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RESUMO

Aproximadamente 84,4% dos estabelecimentos agropecuérios do pais sdo de agricultura
familiar. No entanto, apesar de ser responsavel por grande parte da producdo de alimentos do
Brasil, a agricultura familiar gera, em média, apenas 38% da receita dos estabelecimentos
agropecudrios do pais. O Plano Brasil Sem Miséria possui estratégias especificas para essa
populacdo, com objetivo de fortalecer as atividades realizadas pelas familias extremamente
pobres da agricultura familiar, aumentando a sua capacidade produtiva e a entrada de seus
produtos nos mercados consumidores. Neste contexto, 0s programas de incentivo a agricultura
e a preservagdo ambiental devem ser atrelados a vigilancia epidemioldgica relacionada a
zoonoses, como é 0 caso das arenaviroses. Arenavirus sdo responsaveis por causar graves
doencas em humanos com altas taxas de letalidade. No Brasil, apds a identificacdo do
primeiro e unico caso de febre hemorragica brasileira, em 1990, nenhum estudo, até o
momento, identificou o reservatério do virus Sabia. Considerando que o cendrio de acelerada
fragmentacdo estimulada pela agriculta foi o mesmo vivenciado em outros paises com
ocorréncia de febres hemorragicas por arenavirus e que este evento pode ser um fator
determinante para a sua emergéncia, o presente estudo foi desenvolvido em trés etapas
distintas. A primeira, desenvolvida a partir da identificacdo de &reas de circulacdo de
arenavirus em roedores silvestres de diferentes regides do Brasil resultou na descrigdo de
cinco arenavirus em oito diferentes espécies de roedores, com a caracterizacdo de trés novas
espécies da familia Arenaviridae que foram denominadas Aporé, Rio Preto e Xapuri. Co-
infeccdo de mammarenavirus e hantavirus foi detectada no roedor da espécie Oligoryzomys
mattogrossae, mas nenhum evento de spillover foi observado entre os roedores incluidos no
estudo. A segunda etapa foi constituida por um inquérito sorolégico para detec¢do de infeccédo
por mammarenavirus em 1.099 amostras de soro de diferentes populacdes rurais, nos estados
do Acre, Goids, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Uma prevaléncia total de 1,63% foi
encontrada, variando de 0,64% a 2,91 %, com presenca de individuos reativos em todas as
localidades estudadas. A terceira etapa do estudo foi pautada na divulgagédo de resultados para
orgdos de vigilancia em saude com a producdo de duas notas técnicas alertando sobre a
necessidade da intensificagdo da vigilancia epidemioldgica das infecgfes por arenavirus.
Foram tambeém gerados, com foco na prevencdo das arenaviroses, um folder e uma cartilha
bilingue ilustrada voltada para o publico infanto-juvenil, visando a propagacdo do
conhecimento e apoio a instiuicdo de um sistema de vigilancia nas regides comprovadamente
com mammarenavirus circulantes, em conjunto com as agdes previamente instituidas pelos

diferentes programas relacionados com a agricultura familiar e com o combate a pobreza.
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ABSTRACT

Approximately 84.4% of agricultural establishments in the country are family farmers.
However, despite being responsible for much of Brazil's food production, family farm
generates, on average, only 38% of the income of agricultural establishments in the country.
The “Brasil sem Miséria” program has specific strategies to help this population, with the
objective of strengthening activities developed by extremely poor families, increasing their
productive capacity and increasing their products sales in the consumer markets. In this
context, programs that incentive agriculture and environmental preservation should be linked
to epidemiological surveillance systems related to zoonosis, as arenaviruses. Arenaviruses are
responsible for causing diseases in humans with high lethality rates. In Brazil, after the
identification of the first and only case of Brazilian hemorrhagic fever in 1990, no study has
so far identified the animal reservoir of Sabia virus. The present study was developed in three
distinct stages. The first one, identification of arenavirus circulation in wild rodents from
different regions of Brazil, resulted in the description of five arenaviruses in eight different
rodent species, with the characterization of three new species of the Arenaviridae family
tentatively named Aporé, Rio Preto and Xapuri viruses. Co-infection of mammarenavirus and
hantavirus was detected in Oligoryzomys mattogrossae rodents, but no mammarenavirus
spillover event was observed in rodents included on the study. The second stage consisted of a
serological survey to detect infection by mammarenavirus in 1,099 serum samples from
different rural populations from Acre, Goias, Mato Grosso and Mato Grosso do Sul states. An
overall prevalence of 1.63% was found, ranging from 0.64% to 2.91%. The presence of
reactivity was found in all the studied localities. The third stage was the dissemination of
results to health surveillance agencies with a warning about the need for epidemiological
surveillance intensitication concerning arenavirus infections. Focusing on prevention of
arenaviruses and other rodent-borne diseases, a folder and an illustrated bilingual booklet for
children were produced, aiming to the spread of knowledge and support to implementation of
a surveillance system in regions of confermed mammarenaviruses circulation, in conjunction
with the actions previously instituted by different programs related to family farming and

rural poverty in Brazil.
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1- INTRODUCAO
1.1. AGRICULTURA E DOENCAS EMERGENTES

Os agentes infecciosos emergentes, além dos impactos significativos na flora e fauna
nativas, apresentam grande potencial de causar perdas para a industria agricola,
representando, assim, um imenso desafio para a economia e para os sistemas de saude tanto
de paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento (Jones et al. 2008). Os fatores
relacionados ao aumento aparente do nimero de agentes infecciosos associados com doencas
infecciosas emergentes (DIE) vém sendo amplamente documentados, apontando como
provaveis causas, as mudancas climéaticas e ambientais, sistemas agricolas cada vez mais
centralizados e um transporte global rapido, bem como altas densidades populacionais
humanas e animais (Kelly et al. 2017, Woolhouse & Ashworth 2017). A confluéncia desses
fatores levou ao surgimento de uma série de infec¢Ges virais nos ultimos 40 anos, incluindo a
continua epidemia mundial do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), além daqguelas
causadas pelo virus da gripe pandémica A, como H1IN1/09, MERS e SARS Coronavirus
(CoV) e os surtos mais recentes do virus Ebola na Africa Ocidental e do virus Zika nas
Américas (Taubenberger & Kash 2010, Geoghegan & Holmes 2017).

Uma andlise realizada com todos os patdgenos reconhecidos como agentes etioldgicos
de doenca em humanos revelou que 58% das espécies possuem origem zoondticas, das quais
73% sao zoonoses (Cleaveland et al. 2001, Woolhouse & Gowtage-Sequeria 2005, Jones et al.
2013). Um estudo semelhante desmonstrou que 26% dos agentes patogénicos humanos
também sdo capazes de infectar animais domésticos e selvagens (Cleaveland et al. 2001). Pelo
menos 70% dessas zoonoses sdo mantidas em ciclos silvestres e as infecgdes em novos
hospedeiros, assim como a sua expansao geografica sdo, geralmente, uma resposta natural a
pressdo exercida pelo ambiente (Harper & Armelagos 2010). Embora tanto animais silvestres
guanto animais domeésticos possam ser considerados fontes importantes das DIE, é a
influéncia antropogénica sobre sistemas ecoldgicos que determina o risco da emergéncia de
doencas zoonoticas, principalmente na interface entre humanos e animais (Jones et al. 2013).

Estudos teoricos voltados para avaliar a previsibilidade de eventos de emergéncia tém
como objetivo abranger as complexidades da dindmica de aptiddo evolutiva inter e intra-
hospedeiro, nas quais as paisagens fisicas desempenham um papel central na determinacéo da
probabilidade de emergéncia (van den Hurk et al. 2009). Neste contexto, van den Hurk e
colaboradores tém apontado que areas de maior risco estdo localizadas nas regifes onde ha

maior interface entre humanos e animais, na presenca de (i) importantes alteragdes no uso da



terra, particularmente as relacionadas com a invasdo humana em éreas florestais durante o
desmatamento, (ii) exposi¢do ocupacional a animais silvestres, domésticos ou de producéao e
(iii) mudancas na demografia humana, comportamento e instabilidade politica que resultam
em deslocamento da populagédo (Perry et al. 2011).

Dentre essas areas mencionadas acima se destaca a interface agricola/florestal que
desde o tempo pré-historico, em decorréncia das atividades humanas sobre o ambiente, vem
sofrendo frequentes mudangas, com grande impacto na disseminacdo de doencas associadas a
uma continua distribuicdo espacial e adaptacdo dos patdgenos (Morse 1995). Assim, o
surgimento de doengas contagiosas humanas, muitas das quais de origem animal, foram
decorrentes da mudanca do pequeno cagador-coletor para grandes comunidades agricolas e
que posteriormente, foram também associadas as viagens intercontinentais e a colonizacgéo,
com a introducédo de doencas em diversas populacdes suscetiveis (Mathews 2009). Apesar da
reducdo da carga de doencas infecciosas no século XX decorrente da melhoria da nutricdo e
da higiene, da disponibilidade de vacinas e de antimicrobianos, nas dltimas décadas tem se
observado um aumento do risco de emergéncia de doencas e do potencial de pandemias
consequente, entre outros fatores, a expansdo das populacdes humanas, de seu comportamento
e da atividade agropecuéria crescente (Goldberg et al. 2008, VVora 2008, Jones et al. 2013).

Em relacdo a atividade agricola, a sua continua expansdo tem promovido uma
crescente utilizacdo de terras, com invasdo de habitats de vida selvagem, gerando mudancas
nos ecossistemas, possibilitando uma maior interacdo da popula¢do humana e de animais de
compania com o ambiente silvestre (Jones et al. 2013). Esta maior intensidade de interacdo
tem facilitado a transmissdo de patdgenos, silvestres ou desconhecidos, para animais ou
humanos com o surgimento e consequente estabelecimento de novos ciclos de transmisséo
(Pfeffer & Dobler 2010). Assim, neste mesmo contexto, as mudancas ambientais
antropogénicas decorrentes de assentamentos e da agricultura, incluindo fragmentacdo do
habitat, desmatamento e substituicdo da vegetacdo natural pelas plantagdes tém alterado a
estrutura da populacdo silvestre e os padrdes de migracdo com reducdo da biodiversidade,
gerando consequentemente ambientes favoraveis a hospedeiros, vetores e/ou patdgenos

especificos (Despommier et al. 2008).

1.2. AGRICULTURA FAMILIAR NO BRASIL

A agricultura familiar é uma das principais atividades geradoras de novas fontes de
trabalno na América Latina e no Caribe, segundo o relatério elaborado pela Comissdo

Econdmica para a Ameérica Latina e o Caribe (CEPAL). Na América do Sul, nos paises
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analisados, a participacdo da atividade nos empregos agricolas € significativa, oscilando entre
53% a 77% na Argentina e no Brasil, respectivamente (Landini & Bianqui 2014, Belik 2015).

Segundo a constituicdo brasileira, Lei n® 11.326 de julho de 2006, considera-se
agricultor familiar todo aquele que desenvolve atividades econdmicas no meio rural e que
atende alguns requisitos basicos, tais como: (i) ndo possuir propriedade rural maior que quatro
madulos fiscais (o modulo fiscal é uma unidade territorial agraria, fixada por cada municipio
brasileiro que pode variar de 5 a 100 hectares, conforme o municipio), (ii) utilizar,
predominantemente, mao de obra da prépria familia nas atividades econdmicas da
propriedade; e (iii) possuir a maior parte da renda familiar proveniente das atividades
agropecudrias desenvolvidas no estabelecimento rural (Brasil 2006, Franca et al. 2009).

E importante ressaltar que a agricultura familiar no Brasil ¢ um conjunto plural
formado pela pequena e média propriedade, assentamentos de reforma agraria e as
comunidades rurais tradicionais - extrativistas, pescadores, ribeirinhos, quilombolas e
indigenas. Caracterizada assim, por uma diversidade de racas, etnias, povos, religides,
culturas, sistemas de producdes e padrdes tecnoldgicos, segmentos sociais e econdmicos, de
ecossistemas e de uma rica biodiversidade (Wanderley 2014).

No ano de 2006, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) realizou o
censo agropecuario brasileiro, no qual foi verificado que, aproximadamente, 84,4% dos
estabelecimentos agropecuérios do pais sdo da agricultura familiar (Landini & Bianqui 2014).
Em termos absolutos, sdo 4,36 milhGes de estabelecimentos agropecuarios e, apesar disso, a
agricultura familiar gera 38% da receita dos estabelecimentos agropecuarios nacionais,
empregando em torno de 74% dos trabalhadores agropecuarios do pais, o que revela uma
concentracdo fundiaria e uma distribuicdo desigual de terras e renda no Brasil (Kamimura et
al. 2010, Guanziroli et al. 2012) Esses dados exemplificam a desigualdade entre trabalho e
renda, vivenciado pelas familias que exercem esse tipo de atividade (Quadro 1.1). Apesar do
cultivo ser realizado em uma area menor com lavouras e pastagens, 17,7 e 36,4 milhdes de
hectares, respectivamente, a agricultura familiar é responsavel por garantir boa parte da
seguranga alimentar do pais, como importante fornecedora de alimentos para o mercado
interno (Schneider & Cassol, 2014).



Quadro 1.1. Caracterizacdo dos estabelecimentos agropecuarios do Brasil em 2006.

AGRICULTURA AGRICULTURA NAO

CARACTERISTICA FAMILIAR FAMILIAR

N° % N° %
Numero de estabelecimentos 4.367.902 84 807.587 16
Area (milhdes de hectares) 80.3 24 249.7 76
Mao de Obra (milhdes de pessoas) 12.3 74 4.2 26
Valor da producéo (R$ bilhdes) 54.4 38 89.5 62
Receita (R$ bilhoes) 41.3 34 80.5 66

Fonte: Franca et al. 2009.

A participacdo da agricultura familiar se destaca na producdo nacional de algumas
culturas: 87% mandioca, 70% feijao, 46% do milho, 38% do café, 34% do arroz, 58% do leite
(composta por 58% do leite de vaca e 67% do leite de cabra), 59% do plantel de suinos, 50%
do de aves, 30% dos bovinos, e 21% do trigo (Franca et al. 2009, Guanziroli et al. 2012). A
cultura com menor participacdo da agricultura familiar é a de soja (16%), um dos principais
produtos da pauta de exportacdo brasileira. Apesar disso, a agricultura familiar gera, em
média, como informado previamente, apenas 38% da receita dos estabelecimentos
agropecuérios do Brasil, empregando em torno de 74% dos trabalhadores agropecuérios do
pais (Sabourin 2007). Na tentativa de diminuir esse tipo de desigualdade e estimular mais
familias a participarem, existem diferentes programas de auxilio e incentivo a essas

atividades.

1.3. O PROGRAMA BRASIL SEM MISERIA E A AGRICULTURA FAMILIAR

A alta incidéncia de pobreza no meio rural exigiu a formulacdo de estratégias
especificas capazes de reconhecer e incorporar em suas acdes, a diversidade social e
econdmica existente no campo. Para isso, 0 Plano Brasil sem Miséria (PBSM) articulou as
informacdes do Cadastro Unico para Programas Sociais do Governo Federal com as bases de
dados de outros programas voltados ao atendimento da populacdo rural, permitindo assim
compreender o perfil das familias mais pobres do pais e reorientar a agdo dos programas de
apoio a estruturacéo produtiva dos agricultores familiares (Campelo et al. 2014).

As principais dificuldades dos agricultores mais pobres estdo centradas, de um lado, na
falta de apoio técnico para qualificar, aperfeicoar ou mesmo dar inicio a suas atividades
produtivas e, por outro lado, na escassez de recursos para investir na melhoria da sua
producdo (Falcdo et al. 2014). Dessa forma, para aprimorar o processo produtivo das familias

mais pobres, foi criado no ambito do PBSM, o Programa de Fomento as Atividades




Produtivas Rurais (PFAPR), em que o0s agricultores recebem acompanhamento
individualizado e continuado de técnicos agricolas, que compartilham seus conhecimentos
sobre formas de aumentar a producéo, a qualidade e o valor dos produtos (Mello et al. 2014).

Ao lado da garantia de renda e do acesso a servicos publicos, a inclusdo produtiva
representa um dos trés eixos que compdem o PBSM. Esse eixo tem como objetivo propiciar o
acesso da populacdo em extrema pobreza a oportunidades de ocupagdo e renda com
estratégias diferenciadas para o meio o rural (Campelo et al. 2014, Mello et al. 2014). A sua
finalidade € fortalecer as atividades realizadas pelas familias extremamente pobres da
agricultura familiar, aumentando a sua capacidade produtiva e a entrada de seus produtos nos
mercados consumidores, a partir da orientacdo e do acompanhamento técnico, com oferta de
insumos, agua e acesso a eletricidade como demonstrado na Figura 1.1.

No eixo produtivo podemos destacar o programa de assisténcia técnica e extensao
rural (Ater), um servico de educacdo nao formal em que agentes capacitados auxiliam
agricultores familiares, quilombolas, indigenas, extrativistas e pescadores artesanais para que
melhorem suas atividades produtivas. O agente da Ater acompanha a familia durante a
implementacdo do projeto, para que ele seja executado da melhor forma possivel, podendo

orienta-la inclusive quanto as formas de comercializar os excedentes (Campos et al. 2014).

ESTRATEGIAS NOMEIO RURAL
PRODUGAO COMERCIALIZAGAO

Agua para todos

PAA-Programade Aquisigio de Alimentos
PNAE-ProgramaNacional de Agricultura Escolar

Fonte: modificado de http:/Awww.brasilsemmiseria. gov.brfinclusao-produtivafinclusao-produtiva-rural

Figura 1.1 — Estratégias de combate a extrema pobreza no meio rural, segundo o

Ministério do Desenvolvimento Social e Combate a Fome (MDS), Ano 2014.

Até outubro de 2014, o programa de crédito de fomento tinha beneficiado 131 mil

familias, com aproximadamente R$ 344 milhGes de reais empenhados. Com este programa

5



cada familia recebe R$ 2,4 mil, divididos em duas parcelas. Os recursos ndo sao
reembolsaveis e as familias s6 recebem a segunda parcela apds cumprimento das etapas de
desenvolvimento previstas no projeto. Os recursos podem ser usados na compra de insumos e
equipamentos, como sementes, adubos, ferramentas e matrizes de animais, ou na contratacao
de pequenos servicos necessarios a implantacéo do projeto (Barreto 2014).

Um dos principais canais de comercializacdo dos produtos da agricultura familiar € o
Programa de Aquisicdo de Alimentos (PAA), que desde 2003, compra a producdo de
agricultores familiares sem necessidade de licitacdo. Um dos maiores desafios enfrentados
pela estratégia de inclusdo produtiva rural é fazer com que parte de seu excedente possa ser
comercializado. Para que isso fosse possivel, o PAA, mesmo sendo um programa ja
consolidado, passou por uma série de alteraces visando seu aperfeicoamento. No ambito do
PBSM pode-se ressaltar a ampliacdo do percentual de participacdo dos mais pobres nas
vendas ao PAA. Enguanto em 2010, essa taxa era de 32 %, de 2011 a 2013, cerca da metade
(50%) dos produtos do PAA foram comprados de agricultores familiares (Singer et al. 2014).

Para aperfeicoar ainda mais o PAA, em 2012 foi criada uma nova modalidade
chamada Compra Institucional, que ampliou as possibilidades de mercado para a agricultura
familiar ao permitir que governo federal, estados e municipios comprassem sem a necessidade
de licitacdo a producdo dos pequenos produtores para abastecer equipamentos publicos como
universidades, hospitais, quartéis e penitenciarias. SO nesta modalidade ja foram investidos,
em menos de dois anos, cerca de R$ 41 milhdes, distribuidos entre Unido, estados e
municipios. Os principais produtos adquiridos sdo itens de horti-fruti, graos, laticinios e
organicos (Barreto 2014).

Todas essas iniciativas, somadas a experiéncia ja consolidada do Programa Nacional
de Alimentacdo Escolar (PNAE), melhoraram a qualidade da alimentacdo nas escolas e nas
demais instituicdes publicas que receberam os alimentos comprados pelo PAA, e ainda
promoveram a diversificacdo e qualificacdo da oferta de produtos da agricultura familiar. Isso
viabilizou o acesso desses agricultores ao mercado institucional e privado, cujas compras o
PBSM tem continuadamente estimulado (Mello et al. 2014).

Uma das inovagOes mais recentes do PBSM foi a criagdo do Programa Bolsa Verde
(PBV), programa que atende familias de extrativistas, assentados e ribeirinhos que
desenvolvem atividades sustentaveis em areas com relevantes ativos ambientais e que
estariam em extrema pobreza se ndo participassem do Programa Bolsa Familia (PBF).
Coordenado pelo Ministério do Meio Ambiente, o PBV pretende promover a melhoria das
condigcdes de vida e a elevacdo de renda dessas populacdes, a0 mesmo tempo em que

incentiva a conservacgdo dos ecossistemas (Cabral et al 2014).
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As familias que fazem parte do PBV recebem transferéncias trimestrais no valor de
R$300,00 por um periodo de dois anos, que pode ser prorrogado. Como contrapartida ao
recebimento do beneficio do PBV, as familias se comprometem a manter a cobertura vegetal e
a fazer uso sustentavel dos recursos naturais das areas onde vivem. O PBV beneficia familias
em praticamente todos os biomas e estados brasileiros, tendo atendido, até novembro de 2014,
69,7 mil familias distribuidas em 68 Unidades de Conservacéao, 876 Projetos de Assentamento
e 64 municipios com &reas ribeirinhas (Cabral et al. 2014).

Uma frente importante do PBSM foi direcionada aos assentados da reforma agréaria e
as familias acampadas que demandam atendimento pelo Programa Nacional de Reforma
Agréaria (PNRA) do Instituto Nacional de Colonizagdo e Reforma Agréria (Incra). No caso
dos acampados, as acOes estiveram centradas no eixo garantia de renda, com a incluséo das
familias no PBF, além de acBes voltadas para a seguranca alimentar nutricional, como a
distribuicdo de alimentos. Ja em relacdo aos assentados, em funcdo de serem detentores de
terras para produzir, a I6gica das agdes guardava semelhanca com as agdes de inclusao
produtiva voltada para o publico tradicional da agricultura familiar, embora com algumas
especificidades. Consideradas todas as acdes de inclusdo produtiva rural do PBSM, foram
investidos R$ 10 bilhdes de reais desde 2011 nas regiGes e na producdo dos agricultores
familiares mais pobres, impactando ndo sé nas condi¢Bes de vida dessas familias, mas
também na economia de regiBes de baixo dinamismo (Guedes et al. 2014).

Cabe destacar neste contexto, que os programas de incentivo a agricultura e a
preservacdo ambiental devem ser atrelados a uma intensificacdo da vigilancia epidemioldgica
relacionada a zoonoses, devido a maior probabilidade do contato desses individuos com os
animais infectados em ambientes fragmentados, geralmente na interface agricola/rural
(Cabello & Cabello 2008). Assim, passa a ser imprescindivel considerar que a agricultura
familiar tem um impacto direto na dindmica de transmissdo das doencas transmitidas por
roedores, como € 0 caso das arenaviroses, se adequando a necessidade de intensificar as acdes
de apoio a estruturacdo produtiva de povos e comunidades tradicionais, respeitando suas

especificidades culturais, produtivas e sociais.

1.4. ASPECTOS VIROLOGICOS DOS ARENAVIRUS
1.4.1. Morfologia e Organizacdo Genémica

Os arenavirus sdo virus esféricos ou pleomorficos de aparéncia “arenosa”, com um

didmetro que varia de 50 - 300 nm e que possuem um genoma de RNA fita simples bi-



segmentado de polaridade negativa (Figura 1.2) (Murphy et al. 1970, Radoshitzky et al.
2015). Os segmentos possuem aproximadamente 3.5 kb e 7.2 kb, com o0 menor e o maior
segmento denominados, respectivamente, S (small) e L (large), que se encontram envolvidos
por uma bicamada lipidica derivada da membrana das células hospedeiras. As extremidades 5'
e 3' de ambos os segmentos possuem regides ndo codificantes (UTR — untranslated region)
que contém cerca de 19 a 30 nucle6tidos conservados de complementariedade reversa em
cada extremidade (Charrel et al. 2002, 2003). Essas terminacGes conferem uma estrutura
panhandle a partir do pareamento das bases (Harnish et al. 1993). O segmento S codifica para
nucleoproteina (NP) e para o precursor de glicoproteinas (GPC), que é clivado
secundariamente nas proteinas do envelope GP1 e GP2 e o peptideo de sinal estavel (SSP —
stable signal peptide). A RNA polimerase RNA dependente (RpRd ou proteina L) e a proteina

de matriz ligada ao zinco (proteina Z) séo codificadas pelo segmento L dos arenavirus (Meyer
& Southern 1994, Lopez et al. 2000).

Figura 1.2. Morfologia e estrutura do género Arenavirus. (A) Imagens de microscopia
eletrnicas de transmissdo de particulas do virus Latino (70 - 100 nm) em
amostras de pulmdo de roedor Calomys callidus. (B) lustracdo
esquematica do género Arenavirus (Rodas & Salvato 2006, Gomez et al.
2011, Fernandes et al. 2017).

ProjecBes de 8 a 10nm de comprimento, compostas pelas duas glicoproteinas (GP)
virais, GP1 (40-64 kDa) e GP2 (35-44 kDa) se encontram incorporadas a bicamada lipidica. A
proteina GP1 é um tetrdmero que forma a cabeca da proje¢do, enquanto que o tetramero GP2
forma a haste ancorada na membrana do envelope viral (Figura 1.2). O SSP (5 kDa)
desempenha um papel crucial no trafico das glicoproteinas através da via secretora e € 0 Unico



componente que se mantém estavelmente associado ao complexo GP, apos a clivagem pela
peptidase (Eichler et al. 2003, 2004, York & Nunberg 2006).

A proteina viral mais abundante, a NP que possui cerca de 70 kDa, est& associada ao
RNA gendmico em estruturas circulares formando o nucleocapsideo. A RpRd (200-250 kDa),
possui uma atividade de transcriptase e replicase e também esta associada ao nucleocapsideo
(Iwasaki et al. 2015). A proteina Z (10-14 kDa), uma pequena proteina estrutural com um
dominio de ligagdo de zinco (RING finguer motif), se liga com a polimerase viral e inibe a
transcricdo e a replicacdo (Meyer & Southern 1994, Meyer et al. 2002, Shtanko et al. 2010).
Os granulos elétron-densos que fornecem aos arenavirus sua aparéncia de “areia” foram
identificados como sendo os ribossomos das células hospedeiras, cuja funcdo ainda nédo esta
definida (Murphy et al. 1970, Charrel et al. 2002).

1.4.2. Classificagdo Taxondmica

O protétipo dos arenavirus, o virus da coriominigite linfocitica (LCMV), foi
identificado, praticamente, ao mesmo tempo por trés grupos de pesquisa distintos, na década
de 1930 (Armstrong & Lillie 1934, Rivers & Scott 1936, Traub 1936). Nas décadas seguintes
diversos virus relacionados foram detectados em animais, a maioria em roedores e humanos,
especialmente no continente americano (King et al. 2011, Radoshitzty et al. 2015).

No ano de 1970, Rowe e colaboradores propuseram o nome desta “nova” familia viral
com base no aspecto dos granulos visualizados nas particulas virais em seccGes ultrafinas
(arenosus = arenoso em latim). Originalmente proposto como Arenovirus, em decorréncia da
possibilidade de confusdo com os adenovirus, o nome foi posteriormente alterado para
Arenavirus (arena = areia em latim) (Rowe et al. 1970).

De acordo com o 9° relatério do Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV -
International Committee on Taxonomy of Viruses) os critérios para definicdo de espécie de
arenavirus sdo: (1) associacdo com uma espécie de hospedeiro especifica ou um grupo de
espécies interrelacionadas; (2) estar presente em uma area geografica definida; (3) ser agente
etiologico (ou ndo) de doenca em seres humanos; (4) possuir diferenca significativa na
reatividade antigénica cruzada, incluindo os testes de neutralizagcdo cruzada, quando
aplicaveis, e (5) possuir diferenca significativa nas sequéncias nucleotidicas quando
comparado com as demais espécies incluidas no género; para este ultimo critério, as fronteiras
entre espécies ndo sdo claramente determinadas (King et al. 2011, Salvato et al. 2005a).

Atualmente o ICTV reconhece 36 espécies dentro da familia Arenaviridae, divididas em dois



géneros Mammarenavirus (33 espécies) e Reptarenavirus (trés espécies) (Quadro suplementar
1.1).

Assim, um novo isolado serd considerado uma nova espécie Sse ndo existir
compartilhamento de quatro ou cinco caracteristicas comuns com 0s demais membros do
género, enquanto que uma espécie “tentativa” sera proposta se o isolado apresentar no
minimo duas diferencas com qualquer outro arenavirus (Salvato et al. 2005a). No entanto, o
cumprimento desses critérios nem sempre € possivel, ja que nem todas as espécies descritas se
enquadram nos critérios acima mencionados. Alguns arenavirus foram isolados apenas de
pacientes humanos, o que impossibilita a identificacdo do hospedeiro do virus, como é o0 caso
do virus Sabia e, posteriomente, dos virus Chapare e Lujo (Coimbra et al. 1994, Delgado et al.
2008, Briese et al. 2009). Alem disso, a reatividade antigénica cruzada de um novo isolado
pode ser dificil de determinar, uma vez que requer infra-estrutura laboratorial e instalacfes
para trabalho em condicGes de nivel de biosseguranca 4 (NB-4) para a manipulacdo de
isolados de diferentes arenavirus para fins comparativos (Emonet et al. 2009).

