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RESUMO

No periodo de fevereiro a setembro de 2010 foram realizados inquéritos soro-
epidemiologico em primatas n&o humanos e captura de vetores transmissores, com
o intuito de investigar a possivel circulagdo de arboviroses nos municipios de Bonito,
Campo Grande e Jardim, no estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram utilizados
65 primatas de vida livre e de cativeiro e potenciais vetores, utilizando capturados de
Castro, atragdo humana e pugas. As amostras séricas foram testadas pelo método
de diagndstico de inibicdo da hemaglutinagdo para a detecgcédo de anticorpos totais
contra 19 diferentes arbovirus e a tentativa de isolamento viral (camundongo recém-
nascido e linhagem celular-clone C6/36) nas amostras séricas e suspensdes de
artropodes. A identificagdo das espécies vetoriais foram realizadas no Instituto
Evandro Chagas-IEC no estado do Para. Das 19 amostras séricas do municipio de
Campo Grande, 1 apresentou titulo de 1:20 para Flavivirus. Das 35 amostras
coletadas em Bonito, 17 apresentaram anticorpos para arbovirus, sendo 4 (11,4%)
positivos para Alphavirus, e 5 (14,28%) positivos para Flavivirus. Reagbes
monotipicas foram observados para o virus Mayaro (n=10) e para o virus Oropouche
(n=5) e 6 (17,1%) amostras apresentaram titulos para mais de um dos virus
estudados. Foram capturados 120 culicideos potenciais transmissores de arbovirus
no municipio de Jardim. Todas as amostras coletadas foram negativas para o
isolamento viral. Por possuir variedade de hospedeiros vertebrados e vetores
transmissores, o0 estado do Mato Grosso do Sul apresenta condigdes propicias para
a emergéncia ou reemergéncia de arboviroses, inclusive algumas patogénicas para
0s seres humanos.

Palavras-chave: primatas ndo humanos, vetores de doengas, arboviroses.



ABSTRACT

In the period from February to September 2010 sero-epidemiological surveys were
conducted on nonhuman primates and the transmitter vector capture, in order to
investigate the possible circulation of arboviruses in the municipalities of Bonito,
Campo Grande and Jardim, in the state of Mato Grosso do Sul, Brazil. A total of 65
primates from the wild and captivity were used and captured potential vectors using a
Castro sucking tube with human landing trap and dip nets. Serum samples were
tested by hemagglutination inhibition test for detection of total antibodies against 19
different arboviruses and the virus isolation attempt (newborn mice and cell line clone
C6/36) in serum samples and arthropod suspensions. The vector species
identification were conducted at Instituto Evandro Chagas-IEC in the state of Para.
From the 19 serum samples of Campo Grande municipality, 1 presented 1:20 title for
Flavivirus. From 35 samples collected in Bonito, 17 presented antibodies for
arboviruses, 4 (11,4%) were positive for Alphavirus, and 5 (14,28%) were positive for
Flavivirus. Monotypic reactions were observed for the Mayaro virus (n = 10) and for
Oropouche virus (n = 5) and 6 (17,1%) samples presented titles for more than one of
the viruses studied. One hundred twenty culicidae potential arbovirus transmitters
were captured in the town of Jardim. All collected samples were negative for virus
isolation. By having variety of vertebrate hosts and transmission vectors, Mato
Grosso do Sul present ideal conditions for the emergence or reemergence of
arboviruses, including some pathogenic for human beings.

Key words: nonhuman primates, disease vectors, arboviruses.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Ciclo de transmisséo dos arbovirus e sua relagdo com os
hospedeiros

Figura 2 - Estrutura dos virus pertencentes a familia Flaviviridae.
Representacido do nucleo capsideo icosaédrico circundando
o RNA viral, apresentando um envelope derivado da membrana
de células hospedeiras, glicoproteina E, proteina de
membrana

Figura 3 - Mapa das areas com e sem recomendacgao de vacina para
febre amarela no Brasil

Figura 4 - Ciclo urbano e silvestre da febre amarela

Figura 5 - Municipios de realizagdo do estudo sobre a circulagédo de
arbovirus em primatas nao humanos, Mato Grosso do Sul,
Brasil,2010

Figura 6 - Imagem de satélite do Centro de Reabilitagdo de Animais
Silvestres de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, 2010

Figura 7 - Imagem de satélite do Balneario Municipal no municipio
de Jardim, Mato Grosso do Sul, Brasil, 2010

Figura 8 - Imagem de satélite do Balneario do Sol no municipio
de Bonito, Mato Grosso do Sul, Brasil, 2010

Figura 9 - Imagem de satélite do Hotel Cabanas no municipio
de Bonito, Mato Grosso do Sul, Brasil, 2010

Figura 10 - Exemplares de primatas do género Cebus capturados
durante o estudo nos municipios de Bonito e Jardim,
Mato Grosso do Sul, Brasil, 2010

Figura 11 - Procedimentos utilizados para captura de primatas
nao humanos

Figura 12 - Dardos anestésicos de diferentes volumes utilizados em
Zarabatanas para sedac¢ao dos animais

Figura 13 - Procedimentos com animais sedados

Figura 14 - Método utilizado para captura de vetores com capturados
de Castro, atracdo humana e pucgas

10

13

16

19

40

41

42

43

44

46

47

48

49

50



Figura 15 - Leitura de microchip apds aplicagdo na regiao
interescapular em um Cebus capturado

50



LISTA DE ABREVIAGOES
C — Capsideos
CRAS - Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres
DNAc — Acido desoxirribonucléico complementar (DNAc)
E — Proteina do envelope de Flavivirus
ECP- Efeito citopatico
EEV — Encefalite Equina Venezuelana
ELISA — Enzyme linked immunosorbent assay (ensaio imunoenzimatico)
EPI — Equipamento de Protecao Individual
ESPIN — Emergéncia de Saude Publica de Importancia Nacional
EUA — Estados Unidos da América
FA — Febre Amarela
FAS — Febre Amarela Silvestre
FAU — Febre Amarela Urbana
FC — Teste de fixagdo de complemento
FNO — Febre do Nilo Ocidental
GPS - Global Positioning System
IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
IEC — Instituto Evandro Chagas
IFI — Teste de imunofluorescéncia indireta
IgG — Imunoglobulina da classe G
IgM - Imunoglobulina da classe M
IH — Teste de inibicdo de hemaglutinagao
ILHV — Virus lIhéus

JEC — Complexo da Encefalite Japonesa



MAY — Mayaro

M-PCR — multiplex polymerase chain reaction
N-PCR — nested polymerase chain reaction
NT — Teste de neutralizacao

ORO - Oropouche

pM — Proteina pré-membrana de Flavivirus
PNH - Primatas nao humanos

RNA — Acido ribonucléico

ROC - Rocio

RT-PCR — Reagao em Cadeia de Polimerase com Transcriptase Reversa
SLE - Encefalite de Saint Louis

SLEV - Virus da Encefalite de Saint Louis
UHE - Usina hidroelétrica

VDEN - Virus Dengue

VEEE - Virus da Encefalite Equina do Leste
VEEV - Virus da Encefalite Equina Venezuelana
VEEW - Virus da Encefalite Equina do Oeste
VFA - Virus da Febre Amarela

VMAY - Virus Mayaro

VNO - Virus do Nilo Ocidental

VORO - Virus Oropouche

VROC - Virus Rocio



SUMARIO

TINTRODUGAO ... 9
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 10
2 I N g o LoV T o T3 == 10
P R I =) o1 (0= 0 0 P (== 15
2.1.2 Encefalite de SaiNt LOUIS .....uuiiueiie i e e e e e 22
A I T . = 1= (o PSRRI 24
2.1.4 Febre do Nilo Ocidental..........coeiieeiiieiiie e 26
P IS X @ (o] o Yo TU o 28
2t I S T o Yo [ L 29
2.2 Utilizagcao de “animais-sentinela” na vigilancia das arboviroses ................. 30
2.2.1 Viqgilancia de epizootias em primatas N30 humanos.........cc.ceeveeiiviiieeeeeieeeen. 32
2.2.2 Inquéritos soroldgicos em “animais sentinelas”............ccooeevvieiiiiiieiie e, 33
3 DELIMITAGAO DO PROBLEMA ..........oooieeeeeeee e 38
B OBUETIVO ...t e e e e e e e e e eaaaaes 39
4.1 Objetivo geral ............ooooiiiiiiiiiiiie e 39
4.2 Objetivos e@SPeCifiCOS...........oovimiiiiii e 39
5 MATERIAIS E METODOS ... 40
5.1 TIPO de PESUUISA ......coouniiiiii e e 40
5.2. Local e periodo da pesquiSa ..............cooiiiiiiiiiiiiiiiii e 40
B5.3F0oNtes de dados...........ooieniiiii s 45
5.4.Procedimentos para coletade dados.................ccooooiiiiiiiii 46
N g I o (o) (=Y or= (o X 10 o101 11 == 46
5.4.2 Equipamentos de protecdo individual (EPI).........ooouiiieiiii e, 46
LT G I AN 01110 = 1= 47
5.4.4 Procedimentos utilizados para captura de primatas ndo humanos.................. 47
5.4.5 Procedimentos com animais SEAAdOS .........ivuniiiniiiiieieee e 49
5.4.6 Colheita de Material BiolOGICO ........covuuiiiiiieeiee e 49
oI A 7o) (=) =W [SIAL=] (o] (=Y 50
5.4.8 Aplicacdo do microchip (“transponder”) de identificac80..........cccceeevvneevvnneennnn.. 51
5.4.9 Término dos procedimentos, acompanhamento e soltura dos animais............ 52
5.4.10 Diagnoéstico 1aboratorial ...........c...oiiieiiieiiee e 52
5.5 ASPECLOS GHICOS ......cooiiiiiie e 53
B RESULT ADOS ... ... e e e e e e e e e eaaaas 55
6.1 Resultados dos testes sorolégicos por Inibicado de Hemaglutinagao (IH) ...55
6.2 Resultados dos testes de isolamento viral ...................ccoooiiiiiiii e, 59
6.3 Resultados da capturade vetores .................ooooiiiiiii i 59
T DISCUSSAD ...ttt et e ettt ettt e e 62
B CONCLUSOES ... et 70
REFERENCIAS ..ot n et en s 71
F\2d =N 0] [of =3 NSRS 80
AN E X O A o e 82
ANEXO B . ... et e e e 83

ANEXO € e 86



1 INTRODUGAO

No Brasil, por se tratar de espécies arbdéreas e geralmente diurnas, os
primatas ndo humanos sdao mais frequentemente infectados por arbovirus do que
outros animais terrestres e sdo importantes hospedeiros no ciclo de diversas
zoonoses. Dessa forma séo considerados animais-sentinela em localidades onde
ocorre a circulagédo de viroses emergentes que tém surgido periodicamente em
areas urbanas ou periurbanas sob forma de epidemias, infectando comunidades
susceptiveis e causando doencga febril exantematica e/ou febres hemorragicas, ou
ainda doengas do sistema nervoso central e meningites. A interacdo entre os
primatas ndo humanos que vivem em florestas tropicais, com os seres humanos,
observada nas praticas de ecoturismo, turismo de pesca e turismo rural, aumentam
0 risco de transmisséo.

Considerando a participacao direta ou indireta dos primatas ndo humanos na
manutengao de ciclos epidemiolégicos de diversas zoonoses, € comum a utilizagao
desses animais em estudos soroepidemiologicos de arboviroses, o que torna este
um método de escolha para obtencdo de informagdes sobre a circulagdo desses
virus em ambientes naturais, sendo de extrema importancia estudos desta natureza.
Os dados coletados permitem avaliar a magnitude do problema e servem como base
para orientar os programas de controle dessas importantes zoonoses, em termos de

saude publica.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2. 1 Arboviroses

As arboviroses sao grupos de doengas causadas por arbovirus, transmitidos
na natureza entre os hospedeiros susceptiveis, através de picadas hematofagicas
dos artropodes vetores. Os arbovirus sédo transmitidos entre os hospedeiros
artrépodes através da via transovariana e possivelmente pela via venérea. Os
vetores infectam-se quando sugam sangue de hospedeiros vertebrados em fase
virémica. O virus multiplica-se nos tecidos dos artropodes acumulando-se nas
glandulas salivares e é transmitido aos hospedeiros através do repasto sanguineo
dos vetores (VASCONCELOS et al., 2003) (Figura 1).

Comida,
R — Tempo e

BSPECO. e e il ‘
sitios de clima
reproducio
Hospedeiro
vertebrado

Predadores =
e patogenos @ Virus Virus

—

Vetor Tompos
Vetor primario “ clima
\:

Ou acessorio
Comida,
Adulto JE—— espago,
Temestre
Pupas

! sitios de
. : Aquatico
Hospedeiros \ ‘/
acidentais Larvas ) ;E

Ovos reproducdo

Figura 1 — Ciclo de transmissao dos arbovirus e sua relagdo com os hospedeiros
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2008).

O termo arbovirus é derivado de silabas iniciais de palavras inglesas
arthropod-borne virus (ar+bo+virus), que significa virus transmitidos por artrépodes
(LOVOSEI, 2005). O vetor artropode uma vez infectado permanece assim por toda
sua existéncia.

Em quase sua totalidade as arboviroses s&o zoonoses, pois sdo mantidas

em natureza em um ciclo de vertebrados ndo humanos e artrépodes. Alguns
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arbovirus tém surgido periodicamente em areas urbanas, como o virus Dengue
(VDEN) e virus Oropouche (VORO) ou em areas periurbanas, como o virus Mayaro
(VMAY) e o da febre amarela (VFA), sob forma de epidemias infectando
comunidades susceptiveis, causando doenga febril exantematica e/ou febre
hemorragica. Outros arbovirus podem causar doengas do sistema nervoso central e
meningites, como no caso dos virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV), do Rocio
(VROC), da Encefalite Equina do Leste (VEEE) e da Encefalite Eqlina do Oeste
(VEEW) (VASCONCELOS et al., 2003).

Com excecdo do VDEN e VORO que possuem ciclos de transmissao
urbanos, todos os outros arbovirus que causam doengas em humanos, sao
mantidos em natureza através de ciclos silvestres, no qual diversas espécies de
insetos hematéfagos e vertebrados silvestres atuam como vetores e hospedeiros,
respectivamente. Humanos s&o geralmente hospedeiros acidentais e normalmente
nao sao importantes na manutengao dos virus na natureza. Com excecédo do VDEN,
todos os Flavivirus isolados no Brasil possuem um ciclo silvestre de manutencao
(VASCONCELOS et al., 1997). Alguns arbovirus sdo transmitidos pela mesma
especie de mosquitos e podem infectar diferentes espécies de vertebrados, inclusive
humanos. Também, um Unico arbovirus pode infectar e ser transmitido por diversas
espécies de artropodes hematoéfagos (VASCONCELOS et al., 2001). Os VEEE,
VEEW, VNO e SLEV tém ciclos envolvendo mosquitos ornitofilicos e aves, e o
encontro de aves com anticorpos desses arbovirus confirmam a importancia das
mesmas como hospedeiras amplificadoras (VASCONCELOS et al., 1991).

A incidéncia das arboviroses € predominante em regides tropicais, que
oferecem condigbes climaticas ideais para a propagacgao continua dos arbovirus. A
ocorréncia das arboviroses se da de forma esporadica, endémica ou epidémica, ao
contrario de regides de clima temperado, onde ha uma interrupcdo da cadeia de
transmissdo durante os meses de inverno. As pessoas que mantém contato mais
estreito com o ambiente silvestre, onde situam-se os nichos ecolégicos dos
arbovirus, sdo atingidas com maior frequéncia (VASCONCELQOS et al., 2005).

O desmatamento, a urbanizagcdo desorganizada e outras mudancas
ecolégicas promovem o aumento da populagdo de vetores transmissores,
principalmente artropodes da espécie Aedes aegypti e do género Culex, o que
favorece a emergéncia de arboviroses. Além disso, devido a modernizagdo dos

meios de transportes os artrépodes transmissores podem deslocar-se e disseminar-
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se em varios paises, gerando um potencial para a ocorréncia de epidemias. A
introdugédo de seres humanos e animais infectados em fase de viremia oriundos de
sitios ecoepidemioldgicos onde existem zoonoses arboviricas, nas cidades onde ha
presenca de vetores potenciais, pode também favorecer a emergéncia de
arboviroses (FIGUEIREDO, 2007).

Os arbovirus classificam-se de acordo com suas propriedades antigénicas,
com base no cruzamento sorologico entre dois ou mais virus. Assim cada familia é
constituida de dois ou mais virus que possuem relagdo antigénica. Mais
recentemente os arbovirus passaram a ser classificados segundo suas
caracteristicas fisico quimicas em cinco familias: Bunyaviridae, Flaviviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae e Togaviridae (VASCONCELOS et al, 2003). Os
arbovirus possuem genoma constituido por acido ribonucleico (RNA), podendo ser
segmentado ou ndo (BARRETT; TEUWEN, 2009). No Brasil, mais de 200 espécies
diferentes de arbovirus tém sido isoladas e cerca de 40 delas causam doenga em
humanos (VASCONCELOS et al., 2003).

