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RESUMO

Os hantavirus estdo entre os patdgenos zoondticos mais importantes para o homem,
especialmente devido a alta letalidade, daqueles associados a Sindrome Pulmonar por
hantavirus (SPH). No Brasil, mais de 1600 casos de SPH foram confirmados desde 1993, com
uma taxa de letalidade de 40%. Os genétipos virais associados a SPH em humanos, bem
como os presentes nos roedores silvestres foram investigados em uma drea endémica do
estado de Minas Gerais neste estudo. Além disso, a soroprevaléncia para hantavirus, a
cariotipagem das espécies de roedores capturadas e a dindmica populacional destes animais
nas fitofisionomias do Cerrado também foram avaliadas em uma abordagem
ecoepidemioldgica. O ELISA e/ou o RT-PCR foram utilizados para testar amostras de soro de
casos humanos suspeitos de SPH e de roedores silvestres e fragmentos de pulmao de
roedores. Em nossa casuistica, seis pacientes foram avaliados, destes (100%) foram
sororreativos no ELISA, e em seis (100%) foi possivel amplificar material genético viral e em
cinco (83,3%) foi possivel o sequenciamento. Em todos foram observados o genétipo viral
Araraquara (ARAV), porém com a formagdo de dois clusters bem definidos. A taxa de
letalidade dos casos foi de 50%. Em relagcdo aos roedores, 258 espécimes foram capturados.
Nove taxons foram identificados a nivel especifico e sete a nivel genérico, todos pertencentes
a subfamilia Sigmodontinae. Necromys lasiurus foi a espécie mais capturada (70,2). Foi
observada maior diversidade de roedores na fitofisionomia Mata seca semidecidua (07 taxons
a nivel especifico e quatro a nivel genérico), A estag@o inverno seco esteve relacionada com o
maior sucesso de captura (p < 0,0001). Houve maior prevaléncia de prenhez durante a estacao
chuvosa (p<0,0001). Observou-se uma prevaléncia de anticorpos IgG contra hantavirus de
1,6%, todos espécimes de N. lasiurus. Dentre os quatro roedores sororreativos, em trés (75%)
foi possivel amplificar material genético viral e em dois (50%) foi possivel o sequenciamento.
Somente o genétipo viral ARAV foi observado. Estes tiveram maior identidade filogenética
com o gendtipo viral sequenciado de uma amostra humana do municipio de Uberlandia-MG,
local onde também os roedores foram capturados. As amostras identificadas com ARAV
analisados no presente estudo foram distribuidas a uma distancia de aproximadamente 400
quildmetros. Apesar da distancia geogrifica, observamos uma alta identidade filogenética
entre duas amostras distantes 384 km entre si. As alteracdes ambientais e demogréficas
ocorridas nas dltimas décadas na drea de estudo afetou a ecologia dos roedores silvestres e
facilitou a ocorréncia de infec¢des humanas por hantavirus e a emergéncia da SPH nesta
regido, principalmente por ARAV transmitido por N. lasiurus. A observagdao neste estudo
apenas do gendtipo ARAV em espécimes de N. lasiurus e humanos, ndo exclui a
possibilidade de cocirculagdo de outros gendtipos virais nesta area, além da possibilidade da
existéncia de outros reservatorios de hantavirus, inclusive nao roedores.

Palavras-chave: Hantavirus, virus Araraquara, Necromys lasiurus, Sindrome Pulmonar por
Hantavirus.



ABSTRACT

The hantaviruses are among the most important zoonotic pathogens of humans, especially due
to high fatality, those associated with Hantavirus Pulmonary Syndrome (HPS). In Brazil,
more than 1600 cases of HPS have been confirmed since 1993, with a fatality rate of 40%.
The viral genotypes associated with HPS in humans, as well as those present in wild rodents
were investigated in an endemic area of the state of Minas Gerais in this study. Furthermore,
the seroprevalence for hantaviruses, the karyotyping of rodent species captured and the
population dynamics of these animals on the Cerrado vegetation types were also evaluated in
an ecoepidemiological approach. The ELISA and / or RT-PCR were used to test sera from
human cases of SPH and wild rodents and rodent lung fragments. In our study, six patients
were evaluated, of these six (100%) were seroreactive in ELISA in six (100%) was possible to
amplify viral genetic material and in five (83.3%) was possible sequencing. Were observed in
all the viral genotype Araraquara (ARAV), but with the formation of two well-defined
clusters. The case fatality rate was 50%. Regarding rodents, 258 specimens were captured.
Nine taxa were identified to species level and seven in genus level, all belonging to the
subfamily Sigmodontinae. Necromys lasiurus was the most abundant (70.2). We observed a
greater diversity of rodents in a fitofisionomy called semi-deciduous dry forest (07 taxa in
species level and four in genus level). The winter dry season was associated with the highest
capture success (p <0.0001). There was a higher prevalence of pregnancy during the rainy
season (p <0.0001). There was a prevalence of IgG antibodies against hantavirus of 1.6%, all
specimens of N. lasiurus. Among the four seroreactive rodents, three (75%) was possible to
amplify viral genetic material and two (50%) was possible sequencing. Only ARAV viral
genotype was observed. Samples of rodents had higher phylogenetic identity with the
genotype sequenced of the human sample of Uberlandia, Minas Gerais, where the rodents
were also captured. Samples identified with ARAV analyzed in this study were distributed at
a distance of approximately 400 kilometers. Despite the geographical distance, we observed a
high phylogenetic identity between two samples 384 km distant from each other. The
environmental and demographic changes that have occurred in recent decades in the study
area affected the ecology of wild rodents and facilitated the occurrence of hantavirus
infections in humans and the emergence of HPS in this region, mainly ARAV transmitted by
N. lasiurus. The observation in this study only the genotype ARAV in specimens of N.
lasiurus and humans, does not exclude the possibility of co-circulation of other viral
genotypes in this area, beyond the possibility of the existence of other reservoirs of
hantaviruses, including non-rodents.

Key words: Hantavirus, Araraquara virus, Necromys lasiurus, Hantavirus Pulmonary
Syndrome.



1. Introducao

1.1 Aspectos gerais

Os hantavirus (familia Bunyaviridae, género Hantavirus) tém distribuicdo global e sdo
responsaveis por duas diferentes formas de doenca humana: a Febre Hemorrdgica com
Sindrome Renal (FHSR) primariamente no Velho Mundo e a Sindrome Pulmonar por
Hantavirus (SPH) exclusivamente no Novo Mundo.

Duas epidemias no século passado com agentes etiolgicos desconhecidos, durante a
guerra da Coréia na década de 50 e na regidao de Four Corners em 1993, levaram a descri¢do
da FHSR e da SPH, respectivamente (JONSSON; FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010). O
primeiro reservatorio de hantavirus identificado foi o roedor Apodemus agrarius, em 1978.
Este roedor hospeda o virus Hantaan, primeiro hantavirus identificado (LEE; LEE;
JOHNSON, 1978). Atualmente, seis hantavirus estdo associados a FHSR: Hantaan, Dobrava-
Belgrado, Seoul, Saaremaa, Amur e Puumala virus. Todos, com exce¢do de Puumala virus,
estdo presentes em roedores da subfamilia Murinae. Esse dltimo tem como hospedeiro a
espécie Clethrionomys glareolus, um roedor da subfamilia Arvicolinae. O hantavirus Puumala
também € responsdvel por uma forma mais branda da FHSR, a nefropatia epidémica, que
ocorre na Europa e Asia (JONSSON; FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010).

Em relacdo a SPH, de 1993 a 2012, foram identificados 15 hantavirus associados com
a doenca humana (SILVA, 2012). Dentre eles, destacam-se os hantavirus Araraquara e
Juquitiba no Brasil, Andes na Argentina e Chile e Sin Nombre nos Estados Unidos. No Brasil,
até o presente momento, cinco genotipos virais estdo associados a casos de SPH e os estudos
eco-epidemioldgicos realizados t€m possibilitado a caracterizacdo do reservatorio ou
reservatorio em potencial nas regides de ocorréncia de casos. O roedor Oligoryzomys
nigripes, uma espécie que ocorre no sul do Brasil e ao longo da Mata Atlantica, transmite os
hantavirus Juquitiba. Necromys lasiurus, reservatério do virus Araraquara, ¢ um roedor que
vive no bioma Cerrado, drea que tem sido degradada massivamente nas ultimas décadas por
causa da agricultura em larga escala. O roedor Oligoryzomys utiaritensis foi identificado
como potencial reservatério do virus Castelo dos Sonhos no estado do Mato Grosso. No
estado do Maranhdo o roedor Oligoryzomys fornesi é o reservatério do virus Anajatuba.
Recentemente o roedor Calomys callidus foi associado com a transmissao, também no estado
do Mato Grosso, do hantavirus Laguna Negra, virus que também ocorre na Bolivia, Paraguai

e Argentina (JONSSON; FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010; TRAVASSOS DA ROSA et
13



al, 2010; TRAVASSOS DA ROSA et al, 2011; TRAVASSOS DA ROSA et al, 2012).
Adicionalmente, outros trés genétipos foram isolados apenas em roedores e até o momento
nao estdo associados com a SPH como os hantavirus Rio Mearim, Jabord e uma linhagem
relacionada ao virus Seoul, identificados em roedores das espécies Holochilus sciureus,

Akodon montensis e Rattus norvegicus, respectivamente (LEDUC et al., 1985; ROSA et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2011).

1.2 Agente etioldgico e replicacao viral

Em geral, os hantavirus sdo comumente referidos como hantavirus do Velho Mundo e
do Novo Mundo, devido a distribuicdo geogréfica de seus roedores reservatdrios e o tipo de
doenca (FHSR e SPH) que manifestam em humanos (SCHMALJOHN, 1996). A distribui¢dao
geografica e epidemiologia de doencas em geral sdo associadas aos hantavirus € consequéncia
da distribuic@o e historia natural de seus reservatérios. Apesar das diferencas na localizacdo
geografica e tipo de doenca, os hantavirus do Velho e Novo Mundo compartilham alta
homologia na organiza¢do de suas sequéncias nucleicas e exibem aspectos similares em seus
ciclos de vida (JONSSON; FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010).

Os virus da familia Bunyaviridae sao virus RNA de fita simples, trissegmentada,
circular e com polaridade negativa. Sdo envelopados, apresentando projecdes glicoproteicas
na superficie do envelope, esféricos e com diametro variando de 80 a 120 nm (Figura 1). O
core consiste de trés ribonucleocapsideos denominados: grande (L), codificador de uma RNA
polimerase RNA dependente (RdRp) também chamada de proteina polimerase L; médio (M),
que codifica duas glicoproteinas do envelope (Gn e Gc); pequeno (S) codificador da proteina
do ribonucleocapsideo (N). Cada um dos trés ribonucleocapsideos € constituido por um
complexo composto pela proteina do ribonucleocapsideo (N), a polimerase viral RdRp e um
segmento de RNA gendmico viral (L, M ou S), que aparentam serem helicoidais. Os trés
segmentos do RNA viral apresentam tamanho variado entre os diferentes géneros da familia
Bunyaviridae e mesma complementaridade nucleotidica em suas sequéncias terminais 3' e 5'.
Estas sequéncias sdo altamente conservadas entre virus do mesmo género diferindo entre
virus de géneros diferentes. As sequéncias nucleotidicas terminais comuns ligam-se de forma
estavel, ndo covalente e com pareamento de bases, o que permite aos segmentos
apresentarem-se em forma circular. As extremidades dos segmentos de RNA atuam como

sitios de reconhecimento para a RdRp. O envoltério lipidico dos hantavirus é derivado do
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Complexo de Golgi da célula hospedeira e contém as glicoproteinas virais Gn e Gc
(JONSSON et al., 2005; MERTZ, 2002; SCHMALJOHN; HOOPER, 2001).

A interacdo virus - célula envolve, inicialmente, a fixacao das proteinas virais Gn e Gc
aos receptores de superficie das células hospedeiras (SCHMALJOHN; HOOPER, 2001).
Hantavirus infectam células endoteliais, epiteliais, macréfago, células dendriticas e linfocitos
(JONSSON; FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010).

As B3 integrinas, proteinas de superficie celular, sio consideradas os receptores
especificos para a entrada dos hantavirus patogénicos nas células (GAVRILOVSKAYA et al.,
1998). Entretanto, estes podem ndo ser os unicos receptores, uma vez que células sem 3
integrinas permitem a infeccdo (SONG et al, 2005; MOU et al, 2006). Os virus invadem a
célula, provavelmente por endocitose, realizam fusdo de seus envelopes as membranas
endossdmicas e os trés ribonucleocapsideos virais atingem o citoplasma. O genoma viral
permanece como ribonucleoproteina, sem desnudamento total do capsideo que se apresenta
em formato circular, associado a numerosas cdOpias da proteina N e poucas coOpias da
polimerase viral RdRp (proteina L) (MERTZ, 2002). A transcri¢do e a replicacdo sao
mediadas pela RdRp no citoplasma. Inicialmente ocorre a transcricdo primdria de RNA
mensageiro a partir do RNA gendmico. Em determinado momento, a polimerase viral muda
sua fun¢do de transcricdo primaria de RNAm para a replicacdo do genoma da progénie. O
ponto chave para a replicagdo do genoma € a producao de RNA complementar (+) a partir do
RNA viral (-). O RNACc serve como um molde para a formacdo do RNA viral (MERTZ, 2002;
SCHMALJOHN; HOOPER, 2001). As glicoproteinas Gn e Gc sdo traduzidas e processadas
no reticulo endoplasmético rugoso e no complexo de Golgi, enquanto que a proteina N e a
RdRp sdo traduzidas em ribossomos livres (JONSSON et al.,, 2005; SCHMALJOHN;
HOOPER, 2001). Os segmentos gendomicos L, M e S, juntamente com as proteinas traduzidas
no citoplasma, sao conduzidos ao complexo de Golgi onde acontece a montagem da particula
viral apés acumulo das glicoproteinas Gn e Gc. As particulas virais brotam em vesiculas do
complexo de Golgi e, finalmente, a progénie viral € liberada por exocitose com fusdo das
membranas das vesiculas citoplasmdticas a membrana celular (MERTZ, 2002). Embora a
maioria dos membros da familia Bunyaviridae estudados sofram maturacdo no complexo de
Golgi, o que os distingue de outros virus RNA de polaridade negativa, outras formas de
maturacdo também tém sido relatadas. Estudos demonstraram que nos hantavirus Sin Nombre

e Black Creek Canal, as particulas virais brotam preferencialmente da membrana
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citoplasmatica das células infectadas (Figura 2) (JONSSON et al., 2005; SCHMALJOHN;
HOOPER, 2001).

Inclusdes sdo encontradas no citoplasma de células infectadas por diferentes virus da
familia Bunyaviridae e tém sido consideradas marcadoras ultra-estruturais de células
infectadas por hantavirus (SCHMALJOHN; HOOPER, 2001). Estas inclusdes s@o estruturas
compostas por componentes virais em excesso sintetizados por células com replicacdo ativa

do virus (ZAKI et al., 1995).