Essas dificuldades levaram os diferentes grupos a adotarem critérios genéticos para
definir novas espécies da familia Arenaviridae. Bowen e colaboradores (2000) propuseram o
uso de um valor de corte utilizando uma distancia p ndo corrigida de 12% de aminoacidos da
NP. A justificativa se baseia no fato de que essa é a maior distancia intra-espécie relatada e a
menor distancia interespécies entre os arenavirus. Vale ressaltar que esse critério foi projetado
para sequéncias completas da NP. Apesar da possibilidade de definir valores de cortes
distintos para as diferentes espécies e linhagens ja descritas, no presente momento, com 0
aumento do nimero de sequéncias disponiveis nos bancos de dados, alguns desses critérios se
tornam obsoletos (Charrel & de Lamballerie 2010, Zapata & Salvato 2013, Radoshitzty et al.
2015). Portanto, em vez de propor valores de corte, alguns autores preferem recomendar uma
investigacdo da diversidade genética das sequéncias homologas entre espécies mais proximas
e 0 uso desta informacdo em conjunto com outros critérios propostos pelo ICTV para
desenvolver a classificacdo taxon6mica de virus recém-descobertos, respeitando suas
especificidades (Charrel et al. 2008, Emonet et al. 2009).

Novas ferramentas tém sido propostas para o uso da classificagdo baseada em
sequéncias gendmicas virais, como o PAirwise Sequence Comparison (PASC), de acesso
gréatis pelo Centro Nacional de Informacdo em Biotecnologia (NCBI - National Center for
Biotechnology Information), DivErsity pArtitioning by hieRarchicalClustering (DeMARC) ou
Species Demarcation Tool (SDT) (Bao et al. 2008, Lauber & Gorbalenya 2012, Muhire et al.
2013). Estas ferramentas tém gerado resultados concordantes com a diversidade de arenavirus

deduzida a partir de analises filogenéticas e com as caracteristicas biologicas individuais dos
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diferentes arenavirus (Radoshitzty et al. 2015). Tais caracteristicas incluem: diferencas na
especificidade do hospedeiro e, portanto, distribuicdo geogréfica, reagdes soroldgicas
cruzadas, e a capacidade de causar doencas em humanos, citadas anteriormente.

A analise PASC tem se mostrado a mais acurada, pois ela cria histogramas para
visualizacdo das distancias entre diferentes sequéncias, resultando em picos que podem
representar diferentes niveis taxonémicos. As percentagens dos pontos mais baixos entre o0s
picos ajudam a orientar a demarcacdo de taxons dentro de um determinado grupo de
sequéncias (Bao et al. 2014, Radoshitzty et al. 2015). Utilizando o PASC, vérios pontos de
corte alternativos podem ser escolhidos para a demarcacdo de espécies da familia
Arenaviridae. O ICTV sugere que a abordagem mais conservadora seja tomada, ou seja, que
esses valores devam ser escolhidos para propocionar o menor nimero de mudancgas e causar 0
minimo de mudancas no esquema atual de classificacdo dos arenavirus. O corte de separacao
de género pelo PASC foi, portanto, ajustado para 29-40% para o segmento S, e para 30-35%
para o segmento L. Consequentemente, 80% de identidade de sequéncia de nucleotideos no
segmento S e 76% de identidade no segmento L foram escolhidas como valores para
arenavirus que deveriam pertencer a mesma espécie (Radoshitzty et al. 2015).

Apesar de uma importante ferramenta, 0 PASC ou métodos similares por si s6 ndo
podem necessariamente justificar a classificagdo das espécies e assim, sempre que possivel,
outros critérios devem ser considerados para confirmar ou rejeitar os resultados da andlise.
Esses critérios de classificacdo das espécies incluem aquelas citadas no 9° relatério do ICTV
(King et al. 2011).

1.4.3. Replicacéo

Os arenavirus possuem um ciclo de replicacdo restrito ao citoplasma da célula. Cada
segmento de RNA gendmico utiliza uma estratégia de codificacdo ambisense para a sintese
de dois polipeptidios em orientacbes opostas, separados por uma regido intergénica ndo
codificante (IGR — intergenic region) que forma uma estrutura estavel, semelhante a um
grampo de cabelo (Figura 1.3) (Meyer et al. 2002, Buchmeier et al. 2007, Kiening et al. 2017).
Os mRNAs virais sdo ndo poliadenilados e possuem um nimero extra de nucleotideos néo
“templates” nas extremidades 3' e um “Cap” nas suas extremidades 5°. O mapeamento de
diversas regides da IGR levou a proposta de que estas servem como um auténtico sinal de
término da transcricdo, fato que foi confirmado por estudos utilizando a tecnologia genética
reversa (Meyer & Southern 1994, Tortorici et al. 2001, Lépez & Franze-Fernandez 2007, Qi
et al. 2010).
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Figura 1.3. Esquema do ciclo de replicacdo dos arenavirus do Novo Mundo, (1)
Aaglicoproteina 1 (GP1) interage com o receptor de transferrina humana 1
(hTfR1) - o virus é internalizado pela célula por endocitose mediada por
clatrina; (2) fusdo entre o virus e o endossomo - mediado pela GP2 com
liberagdo da GP1; (3) desnudamento;(4) transcricdo, traducdo e replicacdo dos
dois segmentos gendmico; (5) montagem da particula viral e (6) morfogénese e

egresso do virus da célula por brotamento (Radoshitzky et al. 2012).

A projecao GP1 esta localizada na parte superior da particula viral e é responsavel por
mediar interacdo dos arenavirus com os receptores de superficie das células alvo. O receptor
celular para os virus LCM e Lassa ¢ o a-distroglicano (a-DG), uma glicoproteina que liga a
célula a matrix extracelular (Cao et al. 1998, Spiropoulou et al. 2002). Recentemente as
familias TAM (Axl e Tyro3), lectina tipo C (DC-SIGN e LSECtin), a proteina
transmembranar neropilina 2 (NRP2 - transmembrane protein neuropilin 2) e a tetraspanina
CD63 também foram caracterizadas como receptores para 0s virus Lassa e Lujo,
respectivamente (Shimojima & Kawaoka 2012, Raaben et al. 2017). Apds a ligagdo inicial a
célula alvo, os arenavirus do Velho Mundo (VM) e os membros da Clade C do Novo Mundo
(NM), que caracteristicamente ndo estdo associados com clatrina, sdo envolvidos por vesiculas
de parede lisa (Borrow & Oldstone 1994). Em contraste, os arenavirus da Clade B do NM
podem utilizar o receptor de transferrina humana 1 (hTfR1) como receptor celular
(Radoshitzky et al. 2007) e a endocitose parece ser dependente de clatrina (Martinez et al.
2007). A fusdo entre as membranas viral e celular é desencadeada pela acidificacdo do
ambiente do endossoma, o que parece alterar a conformagéo das GPs dos arenavirus, expondo

um peptideo fusogénico (Castilla et al. 1994, Di Simone et al. 1994, Di Simone & Buchmeier
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1995, York & Nunberg 2006), evento que auxilia a fusdo do virus com a membrana da célula
hospedeira (Gallaher et al. 2001, Eschli et al. 2006).

Apos liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma da célula infectada, a polimerase
viral inicia os processos biossintéticos envolvidos na replicacdo do RNA e na transcri¢éo
génica (Figura 1.4). A transcricdo primaria se inicia na regido promotora do genoma
localizada na extremidade 3°, resultando na sintese dos mMRNA da NP e da proteina L do
segmentos S e L, respectivamente (LOpez et al. 2001). Posteriormente, a polimerase viral pode
adotar a funcdo de replicase se movendo através da IGR para gerar uma copia antigenoma da
molécula RNA (agRNA). Este agRNA servird como molde para a sintese dos mRNAs das
proteinas GPC (segmento S) e Z (segmento L). As moléculas de agRNA vao servir também
como moldes para a amplificacdo de RNA correspondentes ao genoma dos arenavirus
(Buchmeier et al. 2007, Emonet et al. 2009).

L
) & S
1 GENOMA
=

lTRANSCRI(;i\o

3 NP mRNA 5
REPLICAGAO Wz @
lTRADucAo
| NP - T -
A’} )

A e e = :
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d———*

GP mRNA

l TRADUCAO
e

Figura 1.4. Esquema representativo da estratégia de replicagdo ambisense dos
Arenavirus (Adaptado de Emonet et al. 2009). GP= glicoproteina; NP=

nucleoproteina; L= Proetina L (polimerase).

O transporte do complexo GPC ocorre através do reticulo endoplasmatico e pelo Golgi
seguido pela clivagem pos-traducional do GPC com a geracdo dos trés componentes que
formam o complexo GPC: o SSP, GP1 e GP2 (Buchmeier et al. 2007, Urata & Yasuda 2012).
A geracdo de GP1 e GP2 parece ser mediada pela protease celular SKI-1/S1P para 0s
arenavirus do VM (Lassa e LCMV) e para os virus causadores de febre hemorragicas nas

Américas, isto €, para os virus Junin, Machupo, Guanarito, Sabia e Chapare, membros da
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Clade B do Novo Mundo (Beyer et al. 2003, Kunz et al. 2003, Pinschewer et al. 2003a, b,
Rojek et al. 2008). Os trimeros de GP1/GP2 se associam a partir das interacGes idnicas para
formar as projecdes da superficie viral. Assim como a maioria dos virus de RNA de
polaridade negativa, os arenavirus sdo liberados por brotamento da ribonucleoproteina (RNP)
virais, cuja montagem associada a superficie das membranas de células infectadas possibilita
a expressdo das GPs virais dos arenavirus as mesmas (Figura 1.3) (Perez & de la Torre 2003,
Strecker et al. 2003, Urata et al. 2006, Wolff et al. 2013).

1.4.4. Relacdes Genéticas e Antigénicas

Os arenavirus, de acordo com sua distribuicdo geogréafica, propriedades antigénicas e
variabilidade genética, tém sido historicamente classificados em dois grandes grupos: (i) o
grupo do VM (sorocomplexo Lassa - virus da coriomeningite linfocitica - LCMV) composto
principalmente por virus detectados no continente africano e (ii) o grupo do NM
(sorocomplexo Tacaribe), composto por todos os arenavirus identificados nas Américas
(Salvato et al. 2005b).

O grupo do VM, que por muitos anos foi composto pelos mammarenavirus Lassa,
LCMV, Ippy, Mobala, Mopeia, Lujo e Luna, vem se expandindo devido a descoberta de
novos membros do grupo no continete asiatico e africano incluindo agora 0s mammarenavirus
Gairo, Loei River, Lunk, Mariental, Merino Walk, Okahandja, Solwezi, Wenzhou que estdo
relacionados principalmente aos roedores da familia Muridae, subfamilia Murinae (Figura
1.5) (Radoshitzy et al. 2015, Blasdell et al. 2016).

Os arenavirus do NM, filogeneticamente, se dividem em quatro linhagens, conhecidas
como Clade A, A-rec (ou D) B e C (Figura 1.5). Enquanto a Clade C inclui apenas 0s
mammarenavirus Oliveros e Latino, a situacdo € mais complexa para as outras clades. A
Clade B possui oito membros (mammarenavirus Machupo, Junin, Tacaribe, Sabia, Guanarito,
Amapari, Cupixi e Chapare). Todos 0s virus reconhecidamente patogénicos identificados no
Novo Mundo, até 0 momento, estdo incluidos nessa clade, ndo importando o gene utilizado na
analise. A clade A pode ser dividida em A e A-recombinante (A-rec), devido a origem
quimérica do segmento S dos arenavirus norte-americanos. Fazem parte desta clade os
mammarenavirus Pichindé, Pirital, Parana, Flexal, Allpahuayo (Clade A) e o0s
mammarenavirus Tamiami, Whitewater Arroyo, Bear Canyon que fazem parte da Clade A-rec
ou Clade D como vem sendo recentemente proposto (Radoshiztzy et al. 2015). Até o
momento, os arenavirus do NM identificados estdo relacionados aos roedores da subfamilia

Sigmodontinae e Neotominae, com excessao dos virus Tacaribe primeiramente isolado de
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morcegos e recentemente detectado também em carrapatos (Charrel et al. 2002, 2008, Salvato
et al. 2005b, Charrel & de Lamballerie 2010, Sayler et al. 2014).

Sabia virus YP 089666
—: Chapare virus YP 001816783
_: Machupo virus AAS77878

Junin virus ACS12871
Tacaribe virus AGC92408
Cupixi virus YP 001649223

_: Guanarito virus AAT88083

Amapari virus YP 001649209
— Oliveros virus YP 001649211
L—— L atino virus YP 001936022

Clade B

Clade C Novo Mundo

_: Pichinde virus AAD31540
Allpahuayo virus YP 001649220
Pirital virus AAK17901 Clade A
Parana virus YP 001936018
_|: Flexal virus YP 001936020
Bear Canyon virus AAQ07264
_:Whitewater Arroyo virus YP 001911114 ]Clade A-rec/Clade D
Tamiami virus YP 001911116
_: Gairo virus YP 009116791
Mobala virus YP 516227
Mopeia virus YP 170710
Luna virus BAM45325
Lassa virus AHC95554
— Wenzhou virus AJA32711

L oie River virus AHE76162
Mariental virus YP 009141004 Velho Mundo

_:Solwezi virus AB972428
Ippy virus YP 516231

r— Okahandja virus AJZ76771

ke Merino Walk virus YP 009019201
Lujo virus YP 002929491
— Lunk virus YP 006858707

L—— | ymphocytic choriomeningitis virus CAA76165
Figura 1.5. llustracdo das relagbes filogenéticas entre a nucleoproteina dos
representantes do género Mammarenavirus reconhecidas pelo

International Committee for Taxonomy of Viruses (ICTV), Ano 2017.

Os arenavirus, assim como outros virus de RNA, sdo altamente divergentes devido as
altas taxas de mutacgdo, consequéncia de uma RdRp viral de baixa fidelidade e dos possiveis
eventos de recombinacéo e rearranjo que podem contribuir para a diversificacdo viral durante
a evolugdo (Albarifio et al. 1998, Charrel et al. 2003). Embora seja possivel produzir rearranjo
de arenavirus in vitro, até 0 momento, nao ha registros mammarenavirus produto de rearranjo
entre diferentes espécies virais in vivo (Lukashevich 1992). Palacios e colaboradores (2008)
acreditam ter encontrado um mammarenavirus detectado em trés casos humanos de LCM apdés

doacgdo de Orgdos e o virus aparentemente parece ser fruto de um rearranjo entre diferentes
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variantes do LCMV, indicando que este evento é raro com ocorréncia apenas entre virus
filogeneticamente relacionados (Archer & Rico-Hesse 2002, Charrel et al. 2002, Palcios et al.
2008).

Neste cenério, é possivel deduzir que o principal motor da evolucao dos arenavirus € a
alta frequéncia de erros de transcri¢do viral, considerando que a taxa de mutacéo estimada dos
virus de RNA podem variar de 1,0 x 10* a 5,7 x 10 por nucleotideo incorporado durante a
replicacdo (Holland et al. 1992, Drake & Holland 1999, Grande-Pérez et al. 2002, 2016).
Estes resultados sdo consistentes com a heterogeneidade genética observada entre o0s
arenavirus (Sevilla & de la Torre 2006). A comparacdo de sequéncias de segmentos
gendmicos e de proteinas dos diferentes arenavirus demonstrou identidades especificas que
variam de 90-95% entre isolados da mesma regido geografica e 78 a 86% de virus isolados de
diferentes regides (Fulhorst et al. 2001, Charrel et al. 2008). A diversidade genética dentro e
também entre os grupos de arenavirus isolados sugere que essa heterogeneidade esta refletida
na gama de hospedeiros e na capacidade de causar doenca no homem sobre diferentes formas
clinicas (Blasdell et al. 2008).

Diante desta diversidade, considerando que as proteinas com propriedades
imunogénicas mais acentuadas sdo a NP e as GPs, estudos tém revelado que existe uma reacao
soroldgica cruzada entre os anticorpos usados para identificar os arenavirus do NM e do VM
em testes de neutralizacdo cruzada e ou fixacdo de complemento (Webb et al. 1969, J Casals
1975). Os anticorpos monoclonais produzidos contra o GP2 de dois arenavirus africanos
reagiram amplamente contra arenavirus americanos, demonstrando epitopos altamente
conservados nesta familia (Ruo et al. 1991). De uma forma mais estrita, anticorpos
monoclonais contra a NP do virus Junin reagiram apenas com arenavirus do NM ou reagiram
apenas com isolados locais, 0 que sugere uma forte estabilidade antigénica desses virus em
certas areas (Sanchez et al. 1989). Apesar desses resultados, varias tentativas falharam para
definir de forma clara as diferencas soroldgicas entre arenavirus de maneira a auxiliar a
classificacdo das espécies (Howard 1993, Fukushi et al. 2012).

Recentemente, novos arenavirus foram identificados em serpentes (Boa constrictor e
Corallus annulatus) e as evidéncias apontam que estes virus seriam os agentes etiologicos de
uma doenga “comum” entre serpentes mantidas em cativeiro nos Estados Unidos, chamada
corpusculo de incluséo (Stenglein et al. 2012). A identificacdo e o estudo desses arenavirus
em serpentes em cativeiro na Europa corroboraram e ampliaram esse achado. A dindmica da
infeccdo desses virus nestes animais e o possivel risco de infecgdo em humanos ainda séo
pouco conhecidos (Bodewes et al. 2013, Hepjoki et al. 2015). Este grupo parece ser ancestral

aos demais membros da familia e estudos mostram que a grande diferenca entre 0s
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reptarenavirus e 0s mammarenavirus esta na origem do gene GPC, ja que o gene dos virus de
serpentes esta relacionado ao gene da glicoproteina de filovirus e de alguns retrovirus aviarios
(Gallaher et al. 20010, Stenglein et al. 2012, Koellhoffer et al. 2013). Ainda hd muito do que
se entender sobre esse novo grupo de virus, mas estudos realizados até 0 momento sugerem
que a evolucdo dos reptarenavirus é baseada em eventos de recombinacdo e rearranjos
generalizados com uma acumulacdo desequilibrada de varios gendétipos virais distintos em

infeccdes individuais (Stenglein et al. 2015).

1.5. FEBRES HEMORRAGICAS AMERICANAS

Os arenavirus sdo responsaveis por doencas de elevada letalidade, caracterizadas por
febres hemorragicas e/ou meningites em humanos. Sdo conhecidas pelo menos 10 espécies,
mundialmente distribuidas, capazes de causar doenca em humanos e a maioria delas foi
identificada na América do Sul (J Casals 1975, Briese et al. 2009).

A coriomeningite linfocitica (LCM) é uma doenca febril muitas vezes sem sinais
neuroldgicos, que pode evoluir para uma meningite asséptica. Sua distribuicdo mundial se
deve a associacao entre o agente etioldgico (LCMV) e o roedor cosmopolita Mus musculus. A
doenca ocorre em forma de pequenos surtos esporadicos, geralmente acometendo criancas e
adultos jovens, como registrado nos EUA e na Alemanha, onde as fontes de infecgdo foram
roedores revendidos como animais de estimacdo (Fischer et al. 2006, Amman et al. 2007,
Palacios et al. 2008, Knust et al. 2014).

A febre do Lassa, outra doenca causada por arenavirus, ocorre de forma endémica em
paises da Africa Ocidental, mas que tem geograficamente se expandindo no continente
africano. Estima-se que ocorram aproximadamente 100.000 infeccBes pelo virus Lassa
(LASV) todos os anos na Africa, com cerca de 5.000 6bitos (Bowen et al. 2000). Em surtos
hospitalares a letalidade pode atingir taxas de 50%, considerando a capacidade do virus Lassa
de ser transmitido de pessoa-pessoa e que mais de uma vez este virus ja causou surtos em
hospitais na Africa, atingindo médicos e enfermeiras que assisitiram aos pacientes infectados
(Monath et al. 1973). Casos importados de febre do Lassa ja foram notificados nos EUA,
Inglaterra, Japdo e Alemanha, fato que reforca a importancia do conhecimento da doenca por
clinicos fora do continente africano (Glnther et al. 2000, Macher & Wolfe 2006, Hewson
2017).

Em 2008, um novo areanavirus emergiu na Africa do Sul, causando um surto de uma
grave doenca febril. O virus Lujo, como ficou conhecido, levou ao 6bito quatro dos cinco

pacientes infectados (Briese et al. 2009, Paweska et al. 2009). O caso index contraiu a
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infeccdo a partir de uma fonte desconhecida no Zambia e foi transferido de helicoptero para a
Africa do Sul onde infectou médicos, enfermeiras e profissionais da limpeza do hospital.
Isolado dos casos humanos de febre hemorragica na Africa, o virus Lujo foi reconhecido
como um novo membro dos arenavirus do VM (Briese et al. 2009). Apesar de inimeras
investigacOes o reservatorio natural desse virus ainda é desconhecido.

As febres hemorragicas americanas causadas por arenavirus (FHA) sdo zoonoses com
altas taxas de letalidade (15-30%) e com grande impacto na satde publica (Ambrosio et al.
2011). Essas doencas vém sendo identificadas na Ameérica do Sul desde 1959 e sdo
caracterizadas como doencas sistémicas graves com alteracdes na permeabilidade vascular e
na vasorregulacdo, com manifestacGes neurolégicas e trombocitopenia (de Manzione et al.
1998). Até o momento, cinco espécies de arenavirus patogénicas ja foram descritas na
América do Sul: o virus Junin na Argentina, os virus Machupo e Chapare na Bolivia, o virus
Guanarito na Venezuela o virus Sabia no Brasil (Arribalzaga 1955, Mackenzie et al. 1964b,
Salas et al. 1991, Lisieux et al. 1994, Delgado et al. 2008). Existem, também, investigacdes de
casos de FHA causada pelo virus Ocozocoautla de Espinosa no Meéxico e pelo virus
Whitewater Arroyo nos EUA (Fulhorst et al. 1996, Cajimat et al. 2012).

1.5.1. Transmissao

Os reservatorios naturais dos mammarenavirus sdo roedores, com exce¢do do virus
Tacaribe que foi encontrado em morcegos do género Artibeus (Downs et al. 1963). Diferentes
espécies de roedores da subfamilia Murinae sdo os reservatérios dos arenavirus do Velho
Mundo, enquanto roedores das subfamilias Sigmodontinae e Neotominae séo infectados por
virus do Novo Mundo (Hugot et al. 2001).

Os ciclos enzodticos na natureza sdo mantidos a partir da transmissdo horizontal por
exposicdo de animais suscetiveis as excretas infectadas, por transmissdo vertical e
principalmente por encontros agonisticos entre esses animais (Childs & Peters 1993,
Buchimeir et al. 2007). Os roedores, considerados reservatorios primarios, na dependéncia da
espécie viral envolvida e da idade em que o animal foi infectado, podem apresentar: (i) uma
infeccdo crbnica, com capacidade de transmitir o virus vertical e horizontalmente, ou (ii)
podem eliminar a infeccdo através de uma resposta imune efetiva contra o virus (Charrel & de
Lamballerie 2010). A capacidade de sobreviver as infecgdes é interpretada como um longo
processo evolutivo de adaptacdo entre o virus e seu hospedeiro. Acredita-se que cada
arenavirus esta associado a uma determinada espécie de reservatdrio em particular, e por isso,

a distribuicdo geografica do virus esta condicionada a distribuicdo do seu reservatorio
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(Salazar-Bravo et al. 2002). No entanto, estudos demonstram que existem excecdes e que uma
espécie de roedor pode albergar mais de um arenavirus, como por exemplo, Mastomys
natalensis que pode ser reservatdrio dos virus Lassa, Morogoro e Gairo, assim como, um
arenavirus pode possuir mais de um reservatorio, como € o caso do virus Bear Canyon que
pode infectar os roedores Neotoma macrotis e Peromyscus californicus (Childs & Peters 1993,
Fulhorst et al. 2002, Cajimat et al. 2007, Gryseels et al. 2017). O Unico arenavirus com
distribuicdo mundial é o LCMV, que, como referido previamente, tem como hospedeiro o
roedor cosmopolita Mus Musculus (Charrel & de Lamballerie 2008, Yama et al. 2012).
Acredita-se que a exposicdo humana aos arenavirus ocorre, principalmente, a partir da
inalacdo de aerossoOis contendo particulas virais procedentes de urina, fezes ou saliva de
roedores silvestres infectados, ou mordeduras (Charrel & de Lamballerie 2010). Existem
relatos de transmissdo pessoa-pessoa, por contato intimo ou por infeccdo nosocomial, por
transplante de 6rgéos (Briese et al. 2009, Amman et al. 2007). Pessoas com contato direto ou
indireto com vida silvestre, trabalhadores rurais, operadores de tratores ou maquinas de
colheitas, profissionais de salde e laboratoristas sdo particularmente susceptiveis a infeccbes

por arenavirus (Fulhorst et al. 2007).

1.5.2. Patogenia e Resposta Imunolégica

Diante da escassez de informacfes sobre as febres hemorragicas causadas por
arenavirus no Brasil, onde existe um grande nUmero de doengas endémicas com
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas semelhantes as arenaviroses, entre elas, a dengue,
febre amarela e maléria, neste topico, serdo abordados, além da patogenia e da imunologia,
aspectos historicos das arenaviroses americanas, com descricdo dos casos e surtos
identificados desde a década de 1950.

O conhecimento sobre a patogenia e a imunologia em resposta a infecgdo por
arenavirus ainda é escasso e controverso. O principal modelo de FHA por arenavirus na
Ameérica do Sul € o virus Junin (JUNV), que sera utilizado como modelo nesta se¢do para
exemplificar o conhecimento existente sobre a patogenia e a resposta imune das FHAS.

A transmissdo dos arenavirus ocorre principalmente pela inalacdo de aerossois. A
inalacdo de particulas virais parece resultar na infeccdo de macréfagos alveolares, seguida
pela migracdo destes macrofagos infectados para os linfonodos. A medida que o virus se
replica, ele se dissemina pelo sistema vascular para os rins, suprarrenais, pulmdes, endotelio

vascular, sistema nervoso central e para orgéos linfoides (Grant et al. 2012).
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Os arenavirus do NM invadem as células a partir da ligacdo com os receptores hTfR1,
expressos em uma grande variedade de tipos de células, cuja funcdo é mediar a endocitose de
transferrina ligada ao ferro e transportar o ferro através da membrana celular, para a sua
subsequente liberacdo no citoplasma. Este evento, consequentemente, permite a infeccao
pantropica observada durante as infeccbes por arenavirus do NM (Andrews et al. 1978,
Radoshitzky et al. 2007).

Os macrofagos sdo alvos celulares principais na infeccéo por arenavirus (McKee et al.
1987). Na década de 1980, em uma serie de casos de FH Argentina (FHAr) foi possivel
demonstrar os efeitos citopaticos nos macrofagos, nos quais foi identificado brotamento viral
a partir da membrana plasmética, além da deteccdo de antigenos virais por
imunofluorescéncia. A destruicdo dos linfonodos e de algumas areas do bago também foi
observada em casos fatais FHAr, demonstrando o tropismo viral para o tecido linfatico
(Gonzalez et al. 1980, Ambrosio et al. 1986, 1990). Desta forma, o tropismo do JUNV por
macrofagos pode ser um importante mecanismo de evasdo do sistema imunoldgico e também
por desempenhar um papel na sindrome de choque fatal que ocorre em alguns graves de FHAr
(Mclay et al. 2013).

Embora uma imunossupressdo generalizada seja a principal caracteristica da infeccéo
pelo virus Lassa (LASV), o que se observa predominantemente nos pacientes infectados pelo
JUNV sdo os elevados niveis de citocinas. Individuos com FHAr apresentam aumentos nos
niveis de TNF, IFN, IL-6 e IL-10 (Levis et al. 1985, Heller et al. 1992, Marta et al. 1999). Os
pacientes com a doenca mais grave e casos fatais apresentam consistentemente niveis
elevados de TNF e IFN (Levis et al. 1985, Heller et al. 1992). Curiosamente, embora estes
niveis aumentados de citocinas sejam observados em pacientes infectados JUNV, macréfagos
infectados in vitro ndo apresentam qualquer aumento na producdo de citocinas, tais como IFN,
TNF, IL-10, IL-6 e IL-12 (Groseth et al. 2011). Assim, a partir deste estudo foi possivel
concluir que o aumento dos niveis de citocinas observado em pacientes com FHAr deve ser
proveniente de outra fonte, possivelmente de células dendriticas, cujo o papel na producao de
citocinas induzidas pelo virus JUN ainda néo foi estabelecido (Mclay et al. 2013). Uma teoria
proposta € de que as citocinas possam ser importantes no controle da replicacdo do virus nas
fases iniciais da infeccdo e que uma resposta atrasada possa contribuir uma evolugdo mais
grave da doenca (Groseth et al. 2011).

Inversamente ao que se observa com 0s pacientes com quadro hemorragico, a presenca
de dano vascular limitado é frequente e caracteristico nos pacientes que sofrem de FH causada

pelo JUNV (Weissenbacher et al. 1987). O receptor para JUNV, o TfR1, é altamente expresso
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em células endoteliais vasculares e estas células suportam elevados niveis de replicacdo do
virus, como observado in vitro (Andrews et al. 1978, Radoshitzky et al. 2007).

