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RESUMO

Os arbovirus sdo virus que se mantém na natureza através da transmissdo por um
artrépode vetor a um vertebrado suscetivel sendo o primata ndo humano (PNH),
hospedeiro importante, principalmente no ambiente silvestre. Este estudo teve como
objetivo identificar anticorpos para arbovirus em PNHs habitantes de trés Parques
Urbanos da cidade de Goiénia, bem como de PNHs ambientados no Centro de Triagem
de Animais Silvestres - CETAS-IBAMA, do municipio de Goiénia. O procedimento se
deu a partir da captura e coleta de amostras de sangue de 50 animais das espécies Cebus
libidinosus (n=42), Alouatta caraya (n=5) e Callithrix penicillata (n=3). Todas as
amostras de soro foram inicialmente submetidas ao ensaio de Inibi¢cdo da Hemaglutinacao
(IH) frente a antigenos especificos de 23 tipos de arbovirus que circulam na regido
Amazonica brasileira tendo como sistema de revelacdo hemécias de ganso. Foi observado
positividade em amostras de soro de seis PNHs sendo trés deles da espécie Cebus
libidinosus (animais 02, 10 e 11), dois da espécie Alouatta caraya (animais 12 e 20) e 0
outro da espécie Callithrix penicillata (animal 23). Destes seis animais, quatro se
mostraram soropositivos para mais de um tipo de arbovirus: animal 02 (virus Cacipacore
e Dengue-1); animal 11 (virus Mayaro, Oropouche, Cacipacore, Bussuquara e Dengue-1,
3 e 4); animal 12 (virus Oropouche, Bussuquara e Cacipacore); e animal 23 (virus
Dengue- 1, 3 e 4). Os outros dois PNHSs, espécies Cebus libidinosus (animal 10) e
Alouatta caraya (animal 20) foram soropositivos para apenas um tipo de arbovirus:
Bussuquara e Oropouche, respectivamente. Considerando a titulacdo de anticorpos por
IH, foi observado titulo igual ou maior que 1:40 para os virus Cacipacore e Dengue-1
(animal 02), Bussuquara (animal 10) e Oropouche (animais 11, 12 e 20), totalizando cinco
amostras de soro. Destas, quatro foram testadas pelo ensaio de soroneutralizacdo (SN) in
vivo utilizando camundongo suico de 1 a 3 dias de nascido: amostra do animal 02, positiva
para o virus Cacipacore e amostras dos animais 11, 12 e 20, positivas para o virus
Oropouche. Foi observado que duas destas amostras confirmaram positividade para o
virus Oropouche (animais 12 e 20), ambos da especie Allouatta caraya, 0s quais eram
ambientados do CETAS-IBAMA. No conjunto o estudo mostrou soropositividade para
sete tipos de arbovirus nas trés espécies de PNHs estudadas as quais possuem registro no

Bioma Cerrado: Cebus libidinosus, Allouatta caraya e Callithrix penicillata.
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ABSTRACT

Arboviruses are viruses that maintained in nature by passing through an arthropod vector
to a susceptible vertebrate and non-human primate (NHP), an important host, mainly in
wild environment. This study aimed to identify antibodies for arboviruses in NHPs
inhabitants of three urban parks of Goiania city, as well as NHPs acclimatized the Wild
Animal Screening Center - CETAS-IBAMA, Goiania city. The procedure took place
from the capture and collection of blood samples from 50 animals of species Cebus
libidinosus (n = 42), Alouatta caraya (n = 5) and Callithrix penicillata (n = 3). All serum
samples were first subjected to hemagglutination inhibition assay (HI) against specific
antigens of 23 types of arboviruses circulating in the Brazilian Amazon region having as
revelation goose red blood cell system. It was observed a positivity in serum samples of
six NHPs, three of them being of the species Cebus libidinosus (animals 02, 10 and 11),
two of Alouatta caraya species (animal 12 and 20) and the others for Callithrix penicillata
species (animal 23) These six animals, four of them showed seropositive for more than
one type of arboviruses: Animal 02 (Cacipacore virus and Dengue-1); Animal 11 (Mayaro
virus, Oropouche, Cacipacore, Bussuquara and Dengue-1, 3 e 4); Animal 12 (Oropouche
virus, Bussuquara and Cacipacore); and animal 23 (Dengue- 1, 3 and 4). The other two
NHPs, species Cebus libidinosus (animal 10) and Alouatta caraya (animal 20) were
seropositive for only one type of arbovirus: Bussuquara and Oropouche, respectively.
Considering antibody titration by HI, it was observed a titer of equal or greater than 1:40
for Cacipacore virus and Dengue-1 (animal 02), Bussuquara (animal 10) and Oropouche
(animals 11, 12 and 20), in total of five serum samples. Of these, four were tested for
serum neutralization test (SNT) in vivo using Swiss mice of 1-3 days old: sample of
animal 02, was positive for the virus Cacipacore and samples of animals 11, 12 and 20
were positive for Oropouche virus. It was noted that two of these samples was confirmed
as positive for Oropouche virus from animals 12 and 20, both of Allouatta caraya species,
which were acclimatized at CETAS-IBAMA. Generally, the study showed seropositivity
for seven types of arboviruses in the three species studied NHPs which are registered in

the Cerrado: Cebus libidinosus, Allouatta caraya and Callithrix penicillata.



1. INTRODUCAO/REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Introducao

O termo arbovirus refere-se a uma classificagdo ecoldgica de virus (TRAVASSOS
DA ROSA et al., 1997) que tém como caracteristica a necessidade de dois componentes
essenciais para se manterem na natureza: um artropode vetor, mosquito ou carrapato e
um animal vertebrado, de diferentes géneros e espécies (KUNO; CHANG, 2005;
BRASIL, 2005).

Nesta definicdo incluem-se 537 agentes virais (CDC, 2015), sendo que no Brasil
tém sido identificados 210 tipos sendo 196 destes, isolados primeiramente na regido
amazonica brasileira das quais 34 espécies tém sido associadas a enfermidades em
humanos (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997; MARTINS et al., 2007; CASSEB et al.,
2013).

Em termos de classificacéo viral, os arbovirus se distribuem em sete familias, seis
delas compostas por agentes que tém como genoma RNA (Togaviridae, Flaviviridae,
Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae e Orthomyxoviridae) e apenas uma familia de
virus DNA (Asfarviridae) (CALISHER; KARABATSOS, 1988; LABUDA; NUTTALL,
2004; HOLLIDGE et al., 2010; WEAVER; REISEN, 2010). O quadro 1 sumariza as
principais caracteristicas bioldgicas das diferentes familias de virus que contam com
géneros e espécies de arbovirus, sendo listadas algumas espécies de importancia para
humanos e animais domésticos.

O habitat natural destes virus sdo regides de matas e florestas, com exce¢do dos
virus Oropouche e Dengue, que estao associados com registros de epidemias em humanos
em regides urbanas (VASCONCELOS et al., 1998). Tém como ciclo de vida a circulagdo
entre animais silvestres onde podem levar a doenca, ou ndo, e que ainda proporciona a
possibilidade de transmissdo para 0 humano e outros animais, incluindo os domésticos.
Em geral, a infeccdo para 0 homem é acidental e muitas vezes este, e animais domesticos
se constituem em hospedeiros finais, quando o virus se encontra fora do seu habitat
natural (CASSEB, 2013).



Quadro 1. Caracteristicas gerais dos principais arbovirus de interesse humano ou

veterinario.
Familia Género Virus Genoma* | Simetria | Envelope
Asfarviridae Asfarvirus Febre Suina | dsSDNA Icosaédrica Sim
Africana linear
Togaviridae Alphavirus Mayaro, SSRNA(+) | Icosaédrica Sim
Encefalite linear
equina do
leste, oeste e
venezuelana,
Mucambo,
Chikungunya
Bunyaviridae Orthobunyavirus | Oropouche, | sSRNA(-) Helicoidal Sim
Caraparu, segmentado
Catu,
Guaroa,
Maguari,
Tacaiuma,
Belém
Flaviviridae Flavivirus Febre S.SRNA(+) Icosacdrica Sim
Amarela, linear
IIhéus, Saint
Louis,
Rocio,
Dengue,
Bussuguara,
Cacipacore,
Oeste do
Nilo
Reoviridae Orbivirus Lingua Azul | dsRNA Icosaédrica Néao
segmentado
Rhabdoviridae Vesiculovirus Estomatite SSRNA(-) Helicoidal Sim
Vesicular linear
Orthomyxoviridae | Thogotovirus Thogotovirus | SSRNA(-) Helicoidal Sim
segmentado

*ds: fita dupla (double strand); ss: fita simples (single strand).
Fonte: CALISHER; KARABATSOS, 1988; LABUDA; NUTTALL, 2004; HOLLIDGE et al.,
2010; WEAVER,; REISEN, 2010.




Os arbovirus mantém-se na natureza envolvidos em diferentes tipos de
transmissdo: 1- Bioldgica: Tem como caracteristica principal a transmissdo do virus
através do vetor hematdfago competente, decorrido um periodo de incubacéo extrinseco,
esta se da a partir da saliva, via picada, resultante da infeccdo do trato alimentar do vetor
para o hospedeiro vertebrado suscetivel. (DEGALLIER et al., 2001; VASCONCELOS,
2002; CASSEB et al., 2013; ROCHA et al., 2014); 2- Mecanica: esta se da em funcéo da
interrupcdo da alimentacao, através do repasto sanguineo do vetor em um hospedeiro que
apresente altos titulos do virus. Ainda, de forma imediata se alimente em outro hospedeiro
suscetivel que esteja proximo, sem que tenha havido multiplicagdo do agente no vetor
(PARANA, 2015). 3- Direta: é admitida ocorrer via aerossol, havendo também
necessidade de alta concentracdo viral em espécimes, com destaque para urina ou fezes,
pele e pelo contaminados. E inquestionavel a importancia desse meio de transmissio,
sendo compartilhado por todos os grupos de virus animais (KUNO; CHANG, 2005).

Em qualquer modalidade estes agentes podem ser admitidos como possuindo dois
ciclos ecologicos, denominados silvestre e urbano. Em adicdo tem-se também a
possibilidade da ocorréncia dos agentes em areas de vegetacdo preservada, urbana ou
periurbana. O ciclo silvestre é caracterizado pela transmissdo viral, através de artropodes
para vertebrados, com destaque para primatas ndo humanos e aves e o ciclo urbano conta
com 0 humano como hospedeiro vertebrado (VASCONCELOS et al., 1998; BATISTA
et. al., 2011) (Figura 1).

Figura 1. Ciclos epidemioldgicos de arbovirus.
Fonte: (CASSEB et al., 2013).



1.2. Arbovirus Considerados de Importancia em Saude Publica

Dentre os arbovirus que levam a doencas em humanos destacam-se 0s virus das
familias Flaviviridae (V. Febre Amarela, Dengue, Bussuquara e Cacipacore),
Bunyaviridae (V. Oropouche) e Togaviridae (V. Mayaro e Chikungunya)
(FIGUEIREDO, 2010; CASSEB et al., 2013).

1.2.1. Familia Flaviviridae:

A familia Flaviviridae ¢ composta por mais de 60 tipos de virus distribuidos em
quatro géneros, Flavivirus, Hepacivirus, Pestiviris e Pegivirus, este altimo sendo
recentemente proposto (ICTV 2015). O género Flavivirus contém agentes considerados
como arbovirus, tendo sido até 0 momento constituido por 53 tipos de virus. O género
inclui os virus da Febre amarela (FAV), Dengue (DENV), Bussuquara (BSQV) e
Cacipacore (CPCV) (ICTV, 2015).

Os virus desta familia sdo envelopados, tém simetria icosaédrica e diametro em
torno de 40 a 60 nandmetros (nm). O genoma consiste de RNA fita simples, polaridade
positiva, de aproximadamente 11.000 pares de bases (pb), contendo uma estrutura CAP
na porgao final 5” e sendo ndo poliadenilado na por¢édo final 3. Apresentam uma Unica
regido de leitura aberta (RLA) flanqueada pelas regies ndo traduziveis 5’ ¢ 3° (RNT).A
RLA codifica uma poliproteina que é processada por proteases do virus e da célula
hospedeira gerando trés proteinas estruturais, C, prée-M/M e E, e sete ndo estruturais, NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (CHAMBERS et al., 1990; WANG et al., 1996;
BALEOTTI, 2002; BRASIL, 2005; VON LINDERN et al., 2006; GAMARNIK, 2010;
BRONZONI et al., 2011) (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Representacdo esquematica de uma particula viral do género Flavivirus, familia
Flaviviridae: O genoma de fita RNA Unica, sentido positivo, protegida pelo capsideo (C),
proteinas M e E, inseridas na bicamada lipidica (modificado).

Fonte: (VRATISKIKH etal., 2013).
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Figura 3. Diagrama esquematico da estrutura gendmica de uma particula viral do género
Flavivirus, familia Flaviviridae (modificado).
Fonte: (GUZMAN et al., 2010).

1.2.1.1. Virus da Febre Amarela (FAV)

O virus da Febre Amarela tem grande importancia para a satde publica em funcéo
da gravidade da doenca clinica resultante. O virus é o agente protétipo da familia
Flaviviridae, género Flavivirus (CHAMBERS et al., 1990; VON LINDERN et al., 2006).
Tem sido reconhecido apenas um sorotipo do virus mas pequenas alteragdes gendmicas
entre isolados da América levou ao reconhecimento de dois genotipos e entre
amostras da Africa, cinco genétipos (VON LINDERN et al., 2006).