Os Flavivirus da familia Flaviviridae sdo arboviroses emergentes no Brasil, e
sdo classificados em trés ramos principais por meio do sequenciamento genético:
ramo da Dengue, com subdivisdes 1, 2, 3 e 4, ramo do complexo da Encefalite
Japonesa (JEC), que inclui o SLEV, VROC e o virus do Nilo Ocidental (VNO) e o
ramo da febre amarela (FA) (BALEOTTI et al., 2003). Como sao relacionados
antigenicamente os flavivirus podem apresentar reagdes sorologicas cruzadas nas
provas sorologicas necessitando-se de testes mais especificos para diagndéstico
(PETERSEN; ROEHRIG, 2001).

Os Flavivirus possuem genoma de RNA de fita simples que codificam as
proteinas estruturais localizadas no terminal 5° do genoma viral: capsideos (C),
responsaveis pela montagem da particula viral, a proteina pré-membrana (pM),
responsaveis pela infectividade do virus, e a proteina do envelope (E), responsavel
pela interacdo com receptores celulares, além de ser o principal alvo de anticorpos
neutralizantes e pela produgcdo de anticorpos inibidores de hemaglutinina, e
proteinas n&o estruturais localizadas na regido 3" do genoma (BARRETT; TEUWEN,
2009) (Figura 2). A proteina E possui 3 dominios, sendo que o dominio Ill gera uma
resposta celular de padrdo Th1, com posterior indugdo de anticorpos fortemente
neutralizantes e que apresentam reagdes cruzadas com outros Flavivirus (ALKA et
al., 2007).
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A infecg&o primaria causada pelos arbovirus ativa o sistema imunoldgico que
produz imunoglobulinas da classe M (IgM), detectaveis a partir do quarto dia apos o
inicio dos sintomas, atingindo o pico maximo em torno do sétimo ao oitavo dia e
declinam lentamente, até ndo serem mais detectaveis depois de dois a trés meses.
As imunoglobulinas da classe G (IgG) aumentam o titulo gradualmente a partir do
quarto dia apoés inicio dos sintomas, mantendo-se por varios anos e conferindo
imunidade por toda a vida (BARRETT; TEUWEN, 2009).

T=3 Capsid T=3-like organization
of surface dimers

Figura 2 - Estrutura dos virus pertencentes a familia Flaviviridae. Representacao do
nucleo capsideo icosaédrico circundando o RNA viral, apresentando um
envelope derivado da membrana de células hospedeiras, glicoproteina

E, proteina de membrana M
Fonte: Swiss Institute of Bioinformatics (2003).

Os Flavivirus podem se replicar em varias células de tecidos diferentes,
como em neurbnios, células gliais, células do bago, figado, coragao, linfonodos e
pulmdes (SILVA, 2010).

O diagndstico das arboviroses € realizado utilizando-se métodos virolégicos
de isolamento viral, como inoculagdo em cultivo celular em células (VERO) ou em
células de mosquitos Aedes albopictus (clone C6/36). O método apresenta boa
sensibilidade, observando-se evidéncia da replicagao viral em torno do 5° ao 7° dias
de cultura ap6s a inoculagdo da amostra. O isolamento viral também pode ser feito
através da inoculagio em camundongos recém-nascidos. Apds inoculagéo
intracerebral, os animais sao observados durante 2 a 3 semanas e a evidéncia de
sinais de doengas s&o observadas entre 6 a 12 dias da inoculagéo. Logo apds retira-
se o material para novas passagens ou para a identificagao viral. Apos isolamento

da amostra identifica-se o virus por testes soroldgicos, tais como, testes de
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imunofluorescéncia indireta (IFl) usando-se anticorpos monoclonais, teste de fixagao
de complemento (FC) com utilizagdo de soros hiperimunes contra os grupos de virus
mais comuns na area sob estudo, teste de neutralizagao (NT) ou através de teste de
inibicdo de hemaglutinagéo (IH) (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1994).

Outros métodos de diagndstico de arbovirus sdo os métodos sorologicos,
que permitem a deteccdo de anticorpos. O MAC-ELISA que captura anticorpos
especificos da classe IgM em ensaio enzimatico € um método utilizado para o
diagndstico de infecgbes recentes e ativas e para diagndsticos de casos onde
existem reagbes cruzadas para Flavivirus em outros testes. A duragdo dos
anticorpos IgM em pacientes infectados com Flavivirus é de 3 meses, em média
(TRAVASSOS DA ROSA, 1994). O uso de proteinas de dominios Ill recombinantes
tem sido proposto como fonte de antigenos mais especificos, que permitiriam
padronizar ELISAs in-house com especificidade e sensibilidade comparaveis as de
kits disponiveis no mercado (SHUKLA et al., 2009). A técnica ELISA, para detecgéo
de arbovirus, pode ser utilizada em animais menos susceptiveis a eles, como o
Cebus apella, como instrumento de busca ativa na vigilancia da FA, permitindo a
implementagdo de agbes preventivas antes mesmo da ocorréncia de epizootias
(LIMA et al., 2010).

Outro teste soroldgico utilizado é o teste de Inibicdo da Hemaglutinagéo (1H).
Esse teste é sensivel, mas menos especifico, podendo ser utilizado para qualquer
virus que cause hemaglutinagdo, isto €, se houver presenga de anticorpos nos
soros-teste 0s mesmos vao se ligar a hemaglutinina viral e impedir que o virus cause
hemaglutinagdo. O teste também pode ser usado para determinar a quantidade de
anticorpos do virus presentes no soro-teste (titulo de anticorpos) pela incubagdo em
diluicdes crescentes do soro com quantidade fixas do virus padrdo, mantidas no
laboratorio. O teste de IH é ideal para inquéritos soroldgicos, uma vez que 0s
anticorpos IH persistem por um longo periodo de tempo. Através desse método é
comum ocorrer reagdes cruzadas com outros Flavivirus, dificultando a interpretagao
dos resultados principalmente nas respostas secundarias (TRAVASSOS DA ROSA,
1994).

Em locais com circulagcdo de varios Flavivirus a analise dos resultados
sorologicos deve ser cautelosa, em decorréncia das reagdes cruzadas entre
arbovirus pertencentes ao mesmo grupo antigénico. Quando ocorre uma infecgéo

secundaria por um Flavivirus apds uma infecgdo primaria por outro Flavivirus
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relacionado, anticorpos contra o primeiro virus infectante s&o produzidos
rapidamente e em alta escala, como consequéncia da memoria imunoldgica prévia,
sendo possivel estabelecer que o animal ou paciente foi infectado pelo virus com o
qual ele apresenta titulos mais elevados (SILVA, 2010).

A deteccdo de antigenos virais pode ser realizada através da
imunohistoquimica, apds diagnostico histopatologico e pela Reagdo em Cadeia de
Polimerase com Transcriptase Reversa (RT-PCR). Esta ultima € uma técnica de
biologia molecular altamente sensivel e especifica, que permite a detec¢ao do acido
desoxirribonucléico complementar (DNAc) com subsequente amplificagdo de
pequenas quantidades do genoma viral, a partir de soro de pacientes na fase aguda
da doenga. O produto amplificado pode ser visualizado mediante uma eletroforese
em gel de agarose (TRAVASSOS DA ROSA et al.,, 1994). Um novo método foi
desenvolvido para identificagdo de espécies especificas dos géneros Alphavirus e
Flavivirus que circulam no Brasil, por RT-PCR seguido por multiplex polymerase
chain reaction (M-PCR) ou nested polymerase chain reaction (N-PCR) (BRONZONI
et al., 2004).

2.1.1 Febre amarela

Febre amarela (FA) € uma doenga infecciosa nédo contagiosa que se
mantém endémica ou enzodtica nas florestas tropicais da América e Africa causando
periodicamente surtos isolados ou epidemias de maior ou menor impacto em saude
publica, sendo transmitida ao homem mediante a picada de insetos hematé6fagos da
familia Culicidae, em especial dos géneros Aedes e Haemagogus. A doenga é
causada por um arbovirus que pertence ao género Flavivirus da familia Flaviviridae
(do latim flavus = amarelo). A letalidade global da FA varia de 5% a 10%, mas entre
0s casos graves que evoluem com sindromes ictero-hemorragicas e hepato-renal
pode variar entre 40% a 60% (VASCONCELOS, 2003). Tem potencial para causar
epidemias, porém é prevenivel por vacina (ARAUJO et al., 2002). Outros virus
responsaveis por doengas em humanos pertencem ao mesmo género e familia,
entre eles o VDEN, o VNO, o VROC e o SLEV (VASCONCELOS, 2003).

O VFA possui um sorotipo reconhecido com pequenas alteragdes genéticas
entre as cepas da América e da Africa. Na Africa sdo encontrados dois genétipos, o

virus Asibi (isolado em Guana) e o virus francés (isolado no Senegal). Na América
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do Sul é encontrado apenas um gendtipo originado da Africa (BARRETT; TEUWEN,
2009).

No Brasil, a vacina contra a FA vem sendo utilizada desde 1937, o que
reduziu drasticamente a ocorréncia de casos, tornando-os mais concentrados nas
regides Norte, Centro-Oeste e estado do Maranho, que compdem a area endémica
ou enzooadtica (Figura 3) (BRASIL, 2005).

Bl Areacom rec omendacio de vacina para FA
[ Area sem recomendacio de vacina para FA

Figura 3 — Mapa das areas com e sem recomendacao de vacina para febre amarela

no Brasil
Fonte: Ministério da Saude (20093, p. 9)

A cepa vacinal tem origem do virus selvagem Asibi que difere do virus
vacinal por 48 nucleotideos codificados de 20 substituicbes de aminoacidos. No
Brasil a subcepa 17 DD é usada na produgao de vacinas, com 81 passagens a mais
que outras subcepas utilizadas no resto do mundo, como a 17D-204.

A vacina é eficaz contra todos os gendtipos do virus da febre amarela tipo
selvagem. Produz uma rapida viremia de 03 a 07 dias apds vacinagao. A imunidade
mediada pela vacina 17DD ocorre em até 10 dias apds vacinacdo em 95% das
pessoas vacinadas. Ela produz tanto uma resposta humoral rapida e especifica com

produgcdo de anticorpos, quanto uma resposta imune celular, com ativacdo de
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mondcitos e linfocitos, promovendo uma protegao de pelo menos 10 anos em 98%
dos vacinados (BARRETT; TEWEN, 2009).

Ainda segundo Barret e Teuwen (2009) os efeitos adversos associados a
vacina da FA sdo geralmente leves e incluem dores de cabega, mialgia e febre
baixa, que ocorrem entre 5 a10 dias apds a imunizacdo. A vacina pode causar raros
efeitos adversos graves, como doenga neurotropica, reagdes de hipertermia,
cefaléia, encefalite e doencga viscerotrépica causados pela replicagdo ativa e
disseminagao do virus vacinal em multiplos 6rgdos ocasionando uma reposta
inflamatoria generalizada. As reagdes adversas ndo causam prejuizos a resposta
imune do hospedeiro.

No periodo de outubro de 2008 a agosto de 2009 foram distribuidas no
Brasil 22.452.800 doses da vacina da FA. No mesmo periodo, foram notificados 112
eventos adversos graves pos-vacinagao no Pais, sendo que 56 foram classificados
como confirmados. Dos casos confirmados, nove foram classificados como doenca
viscerotrépica aguda e todos evoluiram para 6bito e 47 como doenga neurotrdpica
aguda, sem registro de 6bito (MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).

A vacinacgao é indicada para pessoas que tenham um risco demonstravel de
adquirir a doenga e as que viajam para areas onde ha risco de infecgdo. E contra
indicada em criangas menores que 6 meses, em pessoas com doencas timicas,
histérico de eventos adversos, hipersensibilidade ao ovo e gelatina e pessoas
imunossuprimidas. Sua administracdo deve ser precavida em pessoas com idade
entre 6 a 12 meses e maiores que 60 anos, além de lactantes (BARNETT, 2007).

Anualmente ocorrem aproximadamente 200.000 casos de FA no mundo,
sendo 90% deles na Africa. O ressurgimento da FA tem ocorrido desde 1980 na
Africa sub-Sahariana e na América do Sul. A transmissao na Africa mantém-se pela
alta densidade populacional de mosquitos vetores que estdo préximos a grande
populagdo ndo imunizada e onde a cobertura vacinal ndo é adequada. Os maiores
surtos de FA na América do Sul desde 1950 ocorreram no Peru, Bolivia, Brasil,
Colémbia e Equador entre 1985 a 1995.

O recrudescimento da doenga no Brasil durante o ano de 1990 e inicio de
2000 ocorreu pela baixa cobertura vacinal nas areas de foco e migracdo de
individuos susceptiveis as regides florestais onde a doenga é transmitida. Durante
1970 a 2002, oito casos foram notificados em viajantes ndo imunizados dos Estados

Unidos e Europa e a doencga foi adquirida no Brasil (3 casos), Senegal (2 casos),



18

Venezuela, Costa do Marfim e Gambia. A taxa de mortalidade foi de 89%. Em 1987,
um viajante ndo imunizado da Espanha que visitou 4 paises do oeste Africano
também adquiriu a doenga. A estimativa de risco da FA associado as viagens é
dificultada pela flutuagdo da doenga por ano e variagdo sazonal, cobertura vacinal
da populagéao local (o que torna mais dificil estimar os riscos da n&o imunizagao) e
os dados de vigilancia incompletos (BARNETT, 2007).

Os grupos mais afetados pela doenga sao pessoas nao vacinadas e que se
expdem as picadas dos transmissores em areas de florestas onde esta ocorrendo a
circulagdo do virus. Nessas regides a doengca é documentada principalmente em
lenhadores, seringueiros, vaqueiros, garimpeiros, cagadores, indigenas, populagbes
ribeirinhas e em turistas, sendo que essa preferéncia deve-se a maior exposigao e
nao a maior susceptibilidade do hospedeiro em relagdo ao virus (VASCONCELOQOS,
2003).

No periodo de 1981 até maio de 2009, foram registrados 41 casos de FA
em humanos tendo municipios de Mato Grosso do Sul como local de residéncia. No
periodo de 1981 a 1982 os municipios com maior incidéncia foram Anastacio, Pedro
Gomes, Campo Grande, Aquidauana, Bela Vista, Sidrolandia, Caracol, Antdnio
Joao, Jardim e Coxim. Ja no periodo de 1991 a 1996 os municipios mais acometidos
pela doenga foram Corguinho, Sdo Gabriel do Oeste, Jaraguari, Campo Grande,
Terenos, Ribas do Rio Pardo, Sidrolancia, Camapua, Ponta Pora e Bonito
(GUERRA, 2009).

A Secretaria de Estado de Saude de S&o Paulo e a do Parana notificaram
em 2008, quatro casos confirmados laboratorialmente de FA em humanos tendo
como local de infeccdo municipios de Mato Grosso do Sul, tais como, Agua Clara,
Bonito e Ribas do Rio Pardo. Neste periodo outros municipios do estado foram
considerados como fonte de infecgdo de outros casos de FA, tais como, Maracaju e
Aral Moreira (SAO PAULO, 2008).

Em 2008, no Rio Grande do Sul, foi implantada a Emergéncia de Saude
Publica de Importancia Nacional (ESPIN) de FA, sendo que no periodo de dezembro
de 2008 a abril de 2009, foram confirmados 21 casos e destes 9 evoluiram para o
obito (letalidade de 43%). Os municipios do Estado do Rio Grande do Sul com
indicagao de intensificagao de vacinagao contra FA em situacbes de emergéncia de
saude publica foram definidos a partir de critérios de classificagdo de areas afetadas

ou ampliadas baseados na evidéncia da circulagdo do virus: ocorréncia de
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epizootias confirmadas para a FA, casos humanos confirmados ou isolamento de
virus em vetores silvestres (RIO GRANDE DO SUL, 2011).

A ESPIN de FA, que se iniciou em fevereiro de 2009 no Estado de Sao
Paulo, registrou, até a data de 26 de maio de 2009, um total de 92 notificagbes de
casos suspeitos de FA. Destas, 26 casos foram confirmados e 9 evoluiram para
obito (letalidade 34,6%). Todos os casos estdo relacionados a atividades de lazer
e/ou trabalho em &rea rural (MINISTERIO DA SAUDE, 2009b).

A FA apresenta dois ciclos epidemiologicamente distintos, a febre amarela
silvestre (FAS) e a febre amarela urbana (FAU) (Figura 4) (BRASIL, 2006).
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Figura 4 — Ciclo urbano e silvestre da febre amarela
Fonte: Brasil (2009, p. 48).