. - ProteinaGn £% = Proteina N
| - Proteina Gc « - RdRp
© - Carboidratos - Ribonucleocapsideo

Figura 1. Estrutura do hantavirus.
Fonte: adaptado de JONSSON et al. (2005).
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(1) acoplamento do virus na superficie da célula através de interagdes entre os receptores do hospedeiro na
superficie celular e da glicoproteina viral; (2) entrada por endocitose mediada pelos receptores, englobamento do
virus e a desencapsulamento e liberacdio do genoma viral; (3) transcri¢do de RNA complementar (cCRNA) a partir
do RNA viral (VRNA), utilizando primers derivados do genoma do hospedeiro; (4) traducdo do mRNAs L, M e
S em proteinas virais usando o maquindrio do hospedeiro; (5) replica¢do e ampliacdo do vVRNA, montagem com
a proteina N, e transporte para o aparelho de Golgi; (6) montagem de todos os componentes no aparelho de
Golgi ou, possivelmente para virus do Novo Mundo, na membrana plasmdtica (montagem alternativa); (7)
liberacdo do virus por exocitose

Figura 2: Ciclo de vida dos Hantavirus. RE, reticulo endoplasmético rugoso; CG, Complexo de Golgi.
Fonte: Jonsson et al. (2005).
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1.3 Ecologia de Reservatoérios e Epidemiologia da SPH

A SPH € uma zoonose potencialmente fatal e os hantavirus sdo transmitidos
principalmente por roedores da familia Cricetidae, mas especificamente das subfamilias
Sigmodontinae e Neotominae (MUSSER; CARLETON, 2005; NICHOL et al., 2005). Cada
hantavirus geralmente associa-se a uma espécie de roedor, hospedeiro em que estabelece uma
infec¢do persistente e assintomadtica, com transmissdo do virus por meio de saliva, fezes e
principalmente urina (KUENZI et al., 2005). Um estudo com o roedor Peromyscus
maniculatus, porém, demonstrou que machos infectados na fase jovem ganham menos peso
na fase adulta, o que poderia ocasionar um efeito deletério para estes animais. Entretanto, a
infec¢do por hantavirus, de forma geral, ndo causa grandes impactos no organismo do roedor
(CHILDS et al., 1989; DOUGLAS et al., 2007).

A transmissdo entre os roedores pode ocorrer diretamente durante interagdes
agressivas (acasalamento, brigas por territério) entre eles ou indiretamente por meio de
inalacdo de aerossoéis de urina e fezes contaminadas (PLYUSNIN; MORZUNOV, 2001). Ao
contrario de outros virus da familia Bunyaviridae, os hantavirus ndo possuem transmissao por vetores.
A presenca de cicatrizes nos roedores, principalmente nas orelhas e cauda, ja foi associado
com soropositividade para hantavirus e estudos em roedores reservatorios demonstram que a
prevaléncia da infeccdo € maior em adultos machos do que em fé€meas e jovens. O efeito da
idade, representado pela longa exposicdo ao virus, aumenta a possibilidade de se infectar,
sugerindo que a transmissao horizontal é o principal mecanismo de manutenc¢io do virus na
natureza (ABBOTT; KSIAZEK; MILLS, 1999, CALISHER et al, 2007; CANTONI et al.,
2001; MADHAV et al, 2007; LIMONGTI et al., 2013, PEARCE-DUVET et al, 2006).

A diversidade de hospedeiros, porém, pode ser muito mais abrangente do que a
previamente suposta. Um primeiro estudo no inicio dos anos 90 do século passado ja
apontava morcegos como reservatorios de hantavirus na Coréia (KIM; LEE; PARK, 1994). A
identificacdo gendmica dos hantavirus isolados dos pulmdes desses morcegos foi idéntica ao
virus Hantaan (JUNG & KIM, 1995). Porém, sé recentemente pesquisas voltadas a outros
reservatorios que ndo roedores tém sido realizadas com o encontro de hantavirus em
insetivoros das familias Soricidae e Talpidae e também em morcegos das familias
Vespertilionidae e Nycteridae, porém ainda sem associagdo com doenca humana (Figura 3)
(KANG et al., 2011, SUMIBCAY et al. 2012, WEISS et al., 2012). Além disso, existem
hipéteses que sugerem que os hantavirus surgiram primeiramente nestes animais, antes
mesmos de emergirem em roedores (GUO et al., 2013).
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Em um tnico estudo preliminar no Brasil, foram encontrados hantavirus em morcegos
e também em marsupiais, em uma drea com a presencga de roedores reservatorios. Em ambos
os animais o sequenciamento do segmento S do hantavirus demonstrou 95% de identidade
com o hantavirus Araraquara (ARAUIJO et al., 2012).

A descoberta desses novos possiveis reservatorios torna a vigilancia da doenga mais
complexa e contesta a visdo convencional de que os roedores sdo os principais hospedeiros
reservatorios. Além disso, a histéria evolutiva dos hantavirus comeca a ser questionada,
principalmente em relacdo a hipétese de codivergéncia/co-evolugcdo com os roedores (KANG
et al., 2011, RAMSDEN; HOLMES; CHARLESTON, 2009). Existem inconsisténcias
substanciais entre a biologia dos hantavirus e a histéria de codivergéncia com roedores. Por
exemplo, alguns hantavirus sdo capazes de infectar multiplas espécies de roedores, como o
Andes virus, Dobrava-Belgrado virus, Puumala virus e Tula virus (GONZALEZ et al., 2002;
SIBOLD et al., 2001; DEKONENKO et al., 2003; PLYUSNIN et al., 1994). Além disso, a
transmissdo entre espécies de roedores, a variedade de hantavirus isolados de insetivoros, que
sao mais relacionados a Ordem Carnivora do que com roedores, e a presenca de hantavirus
em quirépteros e marsupais, enfraquecem sobremaneira a hipétese de codivergéncia (ARAI et
al., 2007; ARAI et al., 2008; BOHLMAN et al., 2002; MORZUNOV et al., 1998).

A alta biodiversidade de espécies de roedores Sigmodontinae no Brasil, com 71
geéneros e 235 espécies, também representa um potencial enorme de reservatdrios € genotipos
virais a serem conhecidos, ndo sé de hantavirus, mas também de outras viroses emergentes ou
mesmo desconhecidas (OLIVEIRA; BONVICINO, 2006).

Os casos humanos de infeccdo por hantavirus, porém, até o momento, sdo quase
exclusivamente resultado da interacdo com roedores, principalmente por meio da inalacao de
aerossois de urina e fezes contaminadas (JONSSON; FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010).
A infecg@o por mordedura de roedor, com transmissao pela saliva, ja foi relatada. Este modo
de transmissdo, porém, é extremamente raro (MERINO et al., 2002). A transmissdo inter-
humana associada com o hantavirus Andes foi descrita na regido de Bariloche em 1996 e teria
acontecido por contato direto, inalacdo de aerossdis ou fomites contaminados (PADULA et
al., 1998; WELLS et al., 1997). Apesar de a transmissao interpessoal ter sido descrita apenas
para esse sorotipo viral, esta situacdo sugeriu revisdo nas medidas de precaucdo e
biosseguranga no manuseio de pacientes, bem como de espécimes biolégicos (MINISTERIO

DA SAUDE, 2009).
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A epidemiologia da infeccdo por hantavirus é baseada basicamente na transmissdao
ocorrendo em ambientes fechados, peridomésticos, em dreas rurais. Na regido de Uberlandia-
MG, no entanto, a transmissdo periurbana é relativamente frequente e atinge individuos de
diferentes ocupacdes, ao contrario do que é relatado em outras regides, onde a doenga €&
essencialmente relacionada ao trabalho (LIMONGI et al., 2007a; LAVOCAT et al., 2011).

Existe um padrao de sazonalidade da SPH coincidente com o aumento populacional ou
modificacdo comportamental de roedores portadores do virus. Na regido do Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba, por exemplo, a maioria dos casos de SPH ocorre entre os meses de
maio e junho. A maior ocorréncia nesta época estd associada a colheita de graos, o clima seco
e a falta de alimento e dgua para os roedores no ambiente silvestre, estreitando o contato
homem-roedor (LIMONGI et al., 2007a). Curiosamente, nesta regido, a maior
soroprevaléncia de anticorpos anit-hantavirus em roedores nao € observada nesta época, mas
sim no verdo. A baixa soroprevaléncia observada no inverno pode ser causada pela minoria de
adultos na populagdo, os quais geralmente apresentam alta prevaléncia para hantavirus.
Inversamente, no verdo a populagdo € composta principalmente por individuos adultos, o que
contribui para a maior prevaléncia. Na Argentina, também foi observado uma populagdo com
maior densidade de adultos de Akodon azarae contribuindo para aumentar a soroprevaléncia
da amostra (LIMONGI et al., 2013; SUAREZ et al., 2003). A falta de correlagdo entre os
fatores prevaléncia de hantavirus em roedores e doenca humana, pelo menos na regidao do
Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, pode ser explicada pelo fato que no periodo em que a
prevaléncia em roedores € alta, o contato homem-roedor ndo é tao evidente. A abundancia de
alimento no campo no periodo de chuvas (verdo) ndo obriga os roedores a invadir ambientes
antrépicos. Assim, a circulagdo do virus de forma enzodtica nas populacdes de roedores nao
afeta diretamente o homem, que ¢ um hospedeiro acidental do virus. No Estado do Parang, a
sazonalidade observada entre os meses de setembro e margo € diferente da observada em
outras regides. A maioria dos casos de SPH estd relacionada com a invasdo do homem em
habitats de roedores, principalmente devido a atividades de desmatamento de florestas de
Pinnus, que ocorrem no sudeste do estado (RABONI et al., 2005). Na América do Norte,
entretanto, atribui-se a sazonalidade dos casos entre a primavera e o verdo devido,
principalmente, a fendmenos meteoroldgicos que levam ao excesso de chuvas, vegetacdo
exuberante e proliferagdo exacerbada de roedores (ENGELTHALER et al., 1999).

Em geral, observa-se uma letalidade mais elevada entre as mulheres. Em um estudo

onde se avaliou a série histérica de casos de hantavirose no Brasil no periodo de 1993 a 2002,
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a taxa de letalidade especifica por sexo foi mais elevada entre as mulheres, chegando a 62%
(SANTOS; GARRETT, 2005). Em outro estudo descritivo do total de casos no Brasil no ano
de 2004, a letalidade também foi maior entre as mulheres (41,3%) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005). Em uma casuistica de 23 casos ocorridos em Minas Gerais entre 1998 e 2005
foi encontrado um menor nimero de casos entre as mulheres, porém também com maior
letalidade (50%) (LIMONGI et al., 2007a). A ocorréncia menos frequente da hantavirose em
mulheres pode diminuir a probabilidade de suspeita clinica da doenca, favorecendo o
agravamento do quadro clinico das pacientes durante o diagnéstico diferencial. Fatores
genéticos predisponentes também poderiam estar associados. Entretanto, sdo necessarios

estudos que possam comprovar esta hipdtese.
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Figura 3: Mapa mundial ilustrando a localizag¢@o de hantavirus conhecidos por grupo de hospedeiros mamiferos
Fonte: Adaptada de Guo et al, 2013.

1.4 Aspectos Clinicos, Diagnéstico e Tratamento da SPH

O periodo de incuba¢do da SPH tem em média 14 dias, podendo variar de 2 a 42 dias
(YOUNG et al., 2000; SANTOS; GARRETT, 2005). A infeccao pode se apresentar desde
uma forma assintomdtica a quadros clinicos cldssicos de alta letalidade. Os motivos desse
espectro clinico pode estar associado ao gendtipo viral envolvido, carga viral inalada na

transmissdo e também a fatores intrinsecos do paciente (LIMONGI et al., 2007a; LIMONGI
21



et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2009). A SPH caracteriza-se basicamente por duas fases: 1*-
Febril/Prodromica, na qual se observam febre, tosse seca, mialgias, astenia e cefaleia intensa,
com duracdo de 3-5 dias; 2°- Cardiopulmonar, caracterizada por insuficiéncia respiratdria
aguda grave e choque circulatério, fase com alta taxa de letalidade; (BRASIL, 2010). Alguns
autores ainda relatam uma fase diurética nos pacientes que sobrevivem, na qual ha reabsorcdo
do liquido, previamente retido no intersticio, seguida, posteriormente, pela fase de
convalescenca (LEMOS & SILVA, 2005).

O tempo de internacdo, em média de quatro dias, revela a caracteristica basica da SPH
de ser uma doenca aguda e de ripida evolucdo. Em uma andlise hematolégica de nove casos
de SPH internados em terapia intensiva foi possivel descrever a evolu¢do do quadro durante o
periodo de internacdo e notou-se que em trés dias de cuidados intensivos houve melhora
significativa dos parametros hemoconcentra¢io, plaquetopenia e leucocitose com desvio a
esquerda (LIMONGI et al., 2007a).

A infeccdo por hantavirus desencadeia resposta imune celular e humoral intensa,
ocasionando fendmenos imunopatogénicos no endotélio vascular, principalmente em
localizagdo pulmonar. Os hantavirus causam grandes alteracdes nas células endoteliais
infectadas, sem, no entanto ocorrer lise. Alguns pesquisadores consideram o endotélio como o
principal alvo a ser estudado em doencas virais com comprometimento vascular devido a sua
capacidade de regular a funcdo plaquetdria, ativacdo de complemento e resposta imune.
Métodos terapéuticos com objetivo de estabilizar o endotélio reduziriam sensivelmente a
gravidade de hemorragias virais e doengas edematosas (GAVRILOVSKAYA et al., 2012).

Amostras de tecido pulmonar obtidas de necropsia de pacientes falecidos por SPH
contéem grande nimero de imunoblastos T CD4+, T CD8+ e células produtoras de citocinas
(ZAKI et al., 1995). Virias citocinas detectadas no soro e nos tecidos pulmonares, incluindo
TNF-a, IL-2, IL-6 e IFN-y, sdo produzidas por células T contribuem para o extravasamento
plasmadtico a partir dos capilares pulmonares (SCHMALJOHN; HOOPER, 2001).

A anélise de exames complementares auxilia sobremaneira na suspeita clinica da SPH.
Geralmente a triade leucocitose com desvio a esquerda, trombocitopenia € hemoconcentragao
estdo presentes nos pacientes com a doenca. Além disso, infiltrados uni ou bilateral sdo
geralmente identificadas nas radiografias de térax e alteracdes nas enzimas hepdticas € no
coagulograma também sdo observadas. A hemoconcentracdo resulta do grande afluxo de
fluidos intravasculares ao parénquima pulmonar, e alguns pacientes podem apresentar

hematdcrito superior a 60% (FERREIRA, 2003). As elevagdes dos niveis de aminotransferases
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e de DHL sd@o achados comuns em casos de SPH, principalmente na fase cardiopulmonar da
doenca e refletem o envolvimento hepatico causado por esse virus (FERREIRA, 2003).
LIMONGTI e colaboradores (2007a) demonstraram também em uma casuistica de 23 pacientes
que os niveis de gama-glutamil transpeptidase (GGT), que normalmente se apresentam
normais na maioria dos casos relatados, estavam elevados em 71% dos casos. A ocorréncia de
hipoalbuminemia que € comum na fase cardiopulmonar da SPH € resultante do grande afluxo
proteico do sangue para os alvéolos pulmonares na fase de edema, além de consumo em
decorréncia do catabolismo excessivo (FERREIRA, 2003). Estes achados, associados ao
perfil epidemioldgico do paciente, sdo essenciais no diagnostico clinico presuntivo da doenga
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005; LIMONGI et al., 2007a; VERITY et al., 2000).