FAV apresenta na natureza os dois ciclos de transmissao: silvestre e urbano. Estes
dois padrdes epidemioldgicos sdo admitidos ocorrerem em funcdo dos elementos que
formam o ciclo de manutencéo do agente na natureza, ou seja, o tipo de hospedeiro e as
espécies de vetores envolvidos na transmissdo (BRASIL, 2005).

Nas Ameéricas, o ciclo urbano € caracterizado pela transmissdo do virus ao homem
suscetivel a partir da picada pelo Aedes aegypti infectado. O ciclo silvestre se da pela
picada de mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes sendo os principais
hospedeiros primatas ndo humanos (PNHs), muito embora o homem também possa se
infectar por se introduzir em habitat silvestre ou por habitar em ambiente rural
(DEGALLIER et al., 1992 apud BRASIL, 2005). Na Africa, espécies do género Aedes
sdo 0s transmissores, tanto no meio urbano quanto silvestre (VASCONCELOQS, 2003).

Atualmente, no Brasil, o virus da FA se mantém em natureza mediante ciclo
silvestre, representado pela circulagdo do virus de mosquitos para primatas ndo humanos
com eventual participagdo de humanos ndo vacinados que adentram as matas e se
infectam ao serem picados por mosquito vetor infectado (ALMEIDA, 2005). Apesar da
existéncia de uma vacina formulada a partir de virus vivos atenuados da FA (cepa 17D),
que confere imunidade eficaz e duradoura, existe o risco da ocorréncia de eventuais surtos
urbanos no Brasil, entre humanos susceptiveis, principalmente em regides onde o virus

circula entre os PNHs em areas proximas a cidades, ou em locais de matas com potencial



turistico (MONDET et al., 1996), ou ainda devido a alteracbes ambientais naturais como
as climaticas (VASCONCELOS et al, 200la) ou induzidas pelo homem
(VASCONCELOS et al., 2001b).

Em termos da patogenia tem-se registro de dois padrfes para o virus, sendo um o
viscerotropismo, e outro, 0 neurotropismo, observado a partir de experimentos com
animais de laborat6rio. Em humanos e primatas ndo humanos, o padréo observado é o de
viscerotropismo com les6es multiplas no figado, baco e rins (HUDSON, 1928;
VASCONCELOS 2002).

Neste padrdo de viscerotropismo, o quadro clinico da Febre Amarela em humanos
é caracterizado por sinais com envolvimento sistémico agudo, afetando principalmente o
figado, mas alteracdes renais e cardiacas podem ocorrer e levar a fatalidade (MONATH,
2001; MONATH; BARRETT, 2003; VASCONCELOS, 2003). O curso da infeccdo pelo
virus da Febre Amarela tanto no humano quanto em PNHSs, pode resultar em morte ou
cura, com imunidade duradoura (VASCONCELQOS, 2002).

Dados mostram que FAV afeta mais de 200.000 pessoas anualmente, a maioria na
Africa e América do Sul, com aproximadamente 30.000 mortes, muito embora se admita
a ocorréncia da subnotificacdo da doenca (QUARESMA et al., 2006; QUARESMA et al.,
2013). Na América do Sul, muito embora a infeccdo pelo virus seja considerada zoonose,
uma recente epidemia no Paraguai, tendo como possivel reservatorio o humano, em area
urbana, tem levado a sugestdo da necessidade de manutencao dos programas de vacinacao
em regides enzodticas (WEAVER; REISEN, 2010).

No Brasil a infecgdo por FAV se destacou como de grande importancia no século
20, com o surto principal ocorrendo na década de 1940 (BEPA, 2009). No entanto, casos
em humanos de febre amarela silvestre ainda ocorrem em areas consideradas de risco em
diversos estados brasileiros, a saber, Maranh&o, Piaui, Bahia, Minas Gerais e S&o Paulo,
além de algumas areas dos estados da regido Sul (BRASIL, 2005; MENEZES et al.,
2008).

No estado de Goias entre 2007 e 2008 foram notificadas epizootias de primatas
ndo humanos e casos de obitos confirmados de humanos. O que foi observado no pais em
outros estados da Federacdo, no mesmo periodo, com o registro de 75 casos suspeitos de
febre amarela silvestre. Destes, 45 foram confirmados, dos quais vinte e cincoevoluiram
para 6bito. Os registros foram provenientes, além do estado de Goiés, dos estados de Mato
Grosso do Sul, Distrito Federal, Mato Grosso, Parana, S&o Paulo, Para e Minas Gerais
(BRASIL, 2008).



A infeccdo pelo virus tem carater sazonal, ocorrendo principalmente entre 0s
meses de janeiro a abril, se admitindo que fatores ambientais propiciem o aumento da
densidade vetorial e assim aumentando a possibilidade de transmissdo (BRASIL, 2005;
MENEZES et al., 2008).

O Ministério da Saude brasileiro determina que, em periodo de ocorréncia da
doenca, com caso de epizootia confirmado para um PNH, macacos sintométicos ou no
caso de 6bito, devem ser incluidos nas notificacdes para Febre Amarela e que as medidas

preconizadas para salde publica sejam adotadas (BRASIL, 2005).

1.2.1.2. Virus Dengue (DENV)

Objeto de vigilancia ambiental tem-se de grande importéncia a infeccdo pelos
virus Dengue que circulam em mais de 100 paises. Estes compreendem quatro sorotipos:
DENV 1-4 (GUBLER, 1998). Os diferentes sorotipos apresentam variacdo genémica de
modo a constituir-se em gendtipos e dentre estes maiores variacdes levam a determinacgéo
de diferentes espécies (RICO-HESSE, 1990; THU et al., 2005; LINDENBACH et al.,
2007).

Admite-se que os diferentes sorotipos virais sejam originarios de florestas da Asia
e Africa (WANG et al., 2000; WEAVER; VASILAKIS, 2009) e apesar de apresentarem
epidemiologia similar, possuem caracteristicas genéticas e antigénicas distintas de modo
que a imunidade homéloga é de longo prazo o que nao ocorre com a imunidade heter6loga
(WANG et al., 2000). Os virus Dengue, no contexto urbano, tém como principal agente
vetor o mosquito Ae. Aegypti e embora o virus seja considerado nas Ameéricas
principalmente de circulacdo urbana, tem sido admitido a possibilidade do ciclo silvestre,
do que ja se tem registro na Asia (RUDNICK, 1965; WANG et al., 2000; CARDOSA et
al., 2009; VASILAKIS et al., 2012; HANLEY et al., 2013;) bem como na Africa
(FAGBAMI et al., 1977; RICO-HESSE, 1980; ROBIN et al., 1980; CORDELLIER et
al., 1983; ROCHE et al., 1983; SALUZZO et al., 1986; RODHAIN, 1991; DIALLO et
al., 2003). Na Africa, regifo do Senegal, foi ainda observado que amplificacdes
epizodticas ocorrem com intervalo de oito anos, marcadas por periodos de siléncio sem
isolamento do virus embora haja vigilancia constante (WANG et al., 2000).

Embora os vetores responsaveis pela transmissao silvestre, na Africa e Asia, ndo
sejam na maioria das vezes definidos, durante um surto na Nigéria estudos de
susceptibilidade (DIALLO et al., 2005) bem como isolamento do virus a partir de Ae.
Furcifer (DIALLO et al., 2003) e estudos ecoldgicos (DIALLO et al., 2012) sugeriram
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gue esta espécie pode ser um vetor silvestre e que também pode servir como vetor ponte
para humanos em aldeias proximas a matas. Tem sido admitido por outro lado que Ae.
aegypti ndo é vetor importante no Senegal oriental porque a forma ancestral de floresta
do mosquito, Ae. aegypti formosus, é relativamente refrataria a infeccdo pelo virus e a
forma domeéstica mais suscetivel, Ae. aegypti aegypti, ndo ocorre naquela area (DIALLO
et al., 2005).

O ciclo silvestre de DENV poderia ndao ocorrer nas Américas se mosquitos
associados (que alimentam sobre) a potenciais primatas hospedeiros ndo fossem vetores
competentes para o virus. Essa assertiva é reforcada pelo fato de que pouco se sabe sobre
a habilidade de espécies de mosquitos do novo mundo para serem infectados e/ou
transmissores tanto para DENV humano ou silvestre. Ndo obstante, tem sido visto que
outras espéecies de Aedes parecem ser vetores capazes para infeccdo por DENV nas
Américas, como Ae. mediovittatus para DENV-1 e 2 (GUBLER et al., 1985) bem como
o Ae. mediovittatus. Oc. japonicus, uma espécie originaria da Asia e que invadiu a
Ameérica do Norte. Ainda, Ae. triseriatus, Ae. brelandi, Ae. Hendersoni e Ae. zoosophus
tém sido vistos serem suscetiveis a infeccdo por DENV-1 (FREIER; GRIMSTAD, 1983).
Também nas Ameéricas Central e do Sul, o que incluiu o Brasil, foi visto que Hg. equinus
pode ser infectado por DENV-1 (LOPES, et al., 2014) implicando esta espécie como
vetor potencial para DENV. Assim a sugestdo de que a auséncia de DENV silvestre nas
Américas ndo pode ser atribuivel a falta de vetor competente mesmo porque o Hg.
leucocelanus, mosquito largamente distribuido, primatofilico, é vetor do FAV silvestre e
assim poderia sustentar o ciclo selvagem do DENV (BRASIL, 2005).

Considerando o potencial de hospedeiros vertebrados para DENV nas Ameéricas,
tem sido visto que PNHs, de diferentes espécies, sdo animais que tém sido utilizados para
varias abordagens de estudo o que inclui avaliagdo vacinal e de drogas, estudos de
replicacdo, dindmica da infeccdo e imunogenicidade dos quatro sorotipos do virus. Por
outro lado estes estudos utilizam amostras de DENV derivadas de ciclo de transmissao
humano, o que implica que a dindmica da infeccdo de DENV silvestre ndo tem sido
avaliada. N&o obstante, se admite similaridade no perfil de replicacdo de amostras
silvestre e de ciclo humano, tendo como pardmetro o perfil de similaridade destas
amostras em modelos de cultura de tecido (VASILAKIS et al., 2007; VASILAKIS et al.,
2008; VASILAKIS et al., 2012) e a habilidade do DENV selvagem para gerar doenca
severa em humanos (CARDOSA et al., 2009; FRANCO et al., 2011).



Em termos do ciclo urbano, a disseminacdo destes agentes estd relacionada a
distribuicdo geografica e densidade do vetor, o que é considerado importante critério para
previsdo de epidemias. Das espécies vetores do virus, o Aedes aegypti, nas Américas, é 0
vetor principal e o secundario ¢ o Aedes albopictus (BACK; LUNDVISK, 2013).
Observa-se que em paises com epidemia por dengue, ha precedéncia da infestacdo pelo
mosquito Aedes aegypti e muito embora ndo se conheca a causa real do porque da
magnitude da disseminacdo do virus, alguns fatores tém sido atribuidos como o alto
crescimento demografico e ocupagBes humanas sem planejamento e de forma
descontrolada em especial, nos paises tropicais em desenvolvimento (GUBLER, 2006;
MACIEL et al., 2008).

A gravidade da infeccdo pelo DENV tem sido relacionada tanto a fatores virais
qguanto do hospedeiro. No primeiro caso tem-se admitido a viruléncia especifica do
isolado o que em algumas situacdes tem sido atribuido a determinado sorotipo. Em
relacdo ao hospedeiro uma das importantes hipéteses é a da resposta imune exacerbada.
Esta ocorre seja em funcdo de um determinado sorotipo em uma infeccdo primaria ou
guando de uma infeccdo secundaria ou mesmo através de imunidade passiva,
considerando a presenca de anticorpos heterélogos ao sorotipo infectante (GUZMAN et
al., 2002; BACK; LUNDVISK, 2013).

Na condicdo de doenca sintomatica em geral ha requerimento da hospitaliza¢do o
que pode resultar em uma taxa de mortalidade de até 2,5%. Por outro lado, quando nao
ha o atendimento hospitalar a taxa de mortalidade pode atingir cerca de 20% (GUZMAN
etal., 2002; BACK; LUNDKVIST, 2013).

A classificacdo da forma e da gravidade da doenca pelos virus Dengue tem sofrido
alteracOes ao longo do tempo e atualmente a seguinte classificacdo é normatizada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO), e que é adotada pelo Ministério da Saude
do Brasil: 1- Dengue classica — Febre entre dois a sete dias, além de nausea, vomito, dor
retro-orbital, petéquias ou prova do laco positiva e leucopenia; 2 - Dengue com sinais de
alerta: Além dos sinais anteriores, dor abdominal intensa e continua ou dor a apalpacao
do abdome, vomitos persistentes, aumento progressivo do hematocrito, dentre outros; e 3
— Dengue Grave: Extravasamento grave de plasma que pode ser evidenciado por
taquicardia, extremidades frias, pulso débil ou indetectavel, hemorragias e outros sinais
como alteragdes bioquimicas (WHO, 2009; BRASIL, 2015a).

Como ja referido, a infeccdo pelos virus Dengue leva a importante impacto na

salide publica, com estimativas de até 100 milhdes de casos anuais ocorrendo em mais de
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100 paises, na regido tropical e 500.000 pessoas exigindo hospitalizacdo. Admite-se ainda
que 50% da populacdo mundial esteja sob o risco de se infectar (FALZARANO;
FELDEMANN, 2013).