Embora os arenavirus ndo sejam citopatogénicos e ndo causem lesdes vasculares in
vivo (Weissenbacher et al. 1987, Gomez et al. 2003), a infeccdo experimental das células
endoteliais tem demosntrado um aumento na producdo de Oxido nitrico (NO) e de
prostaglandina PGI2 (Gomez et al. 2003). Assim, a liberagdo destes mediadores vasoativos
pode ser a causa do aumento da permeabilidade vascular durante a infeccdo de células
endoteliais pelo JUNV que contribuem para o choque posterior observado nos pacientes com
a forma grave da FHAr (Mclay et al. 2013).

Células endoteliais experimentalmente infectadas pelo JUNV apresentam um aumento
da expressdo de moléculas de adesdo celular - ICAM-1 e VCAM-1- e niveis reduzidos do
factor de coagulacdo de von Willebrand (FVW), embora, contraditoriamente, os pacientes
com FHAr apresentam niveis de FVW aumentado em amostras de soro (Molinas et al. 1989,
Gomez et al. 2003). Esta discrepancia sugere que o FVW seja proveniente de outra fonte e
ndo das células endoteliais. Em adicdo, considerando a capacidade do plasma de pacientes
com FHAr em inibir a agregacdo de plaquetas normais in vitro, uma caracteristica também
encontrada em pacientes infectados por outros arenavirus, tem sido hipotetizada a existéncia
de um desconhecido inibidor da agregacéo de plaquetas no plasma (Cummins et al. 1990).
Ainda no contexto do quadro hemorragico observado nos individuos infectados pelo JUNV, a
trombocitopenia, as atividades do complemento e de coagulacdo do sangue se apresentam
reduzidas e contribuem para a coagulopatia e edema observado na FHAr (de Bracco et al.
1978, Heller et al. 1995).

Em estudos experimentais de infeccdo em macacos rhesus, saguis e porcos-da-india
pelos arenavirus causadores de febres hemorragicas, foi possivel reproduzir les6es
semelhantes a casos humanos notificados de FHAr. Os achados mais comuns foram:
hemorragia, necrose da medula dssea, necrose hepatocelular leve e encefalomielite (Kastello
et al. 1976, Green et al. 1987). Embora muitas vezes haja necrose de linfocitos adjacentes, 0s
macrofagos sdo as células mais frequentemente envolvidas (Gonzalez et al. 1980). No rim,
um grande numero de particulas intracitoplasmaticas semelhantes aos arenavirus foram
encontradas nos tabulos distais, em concordancia com a necrose tecidual grave e a presenca de
grande quantidade de antigeno de JUNV que foram demonstradas em estudos morfologicos
(Cossio et al. 1975). Por fim, estudos morfoldgicos realizados com tecido da medula 6ssea
demonstraram que existe um sequestro agudo e transiente de hematopoiese, com
hipocelularidade, mas sem sequelas hematologicas permanente em sobreviventes (Ponzinibbio

et al. 1979).
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1.5.3. Febre Hemorragica Argentina: O prototipo das Febres Hemorragicas por

arenavirus nas américas.

A FHAr, uma doenca febril aguda com manifestacdes hemorragicas e neurologicas, foi
descrita por Arribalzaga em 1955 na regido agricola da Argentina. Essa doenca ocorria de
forma epidémica ao redor do municipio de Junin desde 1943. No entanto, 0 JUNV s¢ foi
descoberto oito anos, ap6s sua descri¢cdo inicial por Parodi e colaboradores (1958) e
confirmado por Pirosky e colaboradores uma década depois (1959), quando surtos anuais de
FHAr vinham sendo registrados sem interrupcao (Enria et al. 1998a).

O principal reservatério natural do JUNV é o roedor Calomys musculinus, embora esse
virus também ja tenha sido isolado dos 6érgdos e fluidos corporais de outros roedores como C.
laucha e Akodon azarae e, ocasionalmente, de Mus musculus, Necromys obscurus e
Oligoryzomys flavescens (Mills et al. 1991, Sabattini et al. 1997). A espécie C. musculinus
apresenta habitos generalistas e, embora mais frequentemente capturado em ambientes de
fronteira estavel, pode ser encontrada em campos de cultivo e pos-colheita se alimentando de
grdos de milho e soja. Este roedor é raramente capturado dentro ou ao redor das habitacfes
humanas, embora possa habitar parques e as redondezas de areas subdesenvolvidas adjacentes
aos pampas argentinos (Mills et al. 1992, Ellis et al. 1997).

A area endémica da FHAr inclui apenas uma parte da distribuicdo geografica das
espécies C. musculinus, que € comum e amplamente distribuido na Argentina central e
noroeste. A incidéncia anual de HFAr estd diretamente associada com densidades
populacionais locais do reservatorio, que atinge sua densidade maxima durante o outono,
coincidindo com a colheita das principais planta¢fes iniciadas no verdo (Nowak 1991, Mills
etal. 1992).

Acredita-se que o JUNV se mantenha nas populacbes de roedores em ciclos
enzodticos principalmente a partir da transmissdo horizontal por encontros agonistas e que,
quando transmitido verticalmente, podem ter efeitos deletérios importantes sobre esses
animais (Mills et al. 1994). Os recém-nascidos da espécie C. musculinus experimentalmente
infectados com o JUNV tém alta mortalidade (70%), 0s sobreviventes apresentam baixo
desempenho e fecundidade reduzida com viremia e viraria persistentes (Vitullo et al. 1987,
Vitullo & Merani 1988). Em contrapartida, os animais adultos infectados demonstram
padrdes diferentes de resposta: (i) metade dos animais desenvolvem anticorpos com clearence
viral, (ii) o restante desenvolve viremia cronica com eliminacdo persistente do virus na urina e

na saliva, sem nenhum efeito deletério aparente (Vitullo & Merani 1990).
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Estudos de populacdes de roedores silvestres demonstram que a infeccdo em C.
musculinus € mais frequente entre machos do que fémeas e esta diretamente correlacionada
com a idade e a presenca de feridas, ou cicatrizes, nesses animais, sugerindo que encontros
agressivos entre 0s machos adultos possam ser um importante mecanismo de transmissao
dentro das populacGes de reservatdrios. Embora a infeccdo no roedor reservatorio possa ser
alta, ela geralmente é baixa, mesmo em locais com um alto niumero de casos FHAr (Mills et
al. 1991). Estudos eco-epidemioldgicos tém demonstrado que had uma predominancia de C.
musculinus em habitats lineares, como beiras de estradas, apontando para um diferente
padrdo, no que diz respeito ao ambiente da infeccdo, levando a crer que as infecgdes humanas
ocorrem no contato com roedor ao longo das bordas dos campos ou beiras de estradas, ao
entrar ou ao sair dos campos, e ndo durante a realizagdo atividades agricolas (Mills et al.
1992).

Outros fatores, além da presenca do roedor infectado, estdo associados a incidéncia de
FHAr. Fatores climaticos sdo importantes por sua influéncia direta na densidade populacional
dos roedores. Nos pampas argentinos, a precipitacdo e a temperatura tém sido documentadas e
os dados demonstram que os verfes mais quentes e secos seguidos de invernos rigorosos e
chuvosos contribuem para a diminuicdo da densidade de roedores e consequente diminuicéo
do nimero de casos de FHAr (Mills et al. 1991, 1992). AlteracGes nos principais tipos de
gréos cultivados na regido, alteracdes antropogénicas (queimadas, desmatamentos) no habitat
natural de C. callosus, e variacdo na intensidade do uso de inseticidas e herbicidas de acordo
com as condicBes econdmicas do produtor sdo outros fatores de importancia que tém sido
implicados no aumento ou diminuicdo da incidéncia da doenca (Maiztegui & Sabattini 1977).

A FHAr ocorre nos pampas Umidos, a area mais fértil da Argentina, que dependem da
agricultura para a sua prosperidade. A area endémica da FHAr é em grande parte uma colcha
de retalhos de campos de cultivo, cortada por linhas lineares de habitats de fronteiras
relativamente estaveis a partir de estradas, rodovias, linhas de cercas e ferrovias (Figura 1.6)
(Enria et al. 1998b).

Uma caracteristica epidemiol6gica marcante da FHAr é a sua expansdo geografica
constante e progressiva, que ocorreu rapidamente nos anos seguintes a sua descoberta e que
continua até o presente. Em 1958, o0s casos estavam limitados a uma éarea de
aproximadamente 16.000km?, com cerca de 270.000 pessoas vivendo em areas de risco.
Atualmente, a regido endémica/epidémica abrange uma area de cerca de 150.000 km? com 3
milhGes de habitantes, abrangendo as provincias de Buenos Aires, Cérdoba, Santa Fé e La
Pampa (Figura 1.6) (Maiztegui et al. 1986, Enria et al. 1998b, Ambrosio et al. 2011).
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Figura 1.6. Extensdo progressiva da febre hemorragica argentina no periodo de 1958 a

2010 (Adaptado de: Ambrosio et al. 2011).

A incidéncia da FHAr ndo é a mesma em diferentes areas dos pampas argentinos ou
em diferentes anos. Em geral, € mais elevada durante um periodo de 5 a 10 anos nas areas
recém- envolvidas e depois tende a diminuir (Enria et al. 1998b). A extensdo geografica da
FHAr na Gltima década tem sido menor do que a observada anteriormente. No entanto,
verifica-se um aumento, continuo e moderado, da extensdo geografica rumo ao norte seguindo
a distribuicdo do roedor reservatorio, assim como um reemergéncia nas areas histéricas onde
a doenca clinica ndo havia sido notificada nos ultimos 10 anos (Garcia et al. 1996).

As epidemias de FHAr ocorrem anualmente com um numero variavel de casos, de
historicos 3.500 a 30-50 casos confirmados, atualmente, por ano (Ambrosio et al. 2011).
Casos da doenca ocorrem ao longo do ano, predominantemente, durante o outono e inverno, o
principal periodo de colheita na Argentina, com um pico de incidéncia no més de maio
(Garcia et al. 1996).

A doenga é quatro vezes mais prevalente em homens do que em mulheres e entre
trabalhadores rurais, na faixa etaria ampla de 15 a 65 anos. Criangas menores de 14 anos de
idade constituem cerca de 10% dos casos anuais, sendo rara em individuos com menos de 4
anos de idade e, excepcional, naqueles com menos de 2 anos de vida. A distribuicdo sazonal
da doenca e a alta prevaléncia em trabalhadores rurais masculinos refletem a exposi¢édo
ocupacional dos seres humanos ao roedor reservatorio do JUNV. A incidéncia anual dentro da

area endémica pode ser tdo baixa quanto 1 em 100.000 , mas nas areas de maior atividade que
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atinge 140 por 100.000 habitantes e 355 por 100.000 homens adultos (Enria et al. 1986,
1998b).

Nos primeiros anos do reconhecimento da FHAr, os individuos infectados trabalhavam
em contato direto com a terra com as colheitas realizadas manualmente. Com o avan¢o da
tecnologia na agropecuaria, as praticas agricolas mecanizadas tornaram-se comuns na regiao,
mas os trabalhadores do campo, especialmente os motoristas de trator, continuaram a se
infectar (Enria et al. 1998a). A infeccdo dessa populagdo parece estar associada com a
inalacdo de aerossois infecciosos gerados durante o processo de colheita mecanizada ou com
exposicdo a aerossois primarios de urina de roedores infectados ou contato com materiais
contaminados. De uma forma geral, a FHAr ndo é contagiosa, apesar da transmissdo pessoa-
pessoa ja ter sido documentada com o contato intimo entre pacientes convalescentes e suas
parceiras (Briggiler et al. 1987).

A FHAr possui um inicio insidioso, ap6s um periodo de incubacdo que pode variar,
em média, de 4 a 21 dias. Inicialmente o individuo infectado apresenta calafrios, mal-estar,
anorexia, cefaleia, mialgias e hipertermia moderada. Depois de dias, surgem manifestacoes
gastrointestinais, neuroldgicas, cardiovasculares, além de sinais e sintomas constitucionais
caracterizados por dores nas costas, dor retro-orbitaria, nauseas ou vomitos, fotofobia e
tonturas. Na primeira semana de doenca, ao exame fisico se observa rubor de face, pescogo e
da parte superior do térax, hiperemia conjuntival e edema periorbital. As membranas da
orofaringe estdo congestionadas e as gengivas podem sangrar espontaneamente ou sob uma
ligeira pressdo. Um enantema caracterizado por petéquias e pequenas vesiculas é quase

sempre encontrada no palato mole (Figura. 1.7) (Maiztegui 1975, Harrison et al. 1999).

Figura 1.7. Febre hemorrégica argentina: (A) Enantema em palato mole e (B)
gengivas hiperemiadas com sangramento espontaneo. Fotos gentilmente
cedidas pela Dr? Silvana Levis (Instituto Nacional de Enfermedades
Virales Dr. Julio I. Maiztegui (INEVH) /Argentina).
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A maioria dos pacientes tem petéquias cutaneas nas regides axilares, parte superior do
torax e bragos. Os ganglios linfaticos tornam-se maiores, principalmente nas regides cervical
e lateral. Bradicardia e hipotensdo ortostatica sdo comuns. Geralmente ndo ha hepatomegalia
ou esplenomegalia e a ictericia € muito rara. No fim da primeira semana de evolucéo, oliguria
e diferentes graus de desidratacdo podem ocorrer. Sinais neurolégicos como irritabilidade,
letargia, leves tremores da méo e lingua sdo comuns. Ataxia moderada, hiperestesia cutanea e
uma diminuicdo dos reflexos e da tonicidade muscular também podem estar presentes. Nas
mulheres infectadas € comum uma metrorragia leve ou moderada e, em alguns casos, pode ser
o primeiro sinal clinico da doenca (Ambrosio et al. 1990, Enria et al. 1998b, Harrison et al.
1999).

Durante a segunda semana da doenca, embora cerca de 70% a 80 % dos doentes
apresentem melhora clinica, o quadro clinico pode se agravar, entre 0 8° e 12° dia apds o
inicio da doenca, com surgimento de hemorragias graves como hematémese, melena,
hemoptise, epistaxe, hematomas, metrorragia, ou hematdria, além de manifestacOes
neuroldgicas, choque e infecgdes bacterianas secundarias como pneumonia e septicemia. As
manifestacBes neuroldgicas graves geralmente comecam com confusdo mental, aumento da
irritabilidade e da intensidade dos tremores, que sdo seguidos de delirio, convulsdes
generalizadas, edema cerebral e coma. A maioria dos casos graves de FHAr apresenta
manifestacdo neuroldgica. A insuficiéncia renal aguda é rara, mas pode ocorrer em casos
terminais ou ap0Os periodos prolongados de choque, consequente a necrose tubular aguda
(Maiztegui 1975, Vitullo & Merani 1988, Enria et al. 1998a, Harrison et al. 1999).

Evolutivamente, entre a segunda e a terceira semana de doenca, passando por um
periodo convalescenca prolongada, ocorre a recuperacdo do paciente que pode evoluir com
alopecia, astenia, irritabilidade e alteragdes de memdria que desaparecem gradualmente ao
longo de um periodo de 1 a 3 meses (Maiztegui 1975, Vitullo & Merani 1988).

Casos de FHAr durante a gravidez ndo sdo comuns, mas a letalidade pode ser maior
do que 50% em mulheres que contraem a doenca no Ultimo trimestre da gestacdo, devido ao
reconhecimento tardio da doenga e a incapacidade de administrar o tratamento especifico.
Malformacdes congénitas, morte fetal e morte dos recém-nascidos também foram relatadas
(Briggiler et al. 1990). Criancas tendem a ter um curso clinico mais brando e, assim, casos
fatais e graves sd@o pouco comuns nessa faixa etaria. O tratamento da FHAr consiste em
terapia especifica e de suporte (Enria et al. 1998a).

O tratamento especifico disponivel para FHAr € a transfusdo de plasma imune nos
primeiros oito dias do inicio dos sintomas. Este tratamento reduz a taxa de letalidade para

menos de 1% e € normalizado com base na quantidade de anticorpos neutralizantes contra
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JUNV infundidos (Maiztegui et al. 1979, Enria et al. 1984, Mahmutovic et al. 2015 ). A
eficAcia do tratamento com plasma hiperimune parece ser devido a capacidade de
neutralizacdo viral dos anticorpos j& que 0s niveis de viremia de pacientes se apresentam
reduzidos apo6s a transfusdo com plasma imune e o0s pacientes tratados com plasma,
geralmente possuem titulos mais baixos na fase convalescente (Mahmutovic et al. 2015).
Neste contexto, bancos de plasma foram criados em areas endémicas, a fim de coletar o soro
de individuos que sobreviveram, considerando, no entanto, que o tratamento com plasma
imune ndo acarreta nenhum beneficio para os pacientes quando administrado oito dias apos o
inicio da doenca (Enria & Maiztegui 1994, Mahmutovic et al. 2015).

Ainda, durante a fase convalescéncia, 10% dos pacientes tratados com plasma imune
desenvolvem uma sindrome neuroldgica tardia. Esta sindrome aparece depois de um periodo
médio de 20 dias (de 7 a 80 dias), caracterizada por febre sinais cerebelares e paralisia do
nervo craniano, no qual o paciente ndo apresenta nenhuma manifestacdo semelhante as do
periodo agudo FHAr. (Maiztegui et al. 1979, Enria et al. 1985, Mahmutovic et al. 2015).
Durante a sindrome neuroldgica tardia, o liquor pode conter dezenas a centenas de células
com niveis normais de acUcar e proteinas ou niveis ligeiramente aumentados. A utilizacdo de
ribavirina endovenosa também pode ser Gtil no tratamento de pacientes com FHAr e talvez
seja uma importante alternativa, uma vez que o numero de individuos infectados com virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e hepatite C nos pampas esta cada vez maior, fazendo com
que a selecdo de doadores se torne mais dificil (Enria et al. 1987, Enria & Maiztegui 1994).

Em relacdo ao tratamento, medidas de suporte devem ser realizadas considerando a
importancia de uma hidratacdo adequada e a necessidade de controle das alteragdes
neuroldgicas, da hemorragia, do choque e das infeccbes bacterianas secundarias. As injecdes
intramusculares e subcutaneas sdo totalmente contra-indicadas por causa do risco de
hematomas e, embora as transfusdes de plaquetas sejam realizadas, a natureza complexa da
coagulopatia e a experiéncia clinica ttm demonstrado que elas ndo sdo Gteis (Maiztegui 1975).

Exames laboratoriais podem auxiliar no diagndstico clinico precoce. Durante a fase
aguda, é possivel observar leucopenia e trombocitopenia com uma taxa de sedimentacao
normal ou reduzida. Quase invariavelmente, ha proteindria e sedimento urinario hialinos
contendo hemacias. A creatinina sérica e uréia estdo dentro dos limites normais ou
aumentadas em proporcdo a desidratacdo e ao choque dos pacientes graves. Elevacdes
discretas da aspartato transaminase (AST), creatina fosfoquinase (CPK) e lactato
desidrogenase (LDH) sdo comuns e hiperbilirrubinemia ou hiperamilasemia sdo raros.
Durante a doenca aguda o liquido cefalorraquidiano € normal, mesmo em pacientes com

doenca neuroldgica grave (Maiztegui 1975, Vitullo & Merani 1988, Harrison et al. 1999).
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Na FHAr, assim como nas outras FHA, a viremia ocorre durante todo o periodo febril
agudo e o arenavirus pode ser facilmente isolado a partir de sangue e de tecidos linf6ides de
casos fatais. O isolamento, geralmente, é realizado em células Vero e a co-cultura de células
mononucleares do sangue periférico melhora a sensibilidade na recuperacdo do virus
(Ambrosio et al. 1986).

A presenca do virus pode também ser detectada pelo ELISA ou pela reagdo em cadeia
da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) e, nos casos fatais, também pela imuno-
histoquimica (Peters et al. 1973, 1987). Embora os testes de neutralizacdo apresentem maior
sensibilidade e sejam importantes para confirmar as espécies de arenavirus em soros de
pacientes, a dificuldade em sua execucdo, em decorréncia da necessidade da manutencdo de
diferentes espécies de arenavirus em laboratério NB-4 (Sanchez et al. 1989), faz com que o
teste ELISA seja 0 método de escolha para o diagnéstico soroldgico. A RT-PCR tem sido
aplicada com sucesso e pode desempenhar um papel no estabelecimento de diagnostico
etiolégico em doentes que evoluiram para o 6bito antes do surgimento dos anticorpos
especificos (Lozano et al. 1993, 1995).

Desde a identificacdo da FHAr, estratégias de controle e prevencdo vém sendo
planejadas e desenvolvidas. Considerando, no entanto, a impossibilidade da eliminacdo de
todos os roedores que funcionam como reservatorios do virus JUN, esforcos para reduzir a
incidéncia FHAr foram voltados para obtengdo de uma vacina.

Como resultado de um projeto internacional colaborativo, em 1979, uma cepa viral do
JUNV foi desenvolvida e usada como principio ativo para uma vacina chamada Candid#1
(Barrera Oro & McKee 1991, McKee et al. 1993, Enria & Maiztegui 1994, Enria et al.
1998b). Os ensaios clinicos de fase I, 1l e 111, realizados entre 1985 e 1990 demonstraram que
a vacina Candid#1 € segura imunogenicamente, com, aproximadamente, 95% de
soroconversao em homens entre 15 e 65 anos e que a resposta imunoldgica especifica a partir
da deteccdo de anticorpos neutralizantes se mantem por até 13 anos ap6s a imunizacdo em
mais de 90 % dos vacinados (Levis et al. 1993, Maiztegui et al. 1998, Enria et al. 2010).

Até o momento, aproximadamente 450.000 doses da vacina Candid#1 foram
distribuidas em quatro provincias da Argentina: Buenos Aires, Cérdoba, Santa Fé e La Pampa
(Briggler et al. 2015). No entanto, a Candid#1 é considerada uma vacina "orfa", por seu baixo
apelo comercial, j& que apenas um numero restrito de doses € distribuido anualmente e por
seu uso limitado a uma regido especifica da Argentina, fazendo que ndo houvesse interesse
comercial da industria farmacéutica (Lang & Wood 1999).

Neste contexto, a vacina nao foi aprovada pelo FDA, devido ndo somente a falta de

documentacdo adequada, mas também pela falta de composicdo genética detalhada da
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linhagem vacinal, pela associa¢do da vacina com a doenca de pé e boca em varias regides da
Argentina, e pelo desconhecimento da base molecular do fendtipo atenuado da Candid#1
(Maiztegui et al. 1998, Ambrosio et al. 2011, Saavedra et al. 2017). A Unica mudanca de
residuo, F4271, no dominio da glicoproteina G2 de transmembrana parece ser responsavel
pelo fendtipo atenuado, embora 0o mecanismo para este efeito continue por se resolver.
Acredita-se que esta substituicdo ndo afete a capacidade do virus de utilizar o receptor TfR1,
mas possivelmente interfira na fusdo ou na maturagéo viral (Albarifio et al. 2011).

Com a falta de interesse das companhias farmacéuticas, o governo argentino decidiu
patrocinar e investir na producdo da vacina Candid#1, capacitando o Instituto de Doencas
Virais Dr. Julio I. Maiztegui (INEVH) que assumiu a producéo nacional da vacina (Ambrosio
et al. 2006). Em 1991, decidiu-se vacinar populag¢fes adultas de alto risco para infecgéo pelo
JUNV, em éareas selecionadas por uma alta incidéncia FHAr nos cinco anos anteriores a
vacinacdo. As campanhas ocorreram até o ano de 2007, quando a vacina foi instituida no
calendério nacional de vacinagdo argentino. A vacina é disponivel para individuos maiores de
15 anos, de ambos 0s sexos, que residem ou exercem atividades em localidades onde tenham
ocorrido casos de FHAr nos ultimos anos. A vacina é contra indicada para imunossuprimidos,
gestantes ou mulheres que ainda estejam amamentando e individuos que tenham recebido
vacinas ou mesmo gamaglobulinas a menos de um més (Enria et al. 2010, Briggiler et al.
2015, Saavedra et al. 2017).

A vacinacdo de adultos em alto risco de exposicdo ao JUNV em 1991 e a introducéo
da vacina no calendario nacional em 2007 resultaram num declinio significante do nimero de
casos de FHAr (Figura 1.8). Estudos realizados pelas autoridades de salde argentina
demonstraram que de um total de 221 confirmados, entre 2001 e 2010, 147 (67%) eram do
sexo masculino e 74 (33%) mulheres, 30 casos (14%) tinham menos de 15 anos e 179 (81%)
tinham entre 15 e 65 anos. Uma analise das ocupacdes por parte dos pacientes, no momento
da doenca, sugere que apenas 15% eram, exclusivamente, trabalhadores rurais. Dos 20 casos
fatais, apenas quatro (20%) trabalhavam no campo (Brigiller et al. 2015). Em comparagéo
com o padréo cléssico da FHAr, a propor¢do de mulheres e menores de 15 anos infectados
aumentou e a prevaléncia de ocupacgdes ndo agricolas diminuiu (Ambrosio et al. 2011). Este
novo cenario epidemioldgico indica a necessidade de adaptar as estratégias de cuidados de
salde primarios, a fim de alcancar o diagnéstico precoce e o tratamento da doenga, além da
necessidade e da importancia de se ajustar o programa de vacinacdo a disponibilidade de

vacina e ao risco-beneficio de sua aplicag&o.
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Figura 1.8. Distribuicdo de casos de febre hemorragica argentina (FHAr) e doses de
vacinas distribuidas em areas endémicas, 1958-2012 segundo Briggiler et
al. 2015.

1.5.4. Controle do roedor reservatorio - licdes aprendidas com a Febre Hemorréagica

Boliviana

Durante os anos de 1959-1962, casos isolados de uma doenca conhecida como "tifo
negro™ foram observados principalmente entre 0s homens em areas remotas do departamento
de Beni na Bolivia. Os primeiros casos dessa doenca ocorreram no inicio do ano de 1959 nos
arredores da cidade de San Joaquin. No final da década de 1950, com a tentativa sistematica,
por parte do governo, de estabelecer nesse departamento a agricultura de subsisténcia, houve
aumento do numero de casos da doenca, culminando, em 1962, com a ocorréncia de 107 casos
e 44 6bitos (41% de letalidade) em uma vila de 600 habitantes, na cidade de Orobayaya. Os
moradores abandonaram as suas residéncias, casas foram queimadas, animais e terras foram
deixados para trés, ja que as investigacbes do Ministério da Saude boliviano e dos médicos
locais ndo foram capazes de identificar a etiologia e de desenvolver uma estratégia de controle
(Mackenzie et al. 19644, Peters 2006). Até 1962, numa populacéo de 4.000 a 5.000 habitantes
das provincias de Itinez e Mamoré, aproximadamente 407 casos e 142 ébitos foram relatados
ao Ministério da Saude boliviano. No ano seguinte, a doenca ultrapassou os arredores e
avancgou para o interior da cidade de San Joaquin, uma cidade que, na época, possuia cerca de
3.000 habitantes. Num periodo de um ano (1963 a 1964), ocorreram 637 casos (21% dos
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habitantes infectados), em pessoas de diferentes sexos, idades e ocupagbes, com
aproximadamente 18% de letalidade (Mackenzie et al. 1964b, Vainrub & Salas 1994b).

Com o0 aumento do investimento nas pesquisas € com o auxilio de instituicbes
internacionais, em 1963, o virus Machupo (MACYV), agente etioldgico da febre hemorragica
boliviana (FHBO0), foi isolado do bago de um caso fatal (Johnson et al. 1965).

Com caracteristicas antigénicas semelhantes ao JUNV, os estudos tomaram novos
rumos a procura de padroes semelhantes aos da FHAr (Wiebenga 1965). Extensos estudos
foram realizados com capturas de pequenos mamiferos e artropodes, mas o virus foi apenas
isolado de roedores da especie Calomys callosus. Assim, foi possivel concluir que 0 MACV
infecta cronicamente estes roedores e que a transmissdo ocorre diretamente para oS seres
humanos, da mesma forma que o JUNV na Argentina (Johnson et al. 1966). A ligacao
definitiva entre o roedor e a FHBo foi realizada quando os roedores foram removidos em
metade da cidade de San Joaquin, com o consequente desaparecimento da doenca nesta
regido, cerca de duas semanas mais tarde, ao mesmo tempo em que o0s casos da FHBo
continuaram sendo notificados na area sem remoc¢do dos roedores (Kuns 1965, Mercado
1975).

A distribuicdo do roedor C. callosus inclui areas secas e subUmidas do leste da
Bolivia, norte da Argentina, Paraguai e no centro-oeste do Brasil (Nowak 1991).
Independentemente do status taxondémico do género Calomys, estudos demonstram que as
espécies de roedores reservatorios do MACV coletadas em Beni, possuem uma histéria
evolutiva diferente, formando uma linhagem monofilética independente das outras
encontradas na América do Sul, o que poderia explicar por que essa doenca sé ocorre no
nordeste da Bolivia e ndo em toda a extensdo onde essa espécie de roedor € encontrada e
confirma o elevado grau de especificidade de hospedeiro encontrado entre arenavirus e seus
mamiferos reservatorios (Salazar-Bravo et al. 2002). Corroborando com esses dados, uma
analise de sequéncias do TfR1 de roedores identificou residuos que parecem ter sido
selecionados positivamente e esses residuos estdo localizados no dominio de TfR1 que
interage com a GP do virus MAC. Essas muta¢Ges que ocorrem naturalmente sdo capazes de
prevenir a ligacdo do MACV, mantendo a funcionalidade TfR1 (Demogines et al. 2013). Fato
que chama a atencgdo, pois a maioria das mutacdes que conferem protecdo contra a infeccao
faz isso com algum dano para o hospedeiro, devido a perda de funcionalidade da proteina.
Estas variacOes sdo capazes de conferir protecdo em roedores e variantes similares da infec¢éo
pelo MACV (Demogines et al. 2013).