Em geral, no inicio dos sintomas, os pacientes na fase aguda da SPH ja apresentam
imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G (IgG) contra a nucleoproteina viral. O
diagndstico soroldgico especifico de SPH no Brasil consiste na detec¢ao destes anticorpos nos
soros suspeitos. A maioria dos antigenos de hantavirus atualmente utilizados em testes
sorolégicos sdao aqueles derivados de métodos de DNA recombinante, a nucleoproteina viral,
que é a proteina mais conservada e altamente imunogénica dos hantavirus, e também as
glicoproteinas Gn e Gce. O teste soroldgico de escolha é o imunoenzimatico (Enzyme- Linked
Immunosorbent Assay — ELISA). (PADULA et al.,, 2000). Os anticorpos de classe IgM
aparecem durante os primeiros dias de doenca e podem ser detectados até 60 dias apds o
inicio dos sintomas. Quando nao € possivel definir o diagndstico sorolégico, em amostra
Unica, uma segunda amostra deve ser coletada com intervalo de tempo de duas a trés semanas
apos a primeira coleta. A reatividade do teste é dada quando ha detec¢do de anticorpos IgM
em amostra Unica ou quando, em duas amostras ocorre soroconversao, ou seja, na segunda
amostra de soro sdo detectados anticorpos de classe IgG com diferenca de titulos igual ou
maior do que quatro vezes os titulos obtidos na primeira (FERREIRA, 2003). Recentemente
no Brasil foi obtida, a partir de células de Escherichia coli, a proteina N recombinante do
virus Araraquara. No teste ELISA IgM para hantavirus utilizando esta proteina, foi obtida
97,2% de sensibilidade e 100% de especificidade (FIGUEIREDO et al., 2008; FIGUEIREDO
et al., 2009).

O genoma de hantavirus pode ser detectado rapidamente por Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR, podendo ser utilizada a partir de diversas amostras
clinicas como plasma, soro, codgulo, tecidos e em células monomorfonucleares desde o

primeiro dia apds os sintomas (JONSSON; FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010; AHN et al.,
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2000). Existem relatos de deteccdo do genoma viral mesmo antes do aparecimento dos
sintomas, comprovando que o periodo pré-patente da SPH pode ser menor que o periodo de
incubacdo (FERRES et al., 2007; PADULA et al., 2007). Em biologia molecular, também se
utiliza como alvo os genes da nucleoproteina e/ou glicoproteinas. Dependendo da fase da
infeccdo no momento da coleta da amostra bioldgica, geralmente os niveis de RNA viral
presentes nas amostras humanas e de roedores sao baixos e, assim, o sucesso dessa técnica
depende da escolha dos iniciadores otimizados para os hantavirus, além da utilizacdo da
nested-PCR, para promover maior eficiéncia na sensibilidade da técnica (JONSSON;
FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010).

O tratamento dos pacientes com formas leves da SPH € sintomdtico. A hidratacdo,
quando necessdria, deve ser cuidadosa para evitar sobrecarga de volume. Além disso, deve
haver controle dos dados vitais dos parametros hemodinamicos e ventilatérios para evitar um
desencadeamento do quadro cardio-respiratério. Porém, na maioria das vezes, o paciente
procura ou consegue assisténcia médica s6 na fase cardiopulmonar da SPH, onde geralmente
€ necessdria terapia intensiva, com cuidadosa infusdo endovenosa de liquidos, que, se
excessiva, poderd precipitar o edema pulmonar. O manejo adequado do aporte liquido é o
principal elemento terapéutico. Em uma casuistica de 14 pacientes, CAMPOS e colaboradores
(2002) demonstraram que a infusdo de liquidos endovenosos em quantidade igual ou superior
a 2,5 litros, nas primeiras 24h de internacdo, esteve associada a maior evolugdo para 6bito em
pacientes de SPH Além disso, o uso de ventilagio mecanica, corticoesterdides e
aminovasoativas também tém auxiliado no bom prognéstico dos pacientes (MINISTERIO
DA SAUDE, 2009). No entanto, um estudo mostrou que dentre aqueles pacientes em estado
grave que foram submetidos a ventilacdo invasiva, grande parte evoluiu para o O&bito,
demonstrando que a instituicdo desta medida, tardiamente, ndo influi significativamente no
progndstico de pacientes gravemente comprometidos (LIMONGI et al., 2007a). A
antibioticoterapia de espectro adequado € instituida precocemente, uma vez que outras
infec¢des pulmonares graves, por germes comunitdrios, podem ser a causa da pneumonia € o
diagnéstico laboratorial especifico da SPH geralmente ndo € liberado, em tempo habil, para
orientar a terapéutica. At¢é o momento ndo existe terapéutica antiviral comprovadamente
eficaz contra a SPH. A droga ribavirina tem sido testada com o virus Andes, e embora seja
altamente efetiva na prevencdo da replicacdo e supressdo da ativacdo de mediadores de
inflamacao, sua eficécia terapéutica € limitada devido a incapacidade de inibir completamente

as citocinas associadas a infec¢ao por hantavirus (KHAIBOULLINA et al., 2013).
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1. 5 Prevenciao e controle

A prevencido da SPH é baseada no controle de roedores e pode ser resumida na
eliminacdo/reducdo do acesso, dgua e alimento para estes animais. A maioria dos casos de
SPH se infecta em ambientes fechados com presenca de aerosséis de urina, saliva e fezes
contaminadas com o virus (SANTOS & GARRETT, 2005). Em geral, paidis, casas de
fazenda e outros anexos em dreas rurais ou periurbanas sdo os principais locais de infeccao.
Em um estudo realizado na zona rural do municipio de Uberlandia-MG, mostrou-se que em
100% das propriedades rurais visitadas (n=200) havia fatores de risco para a transmissio do
virus como proximidade da casa ou anexo com a mata (menos de 30 metros), presenca de
graos ao nivel do solo nos paidis e falta de vedacdo nas habitagdes humanas e anexos que
impedissem o acesso de roedores (LIMONGI, 2007b). Um maior conhecimento da
epidemiologia da SPH e o desenvolvimento de medidas preventivas efetivas dependem de
uma compreensdo detalhada da ecologia e epizootia dos hospedeiros reservatdrios dos

hantavirus.

25



2. Justificativa

No Brasil, mais de 1600 casos de SPH foram confirmados desde 1993, com uma taxa
de letalidade de 40%. O estado de Minas Gerais tem o maior nimero de casos registrados
(277), com destaque especial para a regiao de Triangulo Mineiro, Alto Paranaiba e sudoeste
mineiro (LIMONGI et al.,, 2007a; OLIVEIRA, comunicac¢do pessoal, 2013). No entanto,
somente trés estudos moleculares incluiram amostras humanas de casos de SPH desta regido,
analisando por filogenia apenas 12 amostras, oriundas dos municipios de Araxd, Patrocinio,
Uberlandia, Uberaba e Patos de Minas. Neles se associou os casos de SPH principalmente ao
virus Araraquara (ARAV), possivelmente o mais virulento dos hantavirus brasileiros
(SUZUKI et al., 2004, FIGUEIREDO et al., 2009).

O roedor Necromys lasiurus, que ocorre em dreas de Cerrado e Mata Atlantica, foi
implicado como o reservatério deste virus. Porém evidéncias da circulagao do hantavirus
Juquitiba (JUQV), assim como de uma linhagem altamente divergente de ARAV e JUQV
foram relatadas em humanos e roedores (ARAIjJ 0O, 2010; FIGUEIREDO et al., 2009;
SUZUKI et al., 2004).

Infecgdes assintomdticas em humanos foram recentemente relatadas por nés nesta area
(LIMONGI et al., 2009). Além disso, em outro estudo eco-epidemioldgico, o roedor N.
lasiurus foi o que apresentou maior soroprevaléncia de infec¢do, porém soropositividade
também foi observada em roedores das espécies Calomys callosus e Calomys tener
(LIMONGI et al., 2013). Porém, em todos esses estudos os roedores foram identificados
apenas por caracteres morfolégicos, o que compromete sobremaneira a confiabilidade da
classificacdo destes animais, devido a grande semelhan¢ca morfolégica de algumas espécies.
Assim, devido a magnitude da SPH nesta regido do estado de Minas Gerais, associado com a
escassa literatura especifica da doenga neste territério, procuramos conhecer a histéria natural
da SPH nesta 4rea de forma mais detalhada, em um contexto da vigilancia eco-

epidemioldgica, com enfoque nos roedores reservatorios, casos humanos e genotipos virais.
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3. Objetivos:

Objetivo geral:

Estudar a infec¢do por hantavirus em humanos e roedores e identificar os genotipos

virais associados a esses hospedeiros.

Objetivos especificos:

- verificar a prevaléncia de anticorpos anti-hantavirus em roedores silvestres no municipio de

Uberlandia-MG;

- Verificar a presenca de hantavirus em roedores (pulmao, coracdo, rim, baco e sangue) por

meio da realizacdo de RT-PCR;
- Caracterizar com base em caracteristicas fitofisiograficas as dreas de captura dos roedores;
- Comparar as fitofisionomias em relacdo a riqueza de espécies;

- Realizar vigilancia de casos suspeitos da SPH no Tridngulo Mineiro, Alto Paranaiba e

sudoeste mineiro com coleta de amostras para realizacao de sorologia e biologia molecular;

- Caracterizar as sequéncias nucleotidicas dos hantavirus de amostras de humanos e de

roedores e comparar com as depositadas no GenBank
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4. Material e Métodos

4.1 Area de estudo dos casos humanos de SPH

O estudo foi realizado na mesorregiao do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, drea
com maior incidéncia de casos de SPH no estado de Minas Gerais. As principais atividades
econdmicas desenvolvidas no Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba sdo de agricultura e
pecudria, produgdo e processamento de graos. Esta regido estd inserida no bioma “Cerrado”
caracterizado por pequenas arvores, vegetacdo baixa e adaptada a longos periodos de seca,
mas que estd em niveis varidveis de degradacdo. Adicionalmente uma amostra procedente do

municipio de Sao Tomds de Aquino, regido sudoeste do estado, também foi incluida no

estudo (Figura 4).

Patrocinio

Rio
Q Paranaiba

Uberlandia
Séo
Gotardo

Sao Tomas
de Aquino

Figura 4. Localizacdo da drea de estudo, com detalhe mostrando os municipios.
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4. 2 Amostras dos pacientes

Durante o periodo de julho de 2011 a dezembro de 2012 foram coletados sangue total
ou soro de casos suspeitos de SPH em hospitais do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba. O
critério de inclusao era a presenga de sinais e sintomas de infeccao e historico epidemiolégico
de contato com dreas de risco para hantavirus As amostras eram colhidas logo apds os
sintomas e eram imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) e posteriormente
estocadas em ultrafreezer (-70°C). Todas as amostras foram enviadas para o Laboratério de
Referéncia Regional de Hantaviroses da Fundacao Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro-RJ.

Para obtencdo das amostras a dire¢cdo de hospitais da regido foi informada sobre a
pesquisa e recebia uma cépia do projeto. Nos casos suspeitos o pesquisador era alertado e este
esclarecia ao paciente/familiares sobre a pesquisa para obter a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro (Cadastro 559/2010)
(Anexo A). Oito hospitais participaram do estudo, sendo dois considerados referéncia no
manejo clinico de pacientes com SPH.

Foram ainda incluidas no estudo amostras encaminhadas via Funda¢ao Ezequiel Dias-
MG para diagnostico de hantaviroses no laboratdrio de Referéncia Regional em Hantavirus da
Fiocruz-RJ. Estas amostras foram enviadas no periodo de janeiro a dezembro de 2012 dos

municipios de Sao Gotardo, Patrocinio e Sdo Tomaz de Aquino.
4.3 Area de estudo dos roedores

Capturas de roedores foram realizadas no municipio de Uberlandia, localizado no estado
de Minas Gerais, sudeste do Brasil (18°55'07"” S, 48°16"38” W). O municipio localiza-se a
uma altitude média de 863 metros acima do nivel do mar e possui uma populacdo de 640.000
habitantes, em uma drea de 4000 Km? (135 Km? de area urbana) (IBGE, 2010). O clima é
caracterizado por um clima subtropical com duas estacdes bem definidas, um inverno seco
(maio a setembro) e um verdo chuvoso (outubro a abril). A temperatura média € 22°C e a
precipitacdo média de 1650 mm. Os locais de captura dos roedores foram caracterizados de
acordo com a fitofisionomia do cerrado. No total, sete trilhas foram instaladas em diferentes

areas rurais do municipio (Tabela 1, Figura 5).

29



Tabela 1. Locais de captura dos roedores e fitofisionomias do Cerrado associadas.

Local de captura

Fitofisionomia

Referéncias geograficas

Fazenda do Gloria

Fazenda Veadinho

Fazenda Fernanda

Instituto Federal

Chacaras Eldorado

Chacaras Balsamo

Campo Florido

Borda de Mata Seca Semidecidua.

Mata de Galeria Inundavel.

Mata Seca Semidecidua.

Borda de Mata Seca Semidecidua antropizada.

Cerrado alterado (arvores e Brachiaria)

Vereda (1° trilha) Pastagem (2° trilha)

Cerrado sentido restrito.

Latitude:

Latitude:

Latitude:

Latitude:

Latitude:

Latitude:

Latitude:

18° 57 040 Longitude
18° 57 275 Longitude
18° 57 697 Longitude
18° 46 509 Longitude
18° 59 503 Longitude
19° 01 587 Longitude

19° 00 417 Longitude

:48° 127 139 Altitude:

: 48° 03 935 Altitude:

: 48° 04 469 Altitude:

:48° 177 631 Altitude:

1 48° 26’ 720 Altitude:

:48° 12’ 010 Altitude:

:48° 19’ 172 Altitude:

916 metros

883 metros

883 metros

694 metros

860 metros

889 metros

860 metros
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Estas fitofisionomias sdo assim caracterizadas (Ribeiro e Walter, 2008):

- Mata Seca Semidecidua

Sob a designagdo Mata Seca est@o incluidas as formacdes florestais no bioma Cerrado
que ndo possuem associagdo com cursos de dgua, caracterizadas por diversos niveis de
caducifélia durante a estacio seca. A vegetacdao ocorre nos interflivios, em locais geralmente
mais ricos em nutrientes. A Mata Seca é dependente das condi¢cdes quimicas e fisicas do solo
mesotréfico, principalmente da profundidade. Em func¢do do tipo de solo, da composicao
floristica e, em consequéncia, da queda de folhas no periodo seco, a Mata Seca pode ser
tratada sob trés subtipos: Mata Seca Sempre-Verde, Mata Seca Semidecidua, a mais comum,
e Mata Seca Decidua. Em todos esses subtipos, a queda de folhas contribui para o aumento da

matéria organica no solo, mesmo na Mata Seca Sempre-Verde.