No ciclo urbano, a doenca € uma antroponose, o virus € transmitido ao
homem pela picada da fémea do mosquito Aedes aegypti, sendo que o0 proprio
homem infectado e em fase virémica atua como amplificador e disseminador do
virus, ndao havendo reservatério animal de importdncia epidemiolégica
(VASCONCELOS, 2003). Portanto, a ocorréncia da FAU esta relacionada a
distribuicdo e dispersdo do Aedes aegypti (BRASIL, 1999). Em 2008, com base em
dados epidemioldgicos, foi registrado um surto da forma urbana da doenga no
Paraguai (TAUIL, 2010).



20

Segundo Tauil (2010) ha dois desafios para o controle da FA no Brasil. O
primeiro é reduzir a incidéncia de casos do ciclo silvestre da doenga, vacinando
todos os residentes e visitantes de areas endémicas. O segundo é prevenir a
reurbanizagdo da doenca, combatendo os mosquitos Aedes aegypti elou Aedes
albopictus, implementar a vigilancia vacinal nos portos, aeroportos e fronteiras e
isolar pacientes suspeitos durante o periodo de viremia.

A expansdo de infestacdes do Aedes albopictus em areas periurbanas de
Mato Grosso do Sul resulta em risco de infec¢dées humanas pelo virus da FA. O
vetor serve como ligagao entre a FAS e FAU (GOMES et al., 1999; LAVOSEI, 2003).
Os Aedes albopictus introduzidos no Brasil demonstraram capacidade de transmitir o
VNO, VFA e virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV) sob condi¢bes
laboratoriais (GOMES et al., 1999).

A competéncia e potencial vetorial do Aedes aegypti e do Aedes albopictus
para uma cepa viral da FA circulante foi confirmada através de experimento com
vetores brasileiros coletados nas cidades de Santos (estado de Sdo Paulo) e Passos
de Minas (estado de Minas Gerais). De acordo com os resultados dos experimentos
verificou-se que de todos os exemplares de Aedes aegypti capturados 35%
infectaram-se com o virus da FA e 25% apresentaram o virus nas glandulas
salivares. De todos os exemplares de Aedes albopictus capturados 29%
apresentaram positividade para o virus e 12% apresentaram RNA viral nos tecidos
das glandulas salivares, levando a crer que com o aumento da densidade
populacional desses vetores, principalmente no perimetro periurbano, ha risco de
disseminagao da doenga nessas populagdes susceptiveis (JOHNSON et al., 2002).

A forma silvestre é endémica nas regides tropicais da Africa e das Américas.
Em geral, apresenta-se sob a forma de surtos com intervalos de 5 a 7 anos
alternados por periodos com menor numero de casos. Na populacdo humana, o
aparecimento de casos € precedido de epizootias. A doenga tem carater sazonal,
ocorrendo com maior frequéncia entre os meses de janeiro a abril, quando fatores
ambientais propiciam o aumento da densidade vetorial. A FAS é uma zoonose
impossivel de ser erradicada permanecendo ativa nas florestas tropicais da Africa e
da América do Sul (BRASIL, 2005).

Os mosquitos do género Haemagogus (Haemagogus janthinomys,
Hemagogus albomaculatus e o Haemagogus leucocelaenus) e os do género

Sabethes sao os vetores de maior importdncia na transmissdo da FA no Brasil.
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Possuem habitos diurnos e vivem nas copas das arvores descendo as vezes ao solo
para se alimentar na presenga do homem ou quando a quantidade de hospedeiros
arbéreos é pequena (HERVE et al., 1986).

Na FAS os primatas ndo humanos sao considerados o0s principais
hospedeiros amplificadores do virus amarilico e o homem um hospedeiro acidental
quando este entra em contato com ambientes silvestres de areas endémicas
(BRASIL, 2005).

Ao infectarem-se os macacos morrem ou curam-se, ficando imunes por toda
a vida. Nas Américas, alguns macacos mostram grande susceptibilidade ao virus
amarilico como os do género Alouatta (guariba ou bugios) outros apresentam grande
resisténcia, como os macacos do género Cebus (Prego). Os Alouattas infetados com
o virus da FA desenvolvem infecgao fulminante, com comportamento similar aos
casos humanos fatais. Ja os do género Cebus mostram-se mais refratarios ao virus
da FA (VASCONCELOS et al., 1997).

Sabe-se que a associagdo de vertebrados e vetores potenciais em um
habitat favoravel em densidades 6timas constitui um fator fundamental para a
persisténcia do virus amarilico no ambiente (SVOBODA, 2007).

O deslocamento de um macaco para fora do limite do territério ocupado por
seu bando (até um quildmetro para os macacos pequenos ou distancias muito mais
consideraveis para espécies maiores) € certamente um dos elementos do
deslocamento do virus (HERVE et al., 1986). Algumas espécies de primatas, como o
Alouatta, habitam fragmentos de florestas com menos de um hectare, e como sua
dieta é baseada em consumo de folhas acabam gastando pouca energia,
deslocando-se apenas de 300 a 800 metros por dia, raramente excedendo 1000
metros (MARQUES; FREITAS, 2010).

De acordo com Hervé et al. (1986) o virus persiste nos mosquitos por um
longo periodo, e essa persisténcia é superior aquelas em macacos. Por este motivo
0 mosquito € chamado de hospedeiro reservatério. Assim, esses mosquitos tém
importante papel disseminador do virus, superior aquele desempenhado pelos
macacos. Mosquitos Haemagogus leucocelaenus podem se deslocar seis
quildbmetros e os Haemagogus Janthinomys, onze quildmetros em habitat aberto,
dispersando passivamente ovos ou larvas e disseminando o VFA em diversas
localidades, como observado em mosquitos do género Aedes (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994).
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Segundo Marques e Freitas (2010) os Alouattas nao podem ser
considerados reservatorios responsaveis pela manutengao do VFA em seu habitat e
sim como amplificadores durante o curto periodo de tempo. Eles s&o bastante
sensiveis a doenga morrendo entre 3 a 7 dias apds a infecgao e se nao morrem

neste periodo, desenvolvem imunidade permanente.

2.1.2 Encefalite Saint Louis

Encefalite Saint Louis (SLE) € uma doencga infecciosa febril aguda causada
pelo SLEV, que pertence ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae e é
amplamente distribuido nas Américas, do Canada a Argentina. Nos seres humanos
0 virus causa doenga aguda importante, com manifesta¢des clinicas que incluem
sindrome febril e meningoencefalites. A letalidade da doenca varia
consideravelmente de 5% a 10% (VASCONCELOS et al, 2005). Na regido
amazoénica a prevaléncia de anticorpos na populagdo humana é em torno de 1 a 5%.
Nos Estados Unidos das Américas (EUA) é o arbovirus mais prevalente que tem
potencial em causar epidemia (VASCONCELOS et al., 1991). Mas o numero de
infecgdes humanas documentados € pequeno, demonstrando que a SLE é mais
prevalente do que relatada, ou que esta reemergindo (MONDINI et al., 2007).

Os reservatorios do SLEV sao aves silvestres, primatas, tatus, marsupiais e
preguicas, cujos papéis ainda sao desconhecidos. O virus ndo € patogénico para
cavalos (DEGALLIER et al., 1986). Lovosei (2003) considera que os mosquitos e as
aves silvestres s&o os principais componentes do ciclo enzoético-epizodtico da SLE,
como em outras arboviroses, tornando-se dificil sua profilaxia. De acordo com o
mesmo autor os vetores nos EUA sdo os Culex tarsalis, Culex pipens e Culex
quinquefasciatus, além do Culex declarator e Culex coronator. Vasconcelos et al.
(1991) considera que nas florestas tropicais o ciclo enzootico-epizodtico € mantido
por mamiferos, aves silvestres e mosquitos do género Culex, principalmente o Culex
declarator, Culex coronator.

Longas distancias percorridas por aves migratérias ajudam a dispersar o
virus nas Ameéricas, como observado em 68 cepas do virus isolados no Brasil, os
quais foram agrupados filogeneticamente com cepas da América do Norte. Com a
ampla distribuicdo do virus nas Américas podem ocorrer mutacdes virais causadas

por simultaneas infecgcbes com distintas cepas do virus, como foi observado na
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Guatemala, nos quais encontrou-se uma combinagdo de sequéncias de
nucleotideos Argentinos e Norte Americanos (FIGUEIREDO, 2007).

O SLEV foi introduzido nos EUA por aves migratérias virémicas durante a
primavera e verdo, estabelecendo focos temporarios de infecgdo que causam
epidemias e epizootias (CALISHER et al., 1974). Focos permanentes do SLEV
ocorrem nos meses de verdo, entre hospedeiros vertebrados e mosquitos, e é
interrompido durante o inverno pela diminuicdo da reproducéo e atividade vetorial. O
reinicio do ciclo de transmisséo entre os vertebrados e vetores também se deve a
transmissao transovariana do SLEV nos mosquitos fémeas infectados para sua
progénie, e a manuteng¢ao do ciclo depende da sobreposi¢gao ecoldgica no tempo e
no espacgo de hospedeiros e vetores (MCLEAN; SCOTT, 1979).

O SLEV foi isolado pela primeira vez no Brasil em 1960 de um pool de
Sabethes belisarioi capturados na estrada Belém e Brasilia (VASCONCELQOS et al.,
1997). O virus também foi isolado de duas pessoas, uma em 1971 e outra em 1978.
Um dos pacientes evoluiu para obito e outro evoluiu de forma benigna, nao
apresentando sinais de encefalite (VASCONCELOS et al., 2003). Ainda ndo ha
vacinas para populagdo humana contra esta arbovirose (LOVOSEI, 2003).

Em 2004 o SLEV foi isolado no sudeste do Brasil em um paciente com febre
e dores de cabecga, que a principio era considerado um caso de dengue. Uma
andlise dessa cepa mostrou que era filogenéticamente distinta de todas as cepas
caracterizadas anteriormente no Brasil e que era agrupada com uma cepa Argentina
(ROCCO et al., 2005).

O SLEV foi identificado como agente etiologico em um surto de encefalites
por Flavivirus ocorrido na provincia de Cérdoba na Argentina. O virus foi isolado de
pacientes que apresentaram encefalites, meningites, febre e dores de cabeca
severas (SPINSANT et al., 2002).

Durante uma epidemia de dengue no primeiro semestre de 2006 em Sao
José do Rio Preto - SP, seis casos de SLE foram confirmados através de biologia
molecular e isolamento viral. Todos os seis pacientes com SLE tiveram diagndstico
anterior de dengue, dos quais trés apresentaram quadros de meningoencefalite viral
e trés apresentaram sinais de doengas hemorragicas. Portanto esse fato leva a crer
que profissionais de saude usualmente ndo consideram SLE como diagndstico
diferencial. A falta de pesquisa diagndstica e a similaridade entre os sintomas da

SLE e da dengue fazem com que os casos ndo sejam diagnosticados. Foi o primeiro
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relato que associa sinais de hemorragias com infecgdo pelo SLEV, mas isso deve
ser cuidadosamente avaliado, ja que em nenhum trabalho anterior verificou-se a
associagao de manifestagdes hemorragicas a infecgdes sequenciais de dengue e
SLEV (MONDINE et al., 2007).

2.1.3 Mayaro

Mayaro (MAY) é uma doenca infecciosa causada pelo VMAY, virus membro
da familia Togaviridae e do género Alphavirus. Recentemente foram reconhecidas
duas linhagens do VMAY através de estudos moleculares: gendtipo D e L
(AZEVEDO et al., 2009). O virus causou surtos de doenga febril aguda na regido
amazodnica e no planalto central do Brasil, bem como em outros paises da América
do Sul, caracterizada por febre, cefaléia, mialgia, exantema, dores nas grandes
articulagdes e artrite. A convalescéncia por Mayaro pode durar semanas. O curso da
doenca dura de 3 a 5 dias (PINHEIRO et al., 1981).

O ciclo principal de manutencédo do VMAY é semelhante ao ciclo da FAS, no
qual macacos e mosquitos do género Haemagogus sao considerados reservatorios
e responsaveis pela manutengao do virus na natureza (VASCONCELOS, 2003). O
VMAY pode causar epidemias simultaneas com o VFA, como ocorreu em Santa
Cruz de La Sierra, na Bolivia (STUYFT et al., 1999). Apesar de o VMAY ser ativo
principalmente em florestas, os vetores podem voar por longas distancias infectando
macacos nos arredores de grandes cidades, e com a pressdo demografica exercida
que resulta em crescimento urbano proximo a florestas, compromete a saude dos
individuos que habitam essas localidades (THOISY et al., 2003).

O VMAY também pode ser introduzido nas cidades por aves virémicas ou
por viajantes humanos, ja que pode ser transmitido pelo Aedes aegypti, facilitando
assim a ocorréncia de epidemias e adaptando-se a novo ciclo incluindo o homem
como reservatorio (TESH et al., 1999).

Passaros migratérios sao considerados hospedeiros secundarios
desempenhando papel importante na disseminacao do virus, como foi observado em
1967 em Luisiana nos EUA, onde se isolou pela primeira vez o VMAY em um
passaro migratério proveniente da América do Sul através de técnicas soroldgicas e

de identificagéo viral. Em 1968 foram coletadas 300 amostras de sangue de aves e
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humanos no mesmo local, mas em nenhum dos soros encontrou-se anticorpos do
VMAY (CALISHER et al., 1974).

A introdugdo e/ou reintrodugcdo anual do virus durante a primavera em
regides de clima temperado pode nao ocorrer por varios motivos, como,
necessidade de focos permanentes da doenca na América Central ou Norte da
América do Sul para que passaros migratorios tornem-se infectados durante o
processo de migragao, além de o periodo de viremia em passaros ser mais curto do
que o periodo que levam para completar a migragdo para regides de clima
temperado. O tamanho, disponibilidade e suscetibilidade de hospedeiros e das
populagdes de vetores influenciam muito o tamanho da populacédo viral e a taxa de
transmissdao e consequentemente influenciam na detec¢do do virus nessas
localidades (MCLEAN; SCOTT, 1979). Na infecgdo por Alphavirus a viremia é
intensa e curta, como foi observada em primatas, mas a diversidade de hospedeiros
existentes nas regides tropicais pode compensar o curto periodo virémico (THOISY
et al., 2003). Uma viremia consideravel foi confirmada por infec¢cao experimental com
o VMAY em primatas do género Callithrix (HOCH et al, 1981).

Em 1955 durante a investigagdo de uma epidemia de etiologia
desconhecida, em uma comunidade de trabalhadores da floresta no rio Guama,
préximo a Belém, no Para, que apresentavam sintomas comuns de febre continua e
dores de cabeca, resultou no isolamento de seis cepas do VMAY provenientes de
seis pacientes (CAUSEY; MAROJA, 1957).

Outra epidemia causada pelo VMAY foi detectada em Belterra, no estado do
Para em 1978, onde pacientes apresentaram febre, artralgia e exantema, e as
articulacbes das extremidades foram as mais afetadas (PINHEIRO et al., 1981).
Ocorréncia de pequenos surtos foi detectada em Benevides no Para e em Peixes no
Tocantins em 1991. Nessas localidades ocorreram 16 isolamentos do virus em lotes
de mosquitos Haemagogus janthinomys (VASCONCELOQOS et al., 2003).

Os primeiros casos humanos de febre pelo VMAY foram descritos na
Venezuela, entre membros da mesma familia apds visitarem uma regiao de floresta
aonde estudos entomoldgicos e epidemiolégicos sobre Encefalite Equina
Venezuelana (EEV) e outros arbovirus foram conduzidos nos anos de 1997 a 1998.
Os pacientes apresentaram em comum mal estar, febre até 40°C, dor retro ocular
generalizada, dor de cabecga, mialgias, poliartralgia, poliartrite nas maos e punhos,

tornozelos e erupgcdes maculopapulares. O VMAY foi isolado em trés dos quatro
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membros da familia, indicando que o mesmo foi adquirido na area rural onde o virus
circulava entre mosquitos Haemagogus e macacos (TORRES et al., 2004).

No ano de 2000, trés casos de infeccado por MAY foram detectados em
pacientes de Sdo Paulo quando pescavam no municipio de Camapua no estado de
Mato Grosso do Sul. Os pacientes apresentaram sintomas de febre alta e artralgia.
Todas as amostras séricas dos pacientes apresentaram soroconversao para o
VMAY e somente uma das amostras obteve o isolamento viral através da técnica de
inoculagdo em camundongos e pela técnica de RT-PCR (COIMBRA et al., 2007).

Um surto de Mayaro foi relatado em 2008 em habitantes que residem em
um assentamento no municipio de Santa Barbara, no Para, e em estudantes de
agronomia de Belém que visitaram a regidao do assentamento. O virus foi isolado de
vetores Haemagogus janthinomys, Aedes e Sabethes da localidade. Das 105
pessoas examinadas, 36 (34%) apresentaram anticorpos contra o virus e 33 eram
sintomaticos; destas 52% eram estudantes, 31% eram agricultores locais e 17%
participaram de outras atividades (AZEVEDO et al., 2009).