Estudo considerando 96 milhGes de infeccBes sintomaéticas pelos virus Dengue em
todo 0 mundo tendo como base o nimero populacional em 2010, estima que as Américas
contribuam com 13 milhdes das infeccdes, representando 14% do total global
populacional sendo que destas, mais de 50% ocorreram no Brasil e no México (BHATT
et al., 2013). Dados do Ministério da Saude brasileiro apontam que até o final do primeiro
trimestre deste ano de 2015 houve o registro de 460.502 novos casos da doenca (BRASIL,
2015b).

Considerando as regides brasileiras, a Sudeste apresenta até a presente data o
maior nimero de notificacbes (304.251 casos/66,1%), seguido pelas regides Centro-Oeste
(59.855 casos/13%), Nordeste (51.221 casos/11,1%), Norte (19.402/4,2%) e Sul (25.773
casos/5,6%) (BRASIL, 2015b).

Em termos de gravidade, até o final do terceiro trimestre de 2015, houve
confirmacéo de 235 casos de dengue grave e 2.967 casos de dengue com alarme, contra
169 casos graves e 1.605 casos de dengue com sinais de alarme no mesmo periodo do ano
de 2014 (BRASIL, 2015a). Este dado reforca ser o Pais como de grande risco para a
infeccdo (BATH et al., 2013) considerando ainda o aspecto da hiperendemicidade dada a
ocorréncia dos quatro sorotipos virais (GUBLER, 2012; GUIMARAES, 2014).

1.2.1.3. Virus Bussuquara (BSQV)

Como anteriormente referido, BSQV também pertence a familia Flaviviridae e
juntamente ao virus Cacipacore, é grupado filogeneticamente dentro do mesmo ramo, e
separados do ramo dos virus da Febre Amarela e Dengue (FIGUEIREDO, 2010). Até o
momento conta-se com apenas um sorotipo do virus.

BSQV foi isolado primeiramente no Brasil em 1956 em Belém-PA no Instituto
Evandro Chagas/MS, a partir do hospedeiro sentinela, macaco bugio, Alouatta beelzebul
(GOMES; CAUSEY, 1959). Em adicdo este foi também isolado a partir de roedor
silvestre da espécie Proechimys guyannensis na Amazonia brasileira(VASCONCELOS,
1998) havendo ainda registros de sua ocorréncia em outros paises da América Central e
do Sul: Panama4, Caribe e Coldombia (LOPES et al., 2014; CDC, 2015).

O virus é transmitido principalmente por mosquitos do género Culex sendo 0s

roedores 0s hospedeiros vertebrados principais, embora os PNHs também sejam
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considerados hospedeiros importantes (LOPES et al., 2014). Ainda, o virus tem também
sido isolado na regido amazonica em animais sentinelas e silvestres (FIGUEIREDO,
2007; LOPES et al., 2014; CDC, 2015).

Apesar de ndo se conhecer registros de epidemias em humanos por este virus, este
ja foi isolado de um paciente no estado do Pard, em 1996, que apresentava quadro
semelhante ao da infeccdo pelos virus Dengue: febre, anorexia, cefaleia e artralgia
(FIGUEIREDO, 2000; FIGUEIREDO, 2007; LOPES et al., 2014).

1.2.1.4. Virus Cacipacore (CPCV)

O isolamento inicial do virus Cacipacore se deu também no Brasil, municipio de
Oriximina, Pard, em 1997, a partir de uma ave (Formicarius analis) (CDC, 2015).
Subsequentemente, no Brasil, o virus tem sido isolado, além de aves silvestres de
roedores, morcegos, PNHs, marsupiais, ungulados, desdentados e de répteis. Admite-se
que diferentes espécies de vetores possam transmitir 0 virus os quais pertencem aos
géneros Sabethes e Culex. (LOPES et al., 2014).

Em 2011 foi registrado o primeiro caso em humano em um paciente no estado de
Rond6nia, admitido em tratamento intensivo num hospital da regido, com sintomas
semelhantes a leptospirose e febre amarela (BATISTA et al., 2011).

N&o se conhece até o0 momento sorotipos diferentes do virus e estudos sorolégicos
desenvolvidos no Brasil apontam similaridade do agente com os virus do complexo da
Encefalite Japonesa e Oeste do Nilo (BATISTA et al., 2001; BALEOTTI, 2002;
BALEOTTI et al., 2003; FIGUEIREDO, 2010).

1.2.2. Familia Bunyaviridae
A familia Bunyaviridae, contempla em torno de 100 tipos de virus e compreende
0S géneros Hantavirus, Nairovirus, Tospovirus e Orthobunyavirus. O género
Orthobunyavirus inclui cerca de 48 virus considerados arbovirus, com destaque para 0S
virus Oropouche (OROQV), Caraparu (CARV), Catu (CATUV), Guaroa (GROV),
Maguari (MAGV), Tacaiuma (TCMV) e Belem (BLMV) (CDC, 2015; ICTV 2015).
Estes virus mostram entre si variados graus de reatividade cruzada por testes
soroldgicos (BISHOP; SHOPE, 1979). A particula viral mede cerca de 80 a 110 nm de
diametro e possuem simetria helicoidal. O genoma é composto por trés segmentos de
RNA de fita simples, polaridade negativa, denominados Pequeno (PRNA), Médio

(MRNA) e Grande (GRNA) responsaveis pela formagéo das proteinas estruturais do
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nucleocapsideo (N) e proteinas de superficie (Gn e Gc) e das ndo estruturais NSs, NSm e
L, com funcdo de RNA polimerase (GONZALEZ-SCARANO et al., 1996; SAEED et al.,
2001; AQUINO; FIGUEIREDO et al., 2004) (Figuras 4 e 5).

Figura 4. Representagdo esquematica de uma particula viral do género Orthobunyavirus,
familia Bunyaviridae: genoma tri-segmentado, glicoproteinas de superficie, GN e GC,
ribonucleocapsideo (RNP), nucleoproteinas (N) e RNA-polimerase (L). (Modificado).
Fonte: http://viralzone.expasy.org
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Figura 5. Diagrama esquematico da estrutura gendmica de uma particula viral do género
Orthobunyavirus, familia Bunyaviridae: Segmento S (NS5); segmento M (Gn, NSm e
Gc); Segmento L (RNA polimerase).

Fonte: http://viralzone.expasy.org

1.2.2.1. Virus Oropouche (OROV)

Por analise filogenética do segmento do gene do nucleocapsideo de OROV, tem
sido identificado trés distintos gendtipos do virus: I, 1l e I11. Estes tém sido detectados nas
Americas do Sul e Central, sendo que no Brasil os genotipos I e Il tém sido isolados de
humanos na Bacia Amazonica (SAEED et al., 2000) e o 1l na regido sudeste, na cidade
de Arinos-MG, de um macaco de vida livre do género Callithrix (NUNES et al., 2005).

O primeiro isolamento de OROV ocorreu em Trinidad, num vilarejo com o nome
de Vega do Oropouche, a partir de um trabalhador rural e de um pool de mosquitos
Coquillettidia venezuelensis (ANDERSON et al., 1961). No Brasil o virus foi isolado pela
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primeira vez em 1960, a partir de amostras de um bicho preguica (Bradypus tridactylus)
e de mosquitos da espécie Aedes serratus, quando da construcdo da rodovia Belém-
Brasilia (PINHEIRO et al., 1962; PINHEIRO et al., 2004; NUNES et al., 2005; NUNES
et al., 2007; VASCONCELOQOS et al., 2009).

Desde 1960 tém-se registros do virus a partir de diferentes estados da regido
amazonica o que inclui alem do estado do Pard, Acre, Amazonas, Amap4, Tocantins e
Rond6nia. Ainda, fora da regido amazénica o virus tem sido registrado na regido nordeste
do Brasil, estado do Maranhdo, e em outros paises da América do Sul, como o Peru e
Panama (PINHEIRO, 1962; WATTS et al., 1997; VASCONCELOS et al., 2009;
VASCONCELOS et al., 2011).

OROV ¢ considerado importante arbovirose no Brasil em funcdo da sua
capacidade de levar a epidemias explosivas caracterizadas por doenca febril aguda,
bastante comum em cidades e vilarejos da regido amazonica. No contexto, estima-se que
mais de 500.000 casos de doenca pelo agente tenham ocorrido desde a primeira epidemia
reconhecida, em 1960 (MOURAO et al., 2009; TERZIAN, 2009; VASCONCELOS et
al., 2009).

Além da doenca febril aguda tem sido observado que os pacientes também podem
desenvolver fendmenos hemorragicos espontaneos (petéquias, epistaxe e sangramento
gengival) (MOURAO et al. 2009). Tem sido admitido que estes virus podem levar a uma
doenca sistémica com viremia que pode durar até o quinto dia da infec¢do. Em adi¢do, o
agente ja foi isolado de liquido cefalorraquidiano de um paciente com meningite asséptica
0 que levou a admissdo de que o virus poder atravessar a barreira hemato-
meningoencefalica (PINHEIRO et al. 1997; BASTOS et al., 2012).

OROQV, assim como o virus da Febre Amarela, apresentam dois ciclos
epidemioldgicos: silvestre e urbano. Em &reas urbanas, o inseto Culicoides paraensis
(familia Ceratopogonidae) tem grande importancia, e sobre os vetores silvestres, 0 que
se sabe é que o Aedes serratus tem sido envolvido em epidemias na regido central do Pais
(FIGUEIREDO, 2007; CDC, 2015). Em relagéo ao ciclo silvestre, ha evidéncias de que
entre os vertebrados, além de preguicas, PNHs e algumas espécies de aves podem
hospedar o virus (PINHEIRO et al., 1997; NUNES et al., 2005).

1.2.3. Familia Togaviridae
A familia Togaviridae compreende os géneros Rubivirus, que contempla o virus

da Rubéola e Alphavirus o qual compreende 31 espécies de arbovirus dentre 0s quais 0s
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virus Mayaro (MAYYV), Encefalite Equina do Leste (EEEV), Encefalite Equina do Oeste
(WEEV), Encefalite Equina Venezuela (EEVV), Mucambo (MUCV) e Chikungunya
(CHIKV) (FLORES, 2007; ICTV, 2015).

Os Alphavirus séo virus envelopados, tém simetria icosaédrica, possuem genoma
RNA de fita simples, polaridade positiva com cerca de 11.000 pb e medem de 60 a 70
nm. O genoma conta com duas RLAs e duas regides ndo codificantes nos terminais 5’ e
3’. ARLA proxima ao terminal 5’ codifica para uma poliproteina que apés clivagem gera
as proteinas ndo estruturais (NSP1-4). A RLA proxima ao terminal 3” codifica para outra
poliproteina que € clivada para gerar as proteinas estruturais: proteina do capsideo (C) e
glicoproteinas de superficie, E1, E2 e E3 além de uma pequena proteina de 6K. E1 e E2,
tém papel representativo na inducao de producéo de anticorpos neutralizantes sendo que
E2 também possui atividade hemaglutinante (ICTV, 2005; NAPOLEAO-PEGO et al.,
2014) (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Representacdo esquematica do genoma de uma particula viral do género
Alphavirus familia Togaviridae (POWERS, 2006. Modificado)

Proiena do capsiden (CF)

Figura 7. Representacdo esquematica de uma particula viral do género Alphavirus, familia
Togaviridae (ZHANG et al., 2003. Modificado).

14



1.2.3.1. Virus Mayaro (MAYYV)

O virus Mayaro apresenta, por analise filogenética, dois gendétipos: D e L
(POWERS, 2006; AZEVEDO et al., 2009). O primeiro isolamento do virus se deu em
1954, também em Trinidad, a partir de amostras de sangue de trabalhadores de areas de
floresta (ANDERSON et al., 1957). No Brasil o0 virus € endémico na regido amazoénica e
registros pontuais da doenca, fora dessa regido, tém sido associados a viagens para a
regido endémica (MOURAO et al., 2012; NEUMAYR et al., 2012). N&o obstante, 0s
virus tém sido isolados de pessoas infectadas que residem em outras regides da América
do Sul bem como da América Central, o que inclui além de Trinidad, o Suriname, a
Bolivia, a Guiana Francesa, o Peru e a Coldmbia (PINHEIRO et al., 1981; AZEVEDO et
al., 2009).

Tem sido observado que estes virus podem desencadear infeccdo com dois
padrdes diferentes de evolucdo da doenca: Encefalite com quadro de desmielinizagéo ou
ndo e doenca febril com artralgia persistente (POWERS et al., 2006).

Como caracteristica clinica comum da doenca por Mayaro tem sido observada
uma doenca febril aguda, comumente acompanhada de cefaleia e fotofobia, mialgia e
calafrios, artralgia que compromete principalmente punhos e tornozelos, dedos das maos
e dos pés, alem de erupcdo cutanea. Ocasionalmente, pode haver edema acompanhado de
dor nas articulac@es que pode persistir por um periodo de mais de um ano (PINHEIRO et
al, 1981, POWERS et al., 2006). Desta forma, MAYV, similar aos virus Dengue e Febre
Amarela, sdo considerados importantes para a satde publica em funcdo da sua morbidade,
que, conforme referido, podem levar a quadro de encefalite o que pode evoluir para curso
fatal (CRUZ; VASCONCELOQS, 2008).

Os virus se mantém na natureza num ciclo enzod6tico tendo como hospedeiros
vertebrados os primatas ndo humanos e como invertebrados, mosquitos do género
Haemagogus, no seu ciclo silvestre. As aves também podem ser hospedeiras e apresentam
papel importante na disseminagdo do virus (VASCONCELOS; NUNES, 2012). Tem sido
visto ainda que estes agentes podem se manter na natureza num ciclo silvestre envolvendo
também bichos-preguica (COIMBRA et al., 2007; FIGUEIREDO, 2007). Em geral, o
homem se infecta com o virus quando invade espagos de floresta ou sua proximidade
(NEUMAYR et al., 2012).