- Mata de Galeria Inundavel:

Entende-se por Mata de Galeria Inundédvel a vegetacdo florestal que acompanha um
curso de dgua, onde o lengol fredtico se mantém préximo ou sobre a superficie do terreno na
maior parte dos trechos durante o ano todo, mesmo na estagao seca. Apresenta trechos longos
com topografia bastante plana, sendo poucos os locais acidentados. Possui drenagem
deficiente e linha de drenagem (leito do cOrrego) muitas vezes pouco definida e sujeita a

modificagdes.

- Vereda

A Vereda € a fitofisionomia com palmeira arbérea Mauritia flexuosa emergente, em
meio a agrupamentos mais ou menos densos de espécies arbustivo-herbaceas. Para Magalhaes
(1966), esses locais formam bosques sempre-verdes. As Veredas sdo circundadas por campos
tipicos, geralmente Uimidos, e os buritis ndo formam dossel como ocorre no Buritizal. Por
essas caracteristicas peculiares, autores como BRANDAO:; CARVALHO; BARUQUI (1991)
se referiram a Vereda como uma “comunidade seral”, enquanto Aratjo et al. (2002) sugeriram
que ela deve ser considerada como um ‘“complexo vegetacional”. Com propriedade, esses
autores indicaram trés zonas ligadas a topografia e a drenagem do solo, designando-as:
“borda” (local de solo mais seco, em trecho campestre onde podem ocorrer arvoretas
isoladas); “meio” (solo medianamente umido, tipicamente campestre);e “fundo” (solo
saturado com 4gua, brejoso, onde ocorrem os buritis, muitos arbustos e arvoretas adensadas).

Essas zonas sado floristicamente diferenciadas, cujos reflexos emergem sobre a flora zonal.
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- Cerrado sentido restrito

O Cerrado sentido restrito caracteriza-se pela presenca de drvores baixas, inclinadas,
tortuosas, com ramificacdes irregulares e retorcidas, e geralmente com evidéncias de
queimadas. Os arbustos e subarbustos encontram-se espalhados, com algumas espécies
apresentando 6rgdos subterraneos perenes (xilopddios), que permitem a rebrota apds queima
ou corte. Na época chuvosa, os estratos subarbustivo e herbiceo tornam-se exuberantes,
devido ao seu rapido crescimento. Os troncos das plantas lenhosas em geral possuem cascas
com cortica espessa, fendida ou sulcada, e as gemas apicais de muitas espécies sdo protegidas
por densa pilosidade. As folhas em geral sdo rigidas e coridceas. Esses caracteres sugerem

adaptacdo a condigdes de seca (xeromorfismo).
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Figura 5: A. Fazenda do Gléria. B. Fazenda Veadinho. C. Chécaras Balsamo. D. Chécaras Eldorado. E. Campo
Florido. F. Fazenda Fernanda. G. Instituto Federal
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4. 4 Amostras de roedores

Roedores foram capturados em armadilhas Sherman (7,62cm x 9,53cm x 30,48cm),
apropriadas para a captura de pequenos mamiferos vivos com até 3 kg (Sherman Traps Inc.,
Tallahassee, FL) e Tomahawk (Tomahawk Live Trap Co., Tomahawk, Wis) entre o periodo
de dezembro de 2011 a novembro de 2012 (Figura 6). Em cada uma das dreas escolhidas
foram estabelecidos um ou dois transectos lineares na borda ou adentrando a mata, com um
espacamento de aproximadamente 10 metros entre elas. A isca utilizada foi uma mistura
composta de bacon, aveia, banana e pasta de amendoim. Em cada eram utilizadas uma
armadilha Tomahawk transecto para cada quatro armadilhas Sherman, totalizando 5

armadilhas Tomahawk e 15 armadilhas Sherman.

Figura 6: Armadilhas utilizadas para captura dos roedores. (A) Tomahawk (B) Sherman

Os transectos foram percorridos diariamente pela manha para checagem das armadilhas
quanto a presenca de animais. As armadilhas contendo os animais foram transportadas,
imediatamente apds sua remog¢do dos transectos, para a base laboratorial de campo. Na base
os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina, e tiveram seus dados biondmicos
coletados (peso corpdreo e medidas de corpo e cauda), verificados quanto ao sexo, atividade
reprodutiva e presenca de cicatrizes (indicativo de comportamento agonistico, principal forma
de transmissdo de hantavirus entre roedores) (Anexo B). A estrutura etdria da espécie mais
abundante foi baseada nos pesos dos roedores e assim foi classificada em classes I, II e III, de

acordo com o quartil em que o peso se enquadrava (MILLS et al., 2007).
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4.5 Coleta de amostras dos roedores

A coleta de sangue dos animais foi realizada com os animais vivos, sob anestesia
geral, e o restante das amostras (6rgdos internos, ¢ medula) apds eutandsia. A eutandsia dos
animais foi realizada preferencialmente por exanguina¢do, com os animais sob anestesia geral
conforme descrito acima. No caso de impossibilidade da exsanguinacao total, o sacrificio foi
realizado a com super dosagem anestésica (inoculacdo intra-cardiaca de Cloridrato de
Ketamina (acima de 50 mg/Kg de peso) e conforme descrito em RIVERA; AMARAL;
NASCIMENTO (2006) (Figura 7).

A coleta de sangue de todos os animais foi realizada por puncao cardiaca. O sangue
obtido foi centrifugado e o soro estocado em galdes de nitrogénio liquido para posterior
andlise para diagndstico soroldgico de infeccdo por hantavirus Foram também coletadas e
acondicionadas da mesma forma amostras de érgaos (amostras de rim, figado, baco, pulmao e
coragdo) dos espécimes para confirmacdo da infeccdo por hantavirus através de diagndstico
molecular e tipagem dos virus por sequenciamento do RNA viral.

Amostras de medula 6ssea foram obtidas para andlise citogenética e cariotipagem dos

roedores.
4. 6 Identificacao taxonémica e preservacao de material zoologico

A identificacdo especifica da maioria das espécies foi possivel por meio da andlise
morfolégica externa, segundo BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA (2008). A técnica de
cariotipagem, que visa determinar o nimero cromossomico dipléide e fundamental, com
objetivo de descrever e associar cada complemento cromossdmico a espécie confirmando a
identificacdo morfoldgica serd realizada posteriormente a este estudo, para a identificacdo dos
espécimes que foram classificados apenas no nivel de género, segundo BONVICINO et al.,
(2001).

Todas as carcacas dos animais coletados foram preservadas através de fixacdo em
meio liquido (formol 10%) ou foram taxidermizados e seus esqueletos preparados, para
posterior depdsito como material testemunho na colecdo cientifica do Museu Nacional, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro-RJ.

Amostras de figado foram também preservadas em etanol para posteriores estudos
filogenéticos moleculares dos roedores quando necessdrio. As identificacdes taxondmicas
foram realizadas sob a supervisdao da Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino do Instituto Nacional

do Cancer-R]J.
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4.7 Preparacao dos cariétipos

Os caridtipos foram obtidos a partir de cultura de medula dos roedores por 2 horas a
37°C realizadas em campo com meio estéril previamente preparado em tubos de
prolipropileno de 15 ml contendo RPMI11640 (80%), soro bovino fetal (20%), colchicina (10-
6M) e brometo de etidio (Sug/ml). Apds incubacdo os tubos eram centrifugados por 5-10
minutos e resuspendido em 10 ml de solu¢do hipotdnica fresca (KCl 0,075M). Apéds 30
minutos de hipotonizacdo a temperatura ambiente uma fixacao inicial era feita adicionando 1
ml de Carnoy fresco (3 metanol: 1 &4cido acético) na solug¢do hipotonica, seguido de
centrifugacdo por 5-10 minutos. O material era entdo fixado em 10 ml de Carnoy para

posterior processamento em laboratério (BONVICINO, 2011).
4. 8 Observacao a legislacio e aos protocolos de biosseguranca

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica na Utilizacio de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (Registro CEUA/UFU 071/11) (Anexo C). A permissao
para coleta de roedores em campo foi obtida no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) (Licenga permanente para coleta de material
zooldgico n° 13373) (Anexo D).

Todos os roedores capturados foram processados no campo de acordo com as normas de
biosseguranca (MILLS et al.,, 1995) (Figura 7). Todos os procedimentos com animais
seguiram os protocolos de biosseguranga preconizados, incluindo utilizacdo de equipamentos
de protecao individual e de protecao respiratéria Nivel 3 de Biosseguranca (filtros HEPA P3)
(Figura 8).
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Figura 7: A. Anestesia. B. Biometria C. Coleta de sangue por pun¢do cardiaca. D. Retirada de 6rgdos. E.

Retirada de medula 6ssea do fémur para andlise de caridtipo. F. Armazenamento de amostras em nitrogénio

liquido.
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Figura 8: Medidas de biosseguranca utilizadas na captura dos roedores e processamento das amostras no
laboratdrio de campo. A. EPIs utilizados no trabalho de campo. B. Desinfec¢do do material cirtirgico utilizado na
coleta de 6rgdos com CB- 30 0,5 % (Ouro fino satde animal LTDA.) C. Desinfec¢io das armadilhas apds
término do trabalho de campo com CB- 30 0,05%. D. Coleta de todo descarte em sacos para material bioldgico
para posterior incineracgao.

4. 9 Analise sorologica de casos humanos de SPH

Para andlise soroldgica de amostras humanas utilizamos o Kit Hantec IgM,
desenvolvido pelo Instituto Carlos Chagas FIOCRUZ-PR, conforme preconizado pelo
Ministério da Sadde para diagndstico das hantaviroses. Brevemente, strips de oito pogos
previamente adsorvidos com antigenos recombinantes purificados de hantavirus, assim como
os demais reagentes, eram retirados da geladeira e deixados a temperatura ambiente por 30
minutos. Os strips eram entdo lavados com tampdo de lavagem utilizando 300 pl a cada
poco. Os strips eram entdo virados para baixo até o momento do uso. O diluente de
amostras/conjugado era preparado com tampao PBS 10X, Tween 20 0,05%, lectina de leite
2% e é4gua destilada. As amostras e os controles eram testados nas dilui¢des 1/100, 1/400,
1/1600 e 1/6400, com exce¢do do controle positivo que era testado apenas até a dilui¢do
1/1600. Todas as amostras eram testadas em duplicata. As strips impares eram sensibilizadas

pelo antigeno recombinante especifico de hantavirus e as strips pares com antigeno negativo.
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Apo6s a distribuicdo das amostras nas strips, estas eram seladas e incubadas a 37°C por 30
minutos. Apds isso, as strips eram lavadas por cinco vezes com tampao de lavagem (300
ul/pocgo). Enquanto isso, o anticorpo secundario anti-IgM conjugado com HRP, era preparado
na dilui¢do 1/300. Apds homogeneizacao, era adicionado 100 ul do conjugado em cada pogo
das strips. Novamente eram seladas e incubadas a 37°C por 30 minutos e lavadas conforme
descritas anteriormente. Em seguida, eram distribuidos 100 pl do substrato
tetrametilbenzidina (TMB) em cada pogo e incubadas por 10 minutos em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apds, a reacdo foi bloqueada utilizando 100 pl de tampao de
bloqueio em cada poco. A leitura foi realizada utilizando um espectrofotdmetro de
microplacas equipado com filtro de 450 nm. As absorbéancias das amostras eram calculadas
subtraindo as densidades 6ticas (DO) obtidas nas strips sensibilizadas com antigenos de
hantavirus com as strips onde havia antigeno negativo. Somavam-se os valores das
absorbancias obtidos nas quatro diluicdes de cada amostra. A amostra era considerada
positiva quando a somatoéria dos valores de absorbancia era superior a 1,100. Eram negativas
quando os valores eram inferiores a 0,900 e indeterminadas quando o somatdrio era igual ou
superior a 0,900 e igual ou inferior a 1,100. O ensaio era considerado validado quando o
somatorio dos valores das absorbancias do controle positivo fosse maior que 1,100 e do

controle negativo menor que 0,400.

4. 10 Analise sorolégica de roedores

Amostras de soro de roedores foram testadas para IgG contra antigenos do virus
Araraquara pelo método ELISA. Brevemente, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com
proteina recombinante do nucleocapsideo do hantavirus Araraquara (ARAV-N) e um antigeno
usado como controle negativo durante uma noite a 37°C. Apoés lavar e bloquear a placa com
PBS-Tween 20 0,1% e leite em pd 5%, amostras de soro foram adicionadas. Anticorpos IgG
foram detectados em uma diluicdo de 1:400. Anticorpos anti-Peromyscus leucopus e
anticorpos anti-Rattus rattus marcados com peroxidase foram utilizados como conjugado. O
substrato cromogénico usado foi o 2.2’-azinodi (3-ethylbenzthiazoline sulfonate) e a
absorbancia foi mensurada a 405 nm. A dilui¢do do soro foi considerada positiva quando a
DO era >0,3. A DO final de cada diluicdo de soro foi calculada como a diferenga entre o valor
da DO mensurada nos pocos sensibilizados com a proteina ARAV-N e aqueles sensibilizados

com o antigeno controle negativo. Um titulo > 1: 400 era considerado positivo.
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4. 11 Extracao de RNA

As amostras de pulmio dos roedores e amostras de soro de pacientes com SPH
sororreativos foram submetidas a extracdo do RNA viral por meio dos kits comerciais
PureLink™ (Invitrogen) e QIAamp®Viral RNA mini Kit (Qiagen), respectivamente,
seguindo os protocolos do fabricante.

