste do estado de S3o Paulo provavel spillover do Hantavirus
Araraquara, a partir de seu reservatério Necromys lasiurus para Calomys tener e po-—

ssivelmente, Akodon montensis e Rhipidomys sp.
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Anexo l. Parecer n2 115/2008 da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal.

f UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

— Comissio de Etica em Experimentagdo Animal —

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n° 115/2008, sobre o projeto intitulado “Deteccdo de

Hantavirus em roedores e estudo da dindmica populacional de roedores-

reservatdrio na regido de Ribeirdo Preto”, sob a responsabilidade do
Professor Doutor Luiz Tadeu Moraes Figueiredo estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi APROVADO pela COMISSAO
DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL (CETEA) em reunido de 25
de agosto de 2008.

(We eemfy that the protocol #° 115/2008, about “Detetion of Hantavirus in rodents and study of dynamics
i o voir populations in the region of Ribeirdo Preto”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES
| ‘7 IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was
approved by the COLLEGE OF MEDICINE OF RIBEIRAO PRETO OF THE UNIVERSITY OF SAO
PAULO - ETHICAL COMMISSION OF ETHICS IN ANIMAL RESEARCH (CETEA) in 08/25/2008
meeting).

Ribeirdo Preto, 25 de agosto de 2008.

3 mpn) f‘;‘v]m
Prof. Dr. Eduardo Melani Rocha

Presidente da Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal
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Anexo Il. Autorizacdo IBAMA n2 0115/07, processo 02027.008732/08-97.

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Medicina de Ribeiriao Preto

Centro de Pesquisas em Virologia

13 og 0y

Relatorio Relativo ao Projeto:
ESTUDOS COM VIiRUS ASSOCIADOS A ROEDORES DE
IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA NO BRASIL

Autorizagao Ibama n°: 0115/07 SUPESP/ Fauna/ LIC

Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo

Ribeirao Preto

2008
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Anexo lll. Hantavirus do Velho e Novo Mundo e seus respectivos hospedeiros naturais

segundo Jonsson et al 2010.

(;';&a:; Virus isolate or strain Abbreviation® Geographic distribution Rodent host A?‘g::?d
Old World
Murinae Hantaan virus HTNV China, South Korea, Russia Apodemus agrarius HFRS
Dobrava-Belgrade virus DOBV Balkans Apodemus flavicollis HFRS
Seoul virus SEOV Worldwide Rattus HFRS
Saaremaa virus SAAV Europe Apodemus agrarius HFRS
Amur virus AMRV Far East Russia Apodemus peninsulae HFRS
Soochong virus - South Korea Apodemus peninsulae Unknown
Arvicolinae Puumala virus PUUV Europe, Asia, and Americas Clethrionomys glareolus HFRS/NE
Khabarovsk virus KHAV Far East Russia Microtus fortis Unknown
Muju virus MUV South Korea Myodes regulus Unknown
Prospect Hill virus PHV Maryland Microtus pennsylvanicus Unknown
Tula virus TULV Russia/Europe Microtus arvalis Unknown
Isla Vista virus ISLAV North America Microtus californicus Unknown
Topografov virus TOPV Siberia Lemmus sibericus Unknown
New World
Sigmodontinae Sin Nombre virus SNV North America Peromyscus maniculatus HPS
Monongahela virus MGLV North America Peromyscus leucopus HPS
New York virus NYV North America Peromyscus leucopus HPS
Black Creek Canal virus BCCV North America Sigmodon hispidus HPS
Bayou virus BAYV North America Oryzomys palustris HPS
Limestone Canyon virus — North America Peromyscus boylii Unknown
Playa de Oro virus — Mexico Oryzomys couesi Unknown
Catacamas virus — Honduras Oryzomys couesi Unknown
Choclo virus - Panama Oligoryzomys fulvescens HPS
Calabazo virus - Panama Zygodontomys brevicauda Unknown
Rio Segundo virus RIOSV Cost Rica Reithrodontomys mexicanus Unknown
Cano Delgadito virus CADV Venezuela Sigmodon alstoni Unknown
Andes virus ANDV Argentina, Chile Oligoryzomys longicaudatus HPS
Bermejo virus BMJV Argentina Oligoryzomys chocoensis HPS
Pergamino virus PRGV Argentina Akodon azarae Unknown
Lechiguanas virus LECV Argentina giifomm flavescens HPS
Maciel virus MCLV Argentina lomys obscurus HPS
Oran virus ORNV Argentina Oligoryzomys longicaudatus HPS
Laguna Negra virus LANV Paraguay, Bolivia, Argentina Calomys laucha HPS
Alto Paraguay virus — Paraguayan Chaco Holochilus chacoensis Unknown
Ape Aime virus — Eastern Paraguay Akodon montensis Unknown
Itapta virus - Eastern Paraguay Oligoryzomys nigripes Unknown
Rio Mamore virus — Bolivia, Peru Oligoryzomys microtis Unknown
Araraquara virus — Brazil Bolomys lasiurus HPS
Juquitiba virus — Brazil Oligoryzomys nigripes HPS

Jabora virus

Brazil, Paraguay

Akodon montensis
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Anexo IV. Niveis de anticorpos dos animais soropositivos para Hantavirus.

n? de captura Ambiente Espécies Niveis de IgG
423 Capim braquiaria N. lasiurus 200
442 Capim braquiaria N. lasiurus 800
457 Cerrado Akodon sp 100
458 Cerrado Akodon sp 100
465 Capim braquiaria N. lasiurus 800
471 Capim braquiaria N. lasiurus 400
484 Capim braquiaria N. lasiurus 3200
491 Capim braquiaria N. lasiurus 3200
510 Capim braquiaria N. lasiurus 1600
546 Capim braquiaria N. lasiurus 6400
558 Capim braquiaria N. lasiurus 6400
614 Capim braquiaria N. lasiurus 6400
617 Capim braquiaria N. lasiurus 400
666 Capim braquiaria N. lasiurus 3200
671 Capim braquiaria N. lasiurus 6400
677 Capim braquiaria N. lasiurus 6400
678 Cana de aglcar N. lasiurus 200
697 Cerrado Rhipidomys sp 200
703 Cerrado Oligoryzomys nigripes 400
719 Capim braquiaria N. lasiurus 200
728 Capim braquiaria N. lasiurus 800
747 Capim braquiaria N. lasiurus 25600
748 Capim braquiaria N. lasiurus 100
752 Capim braquiaria N. lasiurus 400
770 Capim braquiaria N. lasiurus 6400
792 Capim braquiaria N. lasiurus 200
796 Capim braquiaria N. lasiurus 100
914 Capim braquiaria N. lasiurus 800
924 Cana de aglcar Calomys tener 200
932 Capim braquiaria Akodon sp 100
947 Capim braquiaria N. lasiurus 400

958.2 Capim braquiaria N. lasiurus 400
968 Capim braquiaria Akodon sp 1600
986 Capim braquiaria N. lasiurus 6400
1006 Cerrado Akodon sp 200
1028 Capim braquiaria N. lasiurus 6400
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Anexo V. Formuldrio de Campo
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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