Neste contexto, pequenas epidemias de doenca febril exantematica tém sido
associadas ao MAY'V, transmitida pela espécie de mosquito Haemagogus janthinomys na
populacdo de zona rural da Regido Amazonica (PINHEIRO et al., 1981; PINHEIRO;
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LEDUC, 1986; VASCONCELOS et al., 1992; VASCONCELOS et al., 2001a;
VASCONCELOS et al., 2001b; VASCONCELOS et al., 2001c). Também o virus tem
sido registrado em outro estado da regido norte, Tocantins, cidade de Peixe. Em Goiés,
cidade de Itaruma, ja foi observado positividade ao virus em humanos em um surto de
doenca supostamente associada aos virus dengue (PINHEIRO et al., 1981; COIMBRA et
al., 2007; AZEVEDO et al., 2009; NUNES et al., 2009; ZUCHI et al., 2014).

1.2.3.2. Virus Chikungunya (CHIKV)

O virus Chikungunya é transmitido por mosquitos do género Aedes. O nome do
virus deriva da lingua Bantu do Makonde, que faz referéncia a postura curvada que o
infectado adota, causada pelas dores articulares quando da infeccdo pelo virus
(ROBINSON, 1955; ENSERINK, 2007). Seu primeiro isolamento ocorreu em 1952 na
Tanzania na Africa Oriental, a partir do sangue de um humano infectado que apresentava
quadro febril (ROBINSON, 1955; THIBERVILLE et al., 2013) o que foi seguido de sua
identificacdo como patégeno humano em outros paises da Africa e da Asia (ROBISON,
1955; JUPP; MCINTOSH, 1988 apud STAPLES et al., 2009).

Admite-se que CHIKV tenha se originado a partir da Africa, com posterior
disseminacéo pela Asia (HALSTEAD, 1992 apud SAM et al., 2006). Estudos de filogenia
mostram a existéncia de trés geno6tipos do virus: 1- gendtipo asiatico; 2 — gendtipo das
regides central e do leste da Africa; e 3 — gen6tipo da regido oeste africana. (HASEBE et
al., 2002; SAM et al., 2006). Neste contexto, had a admissdo de que dois principais
genotipos circulem e causem epidemias geograficamente localizadas: Nas Américas
(Caribe e América Central) o gendtipo asiatico e no Velho Mundo, o gendtipo centro
africano (VASCONCELOQS, 2014).

Em termos de ciclo epidemioldgico de transmissdo para CHIKV tem sido visto
que na Africa ocorre tanto o ciclo silvestre quanto o urbano enquanto que na Asia e
regides do Oceano Indico e Europa, tem sido observado o ciclo urbano (THIBERVILLE
et al., 2013). Na Africa, o virus é mantido no ciclo silvestre tendo como vertebrados
primatas ndo humanos e como vetor mosquitos da espécie Aedes luteocephalus, Ae
furcifer ou Ae taylori. Na Asia, 0 virus é transmitido do humano para o humano via Ae.
Aegypti, e com menor frequéncia pelo Ae. Albopictus no ciclo de transmissdo urbano
(SCHUFFENECKER et al., 2006).

Importantes epidemias pelo virus tém sido reportadas. A febre do Chikungunyaé

considerada uma doenca reemergente de importancia em sadde publica na Africae
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sudeste asiatico. Os primeiros registros de epidemia ocorreram na Republica Democratica
do Congo, Indonésia, Maléasia e no Senegal (RUDNICK; LIM, 1986; THONNON et al.,
1999; LAM et al., 2001; PASTORINO et al., 2004; LARAS et al., 2005). Duas epidemias
sdo consideradas marcadamente mais importantes devido ao nimero de infectados: A
primeira data de 2004 e foi registrada como tendo inicio na Africa, costa do Quénia com
espalhamento para ilha de Comoros e ap0s para outras ilhas no oceano indico onde na
ilha La Reunion levou a infeccdo de mais de 300.000 pessoas com uma taxa de ataque de
cerca de 35% (ROBIN et al., 2008; WEAVER; REISEN, 2010). A segunda epidemia
ocorreu em 2006 onde se observou a introdugdo de uma amostra na india a partir do leste
da Africa, o que levou a ocorréncia de mais de um milh&o de casos. Epidemias tém sido
associadas com infeccdo pelo CHIKV, com registro de excesso de morte, 0 que sugere
que o virus pode tornar-se mais virulento para humanos. Neste periodo observou-se
complicagdes neuroldgicas, as quais ndo tém sido associadas com infeccdo secundaria ou
doenca de base (REZZA et al., 2007; MAVALANKAR et al., 2008; WEAVER; REISEN,
2010).

O virus continuou sua disseminacdo por outras partes do mundo e em 2007
registrou-se um caso importado de infeccdo pelo CHIKV na Europa, causando uma
importante epidemia na Italia (REZZA et al., 2007; STAPLES et al., 2009).

Em 2013 foram detectados na América os primeiros casos autdctones de infec¢éo
pelos virus, ocorrendo inicialmente na Martinica e Guadalupe (regido do Caribe) com
espalhamento viral de forma explosiva, sendo registrado um total de 585.000 casos
suspeitos e destes, 4.356 foram confirmados laboratorialmente, com desfecho de 37
mortes pelo virus (VASCONCELOS, 2014).

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude brasileiro, em 2014, foram
notificados 3.657 casos autoctones suspeitos de febre por Chikungunya, dos quais 2.772
foram confirmados, sendo 140 por diagndstico laboratorial e 2.632, por critérios clinico-
epidemioldgicos, conforme orientacdo do Ministério da Satude (BRASIL, 2015b). Dados
de 2015, até a Semana Epidemiologica 12, mostraram notificacdo de 2.552 casos
autoctones suspeitos dos quais 1.513 foram confirmados, sendo trés destes por
diagnostico laboratorial e os demais por critérios clinico-epidemioldgicos. Ainda, além
dos casos autdctones, somam-se 100 casos importados notificados, que vao desde a
Semana Epidemioldgica 37 de 2014 até a Semana 12 de 2015, todos confirmados
laboratorialmente. As Unidades da Federacdo onde foram feitos os registros sdo: Goias,
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Para, Roraima, Maranh&o, Pernambuco, Minas Gerais, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Parana e
Rio Grande do Sul (BRASIL, 2015b).

Alguns fatores tém sido associados a emergéncia do virus Chikungunya na
populacdo humana, o que inclui: habilidade para infectar humanos os quais podem ser
reservatorio/amplificador Unico; envolvimento do Ae. Aegypti e em menor extensao do
Ae. Albopictus como vetores para endemia e epidemia; dispersdo do virus através de
pessoas infectadas para outras regides; e alteracfes genéticas do virus o que tem sido
admitido resultar em habilidade aumentada para infeccdo do vetor (LANCIOTTI et al.,
2007; KNUDSEN, 1995; ECDC, 2008).

Quando da infeccdo, uma minoria dos individuos permanece assintomatico
enquanto que a maioria desenvolve poliartralgia e mialgia, com importante
comprometimento da qualidade de vida e necessitando de atendimento hospitalar. E
caracteristico uma recaida onde o infectado apresenta importante quadro de dores
articulares. A idade avancada e pacientes pediatricos constituem-se em grupo de risco
para doenga severa (THIBERVILLE et al., 2013).

1.3. Primatas ndo Humanos

Mundialmente, existem 496 espécies de primatas ndo humanos (PNHSs)
registrados. Estdo distribuidos na regido equatorial de trés continentes: Na Ameérica,
regido denominada Neotropical, que compreendem as florestas desde a regido sul do
México a regido norte da Argentina. Na Asia, pelo arquipélago da Indonésia, até as
montanhas do sudoeste da China. No Continente Africano, nas regides secas Sub-
Saarianas, para as Savanas na Bacia do Rio Congo, e na Africa do Sul, presentes em
regido de vegetacdo tipica de Fynbos (PRIMATE-SG, 2015). Na ordem Primates, existem
11 familias e 60 géneros de PNHSs. Estes sdo divididos em dois grupos: Macacos do Velho
Mundo (sub-ordem Catarrhini) e Macacos do Novo Mundo (sub-ordem Platyrrhini) com
distribuicio geografica pela Africa, Asia, Europa e pelas Américas, respectivamente. Os
PNHs da sub-ordem Platyrrhini, sdo também denominados de primatas neotropicais
(NOWAK, 1999).

O Brasil € 0 pais com 0 maior niumero de primatas reconhecidos, estdo registrados
140 taxons (espécies e subespécies) distribuidos em cinco familias e 19 géneros, sendo
83 endémicos, e cerca de 40% das espécies encontram-se ameacadas de extingdo
(OLIVEIRA et al., 2009; SBP, 2015). Estes animais apresentam uma proximidade
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evolutiva com humanos, a partir de semelhancas biolégica e comportamental (DEFLER,
2003).

Os PNHs neotropicais sdo classificados em cinco familias: Atelidae, Cebidae,
Callitrichidae, Aotidae e Pitheciidae (RYLANDS; MITTERMEIER, 2009). A familia
Atelidae engloba a espécie Alouatta caraya, a familia Cebidae a espécie Cebus
libidinosus e a Callitrichidae a espécie Callithrix penicillata, (OLIVEIRA et.al., 2009).
Os géneros de PNHs neotropicais sdo suscetiveis a arbovirus e ocupam 0 mesmo espaco

de insetos que podem ser vetores para estes virus (BRASIL, 2005).

1.3.1. PNHs habitantes de parques do municipio de Goiania

Os PNHs registrados nos parques e areas verdes de Goiania, Goias, compdem as
espécies classificadas dentro dos géneros daqueles que tém sido associados com
frequéncia na ocorréncia de epizootias no Brasil (BRASIL, 2005; BRASIL, 2014), que

sdo: Alouatta caraya, Cebus libidinosus e Callithrix penicillata.

1.3.1.1. Callithrix penicillata

Os PNHs desta espécie sdo de pequeno porte e conhecidos popularmente como
saguis. O peso oscila entre 350 a 450 gramas, possui o corpo fusiforme, a pelagem varia
de uma coloracdo do cinza ao marrom e na regido pré-auricular estdo dispostos tufos de
pelo enegrecido. Ademais, apresentam uma mancha branca na regido frontal. Né&o
possuem cauda preénsil. Possuem habito diurno, formam grupos estaveis com dois
machos, fémeas e filhotes. Alimentam-se de seiva, flores e resinas e sdo arboricolas,
dificilmente descem ao solo. Essa espécie ndo apresenta estacdo reprodutiva definida, a
fémea geralmente gesta dois filhotes (AZEVEDO; LEMOS, 2012) (Figura 8).
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Figura 8. Callithrix penicillata (Geoffroy, 1812).
Fonte: Laura Wiederhecker.

1.3.1.2. Cebus libidinosus

Conhecidos como macacos-prego, sdo de porte medio com peso em torno de 3 kg
na fase adulta. O corpo também é comprido como o do Callithrix, porém a cabeca é
grande e possui um topete caracteristico. A coloracdo da pelagem varia de castanho
avermelhado ao castanho claro, possuem orelhas semelhantes a da espécie humana. Os
pés e maos sdo nus e escuros e possuem cauda semi-preénsil o que ajuda no transporte de
pequenos alimentos. Sua alimentagdo é generalista aprecia pequenos vertebrados, flores
e resinas. Ocupa todos o0s estratos arboreos. N&o apresenta periodo reprodutivo definido,
entretanto, a gestacdo parece ser sincronizada com a época de maior disponibilidade de
alimento. Merece destaque, que dentre 0S macacos neotropicais, € 0 Unico que usa
ferramentas para obtencdo de alimentos (NOWAK, 1999; AZEVEDO; LEMOS, 2012)
(Figura 9).
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Figura 9. Cebus libidinosus (Spix, 1823)
Fonte: Marize Gibrail

1.3.1.3. Alouatta caraya

Os PNHs desta espeécie sdo também conhecidos como bugios ou macacos guariba
e sdo considerados de porte grande quando comparado as outras duas espécies citadas. O
adulto pode atingir até 8 kg de peso, ha dimorfismo de sexo sendo a fémea ligeiramente
menor e de pelagem castanho amarelada enquanto o macho possui maior porte e de cor
negra. Os machos possuem uma barba que cobre o pescoco e parte da face. Estes animais
sdo arboricolas, vivem em pequenos grupos sendo a dieta principalmente vegetariana.
Né&o apresentam periodo reprodutivo definido, a gestacdo dura em torno de 190 dias e no
geral com nascimento de apenas um filhote. A maturidade sexual para 0 macho é em
torno dos sete anos de idade e para a fémea cinco anos (AURICCHIO, 1995; REIS etal.,
2005) (Figura 10).
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Fonte: Marize Gibrail.

1.4. Diagnostico laboratorial para arbovirus

Os arbovirus podem ser diagnosticados por diferentes procedimentos: Isolamento
viral, Detecgdo de antigenos, Determinacdo de anticorpos especificos e do genoma viral
a partir de espécimes de sangue, liquido cefalorraquidiano (LCR), visceras e 06rgaos,
quando da espécie humana ou outros vertebrados, ou a partir de macerados de vetores
invertebrados (BRASIL, 1998).