Para a extracdo com o kit PureLink™ (Invitrogen) foram obtidos aproximadamente 50
mg de tecido utilizando bisturi ou tesoura estéreis e, subsequentemente, foram macerados,
com um pistilo, em banho de nitrogénio liquido (NL), em uma primeira etapa, manualmente,
com introdu¢do do NL no interior do tubo. Em seguida foi adicionados 120 pl de Trizol®
(Invitrogen) e o tecido foi macerado complementamente com ajuda do rotor para pistilo para a
trituracdo completa de todo tecido. Posteriormente, 880 ul de Trizol® foram adicionados e
ap6s homogeneizagao em vortex o material triturado foi incubando a temperatura ambiente
por 5 minutos. Na etapa seguinte 200 pul de cloroférmio para cada 1 mL de Trizol® foram
adicionados e o tubo foi agitado vigorosamente por 15 segundos e incubado por 3 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000x g por 15 minutos a 4°C
com a transferéncia, em seguida, de 400 pl da fase aquosa para um novo tubo devidamente
identificado. Uma quantidade de 400 pl de etanol a 70% foi adicionada e apds
homogeneizacdo da amostra em vortex, o tubo foi invertido para dispensar qualquer
precipitado visivel que pudesse ter sido formado apds a adi¢do de etanol. Subsequentemente
700 ul da mistura foram transferidos para uma coluna com tubo coletor e submetidos a
centrifugacdo a 12.000x g por 15 segundos a temperatura ambiente. O liquido do tubo coletor
foi desprezado e a coluna recolocada no mesmo tubo coletor. Essas etapas foram repetidas a
partir da adi¢do de 700 pl da mistura. Em sequéncia, adicionou-se 700 pl do tampao de
lavagem na coluna e centrifugou-se a 12.000x g por 15 segundos a temperatura ambiente,
com o descarte do tubo coletor seguido pela colocagdo da coluna em um novo tubo coletor.
Na etapa seguinte 500 pl do tampao de lavagem II foram adicionados na coluna e submetidos
a centrifugacdo a 12.000x g por 15 segundos a temperatura ambiente. O liquido do tubo
coletor foi desprezado e a coluna foi recolocada no mesmo tubo coletor. Os passos foram
repetidos a partir da adi¢do de 500ul do tampao de lavagem II. Por fim as amostras foram
centrifugadas a 12.000x g por um minuto a temperatura ambiente para secagem da membrana
com RNA aderido, com posterior descarte do tubo coletor. A coluna foi colocada em um tubo
de 1,5 mL e 30 pl de dgua livre de nuclease foram adicionados no centro da coluna de forma

cuidadosa, seguida da incubacdo a temperatura ambiente por um minuto e centrifugacao da
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coluna com tubo de 1,5 mL a 12.000x g por 2 minutos a temperatura ambiente. O RNA

extraido foi armazenado em aliquotas em freezer -80°C.

Para a extracdo com o kit QIAamp®Viral RNA mini Kit (Qiagen), foi adicionado
140uL de soro em 560ul de tampao de lise AVL em tubo de 1,5mL e misturado no vortex
por 15s e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados rapidamente para remover gotas da parte interna da tampa. Foram adicionados
560uL de etanol (96-100%) a amostra, misturando no vortex por 15 segundos e novamente
centrifugados. ApOs esta etapa, a mistura foi transferida para a coluna QIAamp Spin sem
tocar no aro interno e com a tampa fechada foi centrifugada a 8000 rpm (6000g) por 1 minuto.
Em seguida a coluna foi transferida para um tubo coletor de 2 mL limpo e o tubo contendo o
filtrado foi descartado. Foram aplicados os 630uL restantes da mistura na coluna e novamente
foi realizado o procedimento anterior. Apds isso, foram adicionados 500yl do tampao de
lavagem AW1 nas colunas QIAamp Spin, com cuidado para ndo tocar no aro interno e foi
novamente centrifugado a 8000 RPM (6000g) por 1 minuto. Apds isso, a coluna QIAamp
Spin foi inserida em um tubo coletor de 2 mL limpo e o tubo contendo o filtrado foi
descartado. Posteriormente foram adicionados 500uL do tampao de lavagem AW?2 na coluna
QIAamp Spin sem tocar no aro interno e centrifugado a 14000 RPM (20000g) por 3 minutos.
A coluna QIAamp Spin foi entdo inserida em um tubo coletor de 2 mL limpo e o tubo
contendo o filtrado foi descartado. A coluna foi entdo centrifugada a 14000 rpm (20000g) por
1 minuto e transferida para um tubo de 1,5 ml. Cuidadosamente a coluna QIAamp Spin foi
aberta e foram adicionados 40ul. de tampao de eluicdo AVE. A coluna foi incubada a
temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugada a 8000 RPM (6000g) por 2 minutos. O

RNA foi entdo armazenado em aliquotas no freezer —80°C.

4. 12 Transcricao Reversa e PCR One Step:

A partir do RNA total extraido foram realizadas a sintese e posterior amplificacdo do
cDNA com utiliza¢do do Mini Kit SuperScript III'™ Reverse Transcriptase (Invitrogen) e de
primers especificos para o segmento S viral. Estes primers foram elaborados pelo pesquisador
Alexandro Guterres, do Laboratério de Hantaviroses do Instituto Oswaldo Cruz. Os primers
foram direcionados para sequéncias conservadas do genoma de linhagens de hantavirus
brasileiros e outras linhagens sul-americanas proximas filogeneticamente (Andes, Araraquara,

Araucidria (Juquitiba-like), Bermejo, Maciel, Pergamino, Oran e Rio Mamoré).
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Na PCR, tubos de 0,5 mL foram utilizados para preparar a solu¢do de trabalho, que
continha os primers (0,5 pl do primer HO4 , 0,4 pl do primer 733R), Taq DNA polimerase,
DNTPs, dgua nuclease-free (8,9 ul) , SuperScript'™ III RT (0,5 ul), tampdo de 2x Mix (12,5
ul), e cloreto de magnésio S0mM (0,2 pl ), com um volume total de 23 ul. Esta mistura era
entdo distribuida em microtubos para PCR (0,2 mL) e entdo era acrescentados 2 ul de RNA
da amostra, totalizando um volume final de 25 pl. Os tubos eram entdo alocados em um
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) que realizava uma
primeira etapa de 48°C por 45 minutos, 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por
30 segundos, 51°C por 40 segundos, 68°C por 50 segundos, finalizando com uma etapa de
extensdo de 68°C por 5 minutos e uma temperatura final de 4°C. O produto de amplificagcdo

era de aproximadamente 730 nucleotideos.
4. 13 Semi-Nested PCR (PCR 2):

Na segunda PCR, tubos de 0,5 mL foram utilizados para preparar a solugcdo de
trabalho, que continha os primers (0,25 pl do primer H274 e 0,25 pl do primer733R), dgua
nuclease free (18,9 ul), dNTp (0,25 ul), enzima Taq platinum DNA polimerase (Invitrogen)
(0,1 ul), tampao de 10xMix (2,5 ul), e cloreto de magnésio SOmM (0,75 ul ), com um volume
total de 23 pl. Esta mistura era entdo distribuida em microtubos para PCR (0,2 mL) e entdo
era acrescentado 2 ul do produto da primeira PCR da amostra, com um volume final de 25
pl. Os tubos eram entdo alocados em um termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems) que realizava uma primeira etapa de 94°C por 2 minutos seguida por 25
ciclos de 94°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, uma extensao
de 72°C por 5 minutos e uma temperatura final de 4°C. O produto de amplificacdo era de

aproximadamente 430 nucleotideos.
4. 14 Analises dos produtos da reacao de amplificacio em eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose a 1,5% foi preparado em tampao TBE 0,5X. As amostras do produto
de PCR foram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em tampao TBE 1X. Apds a
eletroforese, a visualizacdo do DNA foi realizada apds o gel ter sido submetido ao banho de
GelRed™ (Uniscience) durante 06 minutos, através da luz ultravioleta por meio de

transluminador.
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4. 15 Purificacio e sequenciamento nucleotidico

Os DNAs obtidos por PCR foram purificados utilizando o kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification (PROMEGA), segundo o protocolo do fabricante. Os fragmentos
de DNA purificados foram visualizados em eletroforese em gel de agarose 1,5%. As bandas
de interesse foram excisadas dos géis com ajuda de um bisturi, pesadas e transferidas para
tubos de 1,5 mL. O tampao de solubilizacio (PROMEGA) foi adicionado a cada tubo na
propor¢ao de 10 ul/10 mg de gel e incubado a 65°C até estar completamente dissolvido. A
mistura foi entdo colocada na coluna disposta sobre os tubos coletores de 2,0 mL, incubados
por um minuto a temperatura ambiente e centrifugados por um minuto a 16.000x g. Os
filtrados foram descartados e, logo em seguida, adicionados 700ul de tampdo de lavagem
PROMEGA para remover todo residuo da agarose, seguido de centrifuga¢do por um minuto a
16.000x g e o filtrado descartado. Novamente 500ul de tampao de lavagem foram adicionados
com subsequente centrifugacdo por 5 minutos a 16.000x g. Uma nova centrifugacdo de 1
minuto a 16.000x g foi realizada agora sem a tampa interna da centrifuga para total
evaporacao residual do etanol. As colunas foram transferidas para tubos de 1,5 mL estéreis e
identificados. Em uma nova etapa foram adicionados 50 ul de &4gua livre de nuclease
(PROMEGA), seguida de incubag@o por um minuto a temperatura ambiente e centrifugacio a
16.000x g por um minuto. A coluna foi descartada e o eluato contendo o DNA a ser
sequenciado foi estocado a -20°C.

O DNA purificado foi submetido ao sequenciamento utilizando o kit comercial
BigDye® Terminator ™ v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). O volume final de
cada reacdo foi de 20 pl, contendo: (i) DNA purificado a ser sequenciado, na concentragdao de
100-200 ng; (i1) 3,2 pmol de primer senso (H274) e do primer antisenso (733R) (utilizado
separadamente), (iii) 2ul da mistura Big Dye terminator e (iv) 3ul de tampao fornecido pelo
kit. O protocolo foi seguido, segundo o fabricante e a rea¢do foi processada em um
termociclador 9700 GeneAmp® sob as seguintes condi¢des: 30 ciclos de 96°C por 10
segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Os produtos da reacdo de
sequenciamento serdo aplicadas ao sequenciador automadtico, modelo ABI PRISM® 3130x
(Applied Biosystems).

Todos os primers utilizados neste estudo foram desenhados por Alexandro Guterres do

Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses, IOC, FIOCRUZ.
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4. 16 Analise do sequenciamento

As sequéncias de nucleotideos e seus eletroferogramas de sequenciamento dos
fragmentos amplificados do segmento gendomico S foram analisados por meio do programa
MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011). Inicialmente as sequéncias foram analisadas contra o
banco de dados depositado no GenBank. Em seguida, as sequéncias obtidas foram
manipuladas no programa MEGA 5.0. Uma sequéncia consenso foi estabelecida, e as
divergéncias de nucleotideos entre as sequéncias foram esclarecidas pela andlise dos

cromatogramas de sequenciamento.
4. 17 Analise filogenética

Para todas as andlises filogenéticas realizadas, as sequéncias obtidas no
sequenciamento e as obtidas em bancos de dados foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE
(EDGAR, 2004) no programa Seaview4 (GOUY et al., 2010). As relacdes filogenéticas foram
estimadas pelo método de Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC) implementado em
MrBayes v. 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), usando o modelo GTR+G de substitui¢ao
de nucleotideos. As configuracbes MCMC consistiam em duas corridas simultaneas
independentes, com quatro cadeias cada, que foram executadas por 10 milhdes de geracdes e
amostrados a cada 100 geragdes, produzindo 10 mil arvores. Depois de eliminar 10% das
amostras como “burn-in” uma &arvore consenso foi construida. Suporte estatistico dos clados
foi medido pelo teste de razdo de verossimilhanga aproximada (Anisimova & Gascuel, 2006)
e as probabilidades posteriores bayesianas. Para as andlises, sequéncias do virus Haantan

(NCO005218) e o virus Seoul (AY027040) foram utilizadas como grupo externo.

4. 18 Analise estatistica

Um banco de dados foi construido utilizando o programa EPI INFO versdo 3.3.2
(DEAN et al., 2005). A anélise dos dados também foi realizada utilizando-se deste programa.
As relacdes entre parametros ecoldgicos (densidade populacional, prenhez, presenca de
cicatrizes) com a infec¢do viral foram avaliadas. 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). O teste Qui quadrado ou o teste
Exato de Fisher foram utilizados nas comparacdes para duas propor¢des. Diferengas foram

consideradas significantes quando o valor de p mostrou-se inferior a 0,05.
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5. Resultados
5.1 Roedores

No total, quatro campanhas de captura foram realizadas: 1* campanha (06/12 a
12/12/2011), 2* campanha (19/03 a 27/03/2012), 3* campanha (01/08 a 08/08/2012) e 4*
campanha (13/11 a 18/11/2012). As campanhas 1, 2 e 4 foram realizadas na esta¢do “verdo
chuvoso” e a campanha 3 durante o “inverno seco”. Em cada campanha foram realizadas
capturas durante cinco noites, com 240 armadilhas por noite, totalizando um esforco de
captura de 1200 armadilhas por campanha, distribuidas em sete trilhas em diferentes dreas
rurais do municipio. Na 2% campanha, porém, foram utilizadas 1100 armadilhas devido a
limita¢do da quantidade do equipamento para a equipe de campo (Tabela 2).

No total, 258 roedores foram capturados, sendo 245 (95%) em armadilhas Sherman e 13
(5%) em armadilhas Tomahawk. Considerando que houve um esfor¢co de 1200 armadilhas
Tomahawk e de 3600 armadilhas Sherman, o sucesso de captura foi de 1,1% e 6,8%,
respectivamente.

Houve um leve predominio de espécimes machos (133; 51,6%). Do total de fémeas,
observou-se maior prevaléncia de prenhez durante as duas primeiras campanhas, periodo de
estacdo chuvosa (Tabela 2). Analisando este fator em relacdo as estacdes “verdo chuvoso” e
“inverno seco” houve significancia estatistica (p < 0,0001, teste Exato de Fisher).

A estrutura etdria da espécie mais abundante N. lasiurus foi analisada dividindo os
animais em trés classes, baseadas nos seus respectivos pesos, de acordo com MILLS et al.,
(2007). As classes etdrias foram assim divididas: N. lasiurus: machos (Classe I <29 g; Classe
IT = 30-50,5 g; Classe III > 50,6 g) e fémeas (Classe I <27 g; Classe II = 28-45 g; Classe III
> 46 g). Houve predominio de individuos da classe III durante a estagdo chuvosa (60%).
Durante a estac@o seca, o nimero de individuos classificados nas classes I e II correspondeu a
85,5%, indicando um maior percentual de individuos jovens na populacdo durante este

periodo (Figura 9).
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Figura 9: Distribui¢do de frequéncias dos roedores segundo classe etdria e periodo de captura

5. 1.1 Abundancia e diversidade das espécies de roedores capturados

Foram capturados 258 roedores. Dentre estes, nove taxons foram identificados a nivel
especifico e sete a nivel genérico, todos pertencentes a subfamilia Sigmodontinae (Tabela 3).
As espécies mais capturadas foram N. lasiurus (70,1%) e Calomys expulsus (10,1%). Em
relacdo a riqueza de espécies, foi possivel verificar que na fitofisionomia Mata seca
semidecidua mostrou-se o ambiente de maior diversidade bioldgica para Sigmodontinae (07
tdxons a nivel especifico e quatro a nivel genérico), seguida pela fitofisionomia Vereda (04
tdxons a nivel especifico e trés a nivel genérico). O nimero total de animais capturados esteve
diretamente relacionado a condi¢do climética, sendo que, na estacdo seca este nimero foi
significantemente maior que na chuvosa (p < 0,0001, teste Qui-quadrado). Na 3* campanha de
captura, durante o inverno seco, somente em uma trilha (100 armadilhas em cinco noites)
foram capturados 71 roedores, com um sucesso de captura de 71%.

Considerando a condi¢do climética, ndo houve significancia estatistica em relacdao ao
sexo dos animais capturados e a estacdo de captura (p=0,92, teste Qui-quadrado).