2.1.4 Febre do Nilo Ocidental

A febre do Nilo ocidental (FNO) é causada pelo VNO que é um membro da
familia Flaviviridae e do género Flavivirus. O virus foi isolado pela primeira vez em
1937, a partir de amostras sanguineas de uma mulher na regido de Uganda, as
margens do rio Nilo. Casos esporadicos de FNO foram relatados na Africa, Oriente
Médio e Asia. Surtos da doenca em humanos ocorreram na Algéria em 1994,
Roménia em 1996-1997, na Republica Tcheca em 1997, no Congo em 1998, e na
Russia em 1999 (VASCONCELOQOS et al., 2005).

A justaposicao espacial e temporal da infecgdo de aves e humanos em
surtos ocorridos na Europa e América do Norte leva a crer que as aves selvagens
virémicas, principalmente as migratdrias, sdo os principais reservatérios do VNO.
(RAPPOLE; DERRICKSON; HUBALEK, 2000). Portanto as aves sdo consideradas
as principais hospedeiras amplificadoras do virus em consequéncia da alta viremia
por periodo prolongado, sendo incriminada como reservatorio natural da doenga nas
Américas (PETERSON; SIGUENZA; MEYER, 2003).

Cento e sessenta e duas espécies de passaros, especialmente o Corvus

brachyrhynchos (corvo americano), Passer domesticus (pardal) e Turdus merula
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(melros-pretos) s&do os mais competentes hospedeiros para do VNO, apresentando
alta viremia em estudos experimentais nos Estados Unidos (KOMAR et al., 2003).
Esta provavelmente é a forma como o virus se espalhou rapidamente em todo o
territério Estadunidense, no Canada e no México, onde grandes surtos da doenca
coincidiram com a morte de milhares de aves principalmente do corvo americano.

Embora as aves sejam consideradas as principais disseminadoras o VNO, o
homem, cavalos, cées e outros animais domésticos sdo hospedeiros acidentais e
apresentam baixa viremia, nao estando envolvidos diretamente no ciclo viral no meio
ambiente. Cerca de 70 espécies de aves migram da América do Norte e Golfo do
México em diregdo a América do Sul podendo disseminar o virus para essas regides
(RAPPOLE; DERRICKSON; HUBALEK, 2000).

As infecgdes das aves ocorrem pela picada de mosquitos ornitofilicos
(PETERSON; SIGUENZA; MEYER, 2003). As espécies Cullex pipiens, Cullex
tarsalis e Cullex quinquefasciatus sao os vetores com maior competéncia envolvidos
na transmissdo do VNO nos EUA. Ja o Aedes apresenta baixa capacidade de
transmitir o virus, portanto ndo desempenha um papel significante na transmissao do
virus naquele pais. Os vetores também apresentam uma viremia elevada (TURREL
et al., 2005). No Brasil o género Culex quinquefasciatus tem maior importancia pelas
suas caracteristicas semelhantes ao Culex pipiens, e juntamente com o Aedes
scapularis e Aedes albopictus podem ser responsaveis pela transmissao da FNO no
Brasil (NATAL; UENO, 2004).

A partir de agosto de 1999, uma extensa epidemia de doencga febril de
encefalite causada pelo VNO, originaria da Africa, ocorreu nos EUA, disseminando-
se pelo pais a partir de Nova York. De 1999 a 2003 foram registrados 13.743 casos
da doenga com 556 6bitos atingindo 44 estados, indicativo da grande capacidade de
dispersdo do virus (VASCONCELOS et al., 2005). No periodo de 1999-2008 a
vigilancia nacional dos EUA relatou 28.961 casos da doenga em 1.869 municipios de
47 estados (LINDSEY et al., 2010).

Na América do Norte o VNO tem causado epidemias de encefalites e
enormes epizootias em cavalos. Em 2001 o virus foi detectado nas llhas Cayman,
em 2002 no México, em 2003 em El Salvador e em 2004 em Cuba. Em 2005 atingiu
a América do Sul quando anticorpos virais foram detectados em cavalos na
Coldbmbia e em 2006 foi isolado do cérebro de dois cavalos com encefalite na
Argentina (MORALES et al., 2006).
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Amostras sanguineas de mamiferos coletadas nos EUA, dentre eles
gambas, raposas, guaxinins e lince, apresentaram anticorpos para Flavivirus,
confirmando-se infecgdo por VNO, posteriormente, através de técnicas de IH,
indicando que essas espécies podem ser consideradas “sentinelas” para
monitoramento de flaviviroses (BENTLER et al., 2007).

Na Argentina o VNO foi detectado em humanos, pela primeira vez, em
novembro de 2006, quando quatro casos da doenga foram confirmados pela técnica
de isolamento em culturas celulares e teste de Neutralizagdo. Os pacientes com a
doenca podem apresentar febre, cefaléia e dores musculares, e evoluir para casos
mais graves de cefaléia, febre alta, desorientagdo, coma e convulsdes. Meningites e
encefalites sdo complicagdes ocasionais da enfermidade (ARGENTINA, 2010).

A migracdo de aves silvestres infectadas com o VNO, as condigbes
climaticas favoraveis locais que facilita a amplificacdo do virus nos hospedeiros
vertebrados susceptiveis, a migragdo de muitos passaros reservatorios do
hemisfério Norte para o Brasil, e uma abundante populagcdo de Cullex, além de
achados de VNO na Argentina, favorecem a emergéncia do VNO no Brasil. No
entanto, com a utilizacdo de inquéritos sorolégicos de 5.000 aves selvagens
provenientes de diferentes regides brasileiras n&o foi possivel detectar o virus
(SANTOS et al., 2007).

2.1.5 Oropouche

Oropouche (ORO) é causada pelo VORO, que é um Bunyavirus da familia
Bunyaviridae, do género Orthobunyavirus, pertencente ao sorogrupo Simbus. E um
dos mais importantes arbovirus do Brasil, pois causa importantes epidemias
explosivas e, em curto periodo de tempo, milhares de pacientes sdo acometidos
simultaneamente. A doenga tem inicio abrupto com sintomas de febre, cefaléia,
mialgias, artralgias, anorexia, tonturas, calafrios e fotofobias (VASCONCELOS et al.,
1992).

O VORO é transmitido entre humanos em zonas urbanas pela picada do
mosquito Culicoides paraensis, sendo este o provavel vetor do surto de Oropouche
no Para. O provavel vetor silvestre do virus é o Aedes serratus. Macacos e

preguicas podem servir como reservatorio no ciclo silvestre. A ligagado do ciclo de
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transmissao silvestre com o ciclo urbano se da quando o homem se infecta em
areas enzodticas e, em fase virémica, adentra nas cidades (ROBERTS et al., 1981).

O primeiro isolamento do VORO no Brasil ocorreu em 1960, de um pool de
Aedes serratus a partir do sangue de uma pregui¢a (Bradypus tridactylus) e o
primeiro surto de febre pelo VORO no Brasil foi em Belém em 1961. Na ocasido, de
159 pessoas examinadas o virus foi isolado de 14 pacientes febris e de uma pessoa
sadia. Os pacientes apresentavam sintomas de dor de cabecga, febre, dores nos
musculos, nas articulagcbes e dorso, fotofobia, doplopia, nauseas e tonteiras
(PINHEIRO et al., 1962).

Em 1988 uma epidemia causada pelo VORO foi registrada nos estados do
Maranhao e Goias, em cidades vizinhas. Os pacientes apresentavam em comum
febre, cefaléia, calafrios, mialgias e artralgias que duraram em média de 3 a 5 dias.
Das setenta e cinco pessoas examinadas no estado do Maranh&o obtiveram
isolamento do virus em vinte e cinco pacientes. Em Goias o virus foi isolado em dez
pacientes pela técnica de inoculagio em camundongos recém-nascidos
(VASCONCELOS et al., 1989).

Considerando a presenga do Culicoides paraensis em regides de todo o
pais, ha risco considerado de aparecimento de epidemias causadas pelo VORO nas
localidades onde esse vetor é encontrado (FIGUEIREDO, 2007).

2.1.6 Rocio

Rocio (ROC) é causado pelo VROC, que é um arbovirus da familia
Flaviviridae, que causa encefalites nos seres humanos. O virus mantém-se na
natureza pela transmissdo biolégica entre hospedeiros susceptiveis e artrépodes
hematofagos em dois ciclos, sendo um silvestre, com participagdo acidental do
homem, e outro em ambientes alterados com participacdo de mosquitos silvestres,
animais domeésticos e/ou homem (LOVOSEI, 2003).

O VROC também se mantém em um ciclo em que as aves selvagens sao os
reservatorios e os mosquitos Aedes scapularis e Psorophora ferox sdo os vetores.
Anticorpos neutralizantes para o VROC foram detectados em pessoas que vivem em
regides do Nordeste e Sudeste do Brasil, e em aves na regiao Sul do Brasil,
representando uma ameacga permanente de encefalites graves (FIGUEIREDO,
2007).
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A doenga causa inicio abrupto de febre elevada, mialgia, cefaléia,
prostracdo e vomitos, com posterior quadro neurolégico. Tem elevada letalidade,
podendo chegar a 20% dos casos e €& mais grave em criangas e idosos
(VASCONCELOQOS, 2003).

As arboviroses tém o potencial de tornarem-se importantes problemas de
saude publica no Brasil nos proximos anos, merecendo vigilancia como parte de
programas de controle eficazes para seres humanos e animais domésticos. Esta
vigilancia deve ser capaz de detectar os primeiros casos dessas arboviroses
emergentes, e laboratorios de diagndsticos rapido de casos suspeitos, seguidas de
medidas de controle € fundamental para isso. Sem um sistema de vigilancia esses
patdégenos podem passar despercebidos até causar grandes surtos. Exames
laboratoriais para confirmacao diagndéstica sdo de grande importancia, ja que esses
virus ndo podem ser facilmente diferenciados de outras doengas virais como a
dengue (FIGUEIREDO, 2007).

2.2 Utilizagcao de animais-sentinela na vigilancia das arboviroses

Os estudos das arboviroses envolvem a virologia, a sorologia, a
entomologia, a ecologia e a zoologia, e a interagdo desses segmentos pode levar a
descobertas que visam desencadear agdes de vigilancia e controle que impegam a
disseminacéo destes agentes entre populagdes sensiveis (DEGALLIER et al., 1986).
Por outro lado a existéncia de uma grande diversidade de artrépodes e vertebrados,
as condigdes ecologicas em que eles interagem e a dificuldade em obter amostras
destes hospedeiros, resultam em compreensdes limitadas sobre os padrées de
infecgdes por arbovirus (THOISY et al., 2003).

Muitos estudos sorolégicos em animais de vida livre sdo limitados aos
inquéritos transversais em varios animais de uma unica vez para detectar niveis de
distribuicdo de soropositividade e de titulos de anticorpos. Uma resposta positiva da
presenga de anticorpos indica que o hospedeiro foi exposto ou respondeu ao
antigeno (THOISY et al., 2003).

Os primatas ndo humanos, por se tratarem de uma espécie arbdrea e
diurna, sdo mais frequentemente infectados por arbovirus do que outros animais
terrestres. Eles se infectam quando alimentam-se nas copas das arvores no mesmo

horario de alimentacao dos vetores (THOISY et al., 2003).
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Os antropdides primatas, incluindo o homem, possuem caracteristicas
fisiologicas e genéticas semelhantes, assim, possuem susceptibilidade a varios
patdégenos comuns que podem cruzar os limites das espécies, através de varias vias
de transmissao, principalmente vetorial. A interacdo dos primatas selvagens que
vivem em florestas tropicais com o ser humano tem aumentado por causa do
ecoturismo e pela invasdo de florestas, aumentando o risco de transmissdo (WOLFE
et al., 1998).

Os primatas sdo importantes reservatorios no ciclo de diversas zoonoses, e
como fazem parte de habitat com uma grande diversidade bioldgica, servem como
sentinelas naturais na vigilancia de varias arboviroses emergentes, mesmo
ameacados de extingdo por estas doengas (WOLFE et al.,, 1998). Podem também
ser sentinelas para investigacdo de epizootias de interesse em saude publica, como
no caso da FA, identificando precocemente a circulagdo do virus em determinadas
localidades. Os isolamentos obtidos a partir de animais sentinelas podem fornecer
apenas indicagdes sobre os tipos de vertebrados selvagens que poderiam intervir no
ciclo natural da doenca. Desta forma a opgao por utilizar animais capturados do
mesmo ecossistema, como “animais sentinelas naturais®, para pesquisa de
arboviroses torna-se o caminho mais seguro e factivel (SVOBODA, 2007).

A partir de 1999 o Ministério da Saude implantou uma forma passiva e ativa
de vigilancia de epizootias em primatas ndo humanos (PNH) como ferramenta
auxiliar da vigilancia epidemiolégica da FA e outras arboviroses, que antes era
apenas constituida pela vigilancia entomoldgica, vigildncia de casos humanos
(contemplando a vigilancia sindrémica) e na atengdo para mortandade de PNH sem
causa definida. Posteriormente criou-se a Portaria N° 5, de 21/02/2006, que inclui
morte de PNH e outras epizootias de notificacao imediata, dando uma maior atengao
em relacdo a mortandade de macacos sem causa definida (BRASIL, 2005). Os
resultados obtidos por este tipo de pesquisa, a continuidade das atividades e a
descoberta de enfermidades que atinjam esses animais e possam ser transmitidas
ao homem permite a prevengdao desses episddios nas populagdes humanas
(ALMEIDA et al., 2008).

A ocorréncia de epizootias de FAS e a presenga do Aedes aegypti em
diversas regides apontam para um iminente risco de reintrodu¢do da FA em areas
peri-urbana, devido ao crescimento demografico nas zonas enzodticas, baixas

coberturas vacinais, além da reintrodugdo e dispersdao do Aedes aegypti em
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localidades onde havia sido erradicado, dai a importancia de ser mantida a vigilancia
das arboviroses (TORRES et al., 2003).

2.2.1 Viqgilancia de epizootias em primatas ndo humanos

Quatro epizootias envolvendo macacos sentinelas causadas pelo SLEV na
regidao de Belém foram detectadas, e provavelmente o transmissor foi o Culex
declarator, do qual o SLEV também foi isolado. O SLEV também foi isolado a partir
de sangue e aves silvestres, ratificando a importancia desses hospedeiros no ciclo
da doenca (VASCONCELOQOS et al., 1991).

No periodo de dezembro de 2000 a maio de 2001, na regiao Noroeste do
estado do Parana, ocorreram relatos de mortes de PNH da espécie Alouatta caraya
que soO foram notificados a Secretaria Estadual de Saude em outubro de 2001. A
demora na notificagdo impossibilitou estabelecer a causa mortis dos animais
(TORRES et al., 2003).

Dados do Ministério da Saude apontam a ocorréncia de casos de epizootias
por FA no ano de 2000 nos municipios de Jaraguari, Nioaque, S&o Gabriel do Oeste,
no Mato Grosso do Sul, indicando uma provavel relacdo com os casos de FA
humana no mesmo periodo (GUERRA, 2009).

Em outra ocasido, do periodo de dezembro de 2003 a junho de 2004, no
municipio de La Paz e no departamento de Magdalena na Bolivia, foram
encontrados cinco primatas do género Alouatta seniculus mortos em parques
ecologicos. Para confirmar a causa da morte dos primatas foram coletadas amostras
de tecido hepatico que foram enviados ao laboratério de referéncia daquele pais.
Das cinco amostras de tecido hepatico processadas quatro amplificaram o VFA pela
técnica de RT-PCR, demostrando a evidéncia da atividade enzoodtica da FA na
regidao onde sessenta e quatro pessoas foram infectadas pelo virus (35% de
mortalidade) (MENDES et al., 2007).

Epizootias em primatas por FA foram relatadas em varias regides do estado
do Mato Grosso do Sul em 2008. Na ocasiao isolou-se o virus da FA a partir das
amostras de visceras e de material sanguineo de um primata do género Alouatta,
que foi a ébito no municipio de Anastacio. O virus foi isolado através das técnicas de
inoculagdo em camundongos recém-nascidos e pela técnica RT-PCR, no Instituto
Evandro Chagas (IEC) no estado do Para (BATISTA, 2008).
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No periodo de 2008 a 2009, foram notificados 958 eventos envolvendo a
morte de primatas no Rio Grande do Sul, totalizando 2.016 animais mortos, sendo
que destes, 204 foram positivos para o VFA (RIO GRANDE DO SUL, 2011).

De setembro de 2008 até 26 de maio de 2009, foram notificados 84 eventos
envolvendo a morte de primatas ndo humanos acometendo pelo menos 141 animais
distribuidos em 34 diferentes municipios do Estado de Sao Paulo. Destes, trés foram
confirmados laboratorialmente infectados por FA (MINISTERIO DA SAUDE, 2009b).