1.4.1. Isolamento Viral
O isolamento pode ser feito in vivo e in vitro. No primeiro caso podem ser
utilizados diferentes animais de experimenta¢do como 0s de pequeno porte com destaque
para camundongos recém-nascidos, em geral de até trés dias, bem como outros animais
como hamsters, sendo o procedimento de inoculacdo do material suspeito por via
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intracerebral (IC), intraperitoneal (IP), subcutanea (SC) ou intramuscular (IM).
Adicionalmente, embora, com maior raridade, podem ser utilizados animais de maior
porte como 0s PNHs. Em todo caso, 0s experimentos sdao sempre feitos em duplicatas
utilizando diluigdes seriadas da amostra teste e soros com anticorpos especificos para o
virus suspeito. Apos inoculagdo, os animais sdo observados diariamente, durante duas a
trés semanas sendo procedida a definicdo da positividade considerando o status fisico
apresentado pelo animal ou pela presenca de anticorpos especificos desenvolvido pelo
animal, medidos por técnica soroldgica (FENNER et al., 1974; PEREIRA et al., 2001).

O isolamento viral in vitro € feito a partir de culturas celulares que podem ser
provenientes de vertebrados ou invertebrados. No primeiro caso tém-se as de maior
aplicacdo as linhagens: VERO (de origem de rim de macaco verde africano), BHK-21
(origem de rim de hamster recém-nascido) e a LI-C-MK2 (de origem de rim de macaco
Rhesus). Considerando as culturas celulares provenientes de invertebrados tem sido
largamente utilizada: AP61, C6/36 e a TRAZ284, proveniente dos mosquitos Ae.
pseudoscutellaris, Ae. albopictus e do mosquito Toxorhynchites amboinensis,
respectivamente. No procedimento sdo inoculados material suspeito e observados
microscopicamente diariamente visando observacdo de efeito citopatico, sendo a
definicdo da etiologia feita por provas de identificacdo (FENNER et al., 1974).

A identificacdo do isolado pode ser feita por diferentes métodos. Em geral,
inicialmente, procede-se a uma identificacdo do grupo sorolégico para o qual o virus
presumivelmente se enquadra o que é feito pelo teste de fixacdo de complemento (FC),
usando soros hiperimunes contra 0s grupos de virus mais comuns na area sob estudo. A
identificacdo precisa da espécie viral € feita com soros imunes especificos usando como
fonte de antigeno suspensdes de cérebro e/ou figado de camundongos infectados (controle
positivo) e um soro heter6logo (controle negativo) (FENNER et al., 1974; FIGUEIREDO,
1986).

Outros testes que podem ser utilizados sdo os de Inibicdo da Hemaglutinagdo
(IH), Soroneutralizagdo (SN) e Imunofluorescéncia (IF) que pode ser direta ou indireta
(FIGUEIREDO, 1990). No método direto, as células infectadas fixadas em lamina sdo
cobertas com soro contendo anticorpos marcados com o isotiocianato de fluoresceina
(conjugado) e havendo especificidade, observa-se fluorescéncia. No método indireto,
utiliza-se anticorpos monoclonais sendo que inicialmente as células infectadas sdo fixadas

na lamina e entdo se adiciona anticorpo especifico e apds o anti-anticorpo marcado com
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isotiocianato de fluoresceina o que permite a formagéo do complexo fluorescente
(FIGUEIREDO et al., 1986).

1.4.2. Deteccdo de antigeno viral

A deteccdo de antigeno de arbovirus pode ser feita por diferentes metodologias
mas é comumente feita por IF tanto no formato direto quanto indireto utilizando
fragmentos de oOrgdos criopreservados. Outra metodologia utilizada € a
Imunohistoquimica onde se utiliza cortes de tecidos fixados em formol os quais sédo
emblocados em parafina quando se adiciona uma enzima (fosfatase alcalina ou
peroxidase) marcada com anticorpo especifico (FENNER et al., 1974; HALL et al.,
1991).

1.4.3. Detecgéo do genoma viral

Também diferentes procedimentos podem ser feitos para detec¢do do genoma de
arbovirus. Um destes procedimentos € a Hibridizacéo in situ, onde se utiliza membranas
de nylon ou nitrocelulose onde o genoma viral, apos extracéo, € marcado e visualizado a
partir da hibridizacdo a sondas as quais podem ser radioativas (radioisétopos) ou nao
radioativas (enzimas) (FARRELL, JR. 1993).

Um outro procedimento bastante utilizado é o da Reacdo em Cadeia pela
Polimerase Pds-Transcricdo Reversa (RT-PCR), onde se obtém inicialmente 0 DNA
complementar (cDNA) através da enzima transcriptase reversa (DNA-Polimerase-RNA-
Dependente), quando entdo este € amplificado pela DNA polimerase-DNA dependente
tendo como suporte iniciadores especificos ou randémicos. Esta metodologia pode ser
complementada pela definicdo do gendtipo infectante 0 que pode ser dar por um nova
reacao utilizando iniciadores internos ao primeiro produto da reacdo (nested PCR) ou por
seqlienciamento gendmico. O produto amplificado é visualizado a partir de gel pela
adicdo de brometo de etideo e os fragmentos analisadas pela comparacdo a um peso
molecular padrdo (STORCH; WANG, 2013).

1.4.4. Determinacao de anticorpos

A determinacdo de anticorpos para arbovirus pode ser feita por diferentes
metodologias tendo como finalidade a detec¢do de anticorpos totais ou da fragdo IgM.
Neste sentido diferentes ensaios sdo utilizados como o ensaio imunoenzimatico (EIE), a

Inibicdo da Hemaglutinacao (IH), a IF, a FC e a Soroneutralizacao (SN).
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O EIE se baseia na formacdo de complexo antigeno-anticorpo, com posterior
deteccdo destes complexos pela adi¢cdo de um segundo anticorpo marcado com enzima.
Apbs adicdo do substrato da enzima se observa a formacao de cor o que € medido por
espectrometro em comprimentos de onda especificos (MAUES et al., 2003).

A reacdo de fixagdo do complemento se baseia no fato do complemento ter a
capacidade de se fixar a complexos antigeno-anticorpo. Esta € realizada em duas etapas
onde inicialmente o antigeno viral conhecido adicionado do soro teste é adicionado do
Complemento. Se houver fixacdo deste ao complexo antigeno-anticorpo, apds adicdo do
complexo hemacia mais anticorpo anti-hemacia (hemolisina), ndo haverd lise das
hemécias 0 que se revela em reacdo positiva para o soro teste. A reacdo de FC é
considerada menos sensivel do que a de IH, no entanto, mais especifica. Os anticorpos
FC aparecem apds duas semanas do inicio da infec¢do e podem permanecer por até dois
anos (FENNER et al., 1974).

O ensaio de IH é bastante utilizado principalmente em termos de triagem na rotina
laboratorial bem como para estudos soroepidemioldgicos, uma vez que anticorpos IH séo
de longa duragéo. O ensaio possui boa sensibilidade e se fundamenta na capacidade da
proteina E de arbovirus em aglutinar hemécias de ganso e assim anticorpos especificos
do soro teste sdo capazes de inibir essa hemaglutinacdo. (FENNER etal., 1974; BRASIL,
1998).

O ensaio de soroneutralizacdo se fundamenta na habilidade de anticorpo
especifico a um determinado virus de neutralizar sua acdo em um sistema vivo. Como
acima referido, o ensaio pode ser feito tanto in vivo quanto in vitro. O teste possui grau
consideravel de especificidade e é considerado como padrdo ouro quando comparado a
outros procedimentos sorolégicos.

Os resultados séo expressos baseados na diluicdo do soro que protege 50% dos
animais ou da cultura de células contra uma quantidade definida de virus (LDso ou
TCIDso), ou reducdo do nimero de placas por uma porcentagem especifica, quando se usa
um determinado nimero de unidades formadoras de placas (PFU) (FENNER et al., 1974).

Adicionalmente, em se tratando dos virus Dengue, principalmente em situaces
de epidemia, tem sido bastante utilizado os denominados ensaios rapidos que tém como
principio a imunocromatografia, que possibilita a deteccdo ao mesmo tempo de
anticorpos IgM e 1gG e do antigeno NS1 (KUNO et al., 1987; GUZMAN et al., 2010;
GUIMARAES, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

As arboviroses séo relevantes em salde publica considerando o potencial para
infeccdo da populacdo humana. Diferentes regides do Brasil tém registros de epidemias
causadas por esses virus, apesar de ser a regido Amazonica a maior fonte de infeccdo por
arbovirus endémicos. Os virus Dengue, Mayaro, Oropouche, Febre Amarela e Rocio sdo
exemplos de causas de epidemias em zonas rurais ou urbanas envolvendo importante
namero de registros em humanos (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997).

Os Primatas ndo Humanos se revestem de grande importancia para a
sobrevivéncia de arbovirus na natureza podendo se constituir em amplificadores para a
infeccdo de vetores durante o periodo virémico, e assim elementos ponte para a
transmissdo para o humano e outros animais (BRASIL, 2007).

Areas de vegetacio remanescentes em geral sdo habitats de PNHSs, além de
artropodes vetores. O municipio de Goiania conta com varias destas areas de vegetacao
que se apresentam em formatos de Parques Urbanos distribuidos homogeneamente.
Ademais, 0 municipio conta com o Centro de Triagem de Animais -CETAS que além de
apresentar parte de sua area coberta por areas de vegetacdo, recebe animais silvestres,
incluindo PNHs que ficam ali ambientados por tempo indeterminado.

Estes locais, Parques e 0 CETAS, contam com uma populacdo importante de
PNHs com destaque para os das espécies Cebus libidinosus, Callithrix penicillata e
Allouata caraya, além de possuirem vetores competentes para transmissdo de diferentes
arbovirus (NAVES et al., 1996). Em adicdo, principalmente os Parques Urbanos, sdo
locais de participacdo de humanos acrescido da grande interacdo destes com a populagédo
de PNHs.

O presente estudo teve como foco investigar a presenca de anticorpos para
arbovirus em PNHs do municipio de Goiania tendo como justificativa a inexisténcia de
estudos prévios e o fato do risco residual de propagacdo destes virus para a populagédo
humana (MONDET et al., 1996; BRASIL, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. . OBJETIVO GERAL

-Investigar o status soroldgico para arbovirus em populacdo de primatas ndo
humanos das espécies Alouatta caraya, Cebus libidinosus e Callithrix penicillata no
municipio de Goiania, Goias.

3.2.. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Detectar anticorpos especificos para arbovirus em populacdo de PNHs no

municipio de Goiania-Goias;

-Determinar a soroprevaléncia da infeccdo por arbovirus na populacao estudada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento e areas de estudo

No periodo de junho de 2011 a setembro de 2014, foram coletadas amostras de
sangue de PNHSs presentes em trés Parques Urbanos, caracterizados como unidades de
conservacdo municipal, e em um Centro de Triagem de Animais
Silvestres/CETAS/IBAMA. A escolha dos locais para a coleta de deveu ao fato dos
animais habitantes dos trés parques possuirem populagdo estabelecida e por serem
monitorados pela equipe técnica responsavel pela fauna silvestre no municipio de
Goiania, alem de oferecer estrutura fisica de apoio ao presente trabalho. As coletas foram

feitas a partir de cinco investidas de campo conforme o Quadro 2.

Quadro 2. Distribuicdo dos PNHs estudados considerando os locais e datas da
amostragem e respectivas espécies.

Local de coleta Espécie de PNH NUmero Data coleta
CETAS Alouatta caraya 05 Junho de 2011 e
Cebus libidinosus 15 fevereiro de 2013
Callithrix 03
penicillata
Parque Areido/Setor Pedro Cebus libidinosus 11 Agosto de 2014
Ludovico
Parque Jardim Cebus libidinosus 07 Agosto de 2014
Boténico/Vila Redencéo
Parque Jardim Cebus libidinosus 09 Setembro de 2014
Botanico/Setor Pedro
Ludovico
Total 50

4.1.1. Descricdo das areas de estudo

4.1.1.1. CETAS/IBAMA
Localizado no Km 08 da BR-153, conta com uma &rea de 80.000m? em zona rural
do municipio de Goiania. Contava a ocasido da coleta com 24 PNHs ambientados

(Informagao pessoal)®.

! Informaces fornecidas pelos Analistas Ambientais/CETAS/IBAMA — Luiz Alfredo e
Léo Caetano, em 11/03/2015.
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4.1.1.2. Parque Areido/Setor Pedro Ludovico
Situado na regido sul da cidade, com area total de 228.019,64 m?, sendo 87.770,27
m2 de cobertura vegetal (AMMA, 2015). Contava a época da coleta com 40 PNHs.

4.1.1.3. Jardim Botanico/Vila Redengéo
Localizado na regido sul, possui uma area de 542.425,03 m2 com cobertura vegetal
de mata ciliar e parte desta alterada pelas ocupacbes humanas (AMMA, 2015). Contava

a época da coleta com 30 PNHs.

4.1.1.4. Jardim Botanico/Pedro Ludovico

Localizado na regido sul, com area de 421.806,37 m? de cobertura vegetal
(AMMA, 2015). Contava a época da coleta com 40 PNHs.

4.2. Populacéo de estudo

A investigacdo foi realizada utilizando 50 PNHSs, sendo pertencentes & espécie
Cebus libidinosus, dos quais 27 sdo habitantes de trés parques urbanos da cidade de
Goiania e 15 sdo ambientados no CETAS-IBAMA. Os outros oito PNHs também s&o
ambientados no CETAS-IBAMA, sendo cinco deles da espécie Alouatta caraya e trés da
espécie Callithrix penicillata.

O numero de animais amostrados correspondeu a 37,3% (50/134) da populacdo
total sendo que para os animais dos Parques Urbanos este foi de 24,5% (27/110) e para o
CETAS foi de 95,8% (23/24). O numero reduzido de animais estudados nos trés Parques
se deu pela dificuldade de captura.