Analisando o sucesso de captura dos roedores segundo os ambientes em que foram
realizadas as capturas, observou-se que na fitofisionomia Mata seca semidecidua obteve-se

um maior sucesso (8,1%), seguida da fitofisionomia Vereda (7,6%). O ambiente de Mata de

galeria inundédvel apresentou o menor sucesso de captura (2,6%).
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Pdde-se observar que N. lasiurus foi o principal roedor encontrado em todas as
fitofisionomias (Min-Méx: 50-83,7%). Calomys expulsus foi encontrado em quatro tipos de
ambiente, ausentes apenas na Brachiaria.

Em nosso estudo registrou-se pela primeira vez o roedor Cerradomys maracajuensis
no estado de Minas Gerais. A espécie foi encontrada nos ambientes de Mata seca

semidecidua, Mata de galeria inundavel e Brachiaria.
5. 1. 2 Identificacao das espécies de roedores capturados

A maioria dos espécimes capturados (89,5%) foi identificada por -caracteres
morfoldgicos externos (Tabela 3). Porém, em 27 espécimes ndo foi possivel a determinagdo
especifica por este método, e serdo submetidos a confirmagdo de espécie por andlises de
cariétipo, porém, estes dados nao constaram neste estudo.

5. 1. 3 Soroprevaléncia de anticorpos para hantavirus entre os roedores capturados

Dentre os roedores capturados, somente N. lasiurus apresentaram anticorpos IgG para
hantavirus. No total, quatro roedores foram sororreativos e, portanto, 1,6 % de positividade.
Dentre os sororreativos, trés (75%) eram machos. Além disso, observou-se a presenca de
cicatrizes em todos os roedores sororreatvos, indicativo de transmissdo de hantavirus em
roedores. Dentre os trés espécimes machos, um pertencia a classe etaria Il e dois a classe

etaria III. O espécime fémea pertencia a classe etaria II.

5. 1. 4 Deteccao de Hantavirus por RT-PCR

Dentre os quatro roedores que apresentaram anticorpos contra hantavirus, detectaram-
se fragmentos do segmento S do genoma deste virus, por RT-PCR, em trés, como mostra a
Tabela 4. Em uma amostra, porém, o material genético amplificado ndo possibilitou o
sequenciamento. As amostras de roedores sequenciadas tiveram maior identidade filogenética
com a amostra humana LH_206_12, com um suporte estatistico bootstrap de 94%. As
amostras de roedores bem como o local provavel de infeccao do caso humano de SPH eram
na zona rural do municipio de Uberlandia. As amostras de roedores, juntamente com as
amostras humanas dos municipios de Uberlandia e Patrocinio (LH_206_12 e LH_180_12),
estiveram mais relacionadas a variante viral Paranod, descrita no Distrito Federal, distante em
média a 463 quildmetros dos municipios de Uberlandia e Patrocinio, do que com o outro
cluster formado por trés amostras humanas, distantes em média 261 quilometros desses dois

municipios.
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Tabela 2 . Taxa de sucesso de captura, caracteristicas e soroprevaléncia para hantavirus em roedores no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, 2011-2012.

Prevaléncia de

N° de Sucesso de captura Macho Fémea Prenhez  Numero de
Campanhas Capturas hantavirus
armadilhas (%) (%) (%) (%) NI?
NI (%)

Dez/2011 1200 27 2,6 56 44 42 15 0
Mar/2012 1100 13 1,2 23 77 70 6 0
Ago/2012 1200 184 15,3 51 48 0 145 2,1
Nov/2012 1200 34 2,8 53 47 7 15 7,7

Total 5300 258 5 51 49 11 181 2,2

*Nl: Necromys lasiurus
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Tabela 3. Nimero absoluto de espécimes de roedores capturados segundo cada ambiente e espécie no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, 2011-2012 (continua).

Ambientes
Espécies Cerrado sentido
Mata Seca Semidecidua  Mata de galeria inundavel Braquiaria Vereda/pastagem Total
restrito
Necromys lasiurus 59 26 36 48 12 181
Calomys expulsus 16 3 0 2 5 26
Calomys sp. 10 0 0 0 2 12
Calomys tener 2 1 0 0 3 06
Cerradomys sp. 3 0 2 1 0 06
Oxymycterus delator 0 0 0 5 0 05
Cerradomys maracajuensis 1 1 2 0 0 04
Cerradomys subflavus 3 1 0 0 0 04
Oligoryzomys sp. 0 0 2 2 0 04
Oligoryzomys fornesi 1 0 0 1 0 02
Cerradomys scotti 0 0 0 0 2 02
Oxymycterus sp. 0 0 0 2 0 02
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Tabela 3. Nimero absoluto de espécimes de roedores capturados segundo cada ambiente e espécie no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, 2011-2012 (continuag&o).

Ambientes
Espécies Mata Seca Mata de galeria Cerrado sentido
p Braquiaria Vereda/pastagem Total
Semidecidua inundével restrito

Oligoryzomys

1 0 0 0 0 01
nigripes
Oecomys sp. 1 0 0 0 0 01
Nectomys sp. 0 0 1 0 0 01
Hylaeamys sp. 1 0 0 0 0 01
Total 98 32 43 61 24 258
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Tabela 4. Amostras de roedores positivas na pesquisa de hantavirus por sorologia e/ou PCR (pulmao).

N° da amostra Data de coleta  Espécie Sexo ELISA PCR  Hantavirus

LBCE 17402 05/08/2012  N. lasiurus Macho Reativo Negativo -
LBCE 17837 05/08/2012  N. lasiurus Macho Reativo Positivo -
LBCE 17849 06/08/2012  N. lasiurus Fémea Reativo Positivo Araraquara
LBCE 18197 18/11/2012  N. lasiurus Macho Reativo Positivo  Araraquara

5. 2 Humanos

Entre seis casos de SPH confirmados sorologicamente, em cinco (83.3%) foram
amplificados produtos de PCR de tamanho esperado (Tabela 5). A coleta de soro foi em
média quatro dias apds o inicio dos sintomas. Estes soros foram utilizados tanto para andlise
sorolégica quanto para as técnicas moleculares.

Dentre os pacientes acometidos pela SPH, todos eram do sexo masculino, com idade
média de 33.9 £ 12.9 anos. A taxa de letalidade dos casos foi de 50% (Tabela 5). Os sintomas
classicos de febre, cefaleia, dispneia, mialgia e tontura foram observados em todos os
pacientes (Tabela 6). O tempo médio de evolugdo dos sintomas, desde seu inicio até a
hospitalizacao, foi de 4 + 1,5 dias. A tosse seca, que € indicativo da forma clinica mais severa,
a SPH, foi observada em cinco pacientes. Porém, analisando a presenga de tosse seca em
relacdo a evolucdo clinica para o 6bito, ndo houve significancia estatistica (p < 0,14, teste
Exato de Fisher).

Em relagdo as atividades de risco, 85,7% dos casos exerceram atividades agricolas de
forma ocupacional ou ocasional até 60 dias antes do inicio dos sintomas. Dentre as ocupacdes,
quatro (57,1%) eram trabalhadores rurais, (28,6%) dois eram motorista/tratorista € um
(14,3%) era empresario.

Cinco casos (71,4%) ocorreram no quadrimestre entre abril e agosto, evidenciando o
perfil sazonal tipico da SPH nesta regido.

A andlise filogenética das sequéncias de nucleotideos mostrou a circulagdo apenas do
genotipo Araraquara. Este hantavirus forma um clado com outros dois hantavirus que
circulam na Argentina, Maciel virus e Pergamino virus, transmitidos pelos roedores Necromys

benefactus e Akodon azarae, respectivamente. Houve a formacao de um cluster bem definido
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entre trés amostras, com um suporte estatistico bootstrap de 100%. As amostras LH-Nat,
LH_212 12 e LH_197_12 estavam filogeneticamente mais relacionadas. As duas primeiras
sao oriundas de pacientes dos municipios de Rio Paranaiba-MG e Sao Gotardo-MG,
respectivamente, distantes entre si apenas 30 quilometros. No entanto, a amostra LH_197_12
oriunda de um paciente de Sao Tomds de Aquino, municipio distante a 384 quilometros de
Sado Gotardo, teve maior relacdo filogenética com a amostra desse municipio (LH_212_12). A
amostra LH_180_12, oriunda de um paciente do municipio de Patrocinio-MG, juntamente
com a amostra LH_206_12, de um paciente de Uberlandia-MG, foram as amostras mais
divergentes no clado formado por amostras desta casuistica. A amostra LH_180_12 teve
maior identidade filogenética com a variante do hantavirus Araraquara denominada Paranod,
com um suporte estatistico bootstrap de 61%. Esta variante ocorre no Distrito federal, distante

em média 400 quildmetros de nossa drea de estudo.

52



Tabela 5. Dados epidemioldgicos de pacientes de SPH e resultados de sequenciamento viral em drea endémica de Minas Gerais, Brasil, 2011-2012.

Localidade Inicio de Data de
Amostra Sexo Idade Desfecho ELISA PCR Hantavirus
(Municipio) sintomas coleta
LH_NAT Rio Paranaiba Masculino 40 16/08/2012 19/08/2012 Sobrevida Reativo Positivo Araraquara
LH_206_12 Uberlandia Masculino 55 28/05/2012 03/06/2012  Sobrevida Reativo Positivo Araraquara
LH_JOS Uberlandia Masculino 27 23/03/2012 27/03/2012  Sobrevida Reativo Positivo -
LH 180 _12 Patrocinio Masculino 30 25/03/2012 28/03/2012 Morte Reativo Positivo Araraquara
LH_197_12 Sdo Tomds de Aquino Masculino 31 27/04/2012 02/05/2012 Morte  Reativo Positivo Araraquara
LH 212 12 Sao Gotardo Masculino 17 14/06/2012 18/06/2012 Morte Reativo Positivo Araraquara
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Tabela 6 - Sinais e sintomas apresentados por sete pacientes com SPH em drea endémica de Minas Gerais,

Brasil, 2011-2012.

Freqiiéncia (n=06)

Sinais/Sintomas
N %
Febre 7 100,0
Dispnéia 7 100,0
Mialgias 7 100,0
Cefaléia 7 100,0
Tontura 7 100,0
Hipotensdo 6 85,7
Dor toracica 5 71,4
Tosse 5 71,4
Nauseas/VOmitos 3 42,8
Dor lombar 3 42,8
Insuficiéncia respiratéria aguda 3 42,8
Diarréia 2 28,6
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Figura 10. Relagdes filogenéticas entre hantavirus baseadas em uma andlise bayesiana das distancias genéticas
geradas a partir de comparacdes das sequéncias de um fragmento de 382-nt do gene da proteina do
nucleocapsideo. As sequéncias de nucleotideos foram analisadas por uma andlise bayesiana com o programa
MrBayes versdo 3. 1. 2, usando o modelo General Time Reversible +G de substitui¢do de nucleotideos. A barra
de escala indica uma sequéncia de divergéncia de 0,2. O valor numérico nos clados indica as probabilidades
posteriores (pp) que suportam as ramificacdes interiores. Os nomes das ramifica¢des incluem o nimero de
acesso no GenBank e a espécie viral ou cepa analisada.
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6. Discussao

Os roedores constituem a ordem mais abundante e diversificada de mamiferos no
mundo. A associa¢do destes com doenc¢a humana existe desde a idade média durante as
epidemias de peste e ainda hoje representam um grave risco para a saude publica, com
transmissdo direta ou indireta de uma grande diversidade de patégenos (MEERBURG,
SINGLETON, KIJLSTRA, 2009). Este fato tem estimulado o interesse em pesquisas
ecoepidemioldgicas desses reservatérios, que atuam tanto como hospedeiro de
microorganismos quanto de vetores como pulgas, carrapatos e dcaros.

As populacdes de roedores sdo afetadas por condigdes meteoroldgicas e sob esses
cendrios de mudancas climédticas, pode ocorrer uma maior interacao entre os seres humanos e
os roedores, com maior risco de transmissao de doengas. O estudo destes reservatérios € um
componente essencial em qualquer acdo de saide publica relacionada a doengas zoondticas
emergentes. Entre os focos de pesquisa, destacam-se as pesquisas relacionando a distribui¢dao
geografica dos hospedeiros, a frequéncia relativa de infeccdo nas subpopulacdes de
hospedeiros e a dindmica temporal das populagdes de hospedeiros e patégenos (MILLS;

CHILDS, 1998).

Em muitos lugares os roedores vivem em estreito contato com populacdes humanas,
animais domésticos e de criagdo. Em outras situagdes, roedores periurbanos formam um elo
entre populacdes de animais silvestres e humanos, expondo o homem as zoonoses circulantes
em ecossistemas naturais. Além disso, as mudancas climaticas globais, bem como a ocupagdo
humana de novos ambientes, podem afetar a distribuicdo de roedores e seus patdgenos e
ectoparasitos relacionados (GITHEKO et al, 2000). O clima (temperatura, chuva etc) é um
importante fator abidtico que influencia na caracteristica do habitat e na disponibilidade de
alimento. O clima também influencia no estado do patdgeno, visto que diversos agentes
etiol6gicos necessitam de condi¢des especificas de umidade, calor entre outros aspectos para
sobreviver no ambiente quando fora do hospedeiro.

A interacdo entre diferentes espécies de roedores e humanos em atividades de campo,
condicdes de acampamento e em atividades agricolas sdo fatores de risco para doencgas
transmitidas por roedores. Em muitos lugares do mundo dreas silvestres sdo transformadas em
areas agricolas, porém espécies silvestres nativas remanescentes ainda permanecem nestes

locais (MINO et al. 2007; MOHR et al. 2007).
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As relagdes entre roedor-patdgenos e suas interagdes com o homem sdo complexas e
dificeis de serem estabelecidas (MEERBURG, SINGLETON, KIJLSTRA, 2009). Além disso,
levando em conta ndo somente a densidade de roedores, mas também a diversidade de
hospedeiros faz com que estas relacdes sejam ainda mais complexas. Em um recente estudo,
por exemplo, foi mostrado que a presenca do roedor Myodes glareolus, reduz a prevaléncia de
Bartonella em outro roedor, o Apodemus sylvaticus (TELFER et al. 2005). Em nosso estudo
foram capturados nove tdxons identificados a nivel especifico e sete a nivel genérico, todos
pertencentes a subfamilia Sigmodontinae. Este dado reflete o territério em que os roedores
foram capturados, todos silvestres sem proximidade com &reas periurbanas, o que diminuiu a
probabilidade de ocorréncia de roedores sinantropicos dentre os espécimes capturados, apesar
de que em muitas dreas rurais/silvestres na drea de estudo, estes roedores ja foram
encontrados (LIMONGI et al., 2013).