Em maio de 2011 houve um relato de morte de aproximadamente vinte
primatas ndo humanos no Paraguai proximo ao Rio Parana na fronteira com
Posadas, na Argentina. Na ocasido nenhuma analise foi realizada para verificar uma
possivel circulagdo do VFA ou outras arboviroses, ja que a epizootia foi notificada 20
dias depois do ocorrido (LEAL, 2011).

2.2.2 Inquéritos soroldégicos em animais-sentinelas

Durante um surto de MAY e FA em Belterra no Para, em 1978, alta
prevaléncia de anticorpos do VMAY foi encontrada nos Callithrix argentata durante a
investigacdo nos hospedeiros vertebrados. Das 119 amostras testadas pelo teste de
IH, 32 (19%) foram positivas para o VMAY e 5 (4%) foram positivas para o VFA,
indicando que essa espécie de primata foi a principal hospedeira amplificadora do
VMAY e do VFA durante o surto (HOCH et al., 1981).

Estudos sorologicos em 28 mamiferos da floresta na Guiana Francesa
revelaram uma soroprevaléncia de 0 a 52% para o VMAY (THOISY et al., 2003).

Em um estudo realizado no Parana em 1997 para identificar o agente
causador de encefalites em equinos, foram coletados 1.883 culicideos de 25 cinco
especies diferentes e amostras de vinte e dois equinos. As amostras de culicideos
inoculadas em camundongos visando ao isolamento viral foram negativas. Das 22
amostras dos equinos nenhuma apresentou anticorpos para o SLEV (FERNANDEZ
et al., 2000). O ndo isolamento viral nas amostras de culicideos e de sangue dos
equinos pode ser decorrente da influéncia de fatores bioldgicos, ecoldgicos e fisicos,
tais como, pequena quantidade de mosquitos coletados, densidade vetorial baixa
devido as condigdes ambientais e do estado imune e nutricional do hospedeiro
(VASCONCELGOS et al., 1991).
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Para determinar se a infecgdo pelo VMAY estava difundida na Guiana
Francesa, inquéritos soroldgicos realizados em primatas e em humanos foram
realizados. Durante o estudo soros de 106 Alouatta seniculus e 44 Saguinus midias
foram testados pela técnica de IH. Foram encontradas as maiores prevaléncias de
anticorpos para o VMAY em Alouatta seniculus (70/66%) e em Saguinus midias
(8/18,2%) (TALARMIN et al., 1998). A maior prevaléncia do VMAY em Alouattas
pode ser explicada pelas caracteristicas de vida distintas dessas espécies, onde
permanecem no topo das arvores por mais tempo do que os Saguinus, tendo maior
contato com vetores no topo das arvores, com isso uma maior exposi¢gdo continua
ao virus. Dos soros humanos testados 6,3% foram positivas para VMAY e a
prevaléncia foi maior em pessoas em contato com a floresta, indicando que o virus
circula naquele pais (TALARMIN et al., 1998).

Entre 2000 e 2001, um estudo com amostras de 570 soros de Alouatta
caraya provenientes da regido do reservatério de Engenheiro Sérgio
Motta Usina Hidrelétrica (UHE), também conhecida como Porto Primavera,
na cidade de Presidente Epitacio, regido Sudoeste do Estado de Sao Paulo, foi
realizado com objetivo de estimar a prevaléncia de anticorpos IgG contra o VFA. Na
ocasiao nenhum anticorpo contra o VFA foi detectado nas amostras dos macacos,
levando a crer que o virus ndo circulava na regido no periodo da captura. Nenhum
caso de epizootia ou doenga em humanos foram detectados na mesma época (LIMA
et al., 2010).

Apos o isolamento do VFA a partir do figado de um primata morto da
espécie Alouatta caraya do municipio de Santo Anténio das Missdes, no Rio Grande
do Sul em 2001, foi desencadeada uma investigagdo entomoldgica no local da
ocorréncia da epizootia. Na ocasiao o VFA foi isolado em camundongos recém-
nascidos a parir de vinte e trés mosquitos da espécie Haemagogus leucocelaenus,
incriminando-os como importantes vetores na epidemiologia da doenca
(VASCONCELOS et al., 2003).

Em 2002, no estado do Rio Grande do Sul foi implantada pela Secretaria de
Estado de Saude a vigilancia da FAS em primatas e em vetores com objetivo de
identificar e definir mais precisamente areas silvestres de risco para ocorréncia do
virus amarilico. Esse tipo de monitoramento é realizado através de captura e manejo
de PNH com o uso de dardos anestésicos e com coleta de material sanguineo para

isolamento viral e deteccdo de anticorpos. As capturas mostraram-se bastante
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eficientes permitindo ter uma amostra da situagdo dos animais com relacdo a
circulagao do virus sem a necessidade de sacrificio de nenhum primata, adequando
a vigilancia a legislagcdo ambiental. Até aquele momento, apenas em um animal
(macho de Alouatta caraya, pertencente a um bando com pelo menos mais trés
individuos) foi detectado presencga de anticorpos para VFA (TORRES et al., 2003).

Em 2001, com objetivo de buscar evidéncias da circulagdo do VFA e de
outras arboviroses nas provincias de Chaco e Corrientes no Nordeste da Argentina,
uma pesquisa em material biolégico de sete primatas ndo humanos, capturados
através de rifle com dardos anestésicos, resultou em quatro macacos positivos para
o SLEV através da técnica de IH. Nenhuma das sete amostras positivou para o VFA.
Das quatro amostras positivas, duas apresentaram isolamento viral pela técnica de
cultivo celular, confirmando a infecgdo pelo SLEV em macacos no Nordeste da
Argentina, e reforgando a possivel intervengdo desses primatas no ciclo natural do
virus. Além dos macacos, o SLEV foi isolado de pacientes, roedores e mosquitos
(BOTTINELLI et al., 2002).

Entre 2002 e 2007, no Rio Grande do Sul, foram capturados 181 macacos
de duas espécies de Alouatta (Alouatta caraya e Alouatta guariba clamitans)
provenientes de varias regides do Rio Grande do Sul. Nas amostras de soro dos
primatas foram detectados anticorpos para o VORO (n=1) e SLEV (n=16) pelo teste
de IH e neutralizacdo (ALMEIDA et al., 2008).

Durante o periodo de junho de 2004 a dezembro de 2005, amostras de
sangue de 130 primatas, capturados através de armadilhas na regido de Porto Rico
no Nordeste do estado do Parana, e de 23 equinos, foram submetidas a testes de IH
contra um painel de antigenos de 19 arbovirus. Vinte e uma amostras dos primatas
apresentam titulos para SLEV (SVOBODA, 2007). Segundo o autor, esse é o
primeiro relato de soroprevaléncia de anticorpos especificos do virus da SLEV em
macacos selvagens no estado do Parang, incriminando-os na manutengao natural
do ciclo da SLE na regido do Conesul, onde houve surtos de encefalites no Norte da
Argentina.

Em outros estudos realizados no ano de 2005 o VORO foi isolado a partir de
amostras de um primata do género Callithrix em Minas Gerais, e anticorpos do virus
foram observados em aves silvestres capturadas na regido Sul do Brasil (NUNES et
al., 2005).
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No periodo de janeiro a margo de 2008 no departamento de San Pedro na
regido central do Paraguai, um inquérito em 35 primatas foi realizado com objetivo
de buscar evidéncias da circulacdo do VFA. O virus nao foi isolado em nenhuma
amostra bioldgica pelo teste de cultivo celular e por NT. Provavelmente o néao
isolamento do VFA nas localidades estudadas se deu pelo baixo numero de
primatas capturados no momento do estudo (ROIG et al., 2009).

Um inquérito sorolégico em 1401 equinos para investigagdo do SLEV e do
VNO, realizados na amazobnia brasileira e no municipio de Maracaju, no Mato
Grosso do Sul, por meio de teste de IH e por NT, detectou-se anticorpos e
neutralizantes especificos para SLEV. Das amostras testas 628 (44,8%) foram
detectados anticorpos contra Flavivirus. De 248 (17,7%) amostras que apresentaram
positividade para Flavivirus, 137 (55,2%) foram reagentes contra SLEV. As outras
380 (27,1%) apresentaram reagbes cruzadas entre Flavivirus. Também foram
encontrados anticorpos neutralizantes especificos para virus llhéus (ILHV) em
cavalos provenientes de varias fazendas do municipio de Maracaju, confirmando
uma ampla distribuicdo de SLEV e outros arbovirus no pais (RODRIGUES et al.,
2010).

Outro estudo sorolégico em equinos com objetivo de detectar infecgdes
pelos Flavivirus SLEV, VROC e VNO, através do ELISA, apresentou evidéncias de
que o VNO foi introduzido no Brasil e encontra-se a infectar cavalos nos estados do
Mato Grosso do Sul, Paraiba, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Observou-se também o
diagnostico da infecgdo por SLEV em equinos de todos os locais estudados,
inclusive em Mato Grosso do Sul (SILVA, 2010).

Em uma investigagdo preliminar, pela presengca de arbovirus em
amostragem de culicideos capturados na sub-regido da Nhecolandia no Pantanal do
Mato Grosso do Sul no ano de 2010, foram identificadas 22 espécies de culicideos,
sendo que 10 das quais ja foram reportadas como vetores de importantes arbovirus,
tais como do género Culex e Sabethes. Na ocasido nenhum virus foi isolado das
amostras coletadas e os resultados de detecgdo de RNA viral também foram
negativos. Os resultados desse estudo sugerem que a sub-regido da Nhecolandia é
importante area de vigilancia para arbovirus no Centro-Oeste do Brasil, pelas
condigbes ambientais e climaticas favoraveis & circulacdo de arboviroses (CORREA
et al., 2010).
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3 DELIMITAGAO DO PROBLEMA

Desconhecimento sobre a circulagdo de arboviroses em primatas nao

humanos de interesse em saude publica em Mato Grosso do Sul.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Detectar infecgdes por arbovirus em primatas ndo humanos de vida livre e
de cativeiro nos municipios de Bonito, Campo Grande e Jardim, estado do Mato

Grosso do Sul.

4.2 Objetivos especificos

Para a concepcgéao do objetivo geral seguem os objetivos especificos:

a) Identificar os niveis de distribuicdo de soropositividade e de titulos de
anticorpos contra arbovirus em primatas ndo humanos;

b) identificar os vetores transmissores envolvidos na transmissdo das
arboviroses nas localidades de Jardim e Bonito;

c) identificar as espécies de arbovirus que circulam em localidades do
municipio de Bonito, Jardim e Campo Grande, através da tentativa de
isolamento viral a partir de material bioldégico oriundo dos primatas nao

humanos e vetores;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Tipo de pesquisa

O modelo da pesquisa € descritivo do tipo inquérito, seccional, com coleta
de dados primarios.

5.2 Local e periodo da pesquisa

A pesquisa desenvolveu-se em regides de matas dos municipios de Bonito e
Jardim, selecionados por critério de risco de transmissao entre pessoas susceptiveis
que praticam atividades de ecoturismo e turismo rural e no Centro de Reabilitagéo
de Animais Silvestres (CRAS), selecionado por ser localizado no perimetro urbano
do municipio de Campo Grande no estado do Mato Grosso do Sul e por receber
indiscriminadamente animais de todo o Estado (Figura 5). A pesquisa ocorreu no
periodo de fevereiro a outubro de 2010. Nesses municipios observa-se a
predominancia do ecossistema cerrado que € caracterizado por arvores baixas,
inclinadas e tortuosas de tronco fino. O cerrado apresenta estacdes climaticas bem
definidas; uma estacdo chuvosa no verdao, que ocorre de outubro a abril, e uma

estagao seca no inverno, que se estende de junho a agosto.
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Figura 5 — Municipios de realizagdo do estudo sobre a circulagédo de arbovirus em

primatas ndo humanos, Mato Grosso do Sul, Brasil 2010

O municipio de Campo Grande, capital do Estado de Mato Grosso do Sul,
esta situado na regiao central do Estado, com altitude aproximada de 532 metros do
nivel do mar (20°26'34’S e 54°38’47°'W). Possui uma area estimada em 8.096,05 km?
e sua populacdo € cerca de 765 mil habitantes. O CRAS localiza-se no Parque
Estadual do Prosa na zona urbana da cidade (Figura 6). O parque possui uma area
aproximada de 135 hectares no Planalto da Serra de Maracaju e conta com recintos

para aves, mamiferos e répteis.



Altitude do

Figura 6 — Imagem de satélite do Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres de

Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, 2010
Fonte: Google earth (2011)

O municipio de Jardim esta localizado no sudoeste do Estado (“21°28’49” e
56°08’17”). Possui uma extensao territorial de 2.207,6 km?, com clima subtropical
Uumido, com temperaturas que variam de 15° a 39°C. O Balneario Municipal,
localidade onde se realizou a pesquisa no municipio, esta localizado a 30 km do
perimetro urbano, a beira do Rio da Prata e oferece toda estrutura para atividades
de lazer e turismo, onde as pessoas ficam em contato direto com a fauna e flora da

regiao (Figura 7).
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Figura 7 — Imagem de satélite do Balneario Municipal no municipio de Jardim, Mato
Grosso do Sul, Brasil, 2010
Fone: Google earth (2011)

O municipio de Bonito localiza-se na Serra da Bodoquena no sudoeste do
Estado, apresenta altitude aproximada de 315 metros (21°07°16’'S e 56°28'55'W) e
uma populagcdo com cerca de 25 mil habitantes. O municipio € conhecido
mundialmente pelas suas grutas, rios, balnearios e lagoas de aguas cristalinas. O
Balneario do Sol, uma das localidades onde realizou-se a pesquisa no municipio,
localiza-se a 10 km do perimetro urbano, a beira do Rio Formoso. O balneario
oferece toda estrutura para praticas de ecoturismo e lazer (Figura 8). O Hotel
Cabanas, outra localidade do municipio onde realizou-se o estudo, esta localizado a
apenas 6 km do centro da cidade e oferece infra-estrurua turistica, que inclui
hospedagem, lazer e contato com a flora e fauna da regido, além de ser frequentado

por turistas do mundo todo (Figura 9).
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Figura 8 — Imagem de satélite do Balneario do Sol no municipio de Bonito, Mato

Grosso do Sul, Brasil, 2010
Fonte: Google earth (2011)
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Figura 9 — Imagem de satélite do Hotel Cabanas no municipio de Bonito, Mato

Grosso do Sul, Brasil, 2010
Fonte: Google earth (2011)

5.3 Fontes de dados

Foram incluidas na pesquisa amostras de 65 primatas ndo humanos (2
Alouatta caraya, 1 Callicebus donacophilus e 62 Cebus apella). Destes, 28 (43,1%)
eram do sexo feminino e 37 (56,9%) do sexo masculino; 11 (16,95%) foram
capturados no municipio de Jardim, 35 (53,9%) no municipio de Bonito e 19 (29,2%)
eram procedentes da colénia do CRAS (Tabela 1). Os animais utilizados para coleta
de material sanguineo pertencentes a colénia do CRAS, nao foram capturados. Os
mesmos sao provenientes de varias regides do estado do Mato Grosso do Sul
vitimas de maus tratos, atropelamentos e de trafico. Os primatas séo alojados de

acordo com suas caracteristicas bioldgicas em recintos coletivos, alimentando-se de
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frutas, sementes, verduras. Em sua maioria s&o soltos na natureza em locais
determinados pelo CRAS, logo apds sua reabilitagao.

Também foram incluidos na pesquisa vetores transmissores de arbovirus
capturados nas localidades dos municipios de Bonito e Jardim.

A técnica da amostragem foi ndo probabilistica por conveniéncia.

5.4 Procedimentos para coleta dos dados

Para coleta de dados utilizou-se ficha de identificagédo, registro e coleta de
amostras de primatas (Apéndice A), que inclui todas as informagbes com as
variaveis de interesse na pesquisa, como dados relativos a localidade (enderego,
coordenadas, data, periodo e horario), dados relativos ao animal capturado (numero
do microchip a ser aplicado, espécie, sexo, faixa etaria, peso, estado fisico geral e
dados biométricos) e dados relativos a amostra coletada (sangue, soro e tipo de
exame a ser realizado).

Para coleta de vetores utilizou-se a ficha de coleta, armazenamento e envio
das amostras de vetores, com informagdes relativas ao local da coleta, nivel arb6reo

(solo, intermediario, copa) e métodos de coleta (sucgédo, pucga, outros).

5.4.1 Protecao imunitaria

Antes da realizagao das pesquisas os técnicos foram vacinados previamente
contra febre amarela, raiva, hepatite B e tétano com posterior avaliacdo das

titulagdes soroldgicas para raiva.