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA da UFG
(processo no. 32/2014) (Anexo 1), bem como Sistema de Informacgédo em Biodiversidade-
SISBIO (no. 24629) (Anexo II).

4.3. Metodologia

A metodologia utilizada no presente estudo é sumarizada na figura abaixo (Figura
11).
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Figura 11. Fluxograma da coleta até o processamento das amostras de soro dos 50 PNHs
estudados.

Fonte: Laboratorio de Virologia / 2015.

4.3.1. Captura dos PNHs

O procedimento de captura e subsequente coleta do espécime clinico, foi realizado
seguindo preconizacdo do Ministério da Satde (BRASIL, 2005) com ligeira modificag&o.
No contexto, de todos os animais foram coletados de 3 a 10 mL de sangue, dependendo
da espécie de PNH, por puncdo venosa femural ou braquial, apds sedacéo prévia e sempre
assistido por profissional médico-veterinario.

A captura dos animais foi feita por meio de atracdo para armadilha do tipo
“Tomahawk”, com dimensdo de 1,5m x 2,0m (Figura 12) tendo como estratégia o

oferecimento de alimentacé&o no interior da armadilha (Figura 13).

Figura 12. Armadilha tipo “Tomahawk” utilizada para captura dos PNHS.
Foto: GEFAU/AMMA/2014.
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Figura 13. Condicionamento (ceva) dos animais dentro da armadilha de captura.
Fonte: GEFAU/AMMA/2014.

Apbs captura, os animais foam submetidos a contencdo quimica pela
administracdo intramuscular de 2,0 mg/Kg da associacdo de Tiletamina e Zolazepam
(Zoletil 50®). Parametros fisioldgicos como frequéncia respiratoria e cardiaca, reflexos
oculares e temperatura foram monitorados durante todo o tempo, até o término da
sedacdo. A captura de cada animal foi feita apenas uma vez, garantido pela aplicacéo de

um microchip apds a sua apreensao.

4.3.2. Processamento das amostras de sangue
Apos coleta, as amostras foram enviadas, sob refrigeracdo, ao IPTSP/UFG, onde
foram centrifugadas (5 minutos a 3.000 rpm) para obtencédo do soro, acondicionadas em

duas aliquotas e estocadas a -70°C.

4.3.3. Anélise das amostras de soro

As amostras de soro, devidamente acondicionadas, foram enviadas ao Instituto
Evandro Chagas-IEC em Belém-PA para os procedimentos laboratoriais. Estes foram
realizados no Laboratdrio de Arbovirologia e Febres Hemorragicas, referéncia nacional e
internacional para arbovirus, o qual possui condi¢cbes de trabalho com nivel de
biosseguranca 3, NB- 3 (FIOCRUZ, 2015).

No IEC todas as amostras foram inicialmente submetidas ao ensaio de IH, sendo
testadas para 23 arbovirus circulantes na regido amazonica: virus da Encefalite Equina do

Leste, Encefalite Equina do Oeste, Mayaro, Mucambo, Febre amarela, Bussuquara,

31



Cacipacore, llheus, Encefalite Saint Louis, Naranjal, Rocio, Caraparu, Catu, Guaroa,
Maguari, Oropouche, Tacaiuma, Belem e Icoaraci além dos virus Dengue-1-4. Os
respectivos antigenos foram preparados a partir de inoculacdo intracerebral (IC) em

camundongos recém-nascidos.

4.3.3.1. Ensaio de Inibicdo da Hemaglutinacdo (IH)

O ensaio de IH foi feito conforme o protocolo descrito por Clarke; Casals (1958) e
adaptada para microplacas por Shope (1963), utilizando placas de 96 orificios, fundoem
U. Inicialmente as amostras de soro foram triadas frente aos 23 antigenos virais e em
seguida procedeu-se a titulacdo daquelas que se apresentaram positivas no ensaio de
triagem.

Para a realizacdo do ensaio, as amostras de soro foram primeiramente tratadas com
acetona 100% e Cloreto de Sodio a 0,85% e apds secagem em bomba de vacuo, foram
hidratadas com Solugdo Salina Borato pH 9,0 e entdo adsorvidas com hemécias de ganso
(Anser cinerius) em solucdo albumina bovina 0,4% pH 9,0. Apds incubacdo, 30 minutos
a 4°C, os soros foram centrifugados (2.000 rpm por 15 minutos) e o sobrenadante foi

estocado a 4°C até o uso.

a) Triagem das amostras de soro por IH

No procedimento de triagem, as amostras tratadas foram diluidas a 1:20 e cada uma,
como acima referido, foi testada frente aos 23 antigenos especificos com 4 UH (unidades
hemaglutinantes), previamente determinada. Apo6s incubacdo a 4°C por 12 horas foi
acrescentada a solucdo de hemécias de ganso (Anser cinerius) na diluicdo 1:5 em DGV
(Dextrose, Gelatina, Veronal) pH 6-7. Ap6s incubacdo por 30 minutos a 37°C, ou
temperatura ambiente (apropriada para cada virus), as placas foram novamente incubadas
a 4°C por 4 horas quando entdo se procedia a leitura visual da reacdo. A reacdo foi
considerada positiva quando o soro teste inibia a hemaglutinagdo das hemacias ao

antigeno especifico.

b) Titulagdo das amostras de soro positivas por IH no ensaio de triagem

Para o procedimento de titulagcdo das amostras de soro, procedeu-se inicialmente
a diluicdo seriada das mesmas (1:20 até 1:640) em solucdo albumina bovina 0,4% pH 9,0.
A seqguir a cada orificio foi adicionado o antigeno especifico (4UH) para o qual a amostra

foi positiva no teste de triagem. A seguir as amostras foram incubadas a 4°C por 12 horas
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quando entdo foi adicionada a solu¢do de hemacias de ganso nas mesmas condigdes
prévias. Ap6s nova incubacdo por 30 minutos em temperatura adequada ao virus
(temperatura ambiente ou a 37°C), foi feita a leitura da reacdo sendo o titulo considerado
como a reciproca da mais alta diluicdo com inibi¢do da hemaglutinagdo completa. Para
cada reacgdo foi assegurado um controle de hemécias, de antigeno e do soro teste.

4.3.3.2. Ensaio de Soroneutralizacdo (SN)

Foram testadas por SN amostras de soro que apresentaram positividade pelo IH
com titulo igual ou maior que 1:40. O ensaio foi feito como descrito por Beaty et al (1989)
e modificado por VASCONCELOS e colaboradores (20014, c) utilizando camundongos
recém-nascidos (1 a 3 dias). No procedimento, para cada diluicdo da amostra de soro foi
utilizado um total de 06 camundongos, considerando trés diluicGes de cada antigeno.
Inicialmente, cada amostra de soro foi dividida em trés aliquotas, as quais foram entdo
diluidas a 1:5 em PBS (solucdo salina fosfato) pH 7,2 quando se acrescentou a cada
aliquota, uma das trés diluicGes do antigeno especifico (positivo pelo teste de IH). As
diluigcdes dos diferentes antigenos foram definidas em fungéo da titulagdo original do
antigeno, sendo uma delas de diluicdo menor, a outra correspondente ao titulo inicial e a
terceira na diluicdo maior, em relacdo a inicial. Estas dilui¢bes também foram feitas em
PBS e ao final a mistura soro e antigeno resultou em uma diluicdo de 1:10 (Figura 14).

A mistura foi incubada por 60 minutos a 37° C e ap6s banho de gelo procedeu-se
a inoculacdo dos camundongos o que foi feito pela via intracerebral em um volume de
20pL para cada animal. Para cada reagdo foi incluido um soro controle negativo e um
soro controle positivo. Os camundongos foram observados diariamente por até 21 dias, e
para cada grupo de animais infectados era anotado em um cartdo de inoculagéo qualquer
alteracdo eventualmente observada.

A leitura e interpretacdo do ensaio foi feita mediante o célculo obtido
individualmente por grupo inoculado sendo considerado o indice logaritmico de
neutralizacdo de cada soro usado no teste (grupo de 6 camundongos/diluicdo) pela
subtracdo da sua dose letal para 50% dos animais inoculados (LDso) do titulo médio
obtido nas titulagdes. O célculo do titulo de LDso foi feito pelo método de REED;
MUENCH (1938). Os resultados foram expressos como indice de neutralizacio (IN), log

10, sendo um soro com um IN > 1,7, considerado como positivo.
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Figura 14. Esquema da dilui¢do soro/antigeno em funcéo da titulagdo original do virus (Neste

exemplo: Virus Oropouche).
Fonte: Laboratério de Virologia / 2015
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5. RESULTADOS

5.1. Reacdo de Inibicdo da Hemaglutinag&o:

Do total de PNHSs estudados (n=50), seis (12%) apresentaram soropositividade
para arbovirus sendo um destes animais habitante do Parque Areido, espécie Cebus
libidinosus, e os demais ambientados no CETAS-IBAMA, espécies Cebus libidinosus
(n=2), Alouatta caraya (n=2) e Callithrix penicillata (n=1). Quatro dos seis animais
apresentaram positividade para mais de um tipo de arbovirus, conforme quadro a seguir
(Quadro 3).

Quadro 3. Positividade para arbovirus em PNHs do municipio de Goiania pelo ensaio de
Inibicdo da Hemaglutinacédo (IH), considerando a espécie, o titulo de anticorpos e o local
onde se procedeu a coleta.

Local N° Animal Espécie Virus IH - Titulo
Parque 02 Cebus libidinosus Cacipacore 1:40
Areiao Dengue -1 1:40

10 Cebus libidinosus Bussuquara 1:40
11 Cebus libidinosus Mayaro 1:20
Oropouche 1:640

Cacipacore 1:20

Bussuquara 1:20

CETAS Dengue-1, 3 e 4 1:20
12 Alouatta caraya Oropouche 1:320
Bussuquara 1:20

Cacipacore 1:20

20 Alouatta caraya Oropouche 1:320
23 Callithrix Dengue-1,3e4 1:20

penicillata

5.2. Reagéo de Soroneutralizag&o:

Do total de amostras de soro positivas pela reacdo de IH, cinco apresentavam
titulos igual ou maior que 1:40 para diferentes arbovirus). Quatro destas amostras foram
testadas pelo ensaio de Soroneutralizacdo: para o virus Cacipacore (titulo 1:40- animal
02) e as outras trés para o virus Oropouche (animal 11- titulo 1:640; animal 12- titulo
1:320; e animal 20- titulo 1:320). Foi observada confirmacdo da positividade apenas para

duas amostras de soro, ambas para o virus Oropouche, animais 12 e 20 (espécie Alouatta
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caraya), ambientados no CETAS-IBAMA, com IN de 2,9 e 2,8 respectivamente (Quadro
4). Considerando que do total de amostras estudadas (n=50), duas confirmaram

positividade para arbovirus, tem-se um percentual de 4,0% de animais soropositivos.

Quadro 4. Positividade pelo teste de Soroneutralizacdo (SN) para arbovirus, observada
em PNHs do municipio de Goiania, Goiés, por espécie animal.

Espécie No. Animal IN Virus Resultado
Cebus 02 0,4 Cacipacore Negativo
libidinosus
Cebus 11 0 Oropouche Negativo
libidinosus
Allouatta caraya 12 2,9 Oropouche Positivo
Allouatta caraya 20 2,8 Oropouche Positivo
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6. DISCUSSAO

As arboviroses sdo doencas associadas a virus com caracteristicas do ponto de
vista ecologico bem definidas. Tém distribuicdo geogréfica que abrange todos o0s
continentes, excetuando-se os paises de clima temperado onde a relacdo de vetores com
0s hospedeiros vertebrados é interrompida (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997). O
Brasil possui caracteristicas geograficas que favorecem a disseminacéo dos arbovirus por
possuir um terco do seu territério ocupado por formacdes florestais, tendo como
caracteristica marcante alta densidade de ciclos que envolvem vetores e hospedeiros
vertebrados em areas urbanas e periurbanas (CALISHER; KARABATSOS, 1988;
TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997; FIGUEIREDO, 2007, NAPOLEAO-PEGO et al.,
2014).

Em 2008, dados do Ministério da Saude confirmaram 25 dbitos de humanos
causados por um dos mais importantes arbovirus para a sadde publica no Brasil, o virus
da Febre Amarela (BRASIL, 2008). Em Goias, Goiania, este evento foi precedido de
epizootia em primatas ndo humanos (BRASIL, 2007; BRASIL, 2008).

Neste contexto, o presente estudo objetivou investigar a soroprevaléncia para
arbovirus em PNHs do municipio de Goiénia considerando a importancia destes animais
como possiveis reservatorios para estes virus na natureza e na possibilidade de
propagacdo para o ambiente urbano. Em assim sendo, a presente investigacdo utilizou
como parametro a deteccdo de anticorpos especificos para arbovirus tendo como
ferramenta de triagem o teste sorolégico de Inibicdo da Hemaglutinagdo e como
confirmatorio a Soroneutralizacéo.

O ensaio de IH é considerado adequado para a deteccdo de anticorpos para
arbovirus a partir de diferentes hospedeiros incluindo os PNHSs, desde que o teste é
considerado sensivel, de facil execucdo e requer equipamentos simples (CASSEB et al.,
2014). Desta forma esta tem sido a metodologia utilizada em diferentes estudos realizados
também com PNHSs e recentemente com bufalos no estado do Pard (TIGNOR; PRICE,
1971; VASCONCELOS et al., 1991; TALARMIN et al., 1998; BATISTA et al., 2013;
CASSEB et al., 2014).