Em estudos utilizando coldnias de C. callosus criados em laboratorio, os animais

infectados ao nascerem com o MACV permaneceram infectados durante toda a vida, com
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viremia e viraria persistentes, sem soroconversdo. Esses animais também apresentaram uma
diminuicdo da massa corporal e sua capacidade de reproducdo foi reduzida em cerca de 95%
(Justines & Johnson 1969, Webb et al. 1975a). Curiosamente, quando infectados na fase
adulta, 50% dos animais foram capazes de eliminar a infeccdo enquanto a outra metade se
manteve cronicamente infectada (Justines & Johnson 1969). Um achado interessante € que a
maioria dos roedores C. callosus naturalmente infectados pelo virus MAC apresenta
esplenomegalia (Mercado 1975).

Roedores dos géneros Oryzomys e Proechimys infectados experimentalmente
desenvolveram anticorpos neutralizantes contra o MACV, sem sinais aparentes de doenca ou
de cronificacdo da infeccdo (Johnson et al. 1965). O mesmo ndo foi encontrado durante as
pesquisas em pequenos mamiferos da regido onde, além do roedor C. callosus, nenhum outro
animal foi encontrado naturalmente infectado pelo MACV (Johnson et al. 1966). Tentativas
de infectar outros animais como gatos, galinhas, porcos, marsupiais e cavalos também néo
resultaram em infecgdo aparente e anticorpos neutralizantes foram encontrados apenas em
cavalos e gatos (Webb et al. 1967).

As atividades agricolas dominam a economia do norte da Bolivia, onde muitos
trabalhadores estdo empregados na agricultura e pecuéria (Kilgore et al. 1995). Trabalhadores
rurais residem por periodos prolongados em &reas rurais também habitadas por C. callosus,
em casas de fazenda construidas com paredes parcialmente abertas que podem facilitar o
acesso dos roedores ao domicilio. Assim, a exposicdo humana a roedores infectados pode
ocorre em torno de abrigos dos trabalhadores agricolas ou durante o trabalho nos campos e
pradarias da regido onde a FHBo é endémica (Mackenzie et al. 1964b, Kuns 1965, Kilgore et
al. 1995).

Dentro dessa regido, os animais infectados com 0 MACV foram encontrados em partes
das provincias de ltenez, Mamoré e Yacuma do departamento de Beni, na Bolivia. Assim,
como um problema de salde publica, o controle de C. callosus foi restrito a uma parte do
departamento medindo cerca de 28.000 km? e habitado, na década de 1960, por cerca de
50.000 pessoas. A criagdo de gado e a agricultura de subsisténcia eram, e ainda so, as
principais ocupacgdes da populacdo residente nessa regido. O transporte era feito por via
fluvial, aéreo, a cavalo ou carro de bois. As quatro cidades onde 0 a maioria dos casos ocorreu
sdo: Magdalena, San Joaquin, San Ramon, e Santa Ana, todas com populac6es entre 2000 e
5000 pessoas (Figura 1.9) (Kuns 1965).

No ano de 1964 a transmissdo da FHBo diminuiu abruptamente, de uma média de 1,1
casos por dia para 0.24, apos a implementacdo do controle dos roedores reservatérios no

municipio de San Joaquin. Um total de 3.020 roedores (2.896 C. callosus) foi capturado, nas
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primeiras trés semanas do programa, e muitos mais, morreram em decorréncia do uso, pelos
agentes de controle, de fosfato de zinco (Kuns 1965). Com o0 sucesso deste procedimento, um
programa regular foi mantido no qual cada casa foi inspecionada com 15 armadilhas por trés
noites consecutivas de cada més. Cerca de 80 roedores do género Calomys foram capturados
por més, de agosto 1964 a marco de 1965 (Mercado 1975).

No inicio de 1965, 24 novos casos de FHBo ocorreram em San Joaquin e todos foram
fortemente correlacionados com as casas onde 0 maior nimero de roedores foram capturados.
A maioria dessas casas estava localizada na area noroeste da cidade. A partir de marco 1965
foram feitos intensos esforcos para eliminar roedores nestas casas. O numero de armadilhas
triplicou, fosfato de zinco foi novamente utilizado por um curto periodo e cartolinas
polvilhadas com talco foram colocados sob telhas curvas ao longo de potenciais caminhos de
roedores e em torno das casas. Quando os agentes detectavam roedores do género Calomys
qgue ndo foram capturados ou envenenados, expedicGes a noite eram realizadas, verdadeiras

“cagas” a esses animais, com armas de chumbinho (Mercado 1975).

N

Peru
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Figura 1.9. Mapa da Bolivia, os nove departamentos e as localidades (1) Magdalena
(2) San Joaquin (3) San Ramon e (4) Chapare, onde ocorreram 0s casos de
Febre hemorragica boliviana (Adaptado de Cajimat et al. 2009).
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O periodo de 1966 a 1968 representou uma fase de baixa atividade do MACV. Poucos
roedores do género Calomys foram encontrados em San Joaquin e apenas dois possiveis
casos, mas ndo comprovados, ocorreram. Em 1966, treze pacientes foram admitidos no
hospital municipal, provenientes de quatro pequenas localidades ao sul da cidade. Oito deles
eram da aldeia de Rio Negro (Anuario epidemiolédgico Bolivano, 2000). A maioria dessas
pessoas negou ter tido uma doenca grave num periodo prévio de um a dois meses. Um grande
namero de C. callosus foi capturado e mais de 30% dos animais testados apresentaram
anticorpos especificos. Atividades de captura e envenenamento foram intensificadas nas
regides onde os casos ocorreram (Mercado 1975).

De 1966 a 1969 menos de 300 roedores Calomys foram capturados, provavelmente
pelos seguintes fatos: (i) o principal e talvez o Unico reservatorio natural do virus Machupo
seja 0 roedor C. callosus; (ii) C. callosus se adapta facilmente ao ambiente peridoméstico,
com capacidade de invadir casas e jardins, alcancando densidades populacionais nestas
circunstancias que nunca sdo observadas na auséncia do homem; (iii) uma vez que as
densidades Calomys foram intensamente reduzidas, por conta das capturas e envenenamento,
a populacédo desse roedor foi mantida abaixo do limiar de infeccdo do virus, necessaria para a
transmissdo ao homem em uma cidade (Mercado 1975).

E importante mencionar que em San Joaquin, situado a cerca de uma milha do porto
no rio Machupo, nenhum roedor da espécie Rattus rattus e pouquissimos exemplares da
espécie Mus musculus foram capturados. Mais do que 95% de todos os mamiferos capturados
foram classificados taxonomicamente como C. callosus (Mercado 1975).

O ano de 1969 marcou o advento da segunda fase no desenvolvimento do programa de
controle. Em janeiro e fevereiro de 1969, 10 casos de FHBo com seis mortes ocorreram na
comunidade de La Cayoba, uma area de cultivo de arroz, 40 km ao norte de Magdalena.
Muitos fugiram da comunidade e as pessoas restantes foram transferidas para uma fazenda de
propriedade do governo, a 5 km de Magdalena. Acredita-se que Magdalena , ao contrario de
San Joaquin, estava infestada de roedores da espécie Mus musculus (um fato descoberto em
1964 durante uma pesquisa realizada para determinar o motivo pelo qual s6 esta cidade nao
tinha epidemias de FHBO0), fato que impediria a entrada dos roedores C. callosus (Kuns 1965,
Mercado 1975). No entanto, a partir de marco de 1969, a doenca apareceu em Magdalena,
com 22 casos naquele ano e 12 em 1970. Os casos ocorreram inicialmente em casas na
periferia da cidade nos 24 blocos onde C. callosus foram predominantemente capturados
enquanto Mus musculus eram muito mais numerosos nos 23 blocos internos. As autoridades
responsaveis entdo decidiram adotar medidas de controle de base, liberando todos os roedores

do género Mus e priorizando a captura apenas de Calomys (Mercado 1975).
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O raciocinio era que o exterminio de Mus musculus poderia abrir o caminho para a
penetracdo do Calomys para o centro da cidade. O rapido aumento de mais de uma espécie de
roedores silvestres e o aparecimento de gambas nas periferias de Magdalena, durante a década
de 1970, mostraram que a migracao de outros animais para os limites da cidade representa um
fendmeno recorrente (Mercado 1975). A auséncia de epidemias de FHBo, nos anos seguintes,
sugere que o controle de roedores focada em cidades da regido endémica impediu grandes
surtos urbanos.

Em 1971 foi registrado o primeiro surto fora da area endémica de FHBo, no
departamento de Cochabamba localizado em areas de maior altitude (aproximadamente 2,700
metros acima do nivel do mar) onde ndo existe a descricdo do roedor C. callosus. O caso
indice foi uma estudante de enfermagem, com histérico de viagem para um rancho em
Fortaleza e para capital do pais (areas ndo endémicas), no departamento de Beni. Um total de
cinco pessoas foi infectado, incluindo dois familiares que acompanharam o caso indice e trés
profissionais de salde, duas enfermeiras e um patologista. Apenas um dos infectados
sobreviveu, apds semanas de doenca grave. Altas concentracbes do virus foram detectadas no
sangue e secrecOes dos pacientes infectados. Outra caracteristica interessante deste surto foi a
presenca de ictericia em quatro pacientes, 0 que ndo é comum na FHBo (Peters et al. 1971).
Estudos posteriores, concluiram que, possivelmente, o virus envolvido nesse surto de
Cochabamba tenha sido uma variante do virus MAC, com a capacidade de causar doenca com
caracteristicas imunologicas e histopatoldgicas semelhantes a FHBo classica (Terrell et al.
1973, Patterson et al. 2014).

De 1975 a 1992 nenhum caso de FHBo foi notificado. Em marco de 1993, um caso
fatal foi registrado e em 1994, um surto foi identificado entre os membros de uma mesma
familia, residentes no municipio de Magdalena localizado no centro-norte da provincia de
Itenez (Anuario epidemioldgico Bolivano, 2000).

Durante o periodo de 4 de julho a 12 de agosto de 1994, sete membros da familia, com
idades entre 10 meses e 50 anos, desenvolveram uma doenga caracterizada por febre,
hipotensdo, hemorragia subconjuntival e gengival, epistaxe, petéquias e tremores. Seis dos
sete individuos infectados morreram e o0 caso indice foi o Unico sobrevivente. O diagnéstico
de FHBo foi confirmado pelo isolamento do virus MAC e pela detecgdo de antigenos virais
em todos 0s cinco pacientes para 0s quais estavam disponiveis amostras. A captura de
roedores na regido, onde a provavel exposi¢do do caso indice a roedores infectados poderia ter
ocorrido, resultou na captura de 84 roedores, apenas nove C.callosus, e nenhum roedor foi
reativo para os testes realizados, demonstrando que a estratégia de controle de roedores

implementada nas decadas anteriores ainda tinha efeito sobre a populacéo de roedores daquela
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regido. Apos a identificacdo desse surto familiar, um caso adicional envolvendo uma técnica
de laboratério foi notificado as autoridades sanitarias bolivianas. Acredita-se que um tubo de
ensaio contendo amostra sangue de um dos membros da familia quebrou em uma centrifuga e
expos uma técnica de laboratério de 37 anos de idade, em Santa Cruz. Em 11 dias a técnica
desenvolveu uma doenca febril aguda, mas o quadro retrocedeu ap0s administracdo de
ribavirina endovenosa. No mesmo ano, mais dois casos, ndo relacionados ao surto familiar,
foram diagnosticados no departamento de Beni (Aguilar et al. 2009). Acredita-se que o
reaparecimento da FHBo na década de 1990 tenha sido provocado pelas inundagcbes que
ocorreram em 1992 (Patterson et al. 2014) que provocaram a dispersdo dos roedores
reservatorios para novas areas e a sua aglomeracéo em locais mais altos.

Nos anos seguintes, casos esporadicos de FHBo correram na area endémica da doenga.
De 2007 a 2008, mais de 200 casos suspeitos, dos quais 15 fatais foram notificados ao servico
de saude do departamento de Beni (Figura 1.10). Os casos confirmados eram em sua maioria
homens com idades entre 19 e 46 anos, fazendeiros, provenientes das provincias de Itinez e
Mamoré (Aguilar et al. 2009). A reemergéncia da FHBo nas décadas de 1990 e anos 2000,
pode, em parte, ser explicada pela diminuicdo dos recursos alocados para o controle da FHBo
devido a auséncia de casos durante um periodo prolongado e também pelo aumento da
demanda de outros problemas de salde publica enfrentados pelo pais como tuberculose,
doengca de Chagas e infeccOes sexualmente transmitidas (Kilgore et al. 1995). Outra
explicacdo para este fato é que dado o crescimento econdmico projetado para a Bolivia, é
provavel que o risco dos trabalhadores agricolas para a exposicdo de C. callosus esteja
aumentando a medida que o desenvolvimento modifica o habitat natural do roedor
reservatorio e aumente a frequéncia do contato humano com estes animais (Kilgore et al.
1995).

Esforcos para controlar a FHBo tém sido realizados com base na experiéncia da
Argentina, onde o trabalho de vigilancia epidemiol6gica em curso no pais levou ao controle
da FHAr, causada pelo JUNV, um arenavirus geneticamente relacionado ao MACV (Cajimat
et al. 2009). O uso de uma vacina eficaz contra FHAr apresenta evidéncias de protecdo
cruzada contra o virus MAC (Kilgore et al. 1995, Buchmeier et al. 2007) o que sugere que a
vacinacdo pode desempenhar um papel importante na prevencdo de FHBoO para as pessoas
com maior risco, como os profissionais do programa controle dos roedores reservatorios e

trabalhadores agricolas de areas endémicas.
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Linha do tempo dos casos reportados de Febre Hemorragica Boliviana
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Figura 1.10. Casos de Febre Hemorragica Boliviana de 1959 - 2013, Bolivia.
(Adaptado de Patterson et al. 2014).

O tratamento da FHBo é realizado com o suporte do paciente e a administracdo de
plasma hiperimune e de ribavirina endovenosa. Assim, casos provaveis de FHBo podem se
beneficiar do tratamento com plasma imune de outros casos de FHBo, se administrado logo
apos o inicio dos sintomas clinicos. A avaliacdo rigorosa da eficacia do plasma imune para a
terapia de BHF tem sido limitada, em parte, pelo baixo nimero de doadores qualificados
(Eddy et al. 1975, Villagra et al. 1994). Os anticorpos monoclonais, incluindo anticorpos
monoclonais murinos humanizados, podem representar uma alternativa eficaz e segura para a
terapia com plasma hiperimune. Obviamente, a fase inicial do desenvolvimento de anticorpos
monoclonais para a terapia de FHBo deve incluir estudos para avaliar a capacidade dos
anticorpos monoclonais individuais para neutralizar as diferentes variantes regionais de
MACYV e o potencial para o surgimento de mutantes de escape de neutralizacdo in vivo
(Cajimat et al. 2009, Radoshitzky et al. 2012).

1.5.5. Expanséo de agricultura e descoberta da Febre Hemorragica Venezuelana

Em setembro de 1989, no estado de Portuguesa na Venezuela, um surto de uma
doenca hemorrégica febril grave foi reconhecido. Os pacientes eram em sua maioria

agricultores provenientes do municipio de Guanarito e apresentavam um quadro clinico
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sugestivo de infecgdo viral, caracterizado por hemorragia e com manifestacdes neuroldgicas.
Inicialmente, a maioria dos casos relacionados a esse surto foi diagnosticado como casos de
dengue, ja que em outubro do mesmo ano, o pais enfretava a sua primeira epidemia de dengue
com manifestacdo hemorragica causada pelos sorotipos 1, 2 e 4, com predominio do tipo 2
(Salas et al. 1991).

No ano seguinte, 1990, quando os casos de dengue diminuiram, foi possivel perceber a
manutencdo dos casos o municipio de Guanarito que, semelhante a diversas areas rurais do
estado de Portuguesa, apresentava uma evolucdo demogréafica com alteracdes ecologicas que
resultaram no aumento significativo na frequéncia de contato entre seres humanos e roedores.
Neste cenério, foi possivel observar que na Venezuela, ocorreu um acentuado aumento da
utilizacdo de campos nativos e das areas florestadas para fins agricolas ao mesmo tempo em
que a densidade da populacdo humana em areas rurais de Portuguesa aumentou de 7,6 para
14,3 pessoas/km? no periodo de 10 anos (Tesh et al. 1993, Fulhorst et al. 1999, 2008).

Em 1991, Salas e colaboradores descreveram 0s primeiros casos de uma nova febre
hemorragica, a febre hemorréagica venezuelana (FHV), muito semelhante a outras febres
hemorragicas americanas, causadas por arenavirus, ja conhecidas no continente americano. O
agente etioldgico da FHV, o virus Guanarito (GTOV), membro do sorocomplexo Tacaribe,
foi isolado de dois casos fatais ocorridos em 1990 (Tesh et al. 1994). Nos anos subsequentes,
estudos eco-epidemioldgicos, realizados nas areas endémicas de FHV, apontaram 0s roedores
das espécies Sigmodon alstoni e Zygodontomys brevicauda como o0s potenciais reservatorios
do GTOV (Tesh et al. 1993). Hoje sabe-se que o principal reservatério do GTOV ¢€ o roedor
Z. brevicauda (Fulhorst et al. 1999).

A espécie Z. brevicauda (Figura 1.11), o rato da cana-de-acucar, € um dos roedores
mais abundante na regido central de planicies (llanos) onde a FHV é endémica. Este roedor
esta distribuido do litoral do pacifico ao oeste da Costa Rica, cruzando o Panama, a Colémbia,
a Venezuela, as Guianas e a regido norte do Brasil (Voss 1991, Manzione et al. 1995,
Bonvicino et al. 2008). Esta espécie de roedor especialista, que prefere coberturas herbaceas
densas e arboreas esparsas, habita campinas e campos de altitudes nas savanas (Cerrado) da
floresta Amazonica e campos agricolas. Voss (1991) descreve a espécie Z. brevicauda como
um roedor oportunista que coloniza ambientes antropogénicos constituidos por vegetacao
invasiva. Esses roedores apresentam habitos noturnos, estritamente terrestres, aparentemente

onivoros e que se reproduzem durante todo o ano (Utrera & Duno 2007).
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Figura 1.11. Roedor Zygodondomys brevicauda, reservatério do virus Guanarito
(Foto cedida pela Dr? Cibele Bonvicino - Instituto Nacional do Cancer -
INCA).

Um grande estudo realizado com roedores da Venezuela encontrou uma alta
prevaléncia de Z. brevicauda em plantagcdes de milho, sorgo, algoddo e em vegetaces das
bordas destes plantios. A densidade da populacdo deste roedor apresenta além de flutuacGes
sazonais tipicas, com um aumento durante a estacao seca, atingindo niveis maximos no final
da temporada, diminuindo durante a estacdo chuvosa com o desaparecimento quase total,
flutuacBes ciclicas significativas a cada quatro ou cinco anos, que se correlaciona com 0s
ciclos endémicos e epidémicos de FHV (Tesh et al. 1993, Manzione et al. 1995, Fulhorst et al.
1999, Utrera et al. 2000, Utrera & Duno 2007).

Acredita-se que GTOV pode estabelecer uma infeccdo cronica (ao longo da vida) no
seu reservatorio e que 0s animais cronicamente infectados excretam particulas virais
infecciosas pela via urinaria e em secre¢des de orofaringe (Tesh et al. 1993, Fulhorst et al.
1997). Os resultados de estudos de infeccdo experimental sugerem que a capacidade do
GTOV para estabelecer o estado de portador cronico é dependente da idade do animal no
inicio da infeccdo. Animais mais novos parecem incapazes de realizarem o cleareance do
virus, enquanto alguns dos animais adultos infectados, sob as mesmas condic¢Ges, foram
capazes de eliminar a infeccdo (Fulhorst et al. 1999). No mesmo estudo, nem letalidade ou
doencga foram associadas com a infeccéo crénica do roedor, sugerindo que a longevidade dos
roedores cronicamente infectados, provavelmente, seja comparavel a dos homologos nédo
infectados, apesar de ainda ser necessario determinar se a infecgdo crénica pode afetar outros
parametros de aptiddo do hospedeiro, como por exemplo, taxa de crescimento e da
fecundidade (Fulhorst et al. 1999).
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A transmissdo do GTOV entre os roedores parece ocorrer principalmente por via
respiratoria, isto €, por inalacdo de aerossOis, por mecanismos comportamentais,
acasalamento, agressdo intra-espécie, entre outras atividades que envolvem contato fisico
(Milazzo et al. 2011). A falta de uma associacdo entre a incidéncia da infec¢do e sexo dos
roedores na fase adulta sugere que os machos e as fémeas contribuem igualmente para a
transmissdo do GTOV entre os roedores da espécie Z. brevicauda. A alta prevaléncia de
infeccdo nas fémeas adultas, juntamente com uma baixa prevaléncia de infecgdo nos roedores
mais jovens, leva a hipotese de que a transmissao vertical de GTOV entre Z. brevicauda seja
incomum (Tesh et al. 1993, Fulhorst et al. 1999, Milazzo et al. 2011).

Outras espécies de roedores presentes na regido de planicies na Venezuela suscetiveis
a infeccdo pelo virus da Guanarito sdo: Sigmodon alstoni, Oligoryzomys fulvescens e
Oryzomys spp. (Salas et al. 1991, Weaver et al. 2000, Milazzo et al. 2011). Apesar de
aparentemente suscetiveis, acredita-se que estes roedores sejam hospedeiros finais, portanto,
possuem importancia limitada na manutencéo do ciclo enzo6tico do GTOV na regido. Estes
casos de spillover foram associados, embora considerados eventos raros e incomuns, as
interacBes sociais intimas entre o roedor reservatdrio Z. brevicauda e outras espécies de
roedores (Fulhorst et al. 1999, Milazzo et al. 2011).

A presenca de roedores infectados pelo GTOV foi identificada nos estados de Apure,
Barinas, Cojedes, Guarico e Portuguesa, o que indica que GTOV ja circulava na forma
enzodtica muito antes de 1989 (Fulhorst et al. 2008). Até o momento, todos 0s casos
provaveis e confirmados de FHV tém ocorrido entre as pessoas que residem nas porcdes sul e
sudoeste do estado Portuguesa, regides adjacentes do estado Barinas e a regido centro-oeste
do estado de Guarico (Figura 1.12) ou que visitaram recentemente essas areas da Venezuela.
A distribuicdo focal da doenca e seu padrdo geografico de infeccdo ndo mudaram durante os
ultimos anos (Salas et al. 1991, de Manzione et al. 1998).

A éarea reconhecida como endémica de FHV ocupa mais de 9,000 km2. A populagio
humana da regido endémica FHV no estado de Portuguesa € de aproximadamente 300.000
habitantes, com aproximadamente 150 mil pessoas que vivem em Guanare, capital do estado,
e outros 8.000 vivem na cidade de Guanarito. O restante da populacdo (aproximadamente
142,000) vive em areas rurais, a maioria envolvida na agricultura e/ou pecuaria. No entanto,
muitos dos moradores de Guanare e Guanarito possuem ou trabalham em fazendas em regides
rurais do estado, podendo entrar contato com de roedores reservatorios do GOTV (Tesh et al.
1993). As principais plantagfes da regido sdo o milho, sorgo, algodéo, arroz, girassol, cana-

de-acucar, melGes e feijdo. Durante as épocas de plantio e colheita, um grande nimero de
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trabalhadores agricolas temporarios, oriundos de areas proximas da Venezuela e da Colémbia,

migra para regido (de Manzione et al. 1998).
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Figura 1.12. Mapa da Venezuela destacando as areas de risco para infeccdo pelo virus

Guanarito. A numeragdo se refere aos estados de: (1) Portuguesa; (2)
Barinas; (3) Guarico; (4) Apure e (5) Cojedes. (Adaptado de Vargas
2013)

Desde setembro de 1989 até dezembro 2010, mais de 728 casos de FHV foram
identificados com uma taxa de letalidade de 23,1% (Vargas 2013). A FHV € endémica, com
casos que ocorrem durante todo o ano, com uma tendéncia sazonal definida, com mais da
metade (53%) dos casos ocorrendo entre 0s meses de novembro e janeiro. Este periodo de trés
meses esté relacionado com o fim das chuvas e inicio da estacdo seca, um tempo de intensa
atividade agropecuaria na regidao, quando ocorre a colheita das plantacdes e a terra é
subsequentemente desmatada para ser utilizada no proximo plantio. Consequentemente,
ocorre um maior contato humano com o solo e com roedores potencialmente infectados
durante esse periodo do que em outras epocas do ano (Vainrub & Salas 1994a, de Manzione
et al. 1998).

Segundo dados de incidéncia da FHV, depois que a doenca foi descrita, até agosto de
1992, durante o periodo de 35 meses, foi possivel verificar que existem periodos ciclicos, de

forma continuada, da atividade da doenga numa escala de varios anos. De setembro de 1992 a
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agosto de 1996 houve uma diminuicdo do numero de casos, quando apenas nove casos
ocorreram durante este segundo periodo (36 meses). No entanto, a partir de setembro de 1996,
a incidéncia mensal da FHV aumentou novamente com ocorréncia de casos durante o més de
maio de 1997 (de Manzione et al. 1998). Ap6s um novo surto que se iniciou em 2001 e que
culminou com 301 casos durante o periodo de 2001 a 2003, a doenca tem se mantido com o
namero de casos reduzidos e com alguns surtos esporadicos (Vargas 2013).

Como observado anteriormente, a maioria da populacdo residente nas A&reas
endémicas de FHV esta envolvida com algum tipo de atividade agricola. A maioria dos
individuos acometidos € do sexo masculino, cuja ocupacao esta relacionada com a agricultura,
enquanto as mulheres s&o, em sua maioria, donas de casa. Essa diferenca presumida pela
exposicdo ocupacional aos roedores potencialmente infectados pode explicar em parte a
preponderancia do sexo masculino entre os casos de FHV. Por outro lado, as mulheres que
vivem em areas rurais da regido, muitas vezes trabalham nos campos durante a época de
colheita, por exemplo, colhendo algoddo, de modo que elas tém alguma exposicdo aos
roedores potencialmente infectados (Salas et al. 1991, de Manzione et al. 1998).

Assim, sob o ponto de vista clinico-epidemiolégico, a FHV acomete
predominantemente homens, adultos com idade média de 27,6 anos e o quadro clinico ndo é
diferente das descri¢Bes clinicas das outras febres hemorragicas por arenavirus americanos.
Da mesma forma, os resultados hematolégicos iniciais nos casos de FHV sdo semelhantes, e a
trombocitopenia € o achado hematol6gico mais consistente. A contagem inicial de plaquetas
parece ndo ter nenhuma relacdo com o desfecho do caso. Em contraste, 0s pacientes que sao
admitidos nos hospitais com convulsdes ativas ou histéria de convulsdes recentes, 0
progndstico geralmente é ruim. Nenhuma terapia antiviral especifica foi dada a nenhum dos
pacientes com FHV. O tratamento varia consideravelmente, dependendo do estado clinico dos
pacientes (de Manzione et al. 1998) e aqueles que se recuperam, geralmente, ndo apresentam
sequelas, apesar dos relatos de perda da audicdo e alopécia (Salas et al. 1991).

Quanto as medidas de prevencdo, a eliminacdo da grama alta e outras vegetacfes nas
proximidades das habitacfes humanas e areas de trabalho, por exemplo, como nos campos
cultivados, para controlar FHV também pode auxiliar na prevencgdo da infeccdo pelo GTOV

em seres humanos (Fulhorst et al. 1999).

1.5.6. Arenavirus no Brasil e a Febre Hemorragica Brasileira

Até o inicio do presente projeto, cinco espécies de arenavirus foram descritas no

Brasil: (i) virus Amapari, isolado de roedores da espécie Neacomys guianea capturados no
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Amapa (ii) virus Cupixi em Hylaeamys megacephalus (= Oryzomys capito), também no
Amapa (iii) virus Flexal (Oryzomys sp.), no Para (iv) virus Pinhal (Calomys tener) e (v) virus
Sabid, agente etioldgico da febre hemorragica brasileira (FHBr), identificado no estado de Séo
Paulo (Pinheiro et al. 1966, 1977, Charrel et al. 2002, Coimbra et al. 1994, Charrel &
Lamballerie 2010, Bisordi et al. 2015).

A FHBr foi descrita na decada de 1990, até o momento, apenas trés casos foram
registrados, uma infeccdo natural e duas infecgOes laboratoriais subsequentes no Brasil e nos
Estados Unidos. O caso indice foi uma engenheira agrébnoma de 25 anos que procurou
assisténcia médica no dia 12 de janeiro 1990, ap0s 12 dias de febre, cefaleia, mialgia, nduseas,
vomitos e fraqueza. Com um quadro de sonoléncia associado a desidratacdo e a hiperemia de
orofaringe, os exames laboratoriais realizados indicavam leucopenia e niveis de aspartato
aminotransferase ligeiramente elevados (Lisieux et al. 1994).