5.4.2 Equipamentos de protecao individual (EPI)

Foram utilizados os seguintes EPI, conforme necessidade: botas
impermeaveis, aventais descartaveis, luva de raspa de couro (para contengao fisica
manual dos animais), luvas de procedimento (colheita e processamento dos
materiais bioldgicos), mascaras, 6culos de procedimentos e equipamentos para

comunicagao de longo alcance.
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5.4.3 Animais

O trabalho de campo foi previamente planejado em conjunto com técnicos
das Secretarias Municipais de Saude dos municipios selecionados e autoridades
locais. Nas localidades estudadas, os animais de vida livre foram acompanhados
durante algumas semanas, para verificar as caracteristicas do grupo (locais mais
frequentados, habitos alimentares, numero de individuos, entre outras) e para
determinar os locais das “cevas” (Figura 10). Para a coleta das amostras dos

animais do CRAS foi realizado um contato prévio com as autoridades e técnicos

responséveis pela instituicao.

Figura 10 - Exemplares de primatas do género Cebus capturados durante o estudo

nos municipios de Bonito e Jardim, Mato Grosso do Sul, Brasil, 2010
Foto: Batista (2010)

5.4.4 Procedimentos utilizados para captura de primatas ndo humanos

Por serem animais predominantemente frugivoros e possuirem habitos de
forrageio terrestre, os animais de vida livre foram capturados com armadilhas
terrestres do tipo Tomahawk. A montagem das armadilhas ocorreu em local
previamente determinado pela observacdo dos locais mais frequentados pelos
primatas, isto &, no interior das matas, onde ha possibilidade de visualizagdo do
grupo para com a ceva. Para as cevas foram utilizados vegetais como, manga,
laranjas, milho e outras, dependendo da preferéncia alimentar do grupo. O
fornecimento dos alimentos no interior das armadilhas ocorreu em dias alternados
durante aproximadamente duas a trés semanas antes das capturas e diariamente na

semana que precedeu a captura. O alimento que nao foi consumido pelos animais
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foi trocado por alimentos novos. Apds a ceva inicial, utilizada como atrativo, as
armadilhas foram instaladas e armadas de acordo com a metodologia adotada por
Rocha et al. (2007).

Tanto os animais capturados de vida livre como os de cativeiro, foram
anestesiados utilizando protocolo anestésico a base de cloridrato de tiletamina
associado com cloridrato de zolazepam, 4,4 mg/kg, administrados com seringas de 1
mL. A quantidade do farmaco foi adaptada ao peso do animal e a administragao foi
realizada via intramuscular (SANTOS et al.,1999). Em alguns casos 0s animais
foram sedados com auxilio de zarabatanas com dardos anestésicos e contidos com

auxilio de pugas e manipulados com luvas de raspa de couro (Figuras 11 e 12).

Figura 11 — Procedimentos utilizados para captura de primatas ndo humanos
Legenda: A e B - armadilhas do tipo tomahawk armadas no interior da mata; C - primata do género
Cebus capturado; D - processo de sedagao pelo uso de zarabatana e dardo anestésico

Foto: Batista (2010)
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Figura 12 - Dardos anestésicos de diferentes volumes utilizados em zarabatanas

para sedacao dos animais
Fonte: Svoboda (2007, p. 51)

5.4.5 Procedimentos com animais sedados

ApoOs a captura e sedacgao, foram utilizadas luvas de procedimentos para
manipulacdo e coleta de amostras dos animais, sobre uma mesa de trabalho a
campo (tipo desmontavel) forrada com plastico descartavel. Apds a manipulagéo de
cada animal capturado, procederam-se limpeza e desinfec¢ao do local com alcool
70%, e ao final dos procedimentos houve descarte de todo material em depdsito

especifico para lixo hospitalar.

5.4.6 Colheita de material bioldgico

Apds a sedacao completa, por puncédo da veia femoral ou braquial, coletou-
se de 3 a 5 mL de sangue dos animais até 3 kg e 6 a 10 mL dos animais acima de 3
kg. Posteriormente, o sangue total coletado foi centrifugado a 1.000 rpm durante 10
minutos, para obtencdo de soro. Aliquotas de soro e sangue total foram
acondicionadas em criotubos, devidamente identificados. As amostras inicialmente
foram congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em freezer a
-70°C até o processamento (BRASIL, 2005). Dados biométricos foram coletados e
cada animal foi monitorado por meio da temperatura corporal, frequéncia cardiaca e
respiratoria. Os dados obtidos foram anotados na ficha individual de identificacdo,

registro e coleta de amostras de primatas (Figura 13).



Figura 13 — Procedimentos com animais sedados
Legenda: A - coleta de dados biométricos; B - coleta de material sanguineo
Foto: Batista (2010)

5.4.7 Coleta de vetores

Os vetores foram capturados utilizando-se métodos fundamentados nas
caracteristicas relacionados aos habitos e atividades diarias das espécies de
vetores. De acordo com a preferéncia alimentar de culicideos os préprios técnicos
envolvidos na pesquisa atuaram como atrativos para os insetos. Capturadores de
Castro e pucas foram utilizados para apreensdao dos mosquitos pousados em
superficie solida ou sobre as vestes dos técnicos. As capturas foram realizadas no
horario de 9:00 as 16:00 horas, de acordo com os habitos diurnos dos vetores. Os
culicideos capturados foram acondicionados em criotubos de 5 mL devidamente
identificados, congelados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -
70°C para posterior tentativa de isolamento viral (Figura 14) (BRASIL, 2005).
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Figura 14 — Método utilizado para captura de vetores com capturados de Castro,

atracdo humana e pugas
Foto: Batista (2010)

5.4.8 Aplicacido do microchip (transponder) de identificacio

Para controle futuro, foram aplicados microchips (“transponders”) de
identificacdo, via subcutanea na regidao interescapular, com posterior leitura de
confirmagao com leitor especifico (Figura 15). Antes de cada uso o microchip e o

aplicador foram desinfectados por imersao em solugao de alcool iodado a 2%.

P

Figura 15 — Leitura de microchip apos aplicagdo da regido interescapular em um
exemplar de Cebus capturado
Foto:Batista (2010)
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5.4.9 Término dos procedimentos, acompanhamento e soltura dos animais

Até o completo retorno anestésico, os animais foram mantidos em gaiolas
apropriadas, cobertas por lona e afastados de fatores estressantes. Apds o retorno
anestésico os animais foram libertados ao nivel do solo, antes do anoitecer, para

diminuir a acdo dos predadores noturnos.

5.4.10 Diagndstico laboratorial

Todos os exames laboratoriais foram realizados no Instituto Evandro
Chagas (IEC), na Secado de Arbovirologia e Febres Hemorragicas. Para
demonstragcéo da presenga do agente viral e da dosagem de anticorpos inibidores
de hemaglutinagdo, as amostras séricas coletadas dos primatas foram testadas
contra 19 diferentes tipos de arbovirus, incuindo os género: Alphavirus (Encefalite
Equina do Leste, Encefalite Equina do Oeste, Mayaro e Mucambo), Flavivirus (febre
amarela, llheus, encefalite Saint Louis, Cacipacoré, Rocio e Bussuquara),
Orthobunyavirus (Guaroa, Maguari, Tacaiuma, Utinga, Belém, Caraparu, Oropouche
e Catu) e Phlebovirus (Icoaraci), pertencentes ao acervo da Secao de Arbovirologia
e Febres Hemorragicas do IEC.

Os antigenos foram preparados a partir de cérebros, figado ou soros de
camundongos recém-nascidos infectados, pela técnica de extragdo por sucrose-
acetona e sorovirus (CASALS; BROWN, 1954). Os soros foram pré-tratados por
acetona e absorvidos com hemaceas de ganso (Anser cinereus) (TRAVASSOS DA
ROSA et al., 1994) para remogao de possiveis proteinas inespecificas que possam
inibir a aglutinagdo das hemaceas, evitando resultados falso positivos.

De acordo com a técnica de Shop (1963) os soros foram diluidos na placa
(1:20 a 1:1024) e cada diluicdo é colocada em contato com o volume fixo de uma
suspensao viral, contendo quatro unidades hemaglutinantes. A mistura é incubada
por uma hora a 37°C, para permitir a reacdo do anticorpo com antigeno. A seguir,
uma gota de suspensao de hemaceas € adicionada a cada orificio da placa. Apés
incubacdo de 30 minutos, faz-se a leitura da reagdo. Nos orificios onde existem
anticorpos estes vao recobrir os virus e impedir que se liguem as hemaceas,
combinado com a hemaglutinina viral, observando-se a inibigdo de hemaglutinagao

evidenciada pela sedimentagao das hemaceas, formando um botdo fechado. O titulo
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do soro é determinado como sendo igual a reciproca da maior diluicdo capaz de
inibir completamente a hemaglutinagéo.

Na tentativa de isolamento viral, camundongos recém-nascidos (Mus
musculos) foram inoculados via intra cerebral com 0,02uL do soro e do sangue dos
primatas ndo humanos estudados, diluido em 1,8 mL de penistrep (100 Ul/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) (GLUBER; KUNO; SATHER, 1984).

Os animais foram observados diariamente, durante 21 dias e qualquer
alteracao observada foi anotada em cartdes de identificagdes. Concomitantemente,
40 pL do sangue e de soro dos animais em estudo (diluido 1:10 em meio de cultura)
foram acrescidos em diferentes garrafas que continham linhagem celular de
mosquito Aedes albopictus (Clone C6/36 ) e meio de cultura Leibonitz modificado
com Lglutamina (L-15), acrescido de triptose, aminoacidos nédo essenciais, penicilina
(100 UI/mL), estreptomicina (100 ug/mL), 5% de proteina sérica bovina para meio de
crescimento e 2% para meio de manutencdo. As garrafas com monocamadas
celulares confluentes foram observadas diariamente, durante 10 dias em
microscopio Optico invertido para a verificagdo de efeito citopatico (ECP). As
suspensdes de artrépodes hematofagos, apods filtragem foram inoculados na
proporcdo de 1:10 em meio de cultura. Se ha o ECP, que nao ocorreu durante o
presenete estudo, a confirmacado da presenca do virus nas amostras estudadas se
da por imunofluorescéncia indireta (IF) (GLUBER; KUNO; SATHER, 1984).

5.5 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (n°® 251/2010) (Anexo A), pelo IBAMA
(n® 21808-2) (Anexo B) e pelo Instituto de Meio Ambiente de Mato Grosso (n°
23/108891/2009) (Anexo C), além disso, contou-se com o apoio técnico, logistico,
administrativo e de material permanente e de consumo da Secretaria de Estado de
Saude de Mato Grosso do Sul. As técnicas de captura e identificagdo dos animais
foram as menos invasivas com propoésito de preservar o bem estar e amenizar o
estresse dos animais.

A pesquisa em questdo ndo acarretou em mudangas ambientais, tomando-

se os devidos cuidados durante a interagdo entre o pesquisador e os animais, para
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evitar a possibilidade de contaminagao reciproca de doencas, tais como o uso de
EPI adequados aos niveis de biossegurancga.

Os residuos biolégicos gerados no trabalho de campo, que apresentam
risco potencial a saude humana e ao meio ambiente, foram colocados em sacos
plasticos resistentes na cor branca e incinerados, para destruicio completa dos
materiais organicos potencialmente patogénicos. Também considerou-se a limpeza
e a desinfecgdo do local de trabalho, utensilios, equipamentos e veiculos como
forma de reduzir o risco a saude humana e ao meio ambiente.

O transporte do material biolégico foi apropriado e garantiu a integridade,
conservagao e inviolabilidade da embalagem até o momento da sua utilizagédo, de
forma que ndo expds a riscos desnecessarios os profissionais envolvidos no

transporte, a populagao e o meio ambiente.
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6 RESULTADOS

6.1 Resultados dos testes sorolégicos por Inibicao de Hemaglutinagao (IH)

As 11 amostras séricas coletadas dos primatas ndo humanos capturados
no municipio de Jardim e testadas por IH foram negativas. Das 19 amostras séricas
coletadas dos primatas ndao humanos da colénia do CRAS, uma apresentou titulos
de 1:20 para Flavivirus, sendo a mesma de um primata do género Cebus. Das 35
amostras séricas coletadas em Bonito, 17 (48,5%) apresentaram titulos de
anticorpos para arbovirus. Destas 4 (11,4%) amostras foram positivas para o género
Alphavirus, 5 (14,28%) amostras foram positivas para o género Flavivirus. Reagdes
monotipicas foram observados para o virus Mayaro (n=10), para o virus Oropouche
(n=5) e seis (17,1%) amostras apresentaram titulos para mais de um arbovirus
(Tabela 2).

Os titulos dos soros dos quatro animais que foram positivos para
Alphavirus variaram de 1:40 a 1:640. Os titulos dos soros dos cinco animais que
foram positivos para Flavivirus variaram de 1:40 a 1:1280. Os titulos soroldgicos que
apresentaram reagdo monocitica para o virus Mayaro variaram de 1:80 a 1:640. Os
titulos dos soros que apresentaram reagcdo monocitica para o virus Oropouche
variaram de 1:20 a 1:160.

Dos animais que apresentaram positividade para mais de um arbovirus,
dois apresentaram titulos para Alphavirus e Oropouche, dois apresentaram titulos
para Mayaro e Oropouche, um para Flavivirus e Mayaro e um para Alphavirus e
Flavivirus.

Dos dois animais que foram positivos para Alphavirus e Oropouche, o
primeiro apresentou titulos que variaram de 40 a 320 para Alphavirus e de 80 para
Flavivirus. Ja o segundo animal apresentou titulos que variaram de 40 a 320 para
Alphavirus e de 20 para Alphavirus. Dos dois animais que foram positivos para
Mayaro e Oropouche, o primeiro apresentou titulos de 80 para Mayaro e 40 para
Oropouche. Ja o segundo animal apresentou titulos de 160 para Mayaro e 160 para
Oropouche.

Os resultados da titulacdo e positividade dos primatas capturados estao
apresentados na Tabela 3 e os resultados da titulagdo dos soros dos animais que

tiveram reag&o para mais de um arbovirus encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 1 — Distribuicdo das espécies e sexo dos primatas de vida livre e de cativeiro
capturados nos municipios de Bonito, Campo Grande e Jardim, Mato
Grosso do Sul, Brasil — 2010

Municipios Sexo
Especie de primatas Bonito Jardim Campo Fémea / Macho Total
Grande
Allouata caraya - - 2 0/2
Callicebus Donacophelus - - 1 0/1 1
Cebus apella 35 11 16 28 /34 62
Total 35 11 19 28 /37 65

Tabela 2 — Arbovirus identificados das amostras dos sessenta e cinco primatas nao
humanos por municipio de captura, Mato Grosso do Sul, Brasil - 2010

Municipio
. Bonito Jardim Campo Grande
Arbovirus (n=35) (n=11) 81=19)
N° % N° % N° %
Flavivirus 5/35 14,2 - - 1/19 5,2
Alphavirus 4/35 11,4 - - - -
Mayaro 10/35 28,5 - - - -
Oropouche 5/35 14,2 - - - -

Total 17/35 48,5 - - 119 5,2
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Tabela 3 - Resultados da titulacdo para as arboviroses, por meio do teste de

Inibicdo de Hemaglutinagcédo (IH) e positividade dos sessenta e cinco
primatas de vida livre capturados e de cativeiro, nos municipios de
Bonito, Campo Grande e Jardim, Mato Grosso do Sul, Brasil - 2010

Resultados IH* Titulagao

Total

(titulos de  Alphavirus Flavivirus Mayaro  Oropouche
anticorpos) N° % N° % N° % N° % N° %

20
40
80
160
320
640
1280

1 1,5 1 1,5 2 30

1 1,5 1 15

1 1,5 2 30 2 3,0 5 7,6
1 1,5 7 10,7 1 1,5 9 13,8

2 3,0 1 1,5 3 46
1 1,5 1 1,5 1 1,5 3 406
1 1,5 1 15

*Resultado do teste IH: positivo IH = 20
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Tabela 4 - Titulo dos soros de seis primatas capturados no municipio de Bonito que
apresentaram positividade para mais de um arbovirus, Mato Grosso do
Sul, Brasil - 2010

Amostra | tipo de reagio Titulo Titulo Titulo Titulo
Alphavirus Flavivirus Mayaro Oropouche
1 (Alphavirus / Oropouche) 320 - - 80
1 (Alphavirus / Oropouche) 320 - - 20
1 (Alphavirus / Flvavivirus) 80 160 - -
1 (Flavivirus / Mayaro) - 1280 160 -
1 (Mayaro / Oropouche) - - 80 40

1 (Mayaro / oropouche) - - 160 160
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6.2 Resultados de testes de isolamento viral

Nenhum dos camundongos inoculados com as amostras séricas dos 65
primatas oriundos do estudo apresentou evidéncia de sinais de infecgao do sistema
nervoso central. Das 35 amostras submetidas ao teste de isolamento viral em

células clone C6/36, nenhuma induziu a formagdo de ECP nas culturas empregadas.

6.3 Resultados da captura de vetores

Até a conclusdo do estudo somente foram liberados os resultados
laboratoriais da identificagdo e tentativa de isolamento viral dos vetores capturados
no municipio de Jardim-MS.

Foram capturadas 122 espécies de vetores competentes associados a
transmissao de alguns Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus, conforme

apresentado na Tabelas 5.