Em assim sendo, no presente estudo, das 50 amostras de soro analisadas pelo teste
de IH, foi observado positividade de anticorpos em amostras de seis animais,

considerando atitulagio minima de 1:20 o que resultou em uma soroprevaléncia de
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anticorpos para arbovirus de 12%. Ao se comparar este dado com outros da literatura
observa-se que este percentual é inferior ao de um estudo realizado na regido Centro-
Oeste do Brasil, Mato Grosso do Sul, onde foi observado o percentual de 31,2%, obtido
de cinco de 16 animais estudados (BATISTA et. al., 2013). Esse fato, talvez possa estar
relacionado a condi¢do ambiental dos PNHs do municipio de Goiénia, que apesar de
serem de vida livre, os parques urbanos onde estdo estabelecidos, apresentam-se como
remanescentes de vegetacdo circundados por areas antropizadas que impedem o fluxo
continuo de vetores e hospedeiros, sem excluir a possibilidade de deteccdo desses agentes,
quando se compara ao tipo de ambiente de mata continua no estudo de BATISTA et al
(2013), tendo portanto, uma maior probabilidade de infeccdo de hospedeiros vertebrados,
como os PNHs naquele estudo. Ha que se lembrar, que exceto as infecgdes por OROV e
DENV os arbovirus ocorrem naturalmente em ambientes silvestres, envolvendo vetores

infectados competentes e hospedeiros vertebrados suscetiveis (CASSEB et al., 2013).

A soropositividade por IH foi observada para os virus Cacipacore, Bussuquara,
Dengue, sorotipos 1, 3 e 4, Oropouche e Mayaro sendo que dos seis animais
soropositivos, quatro apresentaram anticorpos para mais de um tipo de virus. Esta
condicdo foi também observada no estudo realizado na regido Centro Oeste onde se
observou positividade para agentes dos géneros Flavivirus, familia Flaviviridade (virus
Cacipacore), Alphavirus, familia Togaviridae (virus Mayaro) e Orthobunyavirus, familia
Bunyaviridae (virus Oropouche) (BATISTA, et al., 2013). Considerando resultados ndo
monotipicos, também estudo realizado na regido Centro Oeste, Mato Grosso do Sul,
mostrou positividade por IH para mais de um tipo de arbovirus em um mesmo animal
(BATISTA, et al., 2012) mantendo-se 0 que se observa naturalmente em resultados de
vigilancia soroldgica para animais sentinelas, em relacéo ao status soroldgico dos animais
silvestres (BRASIL, 2014).

Esta situacdo, anticorpos para mais de um tipo de arbovirus, pode ser admitido
como infeccdo por todos estes agentes ao longo da vida do animal, mas, também, por
reatividade cruzada, que pode ocorrer tanto pelo ensaio utilizado quanto pelo
relacionamento antigénico entre os virus (YAMADA et al., 2002; KAO et al., 2005;
SILVA, 2008).

Neste sentido, tomando a ultima assertiva como pressuposto, dos virus
identificados por sorologia de IH trés agentes pertencem a familia Flaviviridae: virus

Cacipacore, Bussuquara e Dengue. E de conhecimento que virus desta familia mostram
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reatividade antigénica cruzada em maior ou menor grau (TRAVASSOS DA ROSA et al.,
1997; CDC, 2015). Desta forma, os virus pertencentes ao género Flavivirus contam
também com uma classificacdo antigénica de forma a grupa-los em complexos e
subcomplexos antigénicos (CALISHER, 1988; SIMMONDS et al., 2011 apud GO et al.
2014) com base principal no relacionamento soroldgico (TRAVASSOS DA ROSA et al.,
1997; GUBLER et al., 2007) genético e etioldgico. Existem trés complexos de Flavivirus,
0s quais incluem importantes agentes patogénicos para humanos, e sdo didaticamente
subdivididos a partir do artropode vetor, carrapato, mosquito, ou vetor desconhecido
(KUNO et al., 1998; GO et al., 2014). Consideracdes por analise filogenética para 0s
flavivirus brasileiros, transmitidos por mosquitos, tem-se o grupo antigénico dos virus
Dengue e da febre amarela, além dos virus integrantes do complexo da Encefalite
Japonesa, onde se inclui os virus Cacipacore e Bussuquara, (BALEOTTI et al., 2003).
Em assim sendo estes dois Ultimos virus ndo pertencem ao complexo dos virus Dengue
ou da Febre Amarela e desta forma poderiam estar significando infecgdes multiplas no
mesmo PNH: animais 02 e 11, ambos da espécie Cebus libidinosus. Similar sugestao
poderia ser dada para o animal 12, que embora positivo para os virus Cacipacore e
Bussuquara também mostrou positividade para o virus Oropouche o qual pertence a
familia Bunyaviridae cujos representantes ndo mostram reatividade cruzada com
flavivirus. Esta mesma sugestdo ndo pode ser aplicada ao animal 23, que se mostrou
positivo para trés sorotipos do virus Dengue.

Como anteriormente referido, o ensaio de IH € bastante adequado para se
investigar a presenca de anticorpos para arbovirus uma vez que permite ao mesmo tempo
gue um grande numero de amostras seja testada contra uma diversidade de arbovirus
(RODRIGUES et al., 2010). Ndo obstante, embora seja dotado de boa sensibilidade,
possui menor especificidade que outros testes soroldgicos como, por exemplo, a
soroneutralizagdo, o que poderia refletir numa falsa identificagdo de anticorpo para mais
de um tipo de arbovirus em um mesmo animal, considerando reatividade cruzada. Em
adicdo deve ser levado em conta que anticorpos contra grande nimero dos agentes foram
identificados com titulo menor que 1:40, excetuando-se 0s virus Dengue — 1 (animal — 2),
Bussuquara (animal — 10), Cacipacore (animal — 02) e Oropouche (animais 11, 12 e 20)
0 que poderia estar mais uma vez refletindo as caracteristicas do ensaio.

O teste de Soroneutralizagéo foi realizado para amostras de soro positivas para 0s

virus Cacipacore e Oropouche com titulo igual ou maior que 1:40 tendo havido
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confirmacdo de resultados de duas amostras para o virus Oropouche, animais 12 e 20,
ambos da espécie Alouatta caraya, os quais eram ambientados no CETAS-IBAMA.

Considerando as amostras de soro com titulo 1:40, para Bussuquara e Dengue-1,
para as quais ndo foram realizados a confirmacgdo por SN, tem-se a impossibilidade de
definicéo real do quadro. Entretanto, o resultado obtido por IH sugere a possibilidade de
infeccdo de PNHs por estes virus. Neste sentido, em contraste ao virus da Febre Amarela,
a infeccdo por DENV em PNHSs do velho e do novo mundo sdo em geral assintomaticas
ou brandas com baixa viremia e de breve duracdo, mas com desenvolvimento de
anticorpos neutralizantes em resposta a infeccdo (SCHLESINGER et al., 1986;
RHODAIN, 1991). Por outro lado, PNHs infectados com DENV humano séo capazes de
transmitir o virus para mosquitos mesmo em situacdo de viremia indetectavel (SCOTT et
al., 1980; WATTS et al., 1987) o que poderia facilitar a transmisséo para o homem.

Ademais, admitida a similaridade de susceptibilidade para DENV humano entre
primatas existe a sugestdo de que DENV humano possa se espalhar para PNHs em areas
onde ndo existe o ciclo silvestre com possibilidade de estabelecer o ciclo, similar ao
ocorrido com o virus da Febre Amarela nas Américas (VASILAKIS et al., 2008;
BRASIL, 2005). Admite-se que se assim vier a ocorrer, estabelecimento do ciclo silvestre
para DENV, impossivel se torna a sua erradicacdo e neste sentido, a estratégia principal
para prevenir o evento se daria pela combinacdo de rigorosa vigilancia de arbovirus em
populacdes de PNHs em areas onde atividade humana e de macacos intersectam, acoplado
com estudos experimentais da dinamica da infeccdo e manifestacdes clinicas do DENV
silvestre em ambas as linhagens de primatas (VASILAKIS et al., 2008).

Como jareferido, o Brasil é considerando um dos paises com maior disseminacao
pelos virus Dengue respondendo por aproximadamente 70% dos casos notificados da
doenca nas Américas (SIQUEIRA JR et al., 2005; MACIEL et al., 2008). Goiania se
inclui entre os estados principais da Federacdo onde a endemicidade para os quatro
sorotipos esta bem estabelecida com surtos epidémicos anuais (GUBLER, 2012;
GUIMARAES, 2014).

Desta forma, muito embora anticorpos para DENV sé tenham sido identificados
por IH, consideramos que este resultado ndo pode ser desprezado em funcdo até da
possibilidade de extravasamento do virus a partir do ciclo humano. Esta especulacdo,
consideramos, pode ter suporte no fato da importante interacdo humana — PNH que ocorre

nos Parques Urbanos de Goiania.
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Similar ao ocorrido para o virus Dengue-1, o virus Bussuquara foi identificado
por IH com titulo de 1:40 em um animal ambientado no CETAS-IBAMA e que
apresentou soropositividade para apenas este agente. Este virus tem historia importante
na Amazonia brasileira, tendo sido isolado pela primeira vez na regido em 1956 a partir
de PNHs sentinelas da espécie Alouatta beelzebul (GOMES; CAUSEY, 1959; CDC,
2015). Em adicdo, embora nédo se tenha registro de epidemias por este virus na populacao
humana, tem sido observado que este infecta humanos (GUBLER et al., 2007) e que
quando da infeccdo este apresenta sintomatologia importante caracterizada por febre,
dores articulares e cefaléia. Neste contexto a importancia do agente para a populacdo
humana tendo ainda como indicador néo so6 o fato do seu potencial para infectar PNHs e
roedores (GUBLER, 2002; LOPES et al., 2014) mas, também, em funcéo da infeccdo de
mosquitos do género Culex, vetor também encontrado nas &reas estudadas (NAVES et
al., 1996). Dessa forma, entendemos que nédo terem sido confirmados a especificidade dos
anticorpos por SN, fica caracterizada uma das limitagOes desse estudo, permanecendo a
necessidade da confirmacéo.

Neste sentido, o achado do presente estudo pode ser considerado de alerta, pois,
embora ndo se tenha registros prévios da infeccdo em humano no estado de Goias, o fato
de existir nas areas do estudo 0 mosquito vetor para o agente, reforca a preocupacdo sobre
a possibilidade do extravasamento do virus para a populacdo humana na regiao.

Como referido, no presente estudo, uma amostra de soro foi positiva para o virus
Cacipacore com titulo de 1:40 pela IH embora ndo confirmado pelo ensaio de
soroneutralizacdo. Nao obstante, considerando a validade do teste de IH, consideramos
de importancia lembrar que este virus tem sido isolado no Brasil a partir de diferentes
tipos de animais silvestres (morcegos, edentados, marsupiais, ungulados, roedores,
primatas e répteis) (FIGUEREDO, 2000; LOPES et al., 2014; CDC, 2015) desde 0 seu
primeiro isolamento, no Brasil, a partir de aves da espécie Formicarius analis, em 1977
(KARABATSOS, 1985). Em adigéo, diferentes vetores sdo admitidos para transmissao
do virus que inclui além de mosquitos do género Culex, mosquitos do género Sabethes o
qual também é encontrado nas areas de estudo desta investigacdo (NAVES et al., 1996).
No estado de Goids, similar a epidemiologia para o virus Bussuquara, ndo se tem
informac0des sobre a infeccdo por estes virus em humanos. N&o obstante esta ja foi vista
na regido Norte do Brasil, onde o virus foi isolado de um paciente que apresentava
sintomatologia similar a Leptospirose e Febre Amarela (BATISTA et al., 2011). Ressalta-

se que este paciente era habitante de area rural e desta forma a possibilidade de se infectar
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com arbovirus silvestre, seja pela sua introdugdo na regido de mata seja pela possibilidade
de o virus ter adentrado a &rea rural via um animal silvestre ou por mosquito vetor.

Em assim sendo, e embora ndo se tenha relatos de epidemias devidas a este virus
na populagdo humana bem como, repetimos, da ocorréncia deste em humanos no estado
de Goias, consideramos que a positividade no referido PNH também pode servir de alerta
no sentido da possibilidade do extravasamento para a populagdo urbana do municipio de
Goiania, considerando ainda o forte contato de humanos com a populacdo de PNHs nos
Parques Urbanos.

Dados da literatura mostram que o virus Oropouche é transmitido no ciclo
silvestre pelo Ae. serratus e no ambiente urbano pelo Culicoides paraensis e pode
provocar no humano, doenca febril podendo evoluir para meningite asséptica
(PINHEIRO et al., 1997).

Ademais, tém-se relatos de epidemias pelo agente em cidades e vilarejos da regido
amazonica desde 1960 (PINHEIRO et al., 1962; TERZIAN et al, 2009; MOURAO etal.,
2009; VASCONCELOS, 2009). E ainda, na regido Sudeste do Brasil, tem sido visto casos
de doenca pelo virus em humanos (FIGUEIREDO et al., 1986; RODRIGUES, 2007) bem
como em PNHs (NUNES et al. 2005).