A historia epidemiolégica da paciente ndo apresentava nenhum fato que chamasse
atencdo. Ela trabalhava em um escritério, na cidade de S&o Paulo, ndo tinha viajado para fora
do estado nos dois meses antes do inicio da doenga, mas tinha histéria de ter viajado com a
familia e amigos para o interior do estado dez dias antes do inicio das manifestacdes clinicas.
Com as hipoteses diagnosticas de sepse, leptospirose, maléria, hepatite e febre amarela, foi
iniciado tratamento de suporte com antibioticoterapia empirica. No entanto, no terceiro dia de
internacdo, o quadro da paciente se agravou com o0 surgimento de hematémese, hemorragia
vaginal e petéquias conjuntivais. O quadro neuroldgico evoluiu com aumento da sonoléncia,
surgimento de tremores, dificuldade em andar e convulsdes generalizadas, culminando com
coma e choque, sem resposta ao tratamento. A morte ocorreu no quarto dia de internagdo. Os
principais achados da necropsia foram edema pulmonar difuso e congestdo com hemorragias
intraparengquimatosas associada a congestdo hepatica com hemorragia e necrose focal, além de
edema renal e necrose tubular aguda, aumento e congestionamento do baco e hemorragia
gastrointestinal macica (Lisieux et al. 1994).

A amostra de sangue coletada pouco antes da morte foi encaminhada ao Instituto
Adolfo Lutz, onde foi inoculada por via intracerebral em camundongos recém-nascidos. Um
agente foi isolado a partir de cérebros de camundongos doentes e convalescentes. O agente
detectado ndo reagiu com soros imunes preparados para 0S virus humanos patogénicos
comumente encontrados no Brasil. Assim, as amostras foram entdo encaminhadas para o
Instituto Evandro Chagas em Belém e, em seguida, para a Unidade de Pesquisa de Arbovirus
em Yale e para o Instituto de Pesquisa Médica de Doencas Infecciosas do Exército dos EUA.
Testes imunoldgicos e virologicos comprovaram que se tratava de um novo virus, pertecente a

familia Arenaviridae (género: Mammarenavirus). Este novo agente foi nomeado virus Sabia
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(SABV), 0 nome do bairro (Jardim Sabia) do municipio de Cotia (Figura 1.13), onde a
paciente estava hospedada antes de adoecer. A fonte de infeccdo ainda continua desconhecida,
mas parece provavel que o virus Sabid seja mantido na natureza em reservatorio roedor

silvestre, ainda ndo identificado (Lisieux et al. 1994, Gonzalez et al. 1996).
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Figura 1.13. Mapa da regido metropolitana de S8o Paulo destacando municipio de

Cotia e a capital do estado, a cidade de Séo Paulo.

Durante a caracterizacdo do virus, em Belém, em junho de 1992, o segundo caso foi
identificado em um técnico de laboratério, de 39 anos de idade, que foi infectado
provavelmente por inalacdo de aerossol. O profissional foi infectado acidentalmente, trés
semanas antes do inicio do quadro clinico, durante a passagem do virus para preparacao de
antigeno utilizando cérebros de camundongos recém-nascidos infectados com amostras de
sangue do caso indice. O profissional apresentou doenca grave com febre alta (38-40°C),
calafrios, mal-estar, cefaleia, mialgia generalizada, odinofagia, conjuntivite, nauseas, vomitos,
diarreia, dor epigastrica, ulceracdes da mucosa oral e sangramento discreto das gengivas ao
realizar higiene bucal, por 15 dias. Sem outra manifestacdo neurologica que nao tenha sido a
cefaleia, os resultados dos exames laboratoriais do paciente mostraram leucopenia e
linfocitose gradativas & medida que a doenca evoluia. A administracéo de fluidos intravenosos

foi necessaria e o paciente se recuperou. A soroconversdo para SABV foi demonstrada em
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soros pareados das fases aguda e convalescente, por diferentes testes soroldgicos
(Vasconcelos et al. 1993, Lisieux et al. 1994).

O segundo incidente envolvendo uma exposicdo humana ao SABV, ocorreu na
Universidade de Yale na Unidade de Pesquisa de Arbovirus, em agosto de 1994. Um
virologista de 46 anos foi exposto quando purificava um grande volume de fluido de cultura
de tecidos. A avaliagdo do paciente possibilitou sugerir que a exposi¢cdo ocorreu durante a
utilizacdo de uma centrifuga enquanto ele trabalha sozinho em um laboratério de nivel de
biosseguranca 3 (NB-3). O equipamento continha seis frascos de policarbonato com tampa de
rosca com cerca de 200 mL de fluido de cultura de tecidos. Ao abrir a tampa do rotor para
remover os frascos da centrifuga, ele observou que a parte externa de um dos frascos estava
molhada e que o fluido havia vazado para o fundo do rotor. Nenhuma ruptura ébvia foi
identificada no momento e o virologista usava, no momento, uma mascara cirurgica, um
jaleco descartavel e luvas. O profissional ndo possuia escoriacdes ou arranhGes em suas maos
e usou um segundo par de luvas durante a descontaminacéo do rotor com solucdo concentrada
de hipoclorito de sédio, mas ndo usou um respirador purificador de ar de pressao positiva,
apesar de estar disponivel. (Barry et al. 1995, Gonzalez et al. 1996).

Oito dias ap0s o incidente no laboratdrio, o virologista observou mialgias, uma leve
dor de cabega, rigidez no pescoco e febre, associados com hiperemia conjuntival e leve
aumento dos linfonodos cervicais. Ele foi internado imediatamente apds o0s clinicos
relacionarem o incidente da centrifuga com uma possivel infeccdo ocupacional ao SABV e
iniciaram o tratamento com ribavirina intravenosa na dose utilizada pelos Centros de Controle
de Doencas (CDC) para outras infeccBes por arenavirus - uma dose de ataque de 30 mg por
quilograma de peso corporal, seguida por uma dose de 15 mg por quilograma cada seis horas
durante quatro dias, e, em seguida, por uma dose de 7,5 mg por quilograma trés vezes ao dia
durante seis dias. Apo0s a confirmacdo, por PCR, da infeccdo pelo SABV, o paciente foi
transferido para um quarto de isolamento de pressao negativa e s6 foi liberado depois da
recuperacdo do paciente, duas semanas ap0s o inicio do quadro clinico. Todos os contatos do
paciente foram identificados e estratificados em grupos risco. Foram identificados 139
contatos, consistindo de trabalhadores que prestaram assisténcia ao paciente, técnicos do
laboratério do hospital, os colegas, amigos e membros da familia. Todos os contactantes
foram incluidos em um programa de vigilancia médica, que consistiu em uma coleta de
sangue para realizacéo de testes soroldgicos e preenchimento de questionario epidemiologico,
na data do ocorrido e seis semanas depois. Nenhum dos individuos apresentou quadro ou

exames que comprovassem infeccdo pelo SABV (Barry et al. 1995).
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1.5.7. O Siléncio das Febres Hemorragicas Americanas: o virus Chapare na Bolivia

No final do ano de 2003, um pequeno surto de casos de febre hemorragica em uma
area rural proxima ao rio Chapare, no departamento de Cochabamba, na Bolivia, no leste dos
Andes (Figura 1.9) foi identificado pelo Ministério da Saude da Bolivia. Os detalhes exatos,
assim como o0 numero de casos e 0s sintomas apresentados, sdo poucos e confusos. No
entanto, existe a descricdo de um caso fatal envolvido, neste surto, de um homem de 22 anos,
alfaiate e fazendeiro, morador de uma pequena cidade, Samuzabeti, localizada a 35 km a
nordeste da Villa Tunari. Ele ndo possuia histérico de viagem e nem contato com qualquer
caso de doenca compativel por pelo menos quatro semanas antes do inicio da doenca no dia 3
de janeiro de 2004. Além disso, nenhum membro da familia ou outros contatantes proximos
apresentaram manifestacdes clinicas semelhantes (Delgado et al. 2008).

Com um quadro clinico inicial caracterizado por febre, cefaleia, artralgia, mialgia e
vomitos, o paciente evoluiu para um quadro hemorragico que culminou em 6bito 14 dias ap6s
o inicio da febre. Com base nas manifestacGes clinicas, a suspeita inicial foi de febre amarela
ou dengue hemorragico. Como 0s testes iniciais para estes agentes foram negativos assim
como a analise soroldgica e molecular para o virus MAC ou arenavirus relacionados (Delgado
et al. 2008), amostras de soro de fase aguda do paciente foram enviadas para o laboratério
NB-4 da divisao especial de contencdo de patdgenos em Atlanta para a identificacdo do agente
etioldgico. No isolamento em células Vero E6 foi identificado um virus nao citopatico. Uma
reacdo cruzada com o soro hiperimune de arenavirus causadores de FHA foi identificada por
imunofluorescéncia. A analise molecular do RNA do virus isolado apresentou sequéncias
nucleotidicas relacionadas aos arenavirus da Clade B do NM. O novo virus foi denominado
Chapare, o terceiro arenavirus detectado na Bolivia (junto com os virus Machupo e Latino). A
partir das analises das sequéncias nucleotidicas, foi possivel observar que o Chapare esta
estritamente relacionado com o SABV. A relacdo desse novo virus boliviano como virus
SABYV do Brasil € intrigante. Ambos causam febres hemorragicas semelhantes as causadas
pelos virus JUN, MAC e GTO, com uma forte associacdo com a extensa necrose hepatica. O
envolvimento mais amplo do figado pode ser uma caracteristica comum entre esses dois virus,
ja que esse tipo de comprometimento ndo é comumente observado nas demais FHA causadas
pelos outros arenavirus do NM. Assim como no caso do SABV, ainda ndo foi possivel

identificar o reservatdrio deste virus (Delgado et al. 2008, Cajimat et al. 2009).

46



2. JUSTIFICATIVA

No campo é onde se encontra 47% da populacdo alvo do programa Brasil Sem
Miséria, com cerca de 7,6 milhdes de pessoas concentradas especialmente nas regides
nordeste e norte do pais. Essa populacédo é constituida por agricultores familiares, assentados
da reforma agraria, acampados, assalariados rurais, extrativistas, pescadores, quilombolas,
indigenas e outros povos, além de comunidades tradicionais. Para atender a essa populacao e
com o objetivo principal de fortalecer e expandir a agricultura familiar, estratégias especificas
tém sido elaboradas e implementadas pelo referido programa, com perspectivas de alcancar
milhdes de familias (Campello et al. 2014).

O Brasil se destaca pela sua extens&o territorial, seus diferentes biomas e sua grande
biodiversidade em relacdo aos outros paises da América Latina. Dos 80,25 milhdes de
hectares de area da agricultura familiar no Brasil, 45% destinam-se as pastagens; 28% sao
compostos por matas, florestas ou sistemas agroflorestais e 22%, por lavouras (Franca 2009).
Cabe ressaltar que devido a utilizagdo da terra para fins agricolas na maior parte do pais, um
processo de fragmentacdo acelerado vem sendo observado em todo territorio (Ribeiro et al.
2009). Esta situacdo pde em risco a grande diversidade e aumenta o impacto na dindmica de
transmissdo das doengas zoonoéticas que, com maior frequéncia, acometem populacBes de
areas rurais e de regibes de transicdo entre o ambiente rural e silvestre.

Este cenario de acelerada fragmentacdo estimulada pela agricultura foi o mesmo
vivenciado em outros paises com ocorréncia de febres hemorragicas por arenavirus (FHA),
constituindo, assim, um fator determinante para a emergéncia dessas doengas como
exemplificado: (i) Na Bolivia, no fim da década de 1950, foi impulsionado por mudangas
politicas, quando houve uma tentativa sistematica, por parte do governo, de estabelecer a
agricultura de subsisténcia no departamento de Beni. Neste contexto, foi entdo que a febre
hemorragica boliviana chamou a atencdo das autoridades sanitarias, com 407 casos
confirmados e 142 Gbitos, até 1962, numa populacdo de 4000 a 5000 habitantes das provincias
de Itinez e Mamoré (Jhonsson et al. 1965, Aguilar et al. 2009). (ii) Na Venezuela, durante o
periodo no qual a febre hemorragica venezuelana foi reconhecida pela primeira vez, a regiao
passava por um processo de evolucdo demogréafica e ecoldgica nas areas rurais de Portuguesa.
Com o aumento da densidade da populagdo humana em éareas rurais de Portuguesa (de 7,6 a
14,3 pessoas/km2 no periodo de 10 anos), que terminou em 1990, aumentou a utilizacdo de
campos nativos e das areas florestadas para fins agricolas, o que, consequentemente, resultou
em um aumento significativo na frequéncia de contato entre a populacdo humana e o0s

roedores (Tesh et al. 1993).
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A dificuldade na identificacdo das arenaviroses pelos profissionais de saude é outro
ponto que merece destaque, considerando que o Brasil possui um grande nimero de doencas
endémicas com caracteristicas clinicas e epidemioldgicas semelhantes as FHAs, entre elas
dengue, febre amarela e maléaria, e que nem sempre sdo identificadas com base no diagnostico
etioldgico laboratorial, especialmente durante epidemias. Situacdo semelhante foi observada
na Venezuela, onde a maioria dos casos de FHA causada pelo virus Guanarito foi
diagnosticada, inicialmente, como dengue durante a primeira epidemia da doenga no pais
(Salas et al. 1991).

N&o obstante as informacOes apresentadas acima, outro programa que precisa ser
considerado neste contexto é o Programa de Apoio a Conservagdo Ambiental, mais conhecido
como Bolsa Verde. Desenvolvido para familias extremamente pobres que vivem em areas
consideradas prioritarias para a conservacdo do meio ambiente, o programa beneficia familias
gue se comprometem a manter a vegetacdo e a fazer uso sustentdvel dos recursos naturais
dessas areas (Perdigdo & Costa 2006). Diante da possibilidade de emergéncia da FHA, é
fortemente recomendado que este programa esteja integrado a prevencdo das arenaviroses e a
outras doencas transmitidas por roedores, em regides de interface agricola/silvestre, uma vez
gue a mudanca no habitat silvestre por conta de desastres naturais, desmatamentos e
gueimadas, entre outros fatores, pode favorecer 0 aumento da ocorréncia destas zoonoses.
Diante do exposto, este trabalho se propbe a contribuir com o conhecimento dos
mammarenavirus em animais silvestres e em popula¢c6es consideradas de alto risco no Brasil.

Por fim, esta proposta também fornece subsidio as acdes de prevencdo e de controle
das doencas transmitidas por roedores junto aos projetos de combate a extrema pobreza do
Ministério do Desenvolvimento Social e de combate a fome.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca de mammarenavirus em roedores silvestres e em populacdes
humanas que estdo, possivelmente, sob risco, subsidiando a sustentabilidade dos projetos de
incentivo & agricultura familiar, no contexto da prevencdo de doencas transmitidas por

roedores.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Identificar areas de circulacdo enzoltica de mammarenavirus, com a pesquisa em
roedores silvestres e sinantrépicos coletados em diferentes regides do Brasil, cujas amostras ja
se encontravam acondicionadas no Laboratorio de Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto
Oswaldo Cruz.

v Identificar as espécies de roedores infectadas por mammarenavirus de diferentes
estados brasileiros;

v Caracterizar 0s mammarenavirus responsaveis pela infeccdo nos roedores;

v' Estudar, utilizando técnicas histopatoldgicas e de ultraestrutura, os tecidos de animais
infectados;

3.2.2. Analisar as relacbes filogenéticas entre os arenavirus e membros da familia
Bunyaviridae.

v Realizar analises filogenéticas a partir de sequéncias nucleotidicas obtidas em bases de
dados para verificar a relacdo entre os arenavirus e os bunyavirus, em espacial 0s
nairovirus.

3.2.3. Pesquisar a ocorréncia de infeccGes por mammarenavirus em diferentes populacdes,
consideradas de risco, em regiGes onde a circulacdo desses virus em roedores tenha sido
confirmada.

v Realizar inquéritos sorolégicos em populacgdes de agricultores familiares e em populacées
residentes em ambientes de interface rural e silvestre;

v Descrever aspectos epidemiolégicos relacionados a infecgdo por mammarenavirus.

3.2.4. Restituir os resultados para os servicos de saude visando a incorporacdo de acOes de
prevencdo e controle das arenaviroses a vigilancia integrada das doencas transmitidas por
roedores, como hantaviroses, peste e leptospirose, em conjunto com as acfes ja implantadas
pelo Brasil sem miséria.
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v" Elaborar notas técnicas e/ou informativos para profissionais da area da satde e do meio
ambiente visando esclarecer, com foco na prevencdo, sobre a possibilidade de ocorréncia
da arenavirose e sua associacdo com roedores, de maneira que a doenca possa ser
reconhecida com a realizacdo do diagndstico e tratamento precoces;

v Elaborar materiais informativos e educativos para comunidade agricola das regides
estudadas com foco na prevencéo de doencas transmitidas por roedores.
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4. MATERIAIS/METODOS E RESULTADOS

Baseado nos objetivos do presente estudo, as secOes apresentadas a seguir estdo
dividas em trés eixos: (i) Deteccdo e caracterizacdo de mammarenavirus em animais
silvestres; (ii) Estudos soroepidemioldgicos em populagdes rurais e (iii) Restituicdo de
resultados e estratégias de educacdo em saude. Os resultados dos objetivos especificos que se
encontram listados nos dois primeiros eixos, assim como materais e métodos, serdo
apresentados sob a forma de manuscritos publicados, ou submetidos a publicacdo em revistas
indexadas. Quanto aos produtos gerados pelo terceiro eixo, estes se encontram expostos na
forma de folder, cartilha e de notas técnicas, uma j& publicada e outra em fase de revisao para

posterior submisséo.
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4.1. DETECCAO E CARACTERIZACAO DE MAMMAREVIRUS EM ANIMAIS
SILVESTRES NO BRASIL

A escolha dos estados para o desenvolvimento do presente estudo foi determinada
pelos resultados obtidos em pesquisas previamente realizadas pelo grupo do Laboratoério de
Hantaviroses e Rickettsioses (LHR) do Instituto Oswaldo Cruz, que apontavam para a
presenca de mammarenavirus na regido Centro-Oeste do Brasil. A inclusdo de outros estados
e regides ocorreu posteriormente, a partir de novos resultados gerados durante a execugao
deste trabalho.

Os roedores inseridos nesse eixo do estudo foram capturados durante expedicGes de
campo independentes, conduzidos em diferentes estados brasileiros durante os anos de 2003 a
2015. Amostras de sangue foram coletadas apds anestesia e os dados bionémicos foram
obtidos, subsequente a eutanasia. Durante a necropsia, um ou mais 6rgaos foram coletados
(pulmdo, rim, baco, figado e coracdo) de cada espécie capturada e armazenados
individualmente em freezer -80°C, nitrogénio liquido, RNAlater™ ou em TRizol® e
transferidos para o LHR. Todos os procedimentos envolvendo os roedores seguiram 0S
procedimentos de biosseguranca recomendados (Lemos & D’Andrea 2014). Licengas e
aprovacao do comité de ética em pesquisa animal se encontram listados nos artigos nas se¢des
de metodologia e anexo 9.2.

Para todos os artigos que compdem este eixo, os critérios de inclusdo das amostras de
roedores que foram utilizadas neste estudo foram: (i) possuir dados biondmicos completos dos
roedores; (ii) possuir amostras de soro/sangue e baco, figado e/ou rim e (iii) ter sido
previamente submetidas a analise laboratorial para a pesquisa de hantavirus no LHR.

Considerando que técnicas que resultam em uma maior liberacdo de aerossois,
determinamum maior risco para o0 manipulador e o ambiente, os procedimentos relacionados
com o isolamento viral foram executados em laboratérios de nivel de biosseguranca de nivel 3
do Laboratorio de Virologia e Patogénese do Public Health England (PHE - Porton Down,
UK), durante periodo do doutorado sanduiche no exterior concedido pela Coordenagédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) em 2017, sob a coorienta¢do do Dr
Roger Hewson.
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4.1.1. Artigo 1 - Co-circulation of Clade C New World Arenaviruses: New geographic

distribution and host species

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito sao
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.1. Identificar &reas de circulacdo enzodtica de
mammarenavirus, com a pesquisa em roedores silvestres e sinantropicos, coletados em
diferentes regides do Brasil, cujas amostras ja se encontravam acondicionadas no Laboratério
de Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz.

Objetivo especifico:

v ldentificar as espécies de roedores infectadas por mammarenavirus de diferentes estados
brasileiros;

v Caracterizar os mammarenavirus responsaveis pela infeccdo nos roedores;

Situacdo do manuscrito: Artigo publicado na revista Infection Genetics and Evolution

Fator de Impacto da Revista: 2,8

Referéncia: Fernandes J, de Oliveira RC, Guterres A, de Carvalho Serra F, Bonvicino CR,
D'Andrea PS, Cunha RV, Levis S, de Lemos ER. Co-circulation of Clade C New World

Arenaviruses: New geographic distribution and host species. Infect Genet Evol. 2015; 33:242-
45.
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Clade C, of the New World Arenaviruses, is composed of only the Latino and Oliveros viruses and, besides
the geographic range of their rodent reservoirs, the distribution of these viruses has been restricted to
Bolivia and Argentina. In this study, the genetic detection and phylogenetic analysis of the complete S
segment sequences of sympatric arenaviruses from Brazil revealed a new geographic distribution of clade
C arenaviruses, as well as the association of Oliveros virus with a new rodent reservoir.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Arenaviruses are members of the family Arenaviridae that con-
sists of two different genera (Mammarenavirus and Reptarenavirus)
that currently comprises 30 viral species, as recognized by the
International Committee for Taxonomy of Viruses (ICTV) (http://
ictvdb.bio-mirror.cnflctv/fs_arena.htm [accessed 12 April 2015]).
The geographic distribution of each arenavirus is assumed to be
determined by the range of its reservoir species (Salazar-Bravo
et al., 2002; Charrel and Lamballerie, 2010). The Arenavirus genus
is phylogenetically and serologically divided into two main com-
plexes: the LCMV-Lassa virus complex with all arenaviruses from
the Old World, and the Tacaribe virus serocomplex that includes
all viruses indigenous to the New World. The latter is the most
genetically diverse group of the genus, composed of 18 species
divided into four lineages: clade A, A-recombinant, B and C, accord-
ing to their phylogenetic relationships (Charrel and Lamballerie,
2010; Charrel et al., 2008; Emonet et al., 2009).

Clade C New World Arenaviruses are the smallest lineage
within the genus, with currently only two described members,
the Latino (LAT) and Oliveros (OLV) viruses, hosted by Calomys

# Corresponding author at: Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses, Instituto
Oswaldo Cruz, Fundacao Oswaldo Cruz, Av. Brasil 4365, Manguinhos 21040-900,
Rio de Janeiro, Brazil.

E-mail address: jorlan@ioc.fiocruz.br (J. Fernandes).

hup://dx.doiorg/10.1016/j.meegid.2015.05.010
1567-1348 /@ 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

callosus in Bolivia and Necromys benefactus in central Argentina,
respectively (Rowe et al., 1970; Bowen et al.,1996a; Mills et al.,
1996) (Fig. 1). In this study, we identified an expanded geographic
distribution of these viruses, as well as the association of OLVV to a
new rodent reservoir, Necromys lasiurus.

Small mammals trapping fieldwork was conducted in a rural
area of Sidrolandia (20°55'55"S/54°57'39"W) and Dois Irmaos do
Buriti (20°40'47"S/55°17'46"W) municipalities, in September
2005 and in January 2006, respectively. Those municipalities are
situated in the Cerrado (savanna-like) area in Mato Grosso do Sul
State of Brazil, where there is no description of arenavirus presence
to date, although they are near regions where circulation of those
viruses is well documented (Fig. 1). Each capture station was sam-
pled with Sherman® (7.62cm %953 cm x 3048 cm) and
Tomahawk®™ (40.64cm = 12.70 em = 12.70¢m) live traps, placed
10 m apart, in linear ground transects of 20 capture stations, 270
traps per capture night. Small mammals were captured and han-
dled according to recommended safety procedures (Mills et al.,
1995). Seventy-two wild animals were captured (66 from
Sidrolandia and six from Dois Irmdos do Buriti). C. callosus was
the most frequently captured rodent (28 specimens), followed by
N. lasiurus (21 specimens) (Table 1). The wild-caught animals were
identified by external and cranial morphology and confirmed by
karyotype and DNA analysis (Oliveira and Bonvicino, 2006;
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Fig. 1. Geographic distribution of Clade C New World Arenaviruses and their rodent hosts in South America. Calomys callosus (left map, dark gray area), Necromys lasiurus, N.
benefactus (righ map). Square = Oliveros virus (OLVV) detection, circle = Latino virus (LATV) detection, triangle = co-circulation of OLVV and LATV. Brazil, Mato Grosso do Sul:
(1) Dois Irm3os do Buriti, (2) Sidrolindia ( present study). Bolivia, Santa Cruz: (3) San Ignacio, (4) Juan Latino (Cajimat et al., 2009). Argentina, Buenos Aires: (5) Oliveiros; Santa
Fé: (5) Maciel, Pampa; (6) General Gelly, ].B. Molina, Maximo Paz, Pergamino, Uranga; (7) Alcorta, Bigand, Casilda, Chovet, Labordeboy, Wheelwright (Mills et al., 2007).

Table 1
Small mammal species collected on the two study sites and the results of arenavirus
infection by RT-PCR in Mato Grosso do Sul State, Brazil.

Species No. of captured rodents RT-PCR no.
Sidrolindia Dois Irmdos (prevalence%)
do Burid

Calomys callosus 27 1 19 (67.8%)°
Cerradomys maracajuensis 5 1 0
Hylaeamys megacephalus 2 0 0

Marmosa murina 2 0 0
Necromys lasiurus 21 0 3 (14.2%)"
Nectomys squamipes 3 0 0

Oecomys catharinae [i] 2 [i]
Oligoryzomys sp. 2 4] 4]
Oxymycterus delator 2 [i] 4]
Thrichomys fosteri 2 1 4]

Thylamys macrurus [i] 1 4]

Total 66 6 21(29.2%)

* Prevalence of Latino virus.
b Prevalence of Oliveros virus.

Bonvicino et al., 1996; Cassens et al., 2000). Tissue samples were
collected and frozen immediately without any kind of medium.
Sample specimens were deposited in the Rio de Janeiro National
Museum.

Viral RNA was obtained using the PureLink Micro-to-Midi total
RNA purification kit (Invitrogen, San Diego, CA) from frozen spleen
or liver samples of all trapped animals. The amplification process
was performed according to previously described protocols
(Garcia et al., 2000; Bowen et al., 1996b). Over 60% of C. callosus
and 14% of N. lasiurus analyzed were infected by arenavirus in
the municipalities of Sidrolindia and Dois Irmdos do Buriti
(Table 1). High seroprevalence has been described previously for
others arenavirus species in two other studies conducted in the
Americas. One such example is a seroprevalence study of
Tacaribe serocomplex arenaviruses in New Mexico, where 66% of
Neotoma albigula were seroreactive (Cajimat et al, 2007). More
recently, studies in endemic areas for Venezuelan haemorrhagic
fever, demonstrated a seroprevalence of 64.9% of Sigmodon alstoni
infected with Pirital virus (Milazzo et al., 2011).

For direct sequencing of overlapping amplimers, generic primer
combinations were used for the amplification and sequencing of
the complete genomic S segment, based on the conserved regions

of the S segment among Clade C New World Arenaviruses (primers
available on request) using a similar strategy to that described by
Charrel et al. (2003). Complete sequence of LATV and OLVV S seg-
ment had approximately 3397 nt and 3545 nt, respectively.

Phylogenetic trees, based on the main proteins encoded by the
arenavirus S segment, were generated by maximum likelihood
method implemented with MEGA 6 (Tamura et al., 2013), under
the best-fit model of evolution chosen by the program
jModelTest (Posada, 2008). Partial and complete amino acid
sequences from the Nucleoprotein (NP) and Glycoprotein precur-
sor complex (GPC) (Fig. 51), and complete S segment nucleotide
sequences (Fig. 2), formed a monophyletic clade, well supported
by the New World Clade C Arenavirus. Viruses from C callosus
rodents were the closest related to LATV, while viruses from the
N. lasiurus rodents were grouped with OLVV. The complete and
partial amino acid sequences of the recovered proteins from C. cal-
losus virus showed greatest proximity, with a difference of 10.0%
(NP) and 11.3% (GPC), to the LATV strain MARU (AF512830)
obtained from rodent species C. callosus captured in Bolivia.
Analysis of the similarity of NP and GPC proteins from viruses
recovered from N. lasiurus showed the smallest differences, 11.2%
and 16.4%, with OLVV (U34248) from central Argentina, harbored
by the rodent Necromys benefactus.

As a result of the taxonomic complexity of the Arenaviridae
family, some authors have suggested as a criterium for classifica-
tion a cutoff value >12% of the uncorrected p distance of the nucle-
oprotein amino acid sequence along with other factors, such as,
geographic distribution and natural reservoir (Charrel and
Lamballerie, 2010; Emonet et al., 2009). Thus, despite the fact that
the virus detected in N. lasiurus accomplishes two criteria for a new
species: (i) has a distinct geographical distribution (ii) associated
with a rodent species different from other arenaviruses reservoirs;
the uncorrected p-distance of 11.2% of the nucleoprotein complete
amino acid sequence, with its closest match, leads to the conclu-
sion that the virus detected in N. lasiurus is a strain of OLVV,
Additionally, a taxonomic revision of the genus Necromys spp. sug-
gested that N. benefactus, OLVV reservoir in Argentina, is in fact a
member of the N. lasiurus species (D’Elia et al., 2008).