A perda e a fragmentacdo de habitat, resultantes de atividades humanas, constituem as
maiores ameagas aos mamiferos terrestres no Brasil. Elas estdo relacionadas ao
desenvolvimento econOmico através do crescimento de dreas cultivadas e urbanas, aumento
da densidade populacional e aumento da malha rodovidria (COSTA et al., 2005). Apesar de o
Cerrado ser um bioma emblematico no que se refere a degradacdo de ambiente e perda de
biodiversidade, neste estudo pode-se ainda observar uma riqueza de espécies de roedores
importante, raramente observada em outros estudos (BARROS-BATTESTI et al, 2000;
BONVICINO; LINDBERGH; MAROJA, 2002). A espécie Cerradomys maracajuensis, até
entdo relatada no Brasil apenas no centro-sul do estado do Mato Grosso e regiao central do
Mato Grosso do Sul, foi encontrada em trés fitofisionomias da nossa area de estudo. O roedor
Oligoryzomys fornesi, reservatério do hantavirus Anajatuba no Maranhdo, também foi
capturado em duas fitofisionomias (ROSA et al., 2010). Espécimes do género Calomys,
reservatorios de arenavirus, hantavirus entre outros patégenos, também foram capturados.
Além destas, outras espécies potenciais reservatdrios de patdgenos também foram capturadas.
Embora os riscos variem entre os diferentes patdgenos, a vigilancia de populagdes de roedores
¢ importante para predizer a prevaléncia no futuro de doencas emergentes e ser capaz de
identificar doengas novas ou ainda nao relatadas.

Dentre as espécies capturadas, N. lasiurus foi a mais prevalente (70,1%). A habilidade
de se adaptar em ambientes antrépicos, especialmente em dreas com presenca de gramineas
(Brachiaria sp.) e culturas de cana de agucar € caracteristico dessa espécie. Estes roedores sao

agressivos e geralmente dominam a drea que infestam (STREILEN, 1982). O comportamento
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generalista da espécie o favorece nestes ecossistemas menos complexos. N. lasiurus €
considerado o principal reservatério do hantavirus Araraquara e € endémico em todo bioma
Cerrado, Caatinga e ao longo do ec6étono Mata Atlantica-Cerrado (SUZUKI et al., 2004;
BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008). O bioma Cerrado, nas ultimas décadas, tem
passado por um processo de degradacdo intenso, com imensas dreas de plantio de
monoculturas (RIBEIRO; WALTER, 2008). O padrdo ecoldgico de N. lasiurus, associado
com as profundas mudangas antrdpicas neste bioma, aumenta sobremaneira as chances de
contato entre humanos e roedores infectados, devido principalmente ao potencial aumento da
densidade populacional destes roedores e do estreitamento de ambientes compartilhados com
os seres humanos.

MARINHO-FILHO et al. (1994) salientam que N. lasiurus representa mais de 30%
dos individuos capturados na maioria das dreas amostradas no bioma Cerrado. Outros estudos
realizados no Cerrado do Distrito Federal apontam densidade méxima de 14.3 a 27.0
individuos/ha para essa espécie (ALHO, 1981; HENRIQUES et al., 1997). Em nosso estudo,
com excecdo do transecto do Instituto Federal, onde apenas cinco espécimes foram capturados
(dois Cerradomys subflavus, um Cerradomys maracajuensis e dois Cerradomys sp.), em
todos os outros transectos, N. lasiurus representou no minimo 50% do total de espécimes
capturados (Min-Maéx: 50-83,7%). Além disso, no transecto da Fazenda Fernanda durante a
estacdo inverno, o sucesso de captura foi de 71%. Considerando que cada transecto
corresponde a uma linha reta de mais ou menos 200 metros de distancia, podemos inferir que
a densidade populacional por hectare nesta drea deveria ser naquele momento maior do que o
relatado na literatura. Esta prevaléncia consideravelmente maior de N. lasiurus neste estudo
em relacdo aos relatos do passado em dreas de cerrado semelhantes pode ter relacdo direta
com as transformagdes ocorridas no Cerrado nas ultimas décadas, o que favoreceu esta
espécie na competicio interespecifica com outros roedores, a maioria delas especialistas de
hébitat.

MARES et al. (1986) encontrou N. lasiurus distribuida nas diferentes fisionomias do
Cerrado, exceto em florestas de galeria e vereda, considerando-a generalista quanto a
utilizagdo de habitat. Em nosso estudo, porém, esta espécie correspondeu a 81,3% e 80,3%
dos espécimes capturados nas fitofisionomias mata de galeria e vereda, respectivamente,
considerando, porém, que nesta ultima havia uma interface no transecto com um campo de
pastagem. No entanto, N. lasiurus parece preferir areas abertas menos densas e pode ocorrer

também em areas bastante alteradas (VIEIRA; PALMA, 2005).
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ALHO E PEREIRA (1985) e ALHO et al. (1986) investigaram a variagdo sazonal na
abundancia de pequenos mamiferos de Cerrado e detectaram diferencas significativas entre a
estacdo seca e chuvosa, com um maior nimero de capturas na estagdo seca. Esses dados
corroboram o observado em nosso estudo onde houve diferenca significativa na taxa de
captura durante essas duas estacdes. Houve maior sucesso de captura durante a estag@o seca e
maior taxa de prenhez entre as fémeas na estacdo chuvosa. Como relatado anteriormente, a
maior disponibilidade de alimento durante o periodo de chuvas, favorece a reproducdo de
roedores neste periodo. Consequentemente, haverd um aumento da populagdo, que passa a ser
observado com maior evidéncia durante a estacdo seca (BERGALLO; MAGNUSSON, 1999;
LIMONGTI et al., 2013).

Em nosso estudo os roedores da espécie N. lasiurus foram divididos em trés classes
etarias, utilizando como referéncia a massa corporal e o sexo dos animais. De uma forma
geral, podemos considerar que a classe I, composta por individuos menores e mais leves,
representa os animais jovens. Em contrapartida, a classe II, composta por individuos com
peso intermedidrio, representa um populacdo de transi¢do de sub-adultos a adultos e a classe
III, com individuos mais pesados, representa exclusivamente os individuos adultos. Em nosso
estudo, na estacdo chuvosa houve predominio de individuos das classes II e III, muitos deles
provavelmente remanescentes da estacdo seca anterior. Na estacdo seca, pelo contrario, houve
maior prevaléncia das classes I e II, representando uma maior densidade populacional
constituida principalmente por individuos mais jovens. Em outro estudo realizado na drea
rural e periurbana do municipio de Uberlandia, também houve a maior ocorréncia de
individuos adultos na esta¢do chuvosa, inclusive com maior prevaléncia de prenhez entre as
fémeas (Limongi et al., 2013). Neste estudo também houve significancia estatistica quando
comparado a soroprevaléncia de anticorpos contra hantavirus nos roedores entre as estagdes
do ano, com maior prevaléncia durante a estacdo verdao chuvoso. A baixa soroprevaléncia no
inverno € resultado do baixo nimero de adultos (que apresentam alta soroprevaléncia) dentro
de uma populacdo densa composta principalmente por individuos jovens (geralmente ndo
infectados). Por outro lado, no verdo chuvoso, a populacdo que é composta principalmente de
adultos, contribuiu para a alta soroprevaléncia. Isto também foi observado na Argentina, onde
a maior densidade populacional de adultos de Akodon azarae contribuiu para o aumento da
soroprevaléncia (SUAREZ et al., 2003). Em nosso estudo, porém, dentre os quatro roedores
sororeativos, trés (75%) foram capturados no més de agosto, durante a estacdo inverno seco.

Entretanto, acreditamos que esta estimativa nao reflete bem o parametro populacional, devido
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ao fato da amostra ser relativamente pequena. No entanto, em relacdo a idade, os quatro
roedores sororreativos eram pertencentes a classe 11 ou III (sub-adultos ou adultos).

Todos os roedores sororreativos apresentavam cicatrizes nas orelhas e/ou cauda. A
presenca de cicatrizes nos roedores, principalmente nas orelhas e cauda, estd associado com
sororreatividade para hantavirus e estudos em roedores reservatorios demonstram que a
prevaléncia da infeccdo € maior em adultos machos do que em fémeas e jovens, sugerindo
que a transmissao horizontal € o principal mecanismo de manutencdo do virus na natureza
(ABBOTT; KSIAZEK; MILLS, 1999, CALISHER et al, 2007; CANTONI et al., 2001;
MADHAV et al, 2007; LIMONGI et al., 2013, PEARCE-DUVET et al, 2006).

As sequéncias nucleotidicas das duas amostras de roedores procedentes do municipio
de Uberlandia-MG mostraram alta identidade filogenética com a sequéncia obtida de uma
amostra humana do mesmo municipio (suporte estatistico bootstrap de 94%.). Este dado
corrobora com a definicdo de N. lasiurus como o principal reservatério do hantavirus no
bioma Cerrado.

A formagdo de dois subclados bem definidos, um formado por amostras dos
municipios de Uberlandia-MG e Patrocinio-MG e o outro por amostras dos municipios de Sao
Gotardo-MG@G, Rio Paranaiba-MG e Sdo Tomds de Aquino-MG sugere a possibilidade de
algum isolamento geografico. Porém, a amostra deste ultimo municipio, distante a 384
quildmetros das outras amostras do seu subclado, gera uma incdgnita na andlise da
distribuicao espacial de ARAV. Além disso, o subclado formado por amostras de roedores,
juntamente com as amostras humanas dos municipios de Uberlandia e Patrocinio, estiveram
mais relacionadas a variante viral Paranod, descrita no Distrito Federal, distante em média a
463 quildmetros dos municipios de Uberlandia e Patrocinio, do que com o outro clado
formado por trés amostras humanas, distantes em média 261 quildometros desses dois
municipios. Estudos moleculares mais extensivos sdo necessdrios para esclarecer a
distribuicdo espacial das variantes de ARAV e correlaciona-las com o espectro clinico da
doenca humana, bem como sua ocorréncia em reservatorios.

As regides do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba, bem como o sudoeste do estado de
Minas Gerais representam as principais areas de transmissao de hantavirus no pais, devido a
sua incidéncia sazonal importante e alta letalidade. No entanto, desde o registro do primeiro
caso de SPH no estado no ano de 1998, somente trés estudos moleculares realizados no Brasil
incluiram amostras humanas de casos de SPH destas regides, analisando por filogenia nos trés

estudos apenas 15 amostras, oriundas dos municipios de Araxa (1), Patrocinio (4), Uberlandia
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(2), Uberaba (4), Patos de Minas (1), Sdo Tomas de Aquino (1), Sdo Sebastido do Paraiso (1)
e Passos (1). Neles se associou os casos de SPH principalmente ao ARAV, possivelmente o
mais virulento dos hantavirus brasileiros (ARA(JJO, 2010; FIGUEIREDO et al., 2009;
SUZUKI et al., 2004).

O roedor Necromys lasiurus, que ocorre em dreas de Cerrado e Mata Atlantica, foi
implicado como o reservatério do ARAV. Porém, evidéncias da circulacdo do hantavirus
Juquitiba (JUQV), assim como de uma linhagem altamente divergente de ARAV e JUQV
foram relatadas em humanos e roedores, respectivamente, nestas areas (ARA(JJO, 2010;
FIGUEIREDO et al., 2009; SUZUKI et al., 2004). Em um destes estudos, um virus
relacionado ao JUQV foi relatado em amostras de soro humano provenientes dos municipios
de Uberaba, Patrocinio, Sdo Sebastido do Paraiso e Passos (ARAIjJ 0O, 2010). O JUQV tem
como reservatorio o roedor Oligoryzomys nigripes, que habita principalmente as florestas de
araucdrias em dareas temperadas do sul do Brasil e também a Mata Atlantica. Porém, este
roedor também ocorre no bioma Cerrado, nos estados de Minas Gerais e Distrito Federal
(BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008). Em estudo de reservatorios de hantavirus
no municipio de Uberlandia-MG foram encontrados cinco espécimes de O. nigripes, porém
sem sorologia reativa para hantavirus (LIMONGI ef al., 2013). A cepa viral JUQV ¢
frequentemente relacionada aos casos de SPH que ocorrem no sul do Brasil e no estado de
Sao Paulo e nunca antes havia sido relacionada a casos de SPH no estado de Minas Gerais
(SUZUKI et al., 2004; RABONI et al., 2009; JONSSON et al., 2010; FIGUEIREDO et al.,
2009). Em nosso estudo, em amostras dos municipios de Patrocinio e Sdo Tomés de Aquino,
municipios localizados a 23 quildmetros do municipio de Sao Sebastido do Paraiso
encontraram apenas o genotipo ARAV. No mesmo estudo onde JUQV foi relatado no estado
de Minas Gerais, 0 ARAV também foi relatado nos municipios de Passos, Te6foli Otoni,
Uberlandia, Uberaba, Patos de Minas, Sdo Tomds de Aquino, Sete Lagoas e Piumhi. Estes
dados corroboram com o encontrado em nosso estudo no municipio de Uberlandia, onde
somente o genotipo ARAYV foi encontrado.

Uma linhagem altamente divergente dos gendtipos ARAV e JUQV foi identificado em
um roedor N. lasiurus no municipio de Sao Gotardo-MG recentemente. No mesmo estudo, em
outro N. lasiurus capturado no mesmo municipio, o genétipo ARAV foi sequenciado
(FIGUEIREDO et al., 2009). Em nosso estudo, porém, em uma amostra humana desse
municipio, além de outra amostra humana do municipio de Rio Paranaiba, localizado a 30

quildmetros de Sao Gotardo-MG, somente o gendtipo ARAV foi identificado.
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Em um estudo de filogenia de genétipos de hantavirus em amostras do sul e sudeste do
Brasil, a sequéncia viral de um paciente com SPH do municipio de Patrocinio-MG foi a que
apresentou a maior divergéncia entre os membros do clado Araraquara (16,7%) (SUZUKI et
al., 2004). Ainda neste estudo, outra sequéncia viral extraida do pulmao de um roedor N.
lasiurus no municipio de Uberlandia, também se mostrou altamente divergente em relacdo aos
demais gendtipos do clado Araraquara. Com excecdo da amostra humana de Patrocinio, todas
as outras eram oriundas de pacientes de SPH ou roedores do estado de Sao Paulo. Na anélise
filogenética da nossa casuistica, a amostra LH_180_12, de um paciente que foi a 6bito no
municipio de Patrocinio, juntamente com a amostra LH_206_12, de um paciente de SPH do
municipio de Uberlandia, também foram as mais divergentes entre as amostras do clado.

Houve a formacdao de um cluster bem definido entre as amostras LH_212_12 e
LH_197_12 de pacientes distantes geograficamente (384 quildmetros). Em um estudo
semelhante, o autor sugere a possibilidade da movimentacdo de pessoas infectadas ou a
dispersdo de roedores infectados para outras dreas, o que poderia levar a um viés na
interpretacdo dos dados (FIGUEIREDO et al., 2009). Em nosso estudo, porém, os locais
provaveis de infeccao dos dois pacientes foram comprovadamente em seus municipios de
residéncia. Além disso, € pouco provavel uma dispersdo significativa de roedores silvestres,
que diferem sobremaneira no comportamento em relacdo aos roedores sinantropicos.