Neste contexto, tendo como parametro a grande possibilidade de epidemias pelo
virus Oropouche, este tem sido considerado uma das principais ameacas em Salde
Publica em areas tropicais e subtropicais das Américas do Sul e Central (NUNES et al.,
2005). Em assim sendo, muito embora a ndo existéncia de dados referentes a infeccéo de
humano no estado de Goias, o fato da deteccdo de anticorpos contra este agente ter sido
observado em PNHs deve ser considerado de grande relevancia pois potencialmente
poderia facilitar a entrada do mesmo em populacdo humana, com o potencial para
episoédio epidémico. Destaca-se ademais que muito embora ndo se tenha registro do
mosquito vetor Culicoides paraensis na area urbana de Goiania 0 municipio conta com
outras espécies de culicoides que potencialmente podem ser vetores do virus (NUNES et
al., 2008).

Finalmente, consideramos de relevancia os resultados do presente estudo onde se
observou positividade de anticorpos para sete tipos de arbovirus, em seis PNHs do
municipio de Goiania, dos quais quatro virus, em cinco amostras de soro, tinham pelo
ensaio de IH titulo igual ou maior que 1:40. Ainda, embora apenas dois destes quatro
virus, totalizando quatro amostras de soro, tenham sido testados por Soroneutralizagéo,

com confirmagdo para apenas o virus Oropouche em amostras de soro de dois PNHSs,
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consideramos que os dados, resultantes do primeiro estudo realizado com este tipo
populacional no estado de Goias, devam ser tomados como sinal de alerta no sentido da
possibilidade da entrada destes agentes para a populacdo humana do municipio de
Goiania.

Esta sugestdo, reiteramos, tem suporte no fato da importante interacdo humana —
PNH que ocorre nos Parques Urbanos de Goiania e que se extrapola para o CETAS-
IBAMA uma vez que, em geral, os animais que ali se encontram ambientados s&o
oriundos de areas de preservacao.

Ademais consideramos que outros estudos devam ser realizados ainda com a

perspectiva de monitoramento continuado tendo como suporte animais sentinela.
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7. CONCLUSOES

- As espécies de primatas ndo humanos Alouatta caraya, Cebus libidinosus e Callithrix
penicillata apresentaram positividade de anticorpos frente a sete tipos de arbovirus das

familias Flaviviridae, Togaviridae e Bunyaviridae.

- Por IH, os anticorpos detectados eram dirigidos para os virus Cacipacore, Bussuquara e
Dengue - 1, 3 e 4 (género Flavivirus, familia Flaviviridae), virus Mayaro (género
Alphavirus, familia Togaviridae) e Oropouche (género Orthobunyavirus, familia
Bunyaviridae).

- Por SN, houve confirmacdo de anticorpos especificos contra o virus Oropouche nas

amostras de soro de dois PNHSs da espécie Alouatta caraya.

- Considerando a soroprevaléncia de anticorpos para arbovirus, observou-se que por IH
esta foi de 12% (6/50) e por SN de 4% (2/50).

- Este foi o primeiro registro de evidéncia da circulagdo do virus Oropouche para a espécie
Alouatta caraya no estado de Goias, pelas técnicas de IH e SN e reforca a importancia da
vigilancia soroepidemiologica em primatas ndo humanos como animais “sentinelas
naturais” visando detecgdo precoce de agente patogénico com potencial epidémico

explosivo.
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CEP:74001-970, Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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Titulo do Projeto: detecgéo de anticorpos para febre amarela e outros arbovirus em primatas ndo-humanos em trés parques urbanos de goiania-go

CNPJ: 08.931.821/0001-53

Nome da Instituig&o : AGENCIA MUNICIPAL DE MEIO AMBIENTE DE GOIANIA

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio (més/ano) [ Fim (més/ano)
1 [captura e coleta de animais e materiais biolégicos in situ 08/2010 07/2012
2 |captura e coleta de animais e materiais biol6gicos in situ 12/2012 12/2015
3 | captura e coleta de animais e materiais biol6gicos 07/2013 07/2016

Observacoes 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 passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e 0s membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacédo
federal cujo processo de regularizagdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucdo Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instru¢cdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagdo para envio ao exterior de material biolédgico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importacé@o ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenca ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverdo 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 esfor¢o de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condi¢éo in situ.

O titular de autorizacéo ou de licenga permanente, assim como 0os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequacéao,
6 | omisséo ou falsa descri¢éo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagao ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBIo e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislagédo brasileira em vigor.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informa¢des em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacdo devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR

8 AS DATAS das expedi¢des, as condi¢Oes para realizagéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

9 As atividades contempladas nesta autorizagéo abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de espécies
ameagcadas de extingcdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagdo.
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1 | Divina das Dores de Paula Cardoso Pesquisadora 091.724.751-53 130068 SSP-GO Brasileira

2 | Carlos Eduardo Barbosa participante 979.185.041-00 3676253 DGPC-GO Brasileira

3 | Luciana Batalha de Miranda Aradjo Gerenciamento da coleta 018.512.637-56 6013381 SSP-GO Brasileira

sanguinea

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF | Descricdo do local Tipo

1 | GOIANIA GO “parques urbanos de goiania Fora de UC Federal

2 | GOIANIA GO 16°42'19.07"S 49°15'15.67"0 Fora de UC Federal

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do cédigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na
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Material e métodos
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Outros métodos de captura/coleta(contenASA£o quA-mica), Armadilha tipo gaiola com atragdo por

2 | Método de captura/coleta (Primatas) iscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman”), Puca
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ABSTRACT

Introduction: Arboviruses are important diseases for human and non-human primate
(NHP) are important host. This study shows detection of antibodies to arboviruses in
NHPs inhabitants of three urban parks, and acclimatized at Wild Animal Screening
Center in Goiania city. Methods: 50 blood samples were collected from NHPs and
analyzed by IH and NT assay. Results: Two animals, Alouatta caraya species, had
positive samples for Oropouche virus by NT assay.

Conclusion: This is the first report about detection of antibody to Oropouche virus at
Goias state and we consider this as warning sign for entry of virus in the human

population.

KEYWORDS: NHP, Oropouche virus, Arbovirus.



Oropouche virus (OROV) belongs to genus Orthobunyavirus, family
Bunyaviridae, which also comprising genres Hantavirus, Nairovirus and Tospovirus.
The Orthobunyavirus are arboviruses that include, among others, the Caraparu, Catu,
Guaroa, Maguari, Tacaiuma and Belém viruses®.

The virus has a diameter of about 100 nm, helical symmetry and simple
genome negative RNA tri-segmented strand coding as small (S), medium (M) and large
(L), respectively, for the nucleocapsid (N) protein, surface (Gn and Gc) protein and a
non-structural (NSs) proteins and viral RNA dependent RNA polymerase activity®.
The phylogenetic analysis has been identified three virus genotypes (I, Il and I11), which
also occur in Brazil®.

In Brazil, in terms of the human population, the infection with ORQOV is
considered important. It is characterized by acute febrile illness with the possibility of
developing others complications including hemorrhagic phenomena and the virus was
identified from cerebrospinal fluid®.

In nature, OROV features have two cycles: urban and wild. In urban areas, the
mosquito Culicoides paraensis has been considered the vector, and in wild areas, has
been admitted the Aedes serratus®. Considering the animal wildlife, it has been seen
that sloths, NHPs and some species of birds can be infected with these viruses?.

Worldwide, it records 496 species of NHPs. The NHPs from Brazil belongs to
the suborder Platyrrhini that includes five families, and from them the Atelidae family,
which includes Alouatta caraya species, Cebidae, Cebus libidinosus species and
Callitrichidae which includes the Callithrix penicillata species®.These species have
been associated with epidemics in Brazil™ and are inhabitants in parks and vegetation

areas of Goiania city, Goias.



In the period of 2007-2008, there was an outbreak of Yellow Fever in NHPs
inhabitants at urban parks in Goiania city, where they were recorded deaths of 61
animals of the following species; Alouatta caraya, Cebus libidinous and Callithrix
penicillata. In addition, it was also registered infection in humans®, that leading to a
suspicion of an epizootic disease.

This is the first study conducted in the state of Goias aiming to investigate the
occurrence of arboviruses in population of NHPs inhabitants at environmental
conservation areas; and it has been observed a seropositivity for OROV in NHPs of
Alouatta caraya species.

It was studied 50 NHPs and from them, 27 Cebus libidinosus specieswere
inhabitants at three urban parks of Goiania. The other 23 animal were acclimatized from
Wild Animal Screening Center [Centro de Triagem de Animais Silvestres/Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (CETAS/IBAMA)]:
15 animals were Cebus libidinosus species, five were of Alouatta caraya species and
three of Callithrix penicillata species. The samples of the urban parks inhabitant’s
animals were collected in 2014 and those of acclimated animals CETAS/IBAMA were
collected in 2011 and 2013.

The study was approved by the Ethics Committee for Animal Use [Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA)]of the Federal University of Goiéas (Process 32/2014)
and the Information System on Biodiversity [Sistema de Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO)] (Process 24629).

The capture of the animals was done by attraction to trap/cage "tomahawk™ and
they chemically restraint by intramuscular administration using 2.0 mg/kg of tiletamine-

zolazepam (Zoletil®). Physiological parameters were monitored until the end of



sedation.The capture of each animal was done only one time, achieved on the basis of a
microchip.From each animal, it was collected from 3 to 10 ml of blood sample,
depending on the species, femoral or brachial venal puncture(”.

All serum samples were initially screened by Haemagglutination inhibition (HI)
assay as described by Clarke and Casals et al.®” and adapted to microplate by
Shope™.The positive samples by HI with titer greater than or equal to 1:40, was
confirmed by neutralization test (NT) as described by Beaty et al.“YSerological tests
were performed in the Reference Laboratory for Arboviruses and Hemorrhagic Fevers
at the Evandro Chagas Institute, Belém, Para [Laboratério de Referéncia para
Arboviroses e Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas, Belém, Par4].

For the HI assay, serum samples were treated (100% acetone and 0.85% NaCl),
hydrated (Salt solution borate pH 9.0) and adsorbed with goose erythrocytes (Anser
cinerius).Then, we performed the test with two steps;in the first step, each serum
sample (1:20) was tested against 23 viral antigens (4 haemagglutinating units — 4HU),
prepared from intracerebral inoculation (IC) in newborn mice: Equine Encephalitis
Eastern, Equine Encephalitis West, Mayaro, Mucambo, Yellow Fever, Bussuquara,
Cacipacore, llheus, Saint Louis Encephalitis, Naranjal, Rocio, Caraparu, Catu, Guaroa,
Maguari, Oropouche, Tacaiuma, Belem, Icoaraci, and Dengue 1-4 viruses.After
incubation of the serum-virus complex goose erythrocytes were added.The sample was
considered positive when the sample serum inhibited the agglutination of erythrocytes
by the specific antigen.

In the second stage, theserially diluted samples (1:20-1:640) were added to the
specific antigen (4HU) and then the goose erythrocytes were added. The antibody titer

was considered as the highest dilution that presents total inhibition of



haemagglutination. For each reaction, controls were used for red blood cells, antigen
and serum test.

The NT assay was carried out using newborn mice (1-3 days). For each serum
samples it used 18 mice,and three dilutions of each antigen. Thus, serum samples were
added to the specific antigen and the mice were inoculated by IC. For each reaction, it
was included a negative and a positive control serum. The reading and interpretation of
the assay was performed through the calculations obtained by individually inoculated
group (6 animals per dilution of antigen) and the antibody titer being considered as the
average value of dilutions for each serum sample in which death occurred more than
50% inoculated animals (LDsp).The titer was defined as the logarithmic neutralization
index (NI), log 10, as described by Reed & Muench®?. The sample was considered
positive when it’s NI is equal to or greater than 1.7.

Of the total NHPs studied, four animals had antibodies for arboviruses with a
titer greater than 1:40 by HI. Three of them were positive for Oropouche virus: one
from them was Cebus libidinosus species and two were Alouatta caraya species. The
other animal,Cebus libidinosus species, was positive for the Cacipacore virus. For
neutralization test, two samples of Alouatta caraya species were confirmed as positive
for Oropouche virus (Table 1).

The arboviruses have geographic distribution covering all continents, with the
exception of the temperate countries where the vectors relationship with vertebrate hosts
is interrupted®.Brazil has characteristics that to favor the spread of these viruses; have a
third of its territory occupied by forest besides a lot of density of vectors and vertebrate
hosts including urban and suburban areas®¥.In the present study, it was observed a

positivity of Oropouche virus in two NHPs of Alouatta caraya species which were



acclimatized at the CETAS/IBAMA. The virus has been considered of great importance
to public health due to morbidity for humans with symptoms range from febrile illness
to aseptic meningitis. It also has been responsible for explosive epidemics in cities and
villages in the Amazon region since the first outbreak by the agent in 1960®).The
occurrence of these viruses in humans has also been seen in southeast Brazil®*’as well
as NHPs®. In the state of Goias, at our knowledge, there is not occurrence of
Oropouche virus reports in human population. In this way, the detection of antibodies
for this virus in NHPs is important considering the possibility of infection between these
animals and then the potential for extrapolation for human population, concern to public
health. In this regard, it is noteworthy that most of animals from the CETAS/IBAMA,
originate from urban parks in Goiania city that have great condition of interaction with
humans. Goias has not registry of Culicoides paraensis but it has other Culicoides
species, that can potentially be virus vectors™. Finally, the identification of antibodies
to Oropouche virus in NHPs at Goiania city should be taken as an important warning
sign and further studies should be conducted considering the continuous monitoring

using sentinel animals as support.
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TABLE 1- Seropositivity by serum neutralizing test for arboviruses of NHPs

observed in Goiania city, Goias.

Species Number of Neutralization Virus
animal index
Cebus libidinosus 02 0,4 Cacipacore
Cebus libidinosus 11 0 Oropouche
Alouatta caraya 12 2,9 Oropouche
Alouatta caraya 20 2,8 Oropouche
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