The two arenaviruses identified in the present work do not
match the taxonomic requirements for new species established
by the ICTV. Thus, these viral strains were named as LATV Capado
Seco strain and OLVV Quebra Coco strain. These names were given
according to the political division of Sidrolindia municipality. The
sympatric occurrence of Clade C New World Arenaviruses, even in
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Fig. 2. Phylogenetic tree generated by maximum-likelihood, using the model
HKY + G + 1 of evolution, based on the complete S segment nucleotide sequence. The
numerical value >70% at the node indicates the Bootstrap, calculated from 1000
replicates. The scale bars indicate amino acid substitutions per site. Symbols
represent virus species and geographic origins of the reservoir hosts: bold
triangle = Latino virus Capdo Seco strain obtained from C. callosus, Sidrolindia and
bold rhombus = Oliveros virus Quebra Coco strain obtained from N. lasisurus,
Sidrolindia.

the same trap station, as seen in this study, has not been reported
before. This scenario suggests that these viruses have a very close
relationship with their rodent hosts and do not seem to be shared
among sympatric species. However, Mills et al. (2007) had found
other rodent species with OLVV antibodies during a survey in cen-
tral Argentina, a finding that has not yet been reported before for
other New World Arenaviruses (Cajimat et al., 2007; Milazzo
et al., 2011). This information, along with the fact that there are
just a few ecological studies involving clade C arenaviruses, makes
it clear that more studies need to be conducted to better under-
stand the dynamics of these viruses and their hosts.

The presence of LATV in high prevalence, in the same reservoir
species detected in Bolivia, reinforces the notion that most species
of arenavirus are species-specific and that their occurrence is
strictly related to the distribution of their reservoir, in this case
the species C callosus. Thus, it is possible to infer that probably
the LATV distribution area includes dry and sub-humid regions of
eastern Bolivia, northern Argentina, Paraguay and central-western
Brazil, where the species C. callosus is present. A different aspect
was found for OLVV, where the detection of this virus in a new
reservoir corroborates the hypothesis proposed by Mills et al.
(2007) that OLVV could be associated with the genus Necromys
spp, of a wide geographic range, where many strains of this virus

will probably be detected. This would be in agreement with the pre-
viously described OLVV strain Pampa virus (Lozano et al., 1997) also
retrieved from a rodent genus Necromys spp. from Argentina, and
the strains from this study.

The new distribution of Clade C New World Arenaviruses pre-
sented in this work demonstrates that these viruses are less geo-
graphically restricted than previously thought. These results
highlight the importance of monitoring the occurrence and genetic
diversity of South American arenaviruses and their rodent hosts to
better understand their real territorial range.

Sequences accession number

Sequences generated during this work are deposited in
GenBank database with the following accession numbers: (i)
LATV Capdo Seco strain partial GPC sequences: LBCE 8695
(KP027655), LBCE 8693 (KP027656), LBCE 8680 (KP027658),
LBCE 8675 (KP027659), LBCE 8674 (KP027660), LBCE 8673
(KP027661), LBCE 8672 (KP027665), LBCE 8696 (KP027666),
LBCE 8699 (KP027667), LBCE 8721 (KP027669), LBCE 8722
(KP027670), LBCE 8723 (KP027671), LBCE 8729 (KP027672),
LBCE 8731 (KP027673), LBCE 8734 (KP027674), LBCE 8793
(KP027675); (ii) LATV Capao Seco strain partial NP sequences:
LBCE 8673 (KM233886), LBCE 8675 (KP027662), LBCE 8674
(KP027663), LBCE 8672 (KP027664) LBCE 8693 (KM233887),
LBCE 8695 (KM233888) LBCE 8699 (KM233889), LBCE 8721
(KM233890); (iii) LATV Capao Seco strain complete S segment
sequence: LBCE 8726 (KP027676); (iv) OLVV Quebra Coco strain
partial GPC sequences: LBCE 8684 (KP027657), LBCE 8710
(KP027668); (v) OLVV Quebra Coco strain complete S segment
sequences: LBCE 8689 (KP027677).
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4.1.2. Artigo 2 - Detection of Latino virus (Arenaviridae: Mammarenavirus) naturally

infecting Calomys callidus

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.1. Identificar &reas de circulacdo enzodtica de
mammarenavirus, com a pesquisa em roedores silvestres e sinantropicos coletados em
diferentes regides do Brasil, cujas amostras ja se encontravam acondicionadas no Laboratério
de Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz.

Objetivo especifico:

v ldentificar as espécies de roedores infectadas por mammarenavirus de diferentes estados
brasileiros;

v Caracterizar 0s mammarenavirus responsaveis pela infeccdo nos roedores;

v' Estudar, utilizando técnicas histopatoldgicas e de ultraestrutura, os tecidos de animais
infectados.

Situacdo do manuscrito: Artigo publicado na revista Acta Tropica

Fator de Impacto da Revista: 2,2

Referéncia: Fernandes J, de Oliveira RC, Guterres A, Barreto-Vieira DF, Tercas ACP,
Teixeira BR, da Silva MAN, Caldas GC, de Oliveira Coelho JMC, Barth OM, D'Andrea PS,

Bonvicino CR, de Lemos ERS. Detection of Latino virus (Arenaviridae: Mammarenavirus)

naturally infecting Calomys callidus. Acta Trop. 2017;179:17-24.

59



Acta Tropica 179 (2018) 17-24

Contents lists available at ScienceDirect

ACTA
TRCC): PICA

Acta Tropica

journal homepage: www.elsevier.com/locate/actatropica

ELSEVIER

Detection of Latino virus (Arenaviridae: Mammarenavirus) naturally [
infecting Calomys callidus oy

Jorlan Fernandes™~, Renata Carvalho de Oliveira®, Alexandro Guterres®,

Débora Ferreira Barreto-Vieira®, Ana Claudia Pereira Tercas®, Bernardo Rodrigues Teixeirad,
Marcos Alexandre Nunes da Silva®, Gabriela Cardoso Caldas®,

Janice Mery Chicarino de Oliveira Coelho®, Ortrud Monika Barth®, Paulo Sergio D’Andrea®,
Cibele Rodrigues Bonvicino®”, Elba Regina Sampaio de Lemos™*

* Laboratdrio de Hantaviroses € Rickettsioses, Fundagdo Oswaldo Crus, Institmto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, CEP 21040-360 RJ, Brazil

® Laboratdrio de Morfologia e Morfogénese Viral, Fundagido Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, CEP 21040-360 RJ, Brazil

© Universidade Estadual do Matp Grosso — UNEMAT, Tangard da Serra, CEP 78300-000 MT, Brazil

< Laboratdrio de Biologia ¢ Parasitologia de Mamiferos Sitvestres Reservatdrios, Fundaogdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, CEP 21040-360 RJ,
Brazil

oo

irio de A ia Patoldgica, Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Rio de Janeiro, CEP 21040-360 R, Brazil
f Instituto Nacional do Céncer — INCA, Rio de Janeiro, CEP 20230-092 RJ, Brazil

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Mammarenavirus species are associated with a specific rodent host species, although an increasing number of
Arenavinus virus has been associated to more than one host, suggesting that co-evolution is less robust than initially thought.
Mammarenavirus There are few eco-epidemiological studies of South America mammarenaviruses in non-endemic areas of
R“jdem . Arenavirus Hemorrhagic Fever, affecting specially our current knowledge about animal reservoirs and virus
E:ii‘?‘iifnmm range and host-virus relations. In Brazil, seven arenavirus species were described in seven different rodent

species. Here in we describe a new rodent reservoir species in Brazil related to the previously described Latino
mammarenavirus (LATV) MARU strain. Samples of 148 rodents from Mato Grosso state, Brazil were analyzed.
Amplification of the glycoprotein precursor gene (GPC) was observed in six Calomys callidus rodents. According
to phylogenetic inferences, is observed a well-supported monophyletic clade of LATV from C. callidus and other
Clade C mammarenavirus. In addition, the phylogenetic relations of both genes showed a close relation between
LATV MARU and Capéo Seco strains, two distinct lineages. Additionally, the resuls obtained in this study point
out to a change of scenario and in previously stabilized patterns in the dynamics of South American mam-
marenaviruses, showing that with more studies in AHF non-endemic or silent areas, more potential hosts for this
virus will be discovered.

1. Introduction

Arenaviruses are zoonotic agents associated mainly to small mam-
mals (Charrel and de Lamballerie, 2010). In the last few years, changes
have been made to the family Arenaviridae driven by the detection of
divergent arenavirus in boid snakes. The current taxonomic status by
ICTV divides the Arenaviridade family in two: Mammarenavirus and
Reptarenavirus, from mammalian and reptile hosts, respectively
(Radoshitzky et al, 2015). Mammareanaviruses are composed by
highly divergent rodent born viruses, except for Tacaribe virus isolated
from fruit bats and ticks (Downs et al., 1963; Sayler et al., 2014), and

* Corresponding authors.

are divided in two main groups: the Old world (Lassa — Lymphocytic
choriomeningitis virus serocomplex) and the four New World (Tacaribe
serocomplex) lineages, designated A, B, C and A recombinant (Emonet
et al., 2009; Radoshitzky et al., 2015).

Although each mammarenavirus specie is usually associated with a
specific rodent host species (Salazar-Bravo et al., 2002), an increasing
number of virus has been associated to more than one host (Lavergne
et al, 2015; Milazzo et al., 2011, 2015). For example, Lassa virus
harbored by Mastomys natalensis, is also hosted by other rodent species,
Hylomyscus pamfi and Mastomys erythroleucus, in different geographic
regions from Africa (Olayemi et al., 2016). These findings alongside the

E-mail addresses: jodan@ioc. fiocruz.br (J. Femandes), elemos@ioc.fiocruz.br (E.R.S. de Lemos).

https://doi.org/10.1016/).actatropica.2017.12.003

Received 4 October 2017; Received in revised form 27 November 2017; Accepted 2 December 2017

Available online 05 December 2017
0001-706X/ © 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

60



J. Fernandes et al

recent discovery of reptarenaviruses and more depth analyses of
mammarenavirus relations, suggest that co-evolution is less robust than
initially thought (Blasdell et al., 2016; Irwin et al., 2012; Zapata and
Salvato, 2013).

In addition, there are few eco-epidemiological studies of South
America mammarenaviruses in non-endemic areas of Arenavirus
Hemorrhagic Fever (AHF), affecting specially our current knowledge
about animal’s reservoirs and virus range and host-virus relations.
Herein we describe a new rodent reservoir, Calomys callidus, detected in
Brazil and related to a known lineage of Latino mammarenavirus from
Bolivia.

2. Materials and methods
2.1. Small-mammals trapping

Rodents were captured using live traps during fieldworks in
September and December 2010-Sapezal (13°32°33” 5/58°48'51” W)
and Comodoro (13°39°46” 5/59°47°09” W) municipalities — and March
2015 — Campo Novo do Parecis (13°40'31” §/57°53'31” W) and
Tangara da Serra (14° 37 08" §/57° 29° 09” W) municipalities, in Mato
Grosso state, Brazil (Fig. 1).

Blood and tissue samples from the wild rodents were obtained in
accordance with recommended safety procedures (de Lemos and
D’Andrea, 2014), after authorization by the Chico Mendes Institute for
the Biodiversity Conservation (ICMBio) under license number 13373.
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Bionomic and biometric data were collected, and specimens were
identified at specific level by both karyotyping and cranial mor-
phology /morphometry and confirmed by amplification of the cyto-
chrome b gene (Bonvicino et al., 1996, 2002).

All procedures using animals as described in this manuscript were
conducted in accordance with the standard operating protocols ap-
proved by the Animal Ethics Committee of the Instituto Oswaldo Cruz
— FIOCRUZ and by the Chico Mendes Institute for the Biodiversity
Conservation (ICMBio).

2.2, Mammarenavirus detection

The genomic RNA was obtained from spleen and liver tissue samples
according to the manufacturefs instructions from the PureLink” Micro-
to-Midi total RNA purification kit (Invitrogen, San Diego, CA, USA). The
amplification process was performed according to previously described
protocols (Bowen et al., 1996b; Garcia et al., 2000). In addition, viral
RNA was also extracted from lung, kidney and heart from positive ro-
dent samples.

2.3. DNA sequencing and phylogenetic analyses

For DNA purification, the Wizard'SV Gel and PCR Clean-Up System
kit (Promega, Corp., Madison, WI, USA) was used according to the
manufacturer’s recommendations and strands were directly sequenced.
BigDye Terminator™ version 3.1 Cycle Sequencing'Kit (Applied

-45

Calomys callosus
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-15
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: / if ’{_f
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Fig. 1. Geographic distibution of Calomys callidus (dark gray area) and Calomys callosus (light gray area) highlighting central-western region of Brazil, showing the municipalities of
Comodoro, Sapezal, Campo Novo do Paresis and Tangara da Serra (41.2.3 and 4, respectively). Circles (@) = Latino mammarenavirus (LATV) detection in Brazil (Femandes et al.,

2015). Squares (M) = LATV detection in Bolivia (Cajimat et al., 2009).
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Fig. 2. Phylogenetic trees based on the GPC protein (323 aa) sequences of mammarenaviruses, using ML and Bayesian methods. Numbers (> 0.7/ > 70%) above branches indicate
posterior node probabilities or bootstrap values (MrBayes/ML). *Indicate values below 0.7/70. TExhibited difference between ML and MrBayes tree-building method topology. Gray
indicates New World Clade C Mammarenavirus. Abbreviations: C. callidus (= Calomys callidus), C. callosus (= Calomys callosus), N. lasiurus (= Necromys lasiurus), MT ( =Mato Grosso) and

MS (=Mato Grosso do Sul).

Biosystems) in an automatic sequencer (Applied Biosystems, ABI PRISM
3130X model, Foster City, CA, USA). Nucleotide sequences were ana-
lyzed using MEGA7 software (Kumar et al., 2016), and a consensus
sequence was derived from contiguous assembled with the same soft-
ware.

Multiple sequence alignment and comparison of amino acid were
performed using MAFFT version 7 employing the E-INS-i algorithm, in
the Jalview v.4 software program (Waterhouse et al., 2009). Phyloge-
netic relationships were estimated using (a) Maximum likelihood (ML)
phylogenetic inference using PhyML implemented in SeaView v.4
software program (Gouy et al., 2010), under the LG + G + I model of
sequence evolution, and (b) a Bayesian Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) method implemented in MrBayes v3.2.6 (Ronquist et al.,
2012). For the Bayesian analyses, we used a mixed aa model of evo-
lution with y-shaped distribution of rates across sites. This model allows
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selection to be integrated across all best-fit models. The MCMC settings
consisted of two simultaneous independent runs with 4 chains each that
were run for 10 million generations and sampled every 100th genera-
tion, yielding 100,000 trees. After eliminating 10% of the samples as
burn-in, a consensus tree was built. Statistical support of the clades was
measured by a heuristic search with 1000 bootstrap replicates and the
Bayesian posterior probabilities. The best-fit evolutionary model was
determined using MEGA version 7, using the Bayesian Information
Criterion (Kumar et al., 2016). Sequences used in the phylogenetic
analyses are listed on Supplementary Table 1.

2.4. Histopathological and ultrastructural analysis

Lung and liver tissue fragments were fixed by immersion in
Millonig. Tissue sections were stained with hematoxylin and eosin for
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histological examination and visualized in a Nikon ECLIPSE E600 mi-
croscope. For ultrastructural analysis tissues were post-fixed with 1%
buffered osmium tetroxide, dehydrated in acetone, embedded in epoxy
resin and polymerized at 60 °C during three days (Barreto-Vieira et al.,
2010, 2015; Barth et al., 2016; Sesso, 2007). The resin blocks were cut
of 50-70 nm thick ultrathin sections. The sections were picked up onto
copper grids, stained with uranyl acetate and lead citrate (Reynolds,
1963) and observed in a Jeol JEM 1011,

3. Results
3.1. Small-mammals and mammarenavirus detection

A total of 148 rodents were analyzed, 139 from Sapezal and
Comodoro localities and nine from Campo Novo do Parecis and Tangard
da Serra, in Mato Grosso state: Calomys callidus (63); Necromys lasiurus
(57); Rattus rattus (11); Oligoryzomys utiaritensis (9); Hylaeamys mega-
cephalus (2); Cerradomys scotti (2); Oligoryzomys mattogrossae (1);
Calomys tener (1), Oecomys roberti (1) and Qecomys cleberi (1).
Amplification of the glycoprotein precursor (GPC) gene (GPC) was
observed in six rodents tissue samples (4.0%), all belonging to the C.
callidus specimens (3 males and 3 females), with an overall prevalence
of 9.5% within this rodent specie. Positive animals were capture in
Sapezal (5) and Tangard da Serra (1) localities.

The comparison of GPC gene with other known arenaviruses
showed the highest degree of similarity, at 86% (nucleotide) and 95%
(amino acid) [GenBank: AF485259 and AAN09940, respectively], with
Latino mammarenavirus (LATV) strain MARU. The obtained nucleo-
protein sequences were also similar 91% (nucleotide) and 99% (amino
acid) to LATV strain MARU [Genbank: AF512830 and AAC054831,
respectively] identified in Calomys callosus from Bolivia. LATV ami-
noacid sequences differed from 8% — 12% between viruses of C. cal-
losus and C. callidus, 0 — 3% within C. callosus viruses and 0-9% within
C. callidus. According to phylogenetic inferences, it was possible to
observe a well-supported monophyletic clade of LATV from C. callidus
with LATV strain MARU and other Clade C Mammarenavirus available in
GenBank, for both genes (GPC and nucleoprotein —NP) (Figs. 2 and 3).
The phylogenetic relations of both genes showed a close relation be-
tween LATV MARU and Capao Seco strains, two clearly distinet
lineages, with a strong statistical support. One group includes the LATV
prototype strain MARU (Bolivia) and LATV obtained from C. callidus
rodents captured in Mato Grosso state, Brazil. Other group was formed
by LATV strain Capéo Seco retrieved from C. callosus captured in Mato
Grosso do Sul, Brazil.

3.2. Sequences data

The GenBank accession number for (i) glycoprotein precursor gene:
LBCE_12236 — MF325931, LBCE 12155 — MF325932, LBCE_ 12280 —
MF325933, LBCE 12290 — MF325934 and LBCE_19554- MF325935;
(ii) nucleoprotein gene: LBCE 12236 — MF325936, LBCE 12280 -
MF326936 and LBCE 19554 — MF326937.

3.3. Histopathological and ultrastructural analysis

Histological and ultrastructural analysis of lung and liver of the
positive animal from Tangara da Serra, the only properly conserved for
ultrastructural observations, presented similar results. Presence of
mononuclear and polymorphonuclear cells and platelets in capillaries
of interalveolar septa (Fig. 4a—d), activated inflammatory cells (Fig. 4c
and d), endothelial cells with dilated rough endoplasmic reticulum
(Fig. 4e and f) and presence of structures mammarenavirus-like with
diameter varying from 70 to 100 nm in the cytoplasm of endothelial
cells (Fig. 5a and b). In liver, morphological analysis revealed presence
of vascular congestion (Supplementary Fig. la-d), edema (Supple-
mentary Fig. 1b) and inflammatory cells in sinusoidal capillary
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(Supplementary Fig. la and d).
4. Discussion

South American arenaviruses are zoonotic agents harbored by ro-
dents of the subfamily Sigmodontinae. With more than 400 species and
82 genera, these rodents comprise one of the most diverse and more
broadly distributed Neotropical mammalians (D'Elia, 2003; Engel et al.,
1998). Approximately 16 sigmodontinae rodents have been assigned as
arenavirus reservoirs in seven different countries (Radoshitzky et al.,
2015). Calomys species are rather prevalent in some areas of their
distribution and some of them have been associated with mammar-
enaviruses before (Mills et al., 1991, 1992, 1994; Salazar-Bravo et al.,
2002; Videla et al., 1989).

The genus Calomys, comprises small body-sized sigmodontinae ro-
dents belonging to the tribe Phyllotini (Almeida et al., 2007). Species of
this genus inhabit dry vegetation areas and have a wide distribution in
South America, occurring from the Venezuelan Llanos to the southern
limit of the Argentinean Chaco, including the diagonal of dry biomes in
Brazil, that encompasses the Cerrado (complexes of savanna shrublands
and grasslands) and Caatinga (shrublands and dry forest) morphocli-
matic domains (Musser and Carleton, 2005; Salazar-Bravo et al., 2001).

Calomys spp. are known hosts of South American arenaviruses and
other rodent-born-diseases including Junin virus (C. musculinus) in
Argentina, Machupo virus (Calomys sp.) in Bolivia, LATV (C. callosus) in
Bolivia and Brazil, and recently Pinhal virus (C. tener), also from Brazil
(Bisordi et al., 2015; Parodi et al., 1958; Salazar-Bravo et al., 2002). In
addition, C. callidus have already been assigned as a potential mam-
marenavirus reservoir in Argentina (Videla et al., 1989). In our ana-
lysis, we found six C. callidus specimens infected by LATV a much lower
prevalence that the one previously described for LATV in C. callosus in
Brazil, where more than 60% of the rodents were infected. In addition,
a different infection pattern was observed C. callidus presented no
gender difference among infected rodents while C. callosus male rodents
were more frequently infected by LATV (Fernandes et al., 2015).

LATV belongs to the Clade C New World Mammarenaviruses, the
smallest lineage within the genus, with currently only two additional
members, Oliveros and Pinhal viruses (Bisordi et al., 2015; Bowen et al.,
1996a; Charrel and Lamballerie, 2010; Rowe et al., 1970). The LATV
prototype strain MARU 10924 originally was isolated from a large
vesper mouse (C. callosus) captured in 1965 near the town of Juan
Latino in the Department of Santa Cruz in eastern Bolivia (Webb et al.,
1973). The second strain, Capao Seco, was characterized in 2015, also
from a large vesper mouse captured in Sidroldndia and Dois Irmaos do
Buriti municipalities, Midwest, Mato Grosso do Sul state, Brazil in 2005
(Fernandes et al., 2015). Interesting the LATV detected in C. callidus
were closely related to the strain MARU from Bolivia then to the strain
Capéo Seco from Brazil, data that was corroborated by the phylogenetic
analysis of both genes GPC and NP. The existence of multi-strains
within the same arenavirus species is described for Old World and New
World virus. It seems that arenavirus strains could be grouped by
geographic localization, hosts or neither of these characteristics as ob-
served for LCMV studies (Albarino et al., 1997; Bowen et al., 2000;
Cajimat et al., 2009; Fulhorst et al., 2001; Garcia et al,, 2000; Yama
etal., 2012). The future detection of more strains of LATV could help to
fulfill this gap.

The identification of two LATV lineages with no geographic or host
grouping, could be explained by an overlap of C. callidus and C. callosus
from Bolivia extending to Brazilian rodents from bordering areas.
Similarly, Laguna Negra hantavirus also has been detected in different
Calomys species, including C. callidus, in three different countries —
Argentina, Bolivia and Brazil (de Barros Lopes et al., 2014). Other ex-
planation is that LATV main host in Bolivia could in fact be the same
species, since specific taxonomic status were affirmed by Corti et al
only in 1987 and data available of field studies involving LATV and
natural rodents reservoirs are limited to the 70 (Rowe et al., 1970;
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Webb et al., 1973, 1975). In fact, taxonomic changes were observed for
other mammarenaviruses. Oliveros virus, is an arenavirus of the New
World Tacaribe Complex that was initially associated to Necromys ob-
scurus (formerly Bolomys obscurus) than Necromys benefactus that ac-
cording to recently was suggested being a member of the N. lasiurus
species (D’Elia et al.,, 2008; Hutterer, 2005; Massoia and Pardinas,
1993). Ifs important to highlight that the diversity and complexity of
rodent fauna, particularly the subfamily Sigmodontinae, have posed a
challenge for researchers (de Oliveira et al., 2014). More studies must
be conducted in these areas in order to better understand which rodent
reservoirs are involved in the enzootic cycles of LATV.

Previously studies involving LATV and C. callosus, described dif-
ferent findings, suggesting that LATV produces chronic but non-vir-
aemic infection in Calomys rodents, without sings of disease (Webb
et al., 1973, 1975). On the other hand, Videla and collaborators in
1989, in their study with C. callidus experimentally infected with Junin
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mammarenavirus, showed that this rodent were capable of develop
persistent infection and spread virus through saliva, allowing horizontal
transmission, producing weight loss and death, corroborating our re-
sults. Thus, this could be a more suitable model to explain C. callidus
and LATV interaction. In addition, viruses were detected in all tested
organs (lung, liver, spleen, heart and kidneys) corroborating with sev-
eral studies that demonstrated that virus or viral antigens were present
in different tissues of chronically infected animals (Fulhorst et al., 1999;
Martinez Peralta et al., 1979; Walker et al., 1975). Alongside, dilated
rough endoplasmic reticulum and mammarenaviruses-like particles
were found in lung tissues indicating current LATV replication in en-
dothelial cells.

Detrimental effects of arenavirus in the natural hosts are not com-
monly reported, but studies with different arenavirus have shown
general changes such as weight loss, organ enlargement and also de-
creased fertility (Borremans et al., 2011; Vitullo et al., 1987; Vitullo and
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Fig. 4. Ultrastructural analysis of lung of Calomys callidus rodent naturally infected with Latino mammarenavirus. Presence of mononuclear (MIC) and polymorphonudear cells (PIC) and
platelets (P) in capillaries (C) [a-d], activated inflammatory cells (arrowhead) [figs. c-d], endothelial cells (EC) with dilated rough endoplasmic reticulum (arrow) [e-f]. Alveolus (A).

Merani, 1988; Webb et al., 1975). Although co-infections with a variety
of agents cannot be disregarded, recently Rattus sp. experimentally in-
fected with Whenzou mammarenavirus also presented histological
changes with evidence of inflammation in lungs and vascular conges-
tion (Blasdell et al., 2016), very similar to what we observed in infected
C. callidus, but the small number of rodents used for histopathological
in the present study enables further conclusions.

The lack of information on Clade C mammarenaviruses could be the
main driver of unresolved questions on diversity and range of these
viruses. Identification of LATV associated with another rodent species
of Calomys lead us to the idea that South American mammarenaviruses,
including LATV, cannot be strictly, associated with only one species of
rodent reservoir. The results obtained in this study in addition to others
recently published point out to a change of scenario in the dynamics of
South American mammarenaviruses. Probably, with more studies in
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AHF non-endemic or silent areas more potential hosts will be dis-
covered as much as changes in patterns previously stabilized. The role
of C. callidus in LATV enzootic cycle is not clear. New studies need to be
conducted in order to better understand the dynamics involving C.
callidus and LATV.
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4.1.3. Artigo 3 - Xapuri virus, a novel mammarenavirus: natural reassortment and

increased diversity between New World viruses

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.1. Identificar &reas de circulacdo enzodtica de
mammarenavirus, com a pesquisa em roedores silvestres e sinantropicos coletados em
diferentes regides do Brasil, cujas amostras ja se encontravam acondicionadas no Laboratério
de Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz.

Objetivo especifico:

v ldentificar as espécies de roedores infectadas por mammarenavirus de diferentes estados
brasileiros;

v Caracterizar 0s mammarenavirus responsaveis pela infeccdo nos roedores;

Situacdo do manuscrito: Artigo publicado na revista Emerging Microbes and Infection.
Fator de Impacto da Revista: 5,6

Referéncia: Fernandes J, Guterres A, de Oliveira RC, Chamberlain J, Lewandowski K,
Teixeira BR, Coelho TA, Chrisostomos C, Bonvicino CR, D’Andrea PS, Hewson R, de

Lemos ERS. Xapuri virus a novel mammarenavirus from Amazon Region. Emerg Infec Dis.
2018.
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Abstract

Mammarenavirus RNA was detected in Musser's bristly mouse (Neacomys musseri) from the Amazon region, and this
detection indicated that rodents were infected with a novel mammarenavirus, with the proposed name Xapuri virus
(XAPV), which is phylogenetically related to New World Clade B and Clade C viruses. XAPV may represent the first

natural reassortment of the Arenaviridae family and a new unrecognized clade within the Tacaribe serocomplex group.

Introduction

Arenaviruses are bi-segmented ambisense RNA viruses
hosted by rodents, bats, snakes, shrews, and ticks' 3. The
Arenaviridae family currently comprises 41 viral species,
classified into three genera, Mammarenavirus (35 spe-
cies), Reptarenavirus (five species), and Hartmanivirus
(one specief. Each of the two arenavirus RNA segments
encodes genes for two non-overlapping reading frames in
ambisense polarity: the large (L) genomic segment for the
viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp or L pro-
tein) and a zinc-binding matrix protein (Z protein),
whereas the small (S) genomic segment encodes for the
nucleocapsid protein (NP) and glycoprotein precursor
(GPC), which are post-translationally processed into the
envelope proteins G1 and G2 and the stable signal peptide
(SSP)'.

Mammarenaviruses were also classified into two
groups according to their genomic features and antigenic
properties: the Old World Lassa-Lymphocytic
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choriomeningitis virus (LCMV) serocomplex, including
viruses from Africa and, recently, Asia; and the New
World Tacaribe serocomplex, formed by viruses indi-
genous to the Americas"*~”.