Altas taxas de letalidade sdo observadas nas regides onde o gendtipo ARAV ¢é
endémico no Brasil (Planalto Central e regido sudeste) em comparacdo com dareas de
ocorréncia do JUQV (parte do sudeste e regidao sul) (FIGUEIREDO et al., 2009). Em nosso
estudo a letalidade de 50% dos casos de SPH oferece indicios de que o genétipo ARAYV seja o
mais prevalente na drea estudada, podendo haver sobreposicdo com o gendtipo JUQV, além
de outras variantes virais em algumas areas. Nossos dados, assim como aqueles relatados nos
anicos trés estudos onde haviam amostras do estado de Minas Gerais, corroboram com esta
hipétese (ARAIjJO, 2010; FIGUEIREDO et al., 2009; SUZUKI et al., 2004). A ocorréncia
de diferentes genétipos/variantes virais pode explicar o espectro clinico da hantavirose que
varia de infec¢des assintomadticas a casos com altas taxas de letalidade (LIMONGI et al.,
2007; LIMONGI et al., 2009).

As amostras analisadas neste estudo sdo de uma extensa drea com ecossistemas
naturais em grande parte degradados como consequéncia de agricultura intensiva e pecudria.
Estas alteracdes ambientais e demograficas ocorridas nas udltimas décadas provavelmente

afetou a ecologia dos roedores silvestres e facilitou a ocorréncia de infeccdes humanas por
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hantavirus e a emergéncia da SPH nesta regido, principalmente por ARAV, que ocorre por
mais de 1.000 quilometros desde a regido norte do cerrado até dreas de mata atlantica no
estado de Sdo Paulo (FIGUEIREDO et al., 2009).

As amostras identificadas com ARAV analisados no presente estudo foram
distribuidas a uma distancia de aproximadamente 400 quilometros. Tal como foi descrito com
outros hantavirus, fatores biogeograficos tais como migracdes alopdtricas, separacdo
geografica e isolamento dos reservatorios podem estar envolvidos na distribuicdo do ARAV
observada neste estudo (MORZUNOV et al., 1998). Estudos envolvendo a caracterizagao dos
hantavirus associados com as manifestacdes clinicas da SPH podem auxiliar na determinagdo
dos fatores que influenciam na da doencga.

A SPH exibe um perfil sazonal tipico nas regides do Tridngulo Mineiro, Alto
Paranaiba e Sudoeste Mineiro, ocorrendo a maioria dos casos no quadrimestre entre abril e
agosto. Os principais fatores associados a este padrdo da doenga sdo o clima seco e frio, falta
de 4gua e alimento para roedores no campo, ocasionando invasdo destes animais em
ambientes antropizados, além da colheita de graos, o que estreita o contato homem-roedor
(Limongi et al., 2007). Em nosso estudo este padrao foi caracteristico, com 71,4% dos casos

ocorrendo neste periodo de risco.
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7. Conclusoes

- A grande diversidade de espécies de roedores observada neste estudo demonstra um

maior potencial de ocorréncia de doengas zoondticas emergentes associadas a este animais;

- Houve maior prevaléncia de N. lasiurus, encontrado em todas as fitofisionomias

analisadas e com maior ocorréncia em ecossistemas alterados;

A dinamica populacional dos roedores estd estritamente associada as condigOes
climaticas e a oferta de alimento, com uma densidade populacional de individuos jovens
elevada no inverno seco e com maior numero de adultos no verdo chuvoso, inclusive com alta

taxa de prenhez;

- A formagdo de clados bem definidos entre amostras de hantavirus de localidades

proximas sugere o isolamento geografico dessas variantes virais;

- A ocorréncia de alta identidade filogenética na sequéncia de nucleotideos entre
amostras distantes geograficamente estabelece uma incognita que deve ser investigada quanto

a evolug@o molecular dessas variantes;

- A ocorréncia apenas do genétipo ARAV em espécimes de N. lasiurus e humanos
observada neste estudo, ndo exclui a possibilidade de co-circulagdo de outros gendtipos virais
nessa drea, além da possibilidade da existéncia de outros reservatdrios de hantavirus, inclusive

nao roedores;

- Estudos ecoepidemioldgicos avaliando outros potenciais reservatorios irdo contribuir

no entendimento da distribuicao e da manutencao dos hantavirus na natureza.
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9. Anexos

Anexo — A. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa-FIOCRUZ

Ministerio da Saude
Fundagéo Oswaldo Cruz

COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Carta: 012/11

De: CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 28 de abril de 2011.

Para: - Dra. Elba Regina Sampaio de Lemos e

- Dr.

Christian Gabriel Niel

Prezados Senhores,

Estamos encaminhando o parecer do protocolo 559/10 intitulado “Projeto
de Pesquisa Associado as atividades de referéncia do laboratorio de
Hantaviroses e Ricketisioses do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ” com a
deliberagao de APROVADO.

Atenciosamente

i

70

/

Carla D‘Lé;%\letto
Secretaria Geral

CEP/Fiocruz

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

Fundacéo Oswaldo Cruz
Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705

Manguinhos - RJ. - CEP.: 21.040-360
Tels.: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815

e-mail: etica@fiocruz.br



Anexo — B. Ficha de coleta de dados dos roedores capturados.
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Anexo — C. Parecer do Comité de Etica na Utilizaciio de Animais-UFU

U'j Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo
Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
Avenida Jo&do Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
WWW.comissees.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 185/11 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 071/11

Projeto Pesquisa: “Caracterizagdo de agentes zoondticos em roedores
sigmodontineos, com énfase em hantavirus e Rickettsia spp no Tridngulo
Mineiro, Minas Gerais”.

Pesquisador Responsévél: Matias Pablo Juan Szabé

O protocolo néo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacéo e da metodologia apresentadas.

SITUAGAQ: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVAGCAO DA MESMA.

AO FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIO.
O MODELO DESTE ESTA NO SITE.

Uberldndia, 11 de novembro de 2011

Prof. Dr. Evandro de Abreu Fernandes
Presidente da CEUA/UFU
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Anexo — D. Licenca permanente para coleta de material zooldgico e registros das quatro

expedicoes realizadas.

»  Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistemna de Autorizagio e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

B4 oA A

Licenca permanente para coleta de material zoologico

Numero: 13373-1 | Data da Emissao: 19/11/2007 17:02 ]
Dados do titular
Registro no lbama: 608054 Nome: PAULO SERGIO D'ANDH;\_— . E CPF: 062.639.198-92
Nome da Instituigao : FUNDAGAO OSWALDO CRUZ i PR L = CNPJ: 33.781.055/0001-35

Observacoes, ressalvas e condicionantes

;[ Aparlicipagao do(a) pesquisador(a) estrangeiro(a) nas alividades previstas nesta autorizacao depende de altorizagao expedida pelo Ministeno de Ciéncia e
Tecnologia (CNPg/MCT);
Alicenga permanente nao é valida para:
a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingéo;
b) manutencao de espécimes de fauna silvestre em cativeiro;

2 | c) recebimento ou envio de material bioldgico ao exterior; e
d) realizagao de pesquisa em unidade de conservagio federal ou em caverna.
A restricio prevista na item d ndo se aplica as categorias Reserva Parlicular do Palriménio Nalural, Area de Relevante Interesse Ecolégico e Area de Protegdo
Ambiental consliluidas por lerras privadas;

3 O pesquisador titular da licenga permanente, quando acompanhado. devera registrar a expedicao de campo no Sisbio  infermar o neme e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedigao, que constardo rio comprovante de registro de expedicao para eventual ap do a fiscalizacao;

4 Esta licenca permanente ndo exime o seu fitular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, publica ou privada. onde sera realizada a atividade

5 Esta licenga permanente ndo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos cu para realizagao de atividades inerentes ao processo de licenciamente
ambiental de empreendimentos. -

5 Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular da necessidade de alender ao cisposto na Instrugao Normativa lbama n® 27/2002, que regulamenta ¢ Sistema
Nacional de Anithamento de Aves Silvestres. .

7 | O pesquisador lilular da licenga permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe [quando for o caso}

8 O orgao gestor de unidade de conservagéo esladual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autorizaces concedidas pelo Ibama,
estabelecer outras condigdes para a realizagdo de pesquisa nessas unidades de conservagao.
Q ftitular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métedos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre gue possivel,

9 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos: e empregar esforgo de coleta ou captura que néo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condicdo in situ.

10 O titular da licenca permanente devera apresentar, anualmente, relatério de atividades a ser enviado por meic do Sisbio ne prazo de até 30 dias apés o aniversario de
emissdo da licenga permanente.
O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quands da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequacao,

11 | ornissao ou falsa deserigin de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, pcdera, mediante decis@o motivada, ter a auorizacao ou licenga
suspensa ou revogada pele lhama e o material bioldgico coletado apreendido nos termos da legislag@o brasileira em vigor.

12 A Hcgnca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituicao cientifica a gual ele estava vinculado por ocasido da
soliciagdo.

13 Este documento nao dispensa a obtengao de autorizacao de acesso ao componente do patriménic genctico ou ac cenhecimento tradicional associado nos termos da
legislagdo vigente.

14 As ez'!i\{idades contempladas nesta aulorizagie NAQ abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingao, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotagio.

Taxons autorizados

# Nivel faxondmico Taxon(s)

1 | ORDEM Rodentia, Didelphimorphia

2

Destino do material biolégico coletado

[#

I Nome local destino | Tipo Destino

[1

[ Museu Nacional (UFRJ] | colegan

Este documento (Licenga permanente para coleta de n;nélieria',izobiééiéo) foi expedido com base:na Instrugde Normativa lbama n2154/2007. . Através

do

Ibamav/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

codgode ausoncacsoioteariss M

cédigo de autenticacio abaixo, qualquer cidadao podera verificar. affaiu‘téhﬁvcidka'defou regﬁlaridade deste documento, por meic da pagina do

Pagina 1/2 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sisterna de Autorizagéo e Informagdc em Biodiversidade - SISBIO

.'

Registro de Expedicio
Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 3952-1 Data da emissao: 05/12/2011 17:48

Numero da solicitagdo: 13373 Data da expedigao: 06/12/2011 a 12/12/2011
Dados do fitular
N° de Registro: 808054 1 Nome: PAULO SERGIC D ANDREA ECF’F: 062.639.198-92
instituicao : FUNDAGAQ OSWALDO CRUZ ;fCNPJ: 33.781.055/0001-35
Equipe
# | Nome CPF Doc. Identidade Nacionalidade *Responsavel
1 | PAULO SERGIO D ANDREA 062.639.198-92 16921152 SSP-SP-SP Brasileira Sim
2 | FABIANO ARAUJC FERNANDES 076.038.387-75 08479632-5 Delran-RJ Brasileira Nao
3 | Scorates Fraga da Costa Neto 088.931.347-65 126332089 IFP-RJ Brasileira Nao

O tikuiar s2e o responsével pela equie caso ndo desiyne alguém par axerce: L furgso,

Locais onde as atividades de campo serfo executadas

# | Localidade UF PR
Uberiandia MG |UBERLANDIA

Taxons autorizados
Taxon(s)

Qutros mamifercs | Rodentia, Didaiphimorphia i

Este documento foi expedido pelo Sistema de Autorizag@o e informagdo em Bicdiversidade - SISBIO de acordo com a Instrugdo Normativa Ihama
numero 154/07. Qualquer cidadéo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do lbama/Sisbio na internet

{www.ibama.gov.br/sishio}.

Codigo de autenticagdo: 59949216 ;li!l“g{ ll il m I;HHI
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Ministéric do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Registro de Expedigao

Licenga permanente para coleta de material zoolagico

Namero: 4210-1

Data da emissao: 16/03/2012 18:35

Numero da solicitagao: 13373

Data da expedicdo: 19/03/2012 a 27/03/2012

Dados do titular

N¢ de Registro: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA

CPF: 062.639.198-92

Instituigao : FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

CNP.J: 33.781.055/0001-35

Equipe

# | Nome CPF Doc. ldentidade Nacionalidade *Responsavel
1 | PAULO SERGIO D ANDREA 062.639.198-92 16921152 SSP-SP-SP Brasileira Sim

2 | Socrates Fraga da Costa Neto 098.931.347-65 126332089 IFP-RJ Brasileira Nao

3 | Alexandro Cuterres da Silva 086.935.197-43 111221149 DETRAN-RJ Brasileira Nao

* O tirular serd o respensavel pela equipe casa nao designe alguém para exercer tal funcas,

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# | Localidade

UF Municipio

Uberlandia

MG UBERLANDIA

Taxons autorizados

{Téxon(s)

'Outros mamiferos | Rodentia, Didelphimorphia

Este documento foi expedido pelo Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO de acordo com a Instrugdo Normativa Ibama

numero 154/07. Qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do lbama/Sisbio na internet

(www.ibama.gov.br/sisbio).

cogode uentiagioscameest NN
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Bicdiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Registro de Expedicao
Licenca permanente para coleta de material zoologico

Numero: 4550-1 Data da emissao: 19/07/2012 13:18
Numero da solicitagao: 13373 Data da expedicao: 01/08/2012 a 08/08/2012
Dados do titular
| N® de Registro: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Instituicdo : FUNDAQAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35
Equipe
# | Nome CPF Doc. ldentidade Nacionalidade *Responsavel
1 | Socrates Fraga da Costa Neto 098.931.347-85 126332089 IFP-RJ Brasileira Sim
2 | Alexandro Guteires da Silva 086.935.197-43 111221149 DETRAN-RJ Brasileira Nao

* O titular serd o responsavel pela eguipe caso ndo designa alguém para exercer tal fungao.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# | Localidade UF Municipio
Municipio de Uberlandia MG UBERLANDIA

Téxons autorizados
Taxon(s)
Outros mamiferos I Rodentia, Didelphimorphia |

Este documento foi expedido pelo Sistema de Autorizagao e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO de acordo com a Instrug@o Normativa Ibama
nimero 154/07. Qualquer cidadéo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do lbama/Sisbio na internet

(www.ibama.gov.br/sisbio).

cocigo desuentengiosreresss |

f
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Ministérie do Meia Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Registro de Expedicao
Licenca permanente para coleta de material zoologico

Numero: 4875-1 Data da emissao: 06/11/2012 11:27

Numero da solicitagdo: 13373 Data da expedicéo: 13/11/2012 a 18/11/2012
Dados do titular
N2 de Registro: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Instituigdo : FUNDACAO OSWALDO CRUZ : CNPJ: 33.781.055/0001-35
Equipe
# | Nome CPF Doc. Identidade Nacionalidade *Responsavel
1 | Alexandro Guterres da Silva 086.935.197-43 111221149 DETRAN-RJ Brasileira Néo
2 | Socrates Fraga da Costa Neto 098.931.347-65 126332089 IFP-RJ Brasileira Sim

* O titular serd o responsdvel pela equipe case nao designe alguém para exercer lal lungéo.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# | Localidade UF Municipio
Municipio de Uberlandia MG UBERLANDIA

Taxons autorizados
Taxon(s}
Outros mamiferas ‘ Rodentia, Didelphimarphia ]

Este documento foi expedido pelo Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO de acorde com a Instrugdo Normativa Ibama
namero 154/07. Qualquer cidade podera verificar a autenlicidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Ibama/Sisbic na internet

{www.ibama.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacao: 43133213 m mm”m m ”“m
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