59

Tabela 5 - Diversidade e abundancia das espécies de vetores potenciais
transmissores de arboviroses, capturados em ambientes silvestres no
municipio de Jardim, Mato Grosso do Sul, Brasil - 2010

Espécie N° %

Aedes scapularis 11 9,01
Aedes serratus 48 39,34
Culex species 8 6,55
Haemagogus leucocelaenus 11 9,01
Psorophora ferox 9 7,37
Sabethes ferox 4 3,27
Sabethes albiprivus 3 2,45
Sabethes chiropterus 1 0,81
Sabethes glaucodaemon 3 2,45

Sabethes intermedius 24 19,67
Total 122 100
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7 DISCUSSAO

As arboviroses em quase sua totalidade sdo zoonoses mantidas em
natureza em um ciclo de vertebrados n&o humanos e artropodes.
Consequentemente, as pessoas que mantém contacto com os focos enzodticos s&o
as que correm maior risco de adquirir a infecgdo, o que representa um problema a
saude publica (VASCONCELOS et al, 2005). Alguns arbovirus tém surgido
periodicamente em areas urbanas, como o virus Dengue (VDEN) e virus Oropouche
(VORO), ou em areas periurbanas, como o virus Mayaro (VMAY) e o da febre
amarela (VFA). Apresentam sob a forma de epidemias infectando comunidades
susceptiveis e causando doenca febril exantematica e/ou febres hemorragicas.
Outros arbovirus podem causar doengas do sistema nervoso central e meningites,
com no caso dos virus da Encefalite Saint Louis (SLEV), do Rocio (VROC), da
Encefalite Equina do Leste (VEEE) e da Encefalite Equina do Oeste (VEEW)
(VASCONCELOS et al., 2003).

Os estudos das arboviroses envolvem a virologia, a sorologia, a
entomologia, além da ecologia e da zoologia (DEGALLIER et al., 1989). Como
demonstrado neste estudo, a avaliagdo soroldgica em primatas ndo humanos como
indicador da circulagao de arbovirus e a utilizacdo destes como “animais sentinelas”
em estudos soroepidemiolégicos, € um método factivel para obtengdo de
informagdes sobre a circulagdo de virus em ambientes naturais (SVOBODA, 2007).
Para detectar niveis de distribuicdo de soropositividade e de titulos de anticorpos foi
realizado inquéritos transversais em animais de vida livre e de cativeiro, como
descrito por Thoyse et al. (2003).

A utilizacdo dos primatas ndo humanos para deteccdo da circulacdo de
alguns arbovirus se torna um meétodo factivel por tratar-se de espécies arboreas e
geralmente diurnas, sendo mais frequentemente infectados por arbovirus do que
outros animais terrestres, no entanto, na maioria das vezes apresentam baixos
titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinacédo (THOYSE et al., 2003). Além
disso, os primatas podem agir como importantes hospedeiros no ciclo de diversas
zoonoses e, como fazem parte de um habitat com grande diversidade bioldgica,
servem como “sentinelas naturais” na vigilancia de varias viroses emergentes.

Caracteristicas fisiologicas e genéticas comuns aos antropoides primatas,

incluindo o homem, e a interagao entre eles, observados nas praticas de ecoturismo,



61

aumentam o risco de transmissdo de patdégenos comuns, principalmente através da
via vetorial (WOLFE et al., 1998), observado nos locais de realizagao da presente
pesquisa.

No presente estudo o teste de IH foi utilizado com a finalidade de detectar
niveis de distribuicdo de soropositividade e de titulos de anticorpos em PNH para
obter informagdes da circulagdo de alguns arbovirus. Esse teste € muito usado em
inquéritos soroldgicos, pois consegue detectar anticorpos durante um longo periodo
apo6s infeccao natural. Ele é considerado um teste de alta sensibilidade e baixa
especificidade quando comparado a outros, como o teste imunoenzimatico de
captura de imunoglobulina M (IgM) denominado MAC-ELISA (VASCONCELOS,
2003).

Nesse estudo detectou-se reagao cruzada entre os virus pertencentes ao
género Flavivirus em cinco amostras séricas e ao género Alphavirus em quatro
amostras, o que impossibilitou a definicdo do virus infectante e do tempo de infecgao
dos animais. No teste de IH € comum observar-se a ocorréncia de reagcado cruzada
entre os virus pertencentes aos diferentes géneros citados (VASCONCELOS, 2003).
O SLEV, o VROC e o VNO formam um complexo antigénico com o JEV, o que
dificulta a interpretacdo dos resultados dos testes de IH, fazendo-se necessaria a
realizacédo de testes mais especificos (PETERSEN; ROEHRIG, 2001). Desta forma,
as analises dos resultados dos testes de IH devem ser feitas de forma cautelosa
principalmente quando as amostras investigadas forem procedentes de localidades
onde é comum a co circulagdo de diferentes arbovirus (SILVA, 2010), como
observado nos resultados desse estudo, em que seis amostras de primatas
apresentaram titulos para mais de um arbovirus. Devido a protegédo imune cruzada é
possivel que alguns arbovirus permanegam silenciosos no Brasil.

Resultados positivos para a presenca de anticorpos contra Flavivirus
sugerem que o hospedeiro, em algum momento, foi exposto a algum dos arbovirus
estudados e que produziu anticorpos contra os mesmos (THOISY et al., 2003).

No presente estudo, a tentativa de isolamento viral das amostras de sangue
dos animais em cultura de células de mosquitos Aedes Albopictus, clone C6/36, e
por inoculagdo em camundongos recém-nascidos, resultou negativa. O isolamento
viral de amostras de sangue de animais e pacientes através da inoculagdo em

tecidos de camundongos recém-nascidos e em cultivo celular € considerado o
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padrdao ouro para o diagnostico virologico e um método sensivel e econdmico
(VASCONCELOS, 2003).

Os resultados negativos encontrados no isolamento viral em camundongo e
no cultivo celular do presente estudo coincidem com os encontrados em um estudo
com 35 primatas ndo humanos do departamento de San Pedro localizado na regido
central do Paraguai, onde buscava-se isolar o VFA em cultivo celular em linhagem
Vero EG, provavelmente pelo baixo numero de animais capturados (ROIG et al.,
2009).

Diferentemente do presente estudo, por inoculagdo em camundongos
recém-nascidos e por RT-PCR, o VFA foi isolado do sangue e de amostras de
visceras provenientes de um primata do género Alouatta, que foi a Obito no
municipio de Anastacio, Mato Grosso do Sul, no ano de 2008, onde se buscava
evidéncias da circulagédo do virus na regido na qual havia relatos de ocorréncia de
epizootia em primatas (BATISTA, 2008). Outros isolados foram relatados na Bolivia,
durante a ocorréncia de epizootias em PNH, nos quais o VFA foi amplificado de
amostras de quatro primatas pela técnica RT-PCR (MENDES et al., 2007).

O VFA também foi isolado em uma amostra de Alouatta caraya (TORRES et
al., 2003) e a partir de 23 mosquitos da espécie Haemagogus leucocelaenus em
area de ocorréncia de epizootia no Estado do Rio Grande do Sul em 2002.
(VASCONCELOQOS et al., 2003). Mediante esse acontecimento o Ministério da Saude
normatizou a vigilancia de epizootia como parte da vigilancia da FA objetivando
identificar areas silvestres factiveis para ocorréncia do virus amarilico.

Em 2008, o VFA foi isolado em 33 municipios do Rio Grande do Sul, a parir
de amostras de primatas durante uma epidemia por FA (RIO GRANDE DO SUL,
2011) e em S&o Paulo, a partir de primatas mortos em 2008 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009b). A ocorréncia de epizootias de FAS e a presenca do Aedes aegypti
em diversas regides apontam para um iminente risco de reintrodugdo da FA em
areas periurbanas, dai a importancia de ser mantida a vigilancia das arboviroses
(TORRES et al., 2003).

Estudos semelhantes aos inquéritos sorolégicos em PNH no Mato Grosso
do Sul, com objetivo de detectar anticorpos de arbovirus, foram realizados em outras
regides do Brasil e em outros paises da América Central e do Sul, como durante a
vigilancia ativa da FA no Rio Grande do Sul, que ocorreu no periodo de 2002 a

2007, capturando-se 181 primatas ndo humanos de varias regides e detectando-se,
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por teste de neutralizagdo, anticorpos para o VORO (n=1) e para o SLEV (n=16)
nesses animais (ALMEIDA et al., 2008).

Um estudo com 570 soros de Alouatta caraya na regido do Porto Primavera,
localizado no municipio de Presidente Epitacio, no estado de Sao Paulo, apresentou
resultado negativo para a presenca de anticorpo IgG contra o VFA, resultado este
semelhante aos observados no municipio de Jardim, sugerindo, a auséncia da
circulacdo do VFA na regido (LIMA et al., 2010).

Alguns arbovirus, como o SLEV e o VNO, que nao foram identificados no
presente estudo, sdo introduzidos em determinadas regides por aves migratorias
que, em determinadas épocas do ano, como primavera e verao, deslocam-se para
regides que apresentam condi¢cbes climaticas favoraveis a reprodugdo. A nao
identificacdo da presencga dessas duas espécies de virus pode ser em consequéncia
do tamanho limitado da amostra coletada, da disponibilidade e susceptibilidade dos
hospedeiros e das populagdes de vetores, que de certa forma influenciam muito no
tamanho da populacéo viral e na taxa de transmissdo (MACLEAN; SCOTT, 2010).

Nas provincias de Chaco e Corrientes, no Norte da Argentina, “animais
sentinelas” e vetores transmissores foram utilizados em um inquérito
soroepidemioldgico com o objetivo de detectar o VFA. Na ocasido foram detectados
anticorpos anti SLEV em quatro amostras séricas, pelo teste de IH. Destas, duas
foram confirmadas por NT, sugerindo a possivel participagdo destes primatas no
ciclo natural do virus. O SLEV também foi isolado de amostras de humanos,
roedores e artrépodes na Argentina (BONTINELLI et al., 2010).

Em outro estudo soroepidemiolégico com primatas selvagens realizado na
divisa do Estado do Parana com Mato Grosso do Sul, capturou-se 123 primatas,
destes 21 amostras séricas apresentaram titulos de anticorpos para SLEV, por teste
de IH (SVOBODA, 2007), sugerindo a participagdo dos primatas no ciclo de
manutengdo do SLEV na regido do Conesul. O SLEV também foi detectado no
Estado do Para em Culex declarator e em aves migratorias durante casos de
epizootia observados em primatas (VASCONCELOS et al.,, 1991), ratificando a
importancia desses hospedeiros no ciclo da doencga.

As altas taxas de anticorpos para o VMAY encontradas nos soros dos
animais capturados nas regides de matas do Municipio de Bonito sugerem a
possivel circulacdo deste virus nessas localidades. Apesar da circulagdo do VMAY

nas localidades estudadas do municipio, os vetores podem voar por longas
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distancias infectando macacos que vivem em matas nos arredores da cidade
comprometendo a saude dos individuos que habitam essas localidades (THOISY et
al., 2003). Além disso, o virus também pode ser introduzido na area urbana da
cidade, por aves virémicas ou por viajantes humanos infectados, ja que pode ser
transmitido pelo Aedes aegypti (TESH et al., 1999).

Um inquérito sorologico que utilizou 150 primatas sentinelas realizadas na
Guiana Francesa detectou altos titulos de anticorpos para o VMAY, também
sugerindo a possivel circulagdo deste virus no pais. Amostras séricas de humanos
demonstraram a alta prevaléncia de anticorpos para arbovirus no mesmo estudo
(TALARMIM et al., 1998), Anticorpos para o VMAY também foram encontrados em
primatas da espécie Callithrix argentata, por teste de IH durante uma investigagao
de um surto de Mayaro e FA em Belterra no Estado do Para (VASCONCELOS et al.,
1991).

A deteccdo de anticorpos para o VORO nas amostras dos primatas do
municipio de Bonito sugere a possivel circulagdo deste virus naquela regido, o que
torna as populagdes locais e turistas, que mantém contato estreito com o ambiente
silvestre, suscetiveis a infeccédo pelo VORO (VASCONCELOS et al., 2003). Em
Minas Gerais, durante a vigilancia da febre amarela e Oropouche, o VORO foi
isolado em uma amostra do figado de um primata do género Callithrix (NUNES et al.,
2005), sendo este considerado um novo hospedeiro para o VORO no Brasil.

Outras espécies de animais, como equinos, também podem ser utilizados
como animais sentinelas para vigilancia e Flavivirus, como em estudos sorolégicos
realizados em equinos no estado do Mato Grosso do Sul, onde se detectou, por
ELISA, anticorpos IgG especificos para VNO e para SLEV, e pelo teste de IH e NT,
altas taxas de titulos de anticorpos para o SLEV em equinos do municipio de
Maracaju, sugerindo a intensa circulagao desses virus no Estado (SILVA, 2010;
RODRIGUES et al. 2010). Outro estudo sorolégico em amostras de 22 equinos e em
culideos foi realizado no Parana, mas resultou negativo (VASCONCELOS et al.,
1991).

A diversidade de espécies entomoldgicas capturadas no municipio de
Jardim torna a populacdo dessa area susceptivel a infecgdo por arbovirus, como o
virus da FA e Mayaro, por se tratar de um ambiente onde ha circulagdo de pessoas
ligadas ao ecoturismo, possuir um grande numero de primatas e pela presencga de

mosquitos da espécie Haemagogus leucocelaenus e do género Sabethes, ja que 0s
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macacos sao O0s principais reservatorios amplificadores e os Haemagogus
leucocelaenus, juntamente com os Sabethes, sao o0s principais vetores
disseminadores da FA e do Mayaro (VASCONCELOS et al.,, 2003). O VMAY
também foi detectado em pacientes de S&o Paulo que realizavam atividades de
pesca no municipio de Camapua-MS, localizado na regido nordeste do Estado,
ratificando sua circulagdo além da regidao amazénica (COIMBRA et al., 2007).

Nas Ameéricas, os artropodes das espécies Culex tarsalis, Culex pipens e
Culex quinquefasciatus, Culex declarator e Culex coronator, apresentam importante
papel em ciclos enzodticos e epizodticos do SLEV (LAVOSEI, 2003). A captura de
artrépodes do género Culex no municipio de Jardim torna a localidade vulneravel a
infeccdo por SLEV. O Sabethes belisarioi, capturado em Jardim, é considerado um
potencial vetor do SLEV, uma vez que foi isolado pela primeira vez no Brasil, em
1960, em um lote de Sabethes belisarioi (FIGUEIREDO, 2007).

No Brasil, o Culex quinquefasciatus juntamente com o Aedes scapularis,
também capturado em Jardim, e o Aedes albopictus sdo considerados importantes
vetores transmissores do VNO (NATAL; UENO, 2004), colocando a localidade de
pesquisa vulneravel a introdugcdo desse virus. Ja nos EUA mosquitos do género
Culex, em especial a espécie Culex pipiens, sao considerados vetores do VNO
(TURREL et al., 2005).

A migracdo de passaros reservatoérios silvestres, infectados com VNO do
hemisfério norte para o Brasil, associada as condi¢cdes climaticas favoraveis, a
biodiversidade dos ecossistemas e a abundante populacédo de Cullex, torna possivel
a emergéncia do VNO no Brasil, e em Mato Grosso do Sul. Em 2006, na Argentina o
VNO foi isolado de amostras de equinos e de seres humanos que apresentavam
febre, cefaléia e dores musculares (MORALES et al., 2006).

O culicideo Psorophora ferox e o Aedes scapularis foram incriminados
vetores potenciais para o VROC, como observado em areas de mata atlantica, no
sudeste do estado de Sao Paulo. A captura desses vetores no municipio de Jardim
favorece a circulacdo do virus nas localidades pesquisadas. De acordo com
Figueiredo (2007) o VROC foi isolado em humanos da regido Sudeste e em aves
silvestres do Sul do Brasil, representando uma ameaga permanente de surtos de

encefalites graves.
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Considerado um dos principais vetores para o VORO, o Aedes serratus
(ROBERTS et al., 1981), capturado no municipio de Jardim-MS, torna a localidade
vulneravel a presencga do virus.

O nao isolamento viral nas amostras de culicideos no presente estudo pode
ser decorrente da influéncia de fatores bioldgicos e ecoldgicos, tais como, pequena
quantidade de mosquitos coletados e densidade vetorial baixa devido as condicbes
ambientais na época das coletas, que alternaram dias frios e chuvosos
(VASCONCELOS et al., 1991).

A presenca de vetores transmissores de arbovirus também foi identificada
em uma investigacdo preliminar pela presenga de arbovirus em amostragem de
culicideos capturados no municipio de Corumba, localizado no Pantanal do Mato
Grosso do Sul no ano de 2010. Foram identificados o género Culex e Sabethes,
sugerindo que a regido € uma importante area de vigilancia para arbovirus no
Centro-Oeste do Brasil, pelas condi¢cbes ambientais e climaticas favoraveis a
circulagdo de arboviroses (CORREA et al., 2010).