Despite the increased number of Old World viruses
characterized in recent yearss, New World mammar-
enaviruses remain the most genetically diverse viral group
within the family, composed of 18 species divided into
four lineages: Clade A, Clade A-recombinant (Clade D),
Clade B, and Clade C, according to their phylogenetic
relationships'””’. Clades A and B include five (Allpahuayo,
Flexal, Parang, Pichindé, and Pirital) and seven (Amapari,
Cupixi, Guanarito, Junin, Machupo, Tacaribe, and Sabia)
South American arenaviruses, respectively, regardless of
the gene used for phylogenetic analysis”®. Only Oliveros
and Latino viruses were identified in Clade C, regardless
of the gene sequence used for analysiss. Discrepancies
were observed for mammarenaviruses indigenous to
North America (Tamiami, Whitewater Arroyo, and Bear
Canyon viruses) and for a proposed new species from
French Guiana. An analysis based on complete sequences
confirms that the S RNA genome of these arenaviruses
has a chimeric origin, likely a recombination event that
occurred in an ancestral virus”'”, These viruses form a
separate lineage known as Clade A/Rec and are proposed

Open Access Thisartide is licensed under a Creative Cornmeons Attibution 4.0 Intemational License, which perrits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction
in any mediumn or format, as long as you give appropriate aedit 1o the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license, and indicate if

changes were made. The images or other third panty material in this anticle are induded in the anticle's Creative Commons licerse, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If
material is not induded in the artide's Creative Cornmons license and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtzin
pemission directly from the copyright holder. To view a copy of this license, visit hitpw/creativecormmons.orglicensesty/4.0/.

69



Fernandes et al. Emerging Microbes & Infections (2018)7:120

to be named Clade D according to the latest updates in
arenaviruses taxonomy'.

The Amazon River Basin Region is a vast territory,
encompassing nine South American countries: Bolivia,
Brazil, Colombia, Ecuador, French Guiana, Guyana, Peru,
Suriname, and Venezuela. This region contains the
world's largest tropical rainforest, with a climate char-
acterized by high temperatures and humidity and copious
rainfall, and the most varied ecosystem in the world
Favorable conditions exist for the transmission of
numerous infectious agents, particularly from increasing
contact of the human population to wild interface areas
and because of accelerating population growth, environ-
mental, and climate changes“. In fact, the Amazon Basin
is often regarded as a hot spot for viruses and other
pathogens that find optimal conditions to emerge or
reinforce their pathogenic potential”.

To date, three mammarenavirus were detected in the
Brazilian Amazon during surveys conducted in the 1960s:
Amapari virus (Neacomys guianae), Cupixi virus (Oryz-
omys megacephalus), and Flexal virus from an uni-
dentified oryzomyini rodent™”'*'*, Here, we report the
identification of a novel mammarenavirus in Neacomys
musseri (Rodentia: Sigmodontinae) from the Amazon
Basin Region; we propose that this mammarenavirus be
designated as Xapuri virus (XAPV) after the locality where
this new virus was detected.

Results

A total of 49 rodents were analyzed: 22 from Porto Acre,
16 from Xapuri, and 11 from Rio Branco localities;
Neacomys spinosus (17) and Oecomys bicolor (9) were the
most abundant (Table 1). Amplification of the partial
GPC gene was observed for one Neacomys musseri (1/
49-2.0%) male collected in 2015, in the Seringal
Cachoeira locality, Xapuri municipality (Fig. 1).

Complete genome sequencing of Neacomys musseri
mammarenavirus included two segments: the L segment
(GenBank M@G976577) of 7049 nucleotides (nt) and the S
segment (GenBank MG976578) of 3405 nt. Each segment
encoded two open reading frames (ORFs) in an ambisense
organization with an intergenic region of 72 and 88 nt in
length containing a predicted hairpin between the ORFs
for the S and L segment, respectively. NP, GPC, Z, and L
protein lengths were 557 amino acids (aa), 512, 96, and
2199 aa, respectively (Fig. 2). Additional features com-
monly observed in mammarenavirus genomes include the
conservation of the 3'—5’ termini and the presence of an
L-domain motif within the Z protein.

Deduced aa and nt sequences from the four proteins
and complete S and L segments were compared to those
of other representative mammarenaviruses. Nucleotide
sequence divergences of >34.8 and >41.2% for the S and L
segments, respectively, were found between the Neacomys
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Table 1 Rodents captured in three localities from Acre
state, Brazil, 2015-2016, by species and locality

Species Number of captured rodents

Porto Acre Rio Branco Xapuri Total
Euryoryzomys macconelli  — —_ 1 1
Hylaeamys perenensis — — 2 2
Hylaearmys yunganus 1 — 1 2
Mesomys hispidus 1 —_ 1 2
Neacomys musseri — —_ 4 4
Neacomys spinosus 8 3 ) 17
Cecomnys bicolor 7 2 — 9
Cecomys sp. — — 1 1
Oligoryzomys microtis 1 3 — 4
Proechimys brevicauda 2 — — 2
Proechimys gardneri 1 1 — 2
Proechimys simonsi — 2 — 2
Rhipidomys leucodactylus 1 — — 1

22 n 16 49

musseri virus and all other known mammarenavirus
species, whereas a 38.5% aa sequence divergence was
found for the entire NP (Table 2). Pairwise sequence
comparison (PASC) was performed on both segments,
and our sample was found to be most closely related to
Latino (GenBank AF485259) and Oliveros (GenBank
NC_010248) viruses demonstrating 62.84—61.32% identity
for the S segment, whereas the L segment showed
57.35-55.71% identity =~ with Amapari (GenBank
AY924389) and Guanarito viruses (GenBank NC005082).

In the maximum likelihood (ML) and Bayesian phylo-
genetic analyses for the S and L segments, the Amazonian
virus described in this study formed an independent clade
closely related to Clades C and B New World mammar-
enaviruses, respectively (Figs. 3 and 4). Sequences from
NP, Z, and L proteins displayed the same topology as the
L segment, taking a stem lineage position for New World
Clade B viruses (Fig. 5). GPC was the most divergent
protein, forming a sister stem lineage clade with New
World Clade C viruses (Fig. 5). Bootscan and RDP4
recombination analysis of § and L segment sequences by
Simplot revealed no recombination peaks. Reconstructed
phylogenetic trees, including the complete nt GPC gene
show no alternate clustering of the N. musseri virus and
Clade C viruses.

Discussion
The genus Neacomys Thomas, 1900 (Cricetidae, Sig-
modontinae, Oryzomyini) comprises eight valid species
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of spiny rats, distributed from Central and South
America. They are mainly found in the Amazon region
(N. dubosti, N. guianae, N. minutus, N. musseri, N.
paracou, and N. spinosus), and only two species do not
occur in the Brazilian Amazon (N. pictus and N
tenuipes)*>°.
important hosts for different rodent-borne viruses in

Neacomys rodents were identified as

Brazil (Amapari mammarenavirus) and Peru (Andes
urthuhantavirus}m’”. In fact, Neacomys guianae is the
host of Amapari virus, a Clade B mammarenavirus from
Amapa state, in the Brazilian Amazon'®, The detection
of a new mammarenavirus in another Neacomys rein-
forces the importance of these rodents in mammar-
enavirus enzootic cycles, particularly in the Amazon
region.

Delineating species in the Arenaviridae family follows
multiple criteria, including the association with a main
host species or group of sympatric hosts, the presence in
a defined geographical area, and significant protein
sequence differences, such as a variance of at least 12.0%
in the aa sequence of the NP compared to that of other
species in the genus"'®. In addition, a recent update
from the International Committee on Taxonomy of
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Viruses (ICTV)! also includes as classifiable “virus
coding-complete genomic sequences for both S and L
segments even in the absence of a culturable isolate” and
recommends the use of the PASC tool for the assess-
ment of novel arenaviruses. Cut-off values selected for
classifying arenaviruses belonging to the same species
using this tool are >80.0 and >76.0% regarding nucleo-
tide sequence identity in the S and L segments,
respectively'. The virus identified in this study from N.
musseri is the first mammarenavirus detected in this
rodent species, the only mammarenavirus isolated from
Acre State, and the fourth from the Brazilian Ama-
zon'*'?. Furthermore, the sequence of this virus also
meets the nucleoprotein aa sequence identities and
PASC requirements detailed by the ICTV as being
novel; thus, we suggest naming it XAPV after the
municipality where it was detected. Xapuri in a native
language from the Amazon means “river before.” The
city received this name because it is located between the
Xapuri and Acre rivers. Accordingly, we believe the
name is suitable for XAPV’s genetic characteristics,
standing as it does between Clade B and Clade C New
World mammarenaviruses.
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Table 2 Nucleotide and amino acid identities of XAPV compared with New World representatives of the genus

Mammarenavirus

Virus species p distance

L segment (nt)

S segment (nt)

Z (aa) L (aa) NP (aa) GPC (aa)
Allpahuayo 46.7% 50.7% 56.2% 39.9% 45.0% 44 3%
Amapari 41.29 48.0% 48.4% 39.8% 40.5% 534%
Bear Canyon 47 4% 53.3% 56.9% 42.1% 46.0% 506%
Chapare 41.8% 48.0% 48.7% 37.6% 38.7% 46.2%
Cupixi 42.8% 46.7% 48.9% 40.3% 38.5% 515%
Flexal 48.1% 52.0% 57.1% 39.9% 44.6% 42.0%
Guanarito 42.8% 40.09 48.7% 38.8% 39.5% 52.4%
Junin 43.29% 46.7% 50.7% 38.5% 41.5% 48.5%
Latino 42.6% 50.7% 50.2% 35.2% 38.9% 44 8%
Machupo 43.1% 45.3% 48.7% 38.9% 38.5% 47 3%
Oliveros 42,4% 49.3% 48.6% 34.8% 38.5% 34 8%
Parana 46.3% 52.0% 56.0% 39.6% 45.6% 45 5%
Pichindé 46.8% 56.0% 573% 40.8% 45.4% 44 3%
Pirital 46.7% 58.7% 55.7% 39.7% 44.6% 46 6%
Sabig 41.5% 46.7% 49.6% 37.6% 40.3% 48.3%
lacaribe 43.0% 46.7% 495% 41.5% 42.8% 48.3%
Tarmiami 47.8% 48.0% 56.5% 41.6% 47.0% 51.0%
Whitewater Arroyo 47.3% 54.7% 57.2% 4210% 47.7% 508%

XAPV Xapuri virus

XAPV features are interesting for the Tacaribe virus
serocomplex group. The placement of XAPV as a divergent
but sister group of Clade C and Clade B mammarenaviruses
for S segment and L segments, respectively, could be indi-
cative of reassortment between these clades. Nevertheless,
although many studies indicated that viral diversification
during arenavirus evolution is due to high mutation rates
from a low-fidelity viral RdRp, recombination and reas-
sortment events (as for other segmented RNA viruses), no
reassortant mammarenavirus were previously isolated from
nature”*®?!, This absence of natural arenavirus reassort-
ments was attributed to the superinfection exclusion
exhibited by some members of this family in chronic
infection models. However, more recent studies demon-
strated that acute infection by New World Junin virus failed
to down-regulate entry receptors and did not induce
superinfection exclusion™”’. Additionally, it is noteworthy
that arenavirus reassortants have been produced in vitro,
and these data indicate that there are restrictions that
prevent the recovery of all possible combinations and that
only closely related viruses may be able to reassort with one
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another’™*?* Indeed, recent studies showed that reas-
sortment may be a common event for newly recognized
reptarenavimses%. During reassortment events, in which
entire genes are exchanged during the swapping of seg-
ments, the ORF of the gene and, consequently, the protein
integrit, are maintained without changes in ORFs and their
encoded proteins as shown for XAPV (Figs. 3-5). There-
fore, we propose that XAPV may represent the first iden-
tification of a natural reassortant of the Arenaviridae family
that has arisen from two mammarenavirus groups that are
not closely related.

As for recombination events within the S RNA segment
of North American arenaviruses (Clade D), reassortment
between Clade B and Clade C likely occurred during the
early stages of South American mammarenavirus evolu-
tion'* 7" In fact, when we analyze XAPV proteins, a
recombination pattern similar to those for Clade D is
found. GPC sequence analysis places XAPV in a sister
relationship with Clade C, whereas analysis of the N, Z,
and L protein sequence data places it in a sister rela-
tionship with Clade B*’.
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The generation of reassortant or recombinant arena-
viruses requires cells to be simultaneously infected by two
or more different viruses. Although coinfections were
reported in cell culture, this infection may be less likely to
happen in nature®***. Persistent infection of rodent
reservoirs is also an important factor that could influence
the rate of recombination and reassortment, facilitating
coinfection of cells with two different virus™***. Similarly,
different mammarenaviruses can sometimes infect the
same rodent species, such as Guanarito and Pirital viruses,
which were both isolated from Zigodontomys brevicauda
and Sigmodon hispidus in Venezuela®. Irwin et al’
suggested that host switching is mainly responsible for
arenavirus evolution, which may contribute to coinfection
of a single host species with Clade B and Clade C
ancestors of XAPV and possibly other related viruses. It is
possible that future investigations will reveal new arena-
viruses closely related to XAPV and define a new fifth
clade within New World mammarenaviruses, composed
of chimeric viruses of Clades B and C.
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Studies conducted with ML29, an in vitro reassortant
virus consisting of the Lassa virus S genomic segment and
the Mopeia virus L segment, suggest that major virulence
factors are located on the L genomic segment®”. In fact,
many studies demonstrated key aspects of the L and Z
proteins during arenavirus infection®**. A hallmark fea-
ture of arenavirus hemorrhagic fevers are the high levels
of viremia related to the L protein and its capacity to
enhance intracellular levels of replication® °, whereas
the Z protein of pathogenic arenaviruses has an immune
suppressive function inhibiting interferon responses®’*'.
Although it is not yet clear whether XAPV can cause
human infection, its unique features shared with Clade B
and Clade C may make it a potential threat to human
health.

In conclusion, XAPV may represent a new clade within
New World mammarenaviruses and its unique genetic
features could shed light onto evolutionary mechanisms
of arenavirus evolution and wviral diversification.
Further studies should be conducted, particularly in the
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Amazon region, to better understand the epizootiologic
aspects of XAPV and its potential to cause human
disease, as well as increase the knowledge of the geo-
graphic range and genetic diversity of South American
mammarenaviruses.

Materials and methods
Study area and small mammal trapping

The fieldwork was conducted in Rio Branco (9°58'29"S
67°48'36"W), Porto Acre (09°35'16"S 67°31'58"W), and
Xapuri (10°39'07"S 68°30'14"W) municipalities, Acre
State, North Brazil (Fig. 1). Rodent sampling was con-
ducted every 6 months between 2015 and 2016, during
five consecutive nights for each of the four capture ses-
sions. The capture effort was constant for all capture
sessions. We established transects with capture stations
setting Tomahawk (Tomahawk Live Trap, Hazelhurst,
W1, USA) (40.64 x 12.70 x 12.70 cm®) and Sherman (HB
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Sherman Traps, Tallahassee, FL, USA) (7.62x 9.53 x
30.48 cm®), live traps baited with a mixture of peanut
butter, banana, bacon, and oatmeal.

Specimens were captured, anesthetized, and euthanized
according to recommended safety procedures and under
the Guidelines for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals, Fundagao Oswaldo Cruz, Brazil, License number
LW-39/14**, Animals were captured with authorization of
the Instituto Chico Mendes para Conservac¢ao da Biodi-
versidade (ICMBIO Authorization 13373). Specimens
were then measured, weighed, sexed, and identified by
cranial morphology/morphometry and karyotyping when
necessary. Collected tissues were placed in RNAlater™
Stabilization Solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) and stored at —20°C. Mammarenavirus-positive
rodent specimens were confirmed by molecular analysis
(amplification of the cytochrome b gene)*. Voucher
rodent specimens were deposited in the Laboratory of
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Biology and Parasitology of Wild Mammals Reservoirs
collection, IOC/FIOCRUYZ, Rio de Janeiro, Brazil.

Mammarenavirus detection

The total RNA was extracted from liver and kidney
tissue fragments using the PureLink Micro-To-Midi total
RNA Purification Kit (Invitrogen, San Diego, CA, USA)
according to the manufacturer’s protocol. Mammar-
enavirus detection was performed according to previously
described protocols targeting fragments of GPC and NP
genes from the S segment of mammarenaviruses®**.

Metagenomic library preparation

The isolated RNA was depleted of ribosomal RNA using
NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) (New
England BioLabs Inc.) and was cleaned up using a Zymo
Clean and Concentrator column (Zymo Research). A 4 pl
aliquot of RNA was used to prepare complementary DNA
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(cDNA) using a Sequence Independent Single Primer
Amplification approach adapted from ref”®. Reverse
transcription and second-strand cDNA synthesis were as
described. The ¢cDNA amplification was performed using
AccuTaq LA (Sigma), in which 5pl of ¢cDNA and 1 pl
(100 pmol/pl) primer B (5-GTTTCCCACTGGAGGAT
A-3') were added to a 50 pl reaction, according to the
manufacturer’s instructions. The PCR conditions were as
follows: 98 °C for 305, 30 cycles of 94.°C for 15, 50 °C for
20s, and 68°C for 5 min, followed by 68 °C for 10 min.
Amplified cDNA was purified using a 1:2 ratio of AMPure
XP beads (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and quan-
tified using a Qubit and High Sensitivity dsDNA Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc.).

lllumina library preparation and sequencing
An Illumina sequencing library was prepared using the
Nextera XT V2 Kit with 1.5ng of ¢cDNA as the input,
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following the manufacturer’s instructions. Indices were
selected using the Illumina experiment manager software.
Samples were multiplexed in batches of a maximum of
eight samples per run and sequenced on a 2 x150bp
paired-end Illumina MiSeq run by the Genomics Services
Development Unit, Public Health England.

Data handling

Reads were trimmed to remove adaptors and low-quality
bases, to achieve an average phred score of Q30 across the
read, using trimmom atic*®. BWA MEM v0.7.15* was used
to align reads to the Mus musculus reference genome
(assembly GRCm38.p6). Viral reads were extracted from
the fastq files using seq_select_by_ida’g. De novo assem-
blies were generated using Spades 3.8.2*" in combination
with SSPACE Standard v3.0°”. Contigs larger than 1kb
were searched against the National Center for Bio-
technology Information (NCBI) protein database using a
translated nucleotide querySI.

Complete coding sequences for both segments of each
virus were loaded into the PASC tool and analyzed using
the default parameters (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
sutils/pasc/viridty.cgi?cmdresult=main&id =448)°.

Phylogenetic analysis

Multiple sequence alignment and comparison of aa
were performed using MAFFT version 7 with the E-INS-i
algorithm in the Jalview v.4 software prugramsg’ﬂ. Phy-
logenetic relationships were estimated with (a) ML phy-
logenetic using PhyML implemented in
SeaView v.4 software prugramss'%, and (b) a Bayesian
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) method imple-
mented in MrBayes v3.2.6” . For the Bayesian analyses, we

inference

used a mixed aa model of evolution with a y-shaped
distribution of rates across sites. This model allows
selection to be integrated across all best-fit models. The
MCMC settings consisted of two simultaneous indepen-
dent runs with four chains each that were run for 10
million generations and sampled every 100th generation,
yielding 100,000 trees. After eliminating 10% of the
samples as burn-in, a consensus tree was built. Statistical
support for the clades was measured by a heuristic search
with 1000 bootstrap replicates and the Bayesian posterior
probabilities. The best-fit evolutionary model was deter-
mined using MEGA version 7, using the Bayesian Infor-
mation Criterion®®,

Detection of recombination

To analyze possible recombination events, a set of 335
and L segment sequences from all mammarenavirus
recognized by ICTV (http://ictvdb.bio-mirror.cn/Lctv/
fs_arena.htm (accessed 02 February 2018)) were aligned,
including the sequence generated in the present study.
Sequence alignment was analyzed with Bootscan
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implemented in Simplot and RDP4 software®™®’. The
sequences for Bootscan analysis were grouped according
to the clustering clades in the phylogenetic trees for the L
and S segment, and the sequence of the XAPV comprised
the query group.
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Abstract

Rodents are the primary natural reservoir hosts of the known mammarenaviruses with a few
described exceptions. Oecomys genus stands out as one of the most speciose, with 17 species
currently described, distributed in almost all Brazilian territories. Molecular screening of
these rodents from several Brazilian localities has resulted in the identification of three
infected species, O. cleberi, Oecomys sp. and O. franciscorum from Cerrado and Pantanal
biomes. Thus, we describe a novel New World Clade A mammarenavirus, Rio Preto virus,
detected in O. cleberi and Oecomys sp., demonstrating that Clade A viruses are ecologically

complex, maintained by multiple reservoirs.
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Many emerging infections are RNA virus spillovers from animal reservoirs. Reservoir
identification is necessary for predicting the geographic extent of infection risk (Gryseels et
al., 2017). Rodents are the primary natural reservoir hosts of the known mammarenaviruses
with a few described exceptions (Downs et al., 1963, Li et al., 2015). Each rodent-borne
arenavirus species appears to be primarily associated with one or a few closely related group
of rodent species (Salazar-Bravo et al., 2002, Charrel and de Lamballerie, 2010, Zapata and
Salvato, 2013). To date, 36 established arenaviruses have been identified worldwide, largely
from the Americas, as well as several newly discovered viruses from Asia and Africa (Cajimat
et al., 2012, Cajimat et al., 2013, Bisordi et al., 2015, Radoshitzky et al., 2015, Li et al., 2015,
Lavergne et al., 2015, Gryseels et al., 2015, Witkowski et al., 2015). Indeed, South America
has been point out as a hot spot for emergence of novel zoonotic virus from different animal
species, especially rodents (Olival et al., 2017).

In Brazil, new species of the order Rodentia have been recognized, described and even
reclassified. Some 71 genera and 235 species of rodents have been found in Brazil (de
Oliveira et al., 2014). The family Cricetidae is the most diverse, with 117 species and 36
genera grouped in the subfamily Sigmodontinae, which includes all arenaviruses hosts
identified in Brazil (Bonvicino et al., 2008, Oliveira and Bonvicino, 2006, Pardifias et al.,
2016).

Among all the genera of the Oryzomyini Tribe, Oecomys stands out as one of the most
speciose, with 17 species currently described (Carleton and Musser, 2015, Pardifias et al.,
2016). This genus is distributed in almost all Brazilian territories (Malcher et al., 2017). The
purpose of this study was to determine whether arenaviruses infect Oecomys sp. in Brazil and
which species act as viral reservoirs.

Rodents were captured during independent field trips at different years and periods and
in different municipalities from Brazil. Specimen were stored individually at -80°C freezers,
RNALater™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) or ethanol stored at -20°C as detailed in Table 1. RNA was extracted from kidney and
liver tissue samples of 95 Oecomys rodents from 17 localities from Brazil, according to the
manufacturer’s instruction from PureLink® Micro-to-Midi total RNA purification kit
(Invitrogen, San Diego, CA, USA). The amplification process was performed according to
previously described protocols (Bowen et al., 1996, Garcia et al., 2000, Fernandes et al.,
2015), and directly sequenced using BigDye Terminator™ version 3.1 Cycle Sequencing®Kit
(Applied Biosystems) in an automatic sequencer (Applied Biosystems, ABI PRISM 3130X
model, Foster City, CA, USA). Nucleotide sequences were analyzed using MEGA7 software

(Kumar et al., 2016), and a consensus sequence was derived from contiguous assembled with
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the same software. Multiple sequence alignment and comparison of amino acid were
performed using MAFFT version 7, in the Jalview v.4 software program (Waterhouse et al.,
2009). Phylogenetic relationships were estimated using Maximum likelihood phylogenetic
inference using PhyML implemented in SeaView v.4 software program (Gouy et al., 2010).
The best-fit evolutionary model was determined using MEGA version 7, using the Bayesian
Information Criterion (Kumar et al., 2016).

Amplification of the glycoprotein precursor (GPC) gene was observed in six rodents
tissue samples (6.3%), belonging to Oecomys cleberi, O. franciscorum and Oecomys sp.
specimens. Positive animals were capture in Aporé (4), Corumba (1) and Uberlandia
municipalities, from Goiés, Mato Grosso do Sul and Minas Gerais state, respectively (Table
1). Phylogenetic analyses of these sequence indicated that mammarenaviruses carried by
Oecomys sp. and O. cleberi from Aporé formed a monophyletic independent lineage within
New world Clade A mammarenaviruses group, while Oecomys sp. from Uberlandia formed a
sister lineage with Parand virus from Paraguay. The virus found in O. franciscorum was the
most divergent forming an independent sister stem lineage clade with New World Clade A
viruses (Figure 1). In pairwise comparisons of a nucleotide sequence, calculated using
MEGA 7 (Kumar et al.,, 2016), the partial GPC amino acid distance among Oecomys

mammarenavirus strains from Brazil ranged from 0.1 to 3.4%.

Table 1. Oecomys rodents molecular screened for mammarenavirus, Brazil 1998 -2016.

STATE LOCALITY YEAR STORAGE N° Oecomys RT-PCR
Porto Acre 2015 ™ 9 0
ACRE Xapuri 2015 RNALater 1 0
< Aporé 2005,2007,2008 o 13 4
GOIAS Luziania 2005 -80°C / TRIzol 9
Aquidauana 2003,2004 -80°C / ethanol 19 0
Cassilandia 2008 TRIzol 1 0
MIAIIE) RO Corumba 2005,2016 Ethanol / -80°C 25 1
DO SUL Dois Irméos do
oo 2006 -80°C 1 0
Buriti
Rondonaopolis 2008 o 1 0
MATO GROSSO Sapezal 2008 -80°C 3 0
MINAS GERAIS Uberlandia 2012 -80°C 2 1
RIO DE Sumidouro 1998 Ethanol 1 0
JANEIRO Paraty 2006 1 0
SANTA Santo Amaro da o
CATARINA Imperariz 0L e 2 g
Araguatins 2010 Ethanol 1 0
TOCANTINS Dianopolis 2009,2010 TRIzol 3 0
Novo Jardim 2009 3 0
TOTAL 95 6
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Figure 1. Phylogenetic trees based on mammarenaviruses parcial GPC, using ML and
Bayesian methods, LG + G + | evolutionary model. Numbers (> 0.7/> 70) above branches
indicate node probabilities or bootstrap values (MrBayes/ML). Asterisks indicate values
below 0.7/70. TExhibited difference between ML and MrBayes tree-building method topology
Sequences of this study are highlighted in bold. Go = Goias; MS = Mato Grosso do Sul; Minas Gerais = MG.

Complete sequencing of all positive samples was attempted following previously
described protocols (Atkinson et al., 2016, Bukbuk et al., 2016). Thus, Bayesian Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) method was implemented in MrBayes v3.2.6 (Ronquist et al.,
2012). The MCMC settings consisted of two simultaneous independent runs with four chains
each that were run for 10 million generations and sampled every 100th generation, yielding
100,000 trees. After eliminating 10% of the samples as burn-in, a consensus tree was built.

Full-length sequence and genome organization were obtained for Oecomys sp.

mamarenavirus from Aporé municipality (strains 10929 and 11541). The genome consists of
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two segments, large (L) and small (S). The L segment is 7,131 nucleotides (nt) in length, with
two open reading frames (ORFs) encoding a zinc finger-like protein of 93 amino acids (aa)
and a viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) of 2,130 aa with a intergenic noncoding
region between the two ORFs. The S segment was 3,389 nt, including two ORFs encoding a
glycoprotein precursor of 507 aa and a nucleocapsid (NP) of 558 aa, acording to Pairwise
Sequence Comparison (PASC) tool, analyzed using the default parameters (Bao et al., 2014,
Radoshitzky et al., 2015). Oecomys virus strain 10929 and 11541 shares 59.2% to 57.2% (L
segment) and 70.7% to 69.5% (S segment) nucleotide sequence identity with its closest
relative Parana and Flexal viruses, representing a novel mammarenavirus, for which we
propose to tentatively name Rio Preto virus (ROPV). Rio Preto is a river that crosses the three
Brazilian states, Mato Grosso do Sul, Goias and Minas Gerais, where Oecomys spp. rodents
harbored arenavirus were captured. Phylogenetic analysis based on the complete nucleotide
sequences of ROPV L and S segments revealed that this strain clusters with other known New
World Clade A mammarenaviruses, but forms an independent sister lineage with Parana virus
(Figure 2). Results were corroborated by phylogenetic analysis based on the complete
sequences of Z, RdRp, NP and GPC proteins (supplementary Figure 1). Although, we were
not able to fully sequence all detected virus, in this study, the circulation of ROPV in
sympatric Oecomys rodents cannot be ruled out, therefore, further investigation of this issue is
needed.

ROPV is the third mammarenavirus to be detected on Oecomys rodents. Allpahuayo
virus, a member of Clade A New World mammarenavirus, was initially isolated from arboreal
rice rats, Oecomys bicolor and Oecomys paricola, collected in northeastern Peru (Moncayo et
al., 2001). Recently, the presence of mammarenaviruses closely related to Allpahuayo virus,
proposed Patawa virus, has been identified in O. auyantepui and O. rutilus captured in French
Guiana (Lavergne et al., 2015). Interestingly, ROPV was close related to Parana virus,
isolated from Oryzomys buccinatus rodents trapped in Paraguay (Webb et al., 1970).
Regardless of the controversial taxonomy of the Oecomys genus, mainly at the species level
because of the existence of cryptic species and the overlap of morphological characters
(Patton et al., 2000, Asfora et al., 2011, Weksler, 2003, Weksler et al., 2017), it seems that
many species within the genus are able to harbor mammarenaviruses, especially Clade A
viruses (Moncayo et al., 2001, Lavergne et al., 2015).