O desmatamento, a urbanizacdo desorganizada e outras mudancgas
ecolégicas promovem o aumento da populagdo de vetores transmissores,
principalmente artropodes da espécie Aedes aegypti e do género Culex, o que
favorece a emergéncia de arboviroses. Além disso, devido a modernizagdo dos
meios de transportes os artropodes transmissores podem se deslocar e se
disseminar em varios paises, como observado com o VDEN, o VNO e virus
Chikungunya (FIGUEIREDO, 2007), gerando um potencial para a ocorréncia de
epidemias.

Considerando que as localidades pesquisadas nos municipios de Bonito e
Jardim sé&o utilizadas para fins de atividade de ecoturismo, o resultado do presente
estudo é de grande importancia para saude publica, pois indicam risco de infecgéo
em humanos que frequentam esses locais, ja que pessoas que mantém contato com
os focos enzodticos sdo as que correm maior risco de adquirir a infecgdo. Em
relacdo aos animais do CRAS, a recepcéao indiscriminada de animais originados de
diversas regides do Estado, e por este se localizar no perimetro urbano da cidade de
Campo Grande, é possivel a introdugdo de arbovirus, podendo gerar agravos a
saude de individuos que moram préximos ou freqientam a localidade.

O Estado do Mato Grosso do Sul, por fazer fronteira com outros paises da

América do Sul como Paraguai e Bolivia nos quais ja foram detectados arbovirus em
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uma variedade de espécies de primatas e de artropodes, apresenta condi¢des
propicias para a ocorréncia de surtos e epidemias causadas pelo VMAY, pelo VORO
e por alguns Flavivirus. Portanto, estudos desta natureza, sdo de extrema
importancia, pois através da detecgao de anticorpos para arbovirus e do isolamento
viral, bem como da identificacdo dos vetores transmissores circulantes, pode-se
obter informacgdes sobre os riscos de infecgdo a que estas populagdes estdo sendo
expostas. Os resultados obtidos por este tipo de pesquisa e a continuidade dessa
atividade podem ajudar na descoberta de enfermidades que atinjam primatas e que
possam ser transmitidas ao homem, permitindo a prevengdo de episodios nas
populagdes humanas (ALMEIDA et al., 2008).
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8 CONCLUSOES

Diagnosticou-se pela primeira vez a infec¢do por Flavivirus, Alphavirus,
virus Mayaro e Oropouche em primatas no estado de Mato Grosso do Sul.

As taxas de anticorpos para VMAY e VORO observadas nos animais
capturados sugerem uma intensa circulacdo desses arbovirus nos locais
pesquisados no municipio de Bonito.

A soropositividade para mais de um arbivirus observada nos primatas
capturados nos municipios de Bonito e Campo Grande é sugestiva de cocirculagéo
de diferentes arbovirus nas localidades estudas, impossibilitando a definicdo do
virus infectante e do tempo de infecgdo dos animais.

Inquéritos sorolégicos em primatas ndo humanos, pelo teste de IH, mostrou-
se ser uma abordagem adequada a vigilancia das arboviroses no estado do Mato
Grosso do Sul.

Verificou-se que a localidade pesquisada no municipio de Jardim, é
susceptivel a circulagado de arboviroses pela diversidade de espécies entomologicas
capturadas.
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APENDICE A
Ficha de identificagcao, registro e coleta de amostras de primatas

Identificacdo da atividade:

Data: / /

Natureza da atividade: ( ) Treinamento ( ) Investigacdo ( ) Pesquisa ( ) outro
Localidade da coleta: Municipio: UF:
Endereco: No.
Bairro: Referéncia: Telefone:

Latitude (S): Longitude (W):

Animal: ( ) Vida livre ( ) Cativeiro ( )Domesticado ( ) Morto (epizootia)
Horario de captura: Horario de soltura:

Data da morte: / / Hora da morte:
Procedimento: ( ) Coleta de sangue

( ) Realizagao de necropsia: Data: / /

Género/espécie: Sexo: Idade: Peso:
Numero: Micro-chip:

Observacdes:

Histérico:

Animal sintomatico: ( )ndo ( )sim Inicio dos sintomas: /[

Sintomas apresentados:

Hipotese diagnéstico:

Biometria;

Género/espécie: Sexo: Idade: Peso:
Numero: Micro-chip:

Temperatura: Mucosas:

Comprimento total: Corpo: Cauda:
Circunferéncia toracica: Circunferéncia craniana:

Comprimento pé (direito): mao (direita): Orelha (direita)
Exame Geral:

Exame Externo




Material enviado para laboratério:

1. Diagndstico de arboviroses: (febre amarela, dengue, outros)
Sangue: ( ) Quantidade: frascos Soro: () Quantidade: frascos
Visceras:

2. Outros:

|. Exame histopatolégico ()
II. Bacteriologico ()

[ll. Virolégico ()

IV. Sorolégico ()

V. Toxicologico ()

VI. Parasitolégico ( )

Amostras:

Tipo de fixador ou conservador:

Enviar para o laboratorio:

Resumo dos achados:

Conclusio/desfecho:

Técnico Responsavel:

Médico Veterinario Responsavel:



ANEXO A

MINISTERID Dy EDUCACAD
UMNNERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSD DO SLL

CERTIFICADDO

Certificamos que o Protocolo n°® 251/2010 do Mestrando Paulo
Mira Batista, sob a orientacdo do Prof. Renato Andreotti e Silva,
referente ao projeto de pesquisa, “Pesquisa de arboviroses em
primatas ndo humanos no Estado do Mato Grosso do
Sul”, esta de acordo com os principios éticos adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), com a legislagao
vigente e demais disposicdes da ética em investigag@o que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO

USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 24 de maio de 2010.

Campo Grande (MS), 24 de maio de 2010.

s

Dt Joice Steln
Presidente em exer_cicio da CEUA
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ANEXO B

, Q Ministério do Meio Ambiente - MMA
{

i‘? Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
=2 Sistema de Autorizagdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO
=
ey
Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica
[ Namero: 21808-2 Data da Emisséao: 19/04/2010 10:05

Dados do titular
Nome: Paulo Mira Batista CPF: 662.154.801-00

Titulo do Projeto: Pesquisa de arboviroses em primatas néo humanos para monitoramento da febre amareia

Nome da Instituigéo : Secretaria de Satde CNPJ: 02.955.271/0001-26

Cronograma de atividades

# | Descricdo da atividade [ Tnicio (més/ano) [Fim (més/ano)
1_| Captura e coleta de material biolégico de primatas néo humanos para pesquisa de arboviroses | 1072009 107/2010
De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizac8o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto.

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difuséo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizagéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizago ndo exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsével pela érea, plblica ou privada, onde seré realizada a atividade.

Esta autorizag&o néo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagéo de atividades inerentes ao processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos. O material biolégico coletado deveré ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagéio para envio ao exterior de material biolégico n&o consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenca para importagéo ou exportagéo de flora e fauna - CITES e n&o CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportacéo.

| O titular de Ticenga ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populages do grupo taxondmico de interesse em condicio in situ.

Este documento n&o dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patrimonio genético existente no territério nacional, na

6 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico.
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizag@o devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigdes, as condicbes para realizagéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

As atividades contempladas nesta autorizagio NAO abrangem eépécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingZio, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagéo.

Qutras ressalvas
Apesar da solicitagao s ter especificado 0 municipio de Nova Andradina, a Area de Protegao Ambiental Das

1 llhas e Véarzeas do Rio Parana est4 localizada em um total de 25 municipios, sendo 10 no Mato Grosso do Sul. Por isso, se o pesquisador for
realizar seus estudos em outro municipio abrangido pela APA, ele necessita corrigir sua solicitacéo de pesquisa.
2 Caso sejam encontrados durante a pesquisa na UC primatas mortos ou algum dos capturados venha a falecer, comunicar por escrito a
administragéio da UC.
Equipe
# Nome Funcdo CPF Doc. ] Naci di
Coleta, Manuseio de Material i
1 | Gislaine Coelho Brandéo Biolégico 867.646.081-72 - Brasileira
2 | Maria Lucia Rocha Toledo e e 050.579.888-32 | 128598323 ssp-SP Brasileira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# Municipio UF_[Descricdo do local Tipo
1| JARDIM MS PARQUE NACIONAL DA SERRA DA BODOQUENA UC Federal
2_|BONITO MS PARQUE NACIONAL DA SERRA DA BODOQUENA UC Federal
3 | NOVA ANDRADINA MS é%EQE;ZIZOTE(;AO AMBIENTAL DAS ILHAS E VARZEAS DO UC Federal

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagso abaixo, qualquer cidado podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

KA

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacdo: 14466897

| Pagina 1/3 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagio e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

{ Niimero: 21808-2 | Data da Emiss&o: 19/04/2010 10:05

Dados do fitular

Nome: Paulo Mira Batista CPF: 662.154.801-00

Titulo do Projeto: Pesquisa de arboviroses em primatas néo humanos para monitoramento da febre amarela

Nome da Instituigéo : Secretaria de Satde CNPJ: 02.955.271/0001-26
4 TPONTA PORA [MS_ TArea rural do Municipio de Ponta Pord | Fora de UC
|5 [ CORUMBA |MS_ [area rual do municipio de Corumba | Fora de UC

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1" | Captura de animais silvestres in situ Atelidae, Cebidae
2 | Coletaltransporte de amostras biolégicas in situ Atelidae, Cebidae

Material e métodos

1~ [ Amostras biol6gicas (Primatas) Sangue

i Puga, Armadilha tipo gaiola com atragao por iscas ("Box Trap/Tomahawk/Sherman”), Outros métodos
2 | Método de capturalcoleta (Primatas) de captura/coleta(Rifle com dardo anestésico)

Destino do material biolégico coletado

l # I Nome local desti T Tipo Desti
1 | FUNASA-Instituto Evandro Chagas | Caboratdrio de Arboviroses do Instituto Evandro Chagas

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugéo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagéio abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacéo: 14466897 mlmmmlﬁ
i
Il

[ Pagina 2/3 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizaco e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacio para atividades com finalidade cientifica
Numero: 21808-2 Data da Emissao: 19/04/2010 10:05 J

Dados do titular
Nome: Paulo Mira Batista CPF: 662.154.801-00

Titulo do Projeto: Pesquisa de arboviroses em primatas n&éo humanos para monitoramento da febre amarela

Nome da Instituig8io : Secretaria de Saude ICNPJ: 02.955.271/0001-26

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotag&o. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegao biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de ColegSes Biologicas {(CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagsio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugéo Normativa n°1 54/2007. Através do codigo
de autenticagsio abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacdo: 14466897 mﬂummmm

| Pagina 3/3 ]
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ANEXO C

AUTORIZAGCAO AMBIENTAL PARA PESQUISA EM
UNIDADES DE CONSERVACAO N° 001/2010
PROCESSO IMASUL N° 23/108891/2009
VALIDADE: JANEIRO de 2010 a JANEIRO de 2011

 IMASUL |

O Instituto de Meio Ambiente de Mato Grosso do Sul/IMASUL, no uso de suas atribui¢des que
Ihe séo conferidas de acordo com a Lei n°2268 de 31 de julho de 2001 e Portaria IMAP n° 013/02,
expede a presente Autoriza¢io a PAULO MIRA BATISTA.

INFORMACOES GERAIS:

Institui¢do: UFMS

Endereco: Departamento de Medicina Veterinaria- Satide Piiblica

Telefone: (67) 3318-1682/ 3028-2784

E-mail: paulo.mira@uol.com.br

DO PROJETO:

Titulo: “Arboviroses em Primatas nio Humanos em Mato Grosso do Sul.”.

Local do Projeto: Parque Estadual do Prosa — PEP/Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres-
CRAS

Municipio: Campo Grande-MS

OBJETIVOS:
1) Identificar a prevaléncia do.virus da febre amarela e outras arboviroses em primatas n#o
humanos de vida livre e de cativeiro.
2) Identificar quais vetores envolvidos na transmisséo das arboviroses nessas localidades.

ATIVIDADES PREVISTAS: :
Antes da realizagdo da pesquisa haverd a vacinagfo prévia e titulagdes sorolégicas dos pesquisadores
para a febre amarela, raiva, hepatite B e tétano, serd utilizados os seguintes materiais de protegio:
botas impermeéveis, aventais descartaveis, luva de raspa de couro (para contenggo fisica dos animais),
luvas de procedimento e equipamentos para comunicagéo de longo alcance.
Os animais serdo tranqiiilizados utilizando protocolo anestésico a base de cloridrato de tiletamina de
cloridrato de zolazepam (1:2), sendo adaptado para as condigBes necessarias para os procedimentos
realizados.
Apés a captura e sedagdo, a manipulagfo dos animais e a coleta dos materiais. biolégicos serfio
utilizadas luvas de procedimento. O animal ser4 monitorado por meio de temperatura corporal e
freqiiéncia cardiaca e respiratéria. A coleta de sangue serd feita por pungdo da veia femoral ou
braquial, utilizando agulhas e seringas compativeis com o porte do animal e calibre do vaso.
Os animais serdo mantidos em gaiolas apropriadas, cobertas por lonas e afastadas de fatores
estressantes e monitorados até o completo retorno anestésico.
EQUIPE:

1. Renato Andreotti e Silva (Orientador)

2. Gislaine Coelho Brand&o

DAS OBSERVACOES/CONDICIONANTES:

1. Esta Autorizag@o € valida APENAS para as atividades descritas acima, durante o periodo de
vigéncia estabelecidg’ . "



i

10.

11.

12.

13.

14.
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Esta autorizagdo é vilida por 1(um) ano, podendo ser renovada,caso necessério, através de
pedido a GUC/IMASUL/SEMAC.

E necessério agendar a atividade de campo na UC, no minimo com 48 horas de antecedéncia,
pelos telefones (67) 33261370 —PEP (67) 33266003-  CRAS, falar com o (a) responsavel
pela Unidade de Conservagdo para verificagdo de disponibilidade de atendimento.

Fica estabelecido que os componentes da equipe deverdio se apresentar ao (4) gerente ou
responsavel pelo Parque todas as vezes que for necessério o0 acesso 4 Unidade de Conservagio,
portando a presente autorizago. ’ :

O pesquisador devera ser acompanhado por um guarda-parque da Unidade de Conservagio,
durante os trabalhos de campo. '

O responsavel pelo projeto devera apresentar relatério parcial das atividades de campo
semestral, que devera conter, no minimo: as atividades desenvolvidas, equipe envolvida,
resultados alcan¢ados e demais informagdes julgadas necessarias e/ou solicitadas pela

GUC/IMASUL/SEMAC.

O responsivel pelo projeto devera apresentar relatério final, em duas vias impressas ou
digital no maximo 90 (noventa) dias apés o término da validade desta autorizacio, além
de encaminhar copia das publicacdes resultantes dos trabalhos objeto da presente
autorizacio.

O responsavel pelo projeto deversa entregar copia de trabalho cientifico produzido ou
quaisquer publicag¢des oriundas desta autorizagdo a GUC/IMASUL/SEMAC.

O pesquisador e a equipe deversio sujeitar-se as normas internas da UC apresentadas pelo
GUC/IMASUL/SEMAC, como portar esta autorizagdo durante a permanéncia da equipe na
area.

Quaisquer incluses e/ou exclusdes de membros da equipe deverfio ser comunicadas com
antecedéncia, por escrito a GUC/IMASUL/SEMAC.

Todos os custos operacionais ficam a cargo do responsével pelo projeto, exceto eventuais
apoios da GUC/IMASUL/SEMAC, claramente estabelecidos nesta Autorizag#o.

Os produtos desta pesquisa que nos forem enviados ficarfio anexados no processo € a
disposi¢do na GUC/IMASUL/SEMAC, para consulta quando necessario. '

As publicagdes ou manifestages publicas do projeto deverdo fazer referéncia a Unidade de
Conservagdo pesquisada e apoio recebido. ’

Fica sob responsabilidade do IBAMA emitir a licenga para captura, coleta e transporte de fauna
e flora, sendo que, uma copia da mesma deve ser encaminhada para GUC/IMASUL/SEMAC,

antes do inicio das atividades
o
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organismos vivos ou mortos, encontrados em condi¢Bes in situ, no territério sul-mato-

16. O nfio cumprimento das disposi¢Bes constantes nesta Autorizag:éo Ambiental de Pesquisa e na
Portaria IMAP n°13 de 16 de agosto de 2002, ou a violagdo de quaisquer condicionantes
estabelecidos ou ainda, a violago ou inadequagéo de normas legais, importar4 na suspenséo e/ou

cancelamento da Autorizagdo expedida, sem prejuizo da- aplicagdo de multa e providéncias
judiciais cabiveis.

Campo Grande, 06 de janeiro de 2010.

|
L - (/O

Carlos}\* erto Negreiros Said Menezes
Diretor-Presj ente doNMASUL
/
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