In summary, ROPV represents new mammarenavirus hosted by Oecomys rodents.
Here we provide increased insight into Clade A viruses distribution and demonstrates that
these viruses are ecologically complex, maintained by multiple reservoirs. Our investigations

have shown that many Oecomys rodent species are able to harbor mammarenavirus in
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different South American biomes as Amazon, Pantanal and Cerrado (savanna-like).
Additionally, a longitudinal study and new rodent collection expeditions in different areas are

needed to elucidate Oecomys rodent role as mammarenavirus reservoirs.
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Figure 2. Phylogenetic trees based on the complete mammarenaviruses segments, using ML
and Bayesian methods, L Segment, using the evolutionary model GTR + G + I; S segment
complete S segment, using the evolutionary model GTR + G + I. Numbers (> 0.7/> 70) above
branches indicate node probabilities or bootstrap values (MrBayes/ML). Asterisks indicate
values below 0.7/70. Exhibited difference between ML and MrBayes tree-building method
topology Sequences of this study are highlighted in bold.
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4.1.5. Artigo 5 - Breaking the silence: enlightening the natural history of Arenavirus

Hemorrhagic Fever in South America

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.1. Identificar &reas de circulacdo enzodtica de
mammarenavirus, com a pesquisa em roedores silvestres e sinantropicos coletados em
diferentes regides do Brasil, cujas amostras ja se encontravam acondicionadas no Laboratério
de Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz.

Objetivo especifico:

v ldentificar as espécies de roedores infectadas por mammarenavirus de diferentes estados
brasileiros;

v Caracterizar 0s mammarenavirus responsaveis pela infeccdo nos roedores;

Situacdo do manuscrito: Artigo a ser submetido a publicacdo no jornal Plos Pathogens.
Fator de Impacto da Revista: 8,2

Referéncia: Fernandes J, de Oliveira RC, Guterres A, Chamberlain J, Afrough B,
Levandowiski K, Graham V, Coelho TA, D’Andrea PS, Bonvicino CR, Hewson R, de Lemos

ERS. Breaking the silence: enlightening the natural history of Arenavirus Hemorrhagic Fever
in South America. Plos Pathog, 2018.
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Abstract

Arenavirus hemorrhagic fevers (AHF) are a group of viral diseases associated to wild rodents
with a mortality rate as high as 35%. Cases of AHF are often related to people living in
the rural areas of the South America, where two recognized arenavirus, Sabia and Chapare
viruses, have no known wild reservoir. Reservoir identification is necessary for predicting the
geographic extent of infection risk. We sampled rodents from Midwest Brazil, and genetically
characterized in detail a novel mammarenavirus from Oligoryzomys mattogrossae rodents.
The new virus, proposed to be called Aporé virus is highly related to Sabid and Chapare
viruses. This is the first description of a new clade B New world mammarenavirus described
in the last 10 years. The viral/host association of Aporé and O. mattogrossae may be the key
to understand aspects related to highly pathogenic mammarenavirus emergency in South

America.
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Introduction

Arenaviruses are known causative agents of highly lethal viral hemorrhagic fevers in
Africa and South America. Humans usually became infected, accidentally, trough inhalation
of aerosolized rodent excreta (urine and feces) containing virus particles (1, 2). The clinical
manifestations of arenavirus hemorrhagic fevers (AHF) include hematological, renal,
immunological, cardiovascular and neurological alterations, with a mortality rate as high as
35% (2, 3). The patients who survived the infection may suffer of alopecia, memory loss,
irritability and deafness for a few months (3-5).

At least 10 arenaviruses species are associated to human diseases, most of them from
South America (1, 6). AHF have been described in the American continent since 1953 (7).
Until now, five pathogenic mammarenavirus are described in Latin America: Junin virus from
Argentina, Guanarito virus form Venezuela, Machupo and Chapare viruses from Bolivia and
Sabié virus from Brazil (3, 7-10). Cases of AHF are often related to rural areas with a recent
history of agricultural expansion, involving drastic changes in suitable habitat for the virus's
rodent hosts (2, 3, 5, 8).

Besides that, there are curious cases of sudden outbreak of AHF, where there are just
the descriptions of human infection and data around the natural reservoir are still missing.
Sabia virus (SABV) was first detected in January of 1990. The index case was a 25-year-old
female agricultural engineer who was admitted after 12 days of fever, patient’s history was
unremarkable (10). During posterior characterization of the virus two laboratory acquired
infection, probably by aerosol inhalation, were reported (11). In 2004, Chapare virus (CHPV),
an arenavirus genetically close to SABV was discovered during an investigation of small
focus of hemorrhagic fever cases occurred near Cochabamba, Bolivia. Specimens were
available from only one fatal case, which had a clinical course that included fever, headache,
arthralgia, myalgia, and vomiting with subsequent deterioration and multiple hemorrhagic
signs (9). Field investigations did not reveal the rodent reservoir for none of these viruses. We
report here a study, which the objective was to extend our knowledge of potential highly

pathogenic arenaviruses rodent’s reservoir.

Results/Discussion
Arenavirus infection in wild rodents

Seventy-one rodents representing six different genera trapped in Cassilandia
municipalty, Mato Grosso do Sul state, Middle West, Brazil (Fig.1) were analyzed. Necromys
lasiurus was the most frequently captured rodent (41 specimens), followed by Calomys

expulsus (18 specimens) (Table 1). Overall, eight animals (11.1%) were infected by
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arenavirus, six N. lasiurus (6/41 - 14.6%) and two Oligoryzomys mattogrossae (2/5 - 40.0%).
Sanger sequencing of the amplicons obtained indicated the presence of two viral species,
Oliveros mammarenavirus (OLVV) from N. lasiurus and a novel virus related to Clade B

New World mammarenaviruses.

Mato Grosso

18°S4
Bolivia

Minas Gerais

Cassilandia

Mato Grosso do Sul

21°S

Séao Paulo

Paraguay

24°S4
N

0 556 110 220 Km
‘ L 1

60°W 57°W 54°W 51°W

Fig. 1. Map of the Mato Grosso do Sul State, Midwestern Brazil, showing the municipality of

Cassilandia.

TABLE 1. Small mammal species collected on Cassilandia, Mato Grosso do Sul, Brazil, and

the results of arenavirus infection by RT-PCR

. RT-PCR
Species No. of captured rodents No. (prevalence%)
Calomys expulsus 18 0
Cerradomys marinhus 02 0
Hylaeamys megacephalus 03 0
Necromys lasiurus 41 06 (14.6%)"
Nectomys rattus 03 0
Oligoryzomys mattogrossae 05 02 (40.0%)™
TOTAL 72 08 (11.1%)

*Prevalence of Oliveros virus

“Prevalence of Aporé virus

Partial amino acid sequences of the recovered GPC recovered from N. lasiurus
showed high similarity 88.8% and 83.6%, with OLVV (U34248) from central Argentina,

harbored by the rodent N. benefactus. While, partial GPC sequences from O. mattogrossae
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rodents were more similar (74%) to SABV (YP089665). Phylogenetic tree, based on partial
glycoprotein precursor complex (GPC) reinforced the genetic relation between N. lasiurus
viruses and OLVYV, and O. mattogrossae viruses sequences to Clade B mammarenaviruses
(data not shown).

Previous studies have already identified OLVV in N. lasiurus rodents from Brazil (12,
13). N. lasiurus is considered a generalist species in relation to habitat use, with a general
behavior being highly adaptable to man-made environments and to less complex ecosystems,
especially grassy areas (Brachiaria spp.) (14, 15). N. lasiurus presents itself as the most
abundant rodent specie in Brazilian Cerrado (savanna-like biome) ranging from 39.4 to 80%
of captured rodents in these areas that can be directly attributed to the intense process of
degradation this biome has undergone in recent decades (16). The results presented here and
N. lasiurus features reinforce the important role in in enzootic cycles of OLVV.

Oligoryzomys rodents are known reservoirs for hantavirus across South America (16,
17). Nevertheless, this is the first description of these rodents infected by mammarenavirus.
O. mattogrossae harbors the Anajatuba and Juquitiba hantaviruses and features a broad
geographical distribution but mainly occurs in the Cerrado, the Caatinga, at the edge of the
Amazon biome, and in altered or conserved vegetation, where it is common but not abundant.
In fact, one of the two positive rodents for mammarenavirus was also simultaneously infected
by Juquitiba hantavirus (16-18). It is not difficult to hypothesize that co-infections between
these rodent-borne viruses may occur, once in many occasions they share the same
geographic localization and even the same animal host (1, 16, 19). However, despite an
extensive genetic characterization of both viruses in nature, a co-infection of hantaviruses and
arenaviruses has never been demonstrated until this work. The implications of co-circulation
of these viruses are still unknown, but it may represent a key event for increasing viral
diversity or emergence of new species, as demonstrated before (20-24).

Studies have pointed out that arenaviruses and bunyaviruses shared an ancestor (23).
Sequence analysis of recently emerging viruses suggested that genes from arenaviruses share
some homology with other negative-strand virus such as bunyaviruses (20, 21). Probably, co-
infection could enable the bunyavirus polymerase to jump templates from a bunyaviral
replicative form to an arenaviral mMRNA (24). Thus, this theory is also supported by the fact
that between 4%-30% of bunyaviruses package two genome equivalents per virion (24-26).
Recently, new arenaviruses have been discovered in snakes. The snake arenavirus L and NP
genes are homologous to those of arenaviruses, but the GP sequences are homologous to
filovirus envelope glycoproteins (27). Based on the fact that some snakes consume rodents

and bats, potential reservoirs for arenaviruses and filoviruses, co-infected snake could
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conceivably harbor replication complexes in which the arenavirus polymerase jumps from an
arenaviral replicative form to a filovirus GP mRNA, generating the new quimeric viruses (24,
27).

Full genome characterization and phylogenetic relations of a newly identified arenavirus

Due to the placement of O. mattogrossae viruses with Clade B New World
mammarenaviruses, whole genome sequencing was attempted on the two rodent samples.
Coding-complete genomes were acquired by deep sequencing (Illumina MiSeq) of random
amplified RNAs from liver samples. A classical arenavirus bi-segmented genome structure
was found in the data from the sequenced rodents. Each segment encoded two open reading
frames (ORFs) in an ambisense organization with an intergenic region containing a predicted
stem-loop region between the ORFs [6]. Full S (3.4 kb) and L (7.2 kb) segments encoding
four main proteins: nucleoprotein (562 aa), glycoprotein precursor (489 aa), matrix protein
analog Z (99 aa) and polymerase (2117 aa) were obtained for the two rodents samples.
Predictions for secondary structure of intergenic regions for S and L segments are presented
in (Fig. 2). GenBank accession number for S and L segment for sample 12071 [GenBank
MF317490] and [GenBank MF317491], respectively.
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Fig. 2. Aporé mammarenavirus potential secondary structure of intergenic regions (a) S

segment (b) L segment predicted by Mfold.
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Deduced amino acid and nucleotide sequences of the new virus were compared to those
of other Clade B New World mammarenaviruses species (Table 2). A nucleotide sequence
divergence of 24.8% and 29.6% for S and L segment was found between the newly
recognized virus and CHPV and SABV, respectively. A very similar feature was also found
for polymerase (24.8%), zinc (31.8%) and nucleoprotein (17,6%), of divergence with the
closest related arenavirus, CHPV. Interestingly, the glycoprotein precursor were slightly more
related to SABV, with 77.2% of identity (Table 2).

Table 2. Nucleotide and amino acid identities of Aporé virus (APRV) compared with New

World representatives of the genus Mammarenavirus.

p — distance
Virus species
L segment(nt) S segment(nt)
Z(@) L(aa) NP(@aa) GPC(aa)

Amapari 39,4% 43,9% 41,1% 36,5% 31,9% 49,3%
Chapare 29,6% 31,8% 24,8% 24,8% 17,6% 24,3%
Cupixi 39,6% 47,2% 40,9% 36,9% 31,9% 45,7%
Guanarito 39,0% 42,8% 40,4% 36,6% 32,5% 48,3%
Junin 39,0% 51,6% 39,7% 36,0% 33,5% 48,0%
Machupo 38,1% 48,3% 38,3% 36,3% 32,6% 45,3%
Sabia 30,3% 36,2% 27,7% 26,4% 219% 22,8%
Tacaribe 38,6% 49,4% 39,2% 37,9% 35,8% 49,7%

Phylogenetic trees, based on complete nucleotide sequences and the main proteins
encode by the S and L segment of mammaremavirus were generated. Newly recognized O.
mattogrossae virus formed a monophyletic clade, well supported, with Clade B New World
mamarenaviruses, CHPV and SABV (Fig. 3 and Fig. 4). A strong association between CHPV
and the new virus described here was found for most analysis. The only change in the
structure of the trees was a switch for the GPC gene which formed a sister group to SABV
(Fig. 4). Bootscan recombination analysis of complete S segment sequences by Simplot
revealed the existence of four recombination peaks exceeding the cut-off of 70% bootstrap:
peaks corresponding to S segment regions from positions around 1-450 and 1130-1770 that
clustered with SABV sequence, whilst the other two clearly resolved peaks, between positions

490-1050 and 2170-2810, clustered with CHPV sequences. Reconstructed phylogenetic
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subtrees were clearly in correlation with corresponding peaks proposed by bootscan analysis,
with changing clustering of prospective recombinant sequences (Suppl Fig 1).
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Z protein

branches indicate node probabilities or bootstrap values (MrBayes/ML). Asterisks indicate

values below 0.7/70. fExhibited difference between ML and MrBayes tree-building method

topology Sequences of this study are highlighted in bold.
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branches indicate node probabilities or bootstrap values (MrBayes/ML). Asterisks indicate
values below 0.7/70. fExhibited difference between ML and MrBayes tree-building method
topology Sequences of this study are highlighted in bold.

Recombination is one of the molecular mechanisms responsible for genetic diversity
has been described in different families within RNA viruses (28, 29). However, it was
documented to occur with very low frequency in negative strand RNA viruses (29).
Nonetheless, recombination has been described for Clade D New World mammarenaviruses,
where discrepancies between NP and GPC phylogenetic trees are observed for North
American viruses (1, 30-33). In fact, the same topology was found for O. mattogrossae
viruses, with a switch of GPC, presenting a sister relation to SABV. Although homologous
recombination, as the one found by our analysis, are described for rodent-borne viruses, it
have been suggested that arenavirus GPC phylogenetic information could be influenced by
specific selection pressures (34, 35). Further studies need to be conducted to evaluate the
significance of homologous recombination events within arenavirus and their biological
impact.

The relationship of the new virus from O. mattogrossae to CHPV and SABV is
intriguing, both CHPV and SABYV cause HF similar to that seen with Junin, Machupo and
Guanarito viruses, but the animal reservoir was not detected (3, 9, 10). Yellow fever was the
initial suspicion in the SABV case as well for the CHPV infection as both had associated
extensive liver necrosis, a not commonly observed feature with HF associated with the other
New World arenaviruses (9, 10). It is tempting to comment that this could suggest the
possibility of this new virus to cause human infections, represent a new potential treat. Brazil
has a high number of endemic infectious diseases that can be misleading during early stages
of arenavirus HF, including malaria, yellow and dengue.

An interesting point is that O. mattogrossae has been recently reported in the state of
Sdo Paulo, and possibly occurs in Bolivia, where SABV and CHAPV emerged (36, 37).
Although, mammarenaviruses are considered rodent-host specific, some arenaviruses have
been detected in multiple, yet closely related, rodent species (38-43), suggesting that the level
of host specificity may vary between arenaviruses (43). The geographic overlap of O.
mattogrossae and the close relation between SABV, CHPV and new O. mattogrossae virus
could uncover important features of host-virus relation. Note that O. mattogrossae is also the
host for multiples hantavirus in Brazil (18, 19). Thus, although well distrusted geographically,
O. mattogrossae is not found in abundance, a fact that could account for the low number of
cases SABV and CHAPV due to reduced chances of human and rodent interactions, making

difficult to notice its emergence in human population.
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Taxonomic status of Oligoryzomys mattogrossae mammarenavirus

A recent update from the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
Arenaviridae study group has also recommended the use of Pairwise Sequence Comparison
(PASC) tool for the assessment of novel arenaviruses. Cut-off values chosen for classifying
arenaviruses belonging to the same species using this tool are >80% and >76% nucleotide
sequence identity in the S and L segments respectively (1). (PASC) was performed on both
segments. Our samples, once again, were found to be more closely related to CHPV and
SABYV, demonstrating 73.37-72.39% identity for the S segment and 67.4-67.36% identity for
the L segment. Moreover, as this virus also meets nucleoprotein amino acid sequence
identities and PASC requirements, we propose to name it Aporeé virus (APRV), because it was
first identified from rodents captured near a river that has the same name.

Additionally, to better characterize APRV tissues from one positive O. mattogrossae
were homogenized and inoculated onto BHK-21 and Vero E6 cells monolayers. After five
days of viral cultivation, partial S segment sequences were recovered from the harvested
culture supernatant inoculated with kidney homogenate of a male O. mattogrossae (strain
LBCE_15961) from Cumari, Goias state, indicating that the virus was successfully isolated.
No measurable citophatic effect was seen in any cell line.

To fulfill other species demarcation criteria, specially the association with a main host
species or group of sympatric hosts and presence in a defined geographical area (1) we
included in this study 47 samples of O. mattogrossae from nine different localities from
Brazil (Table 3). Nine (9/47-19.1%) rodents from five localities were also positive,
demonstrating the association between the new virus and O. mattogrossae rodents from
Midwest Brazil. Note that one of the samples from Corumba was grouped with Latino virus a
Clade C mammarenavirus detected in Calomys spp., rodents from Bolivia and Brazil (12, 44).
This may evidence that O. mattogrossae could act as host for a wide range of
mammarenaviruses, as we discussed previously in this paper. More studies should be conduct

to evaluate the O. mattogrossae potential to harbor different arenavirus species.

Conclusions

In summary, we isolated a novel mammarenavirus, which we propose be designated
Aporé virus, from O. mattogrossae rodents in Brazil. Although its pathogenicity still needs to
be evaluated, genetic comparison showed that Aporé virus is closely related to two highly
pathogenic arenaviruses from South America, whose reservoirs remains unknown. More

studies are needed to elucidate the epizootiologic aspects of this novel mammarenaviruses,
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taking in count the capacity of O. mattogrossae to host not only APRV but also other related
viruses within and outside the Arenaviridae family. Lastly, APRV could shed a light in to the
natural history of SABV and CHPV, unveiling host-virus dynamics.

YEAR OF NUMBER OF RT-PCR
STATE LOCALITY COLLECTION STORAGE O. mattogrossae (%oprevalence)
Mato Grosso Aqui_dfalua_na 2003 Ethanol 1 0
do Sul Cassilandia* 2008 TRIzol 5 2 (40.0%)
Corumba 2003 Ethanol 5 1 (20.0%)
Aporé 2003/2008/2009 TRIzol 20 6 (30.0%)
Campo Alegre 0
Goids de Goids 2005 -80°C 1 1 (100%)
Cumari 2013 -80°C 1 1 (100%)
Mambai 2007 TRIzol 3 0
Tocantins Dianopolis 2009 TRizol 10 0
Minas Gerais Uberlandia 2012 -80°C 6 0
TOTAL 52 11 (21.1%)

Table 3. Oligoryzomys mattogrossae rodents from Brazil screened for mammarenavirus.

Materials and Methods
Sample collection and mammarenavirus detection

Fieldwork was during an eco-epidemiological study conducted in Cassilandia, Mato
Grosso State, Midwestern Brazil, in 2008 (Figure 1). Rodent sampling was conducted during
five consecutive nights for each of the capture sessions. Transects were setting using
Tomahawk (Tomahawk Live Trap, Hazelhurst, WI) and Sherman livetraps (HB Sherman
Traps, Tallahassee, FL). Animals were anesthetized and euthanized by intramuscular injection
of sodium pentobarbital, all efforts were made to minimize suffering. Collected tissues were
store in TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Genomic RNA was extracted from
lung tissue samples of the two rodents according to the manufacturer’s instructions from the
PureLink® Micro-to-Midi total RNA purification kit (Invitrogen, San Diego, CA, USA). RT-
PCR was performed as described previously, using specific oligonucleotides targeting
mammarenavirus S segment (45, 46). For partial gene sequencing, DNA was purified using
Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System kit (Promega, Corp., Madison, WI, USA)
according to the manufacturer’s recommendations and strands were directly sequenced.
BigDye Terminator™ version 3.1 Cycle Sequencing®Kit (Applied Biosystems) in an
automatic sequencer (Applied Biosystems, ABI PRISM 3130X model, Foster City, CA,
USA). Parcial nucleotide sequences were analyzed using MEGA7 software, and a consensus

sequence was derived from contiguous assembled with the same software.
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Rodent’s specimens were identified by both karyotyping and cranial
morphology/morphometry and confirmed by molecular analysis when needed (47, 48).
Voucher specimens were deposited at National Museum of the Federal University of Rio de
Janeiro and in the Laboratory of Biology and Parasitology of Wild Mammals Reservoirs,
IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.

Permits for field collection were granted by IBAMA (Brazilian Institute of
Environment and Renewable Natural Resources, Rio de Janeiro, Brazil) permanent license
under process number 13373-1. All proceedings were in accordance to recommended safety

procedures (49).

Complete genome sequencing

The isolated RNA from positive samples was treated with DNAse | (Life
Technologies) following manufacturer's instructions and ribosomal RNA were depleted using
NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) (New England BioLabs inc). Single-
primer isothermal linear amplification (SPIA) cDNA was prepared from total RNA using the
Ovation RNA-seq version 2 system (NuGen). One and a half nanograms of SPIA cDNA were
prepared for sequencing, according to the Illumina Nextera XT V2 protocol, and the 2x 150bp
paired-end library was run on a MiSeq (Illumina).

Reads were trimmed to remove adaptors and low quality bases, to achieve an average
phred score of Q30 across the read, using trimmomatic (50). Trimmed reads were
taxonomically assigned using Kraken (ver.0.10.4-beta) (51). Following Kraken assignment,
viral reads were extracted from the fastq files using seq_select_by id (52), and assembled
using SPADES (ver. 3.1.1) (53). All reads were then used to scaffold these contigs using
SSPACE (ver. 1.0.5) (54). Contigs larger than 1 kb were aligned to arenavirus reference
sequences available on GenBank using Mauve Contig Mover (ver. 1.0.0) (55). Reads were
mapped to both assembled contigs and mammarenavirus reference using BWA (ver. 0.7.5)
(56). Consensus genome sequence was produced at a minimum depth of five reads using an
in-house script. All of the above was performed using a local instance of the Galaxy Project
(57-59). BAM files were visualized using tablet (60). Coding complete sequences for both
segments were loaded into the Pairwise Sequence Comparison (PASC) tool, and analyzed

using the default parameters (61).

Phylogenetic analysis
Multiple sequence alignment and comparison of amino acid were performed using

MAFFT version 7 employing the E-INS-i algorithm, in the Jalview v.4 software program
104



(62). The best-fit evolutionary model was determined using MEGA version 7, using the
Bayesian Information Criterion (63). Phylogenetic relationships were estimated by Maximum
likelihood phylogenetic inference using PhyML implemented in SeaView v.4 software
program (64), and by a Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) method implemented
in MrBayes v3.2.6 (65). For the Bayesian analyses, we used a mixed aa model of evolution
with y-shaped distribution of rates across sites. The MCMC settings consisted of two
simultaneous independent runs with four chains each that were run for 10 million generations
and sampled every 100" generation, yielding 100,000 trees. After eliminating 10% of the
samples as burn-in, a consensus tree was built. Statistical support of the clades was measured

by a heuristic search with 1000 bootstrap replicates and the Bayesian posterior probabilities.

Aporé virus and Oligoryzomys mattogrossae study

Additionally we initiated a screening study targeting Oligoryzomys mattogrossae
rodents for the presence of arenaviruses according to previously published protocols (46, 47).
Rodents were trapped during independent field trips conducted at different years and periods
and in different municipalities from Brazil, as detailed in Table 1. Specimen were collected
and stored individually at — 80°C in liquid nitrogen, in RNA-preserving buffers such as
RNALater™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or in ethanol stored at -20°C (Table 3).

Frozen tissue samples were thawed and ground mechanically with a 3-mm tungsten
carbide bead using using the Precellys® bead beater (Bertin Technologies, France) at 24
cycles/sec for 5 min, with 1 mL of minimal essential medium (MEM) from Gibco (Rockville,
MD). Homogenized tissues were centrifuged at 13,000 g for 5 min. An aliquot of 100 uL of
the clarified supernatant was used to inoculate Vero C1008 [Vero 76, clone E6, Vero E6]
(ECACC 85020206) and HK 21 (clone 13) (ECACC 85011433) cells in 12.5 cm? plastic
tissue flasks. The cells were maintained in MEM supplemented with 3% fetal bovine serum
(FBS), 1% glutamine, 1% penicillin, 1% streptomycin, and 3% kanamycin and incubated at
37°C. The flasks were checked daily using an inverted microscope for cytopathic effect
(CPE). On day 7 post-inoculation, the cell culture fluid overlay was collected and total nucleic
acids were purified and tested for the presence of mammarenavirus by RT-PCR. All work
with infectious material was performed in a Biosafety Level-3 (BSL-3) laboratory in Public
Health England, Porton Down, UK.
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4.1.6. Artigo 6 - New bunya-like viruses: Highlighting their relations

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito sao
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membros da familia Bunyviridae.
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The standard virus classification scheme for arenaviruses and bunyaviruses shifted dramatically when several
groups reported the detection and isolation of divergent groups of viruses in a variety of insect collections. Al-
though these viral families can differ in terms of morphology, structure and genetics, recent findings indicate
these viruses may have a shared evolutionary origin. To determine the phylogenetic relations among these fam-
ilies, we inferred phylogenetic trees using three methods. The Maximum Likelihood and Bayesian trees were
rooted as suggested by the {molecular clock-rooted ) BEAST tree. Our results highlight a noteworthy relation

gﬂ'ﬁ:ﬁ;ﬁs supergroup among these viral supergroups of different genome organizations. Our study suggests that the best scenario is
Arenaviruses the existence of at least three monophyletic supergroups, all of them well supported. The recent data indicate
Bunyaviruses that these viruses are evolutionarily and genetically interconnected. While these supergroups appear to be close-
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Orthobunyaviruses also provide insights into the classification scheme, thereby providing a new perspective about the fundamental
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Evolutionary history
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1. Introduction

Most human pathogenic bunyaviruses and arenaviruses cause se-
vere hemorrhagic fevers with a high rate of fatalities. Increasing number
of outbreaks and the possibility of cases spreading over international
borders has led to increased interest in these viruses and their relations.
The ongoing threat of emerging hemorrhagic diseases has made the
search for reservoir species with a history of coevolution, for example,
with the mammarenaviruses, and hantaviruses, a priority (Charrel and
de Lamballerie, 2010; de Oliveira et al., 2014; Zapata and Salvato,
2013). The origin, phylogenetic relationships and evolutionary history
of viral genomes is a classic problem that has inspired a long series of
questions and hypotheses in evolutionary biology. Recently, sequence
analyses of emerging viruses have shown that genes from arenaviruses
are potentially homologous to other negative-strand viruses such as
bunyaviruses and filoviruses (Carter et al., 2012; Gallaher et al., 2001).

Viruses in the family Bunyaviridae (the bunyaviruses) share several
molecular characteristics. Based on their differences, the International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) has classified them into
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five genera: Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus and
Tospovirus (Elliott, 2009). In 1975, this family was proposed to encom-
pass viruses with morphological and structural similarities, but with di-
verse life cycles. The Bunyaviridae genome is comprised of three
negative-sense RNA segments (large, medium and small) that employ
a variety of coding strategies to generate a limited set of structural and
non-structural proteins (Schmaljohn and Nichol, 2007). The large
(L) RNA of these viruses codes for the transcriptase and replicase pro-
teins and large RNA-dependent RNA polymerase (RdRp or L protein).
Glycoproteins are coded by the medium (M) RNA, which generates a
polyprotein that is proteolytically processed. In viruses of some genera,
a non-structural protein (NSm) of unknown function is also included.
The small (S) RNA codes for the nucleocapsid protein and also for a
non-structural protein in viruses of several genera (Elliot and
Schmaljohn, 2013; Elliott, 2014). For instance, the Land S segments of
the tick-borne Crimean Congo hemorrhagic fever virus (family
Bunyaviridae, genus Nairovirus) encode a polymerase and a nucleocap-
sid with strong similarity to the Lassa virus (family Arenaviridae, genus
Mammarenavirus) (Carter et al., 2012).

The first discovery of a “virus of experimental lymphocytic
choriomeningitis”, today well known as the lymphocytic
choriomeningitis virus (LCMV), occurred in 1933 (Armstrong and
Lillie, 1934). However, only in 1976 was the family Arenaviridae
established to include the genus Arenavirus with LCMV and Tacaribe
complexes recognized. Members of the monogeneric family

113



A Guterres et al / Infection, Genetics and Evolution 49 (2017) 164-173 165

Arenaviridae had been reported to infect only rodents, except in one
case of bats and ticks (Radoshitzky et al., 2015; Sayler et al., 2014).
This scenario shifted dramatically when several groups published the
detection and isolation of divergent arenaviruses in captive snakes
(Bodewesetal, 2013; Stenglein et al., 2012). The new virus is character-
ized by ambisense coding and its L and NP genes are homologous to
those found in arenaviruses (Zapata and Salvato, 2013). However, the
GP sequences are homologous to filovirus envelope glycoproteins (fam-
ily Filoviridae), and the Z gene sequences are homologous to host ubig-
uitin ligase (Bodewes et al., 2013; Hetzel et al., 2013; Stenglein et al.,
2012).

Therefore, arenaviruses are currently classified in two different gen-
era: Mammarenavirus and Reptarenavirus. Arenaviruses possess single-
stranded bi-segmented RNA genomes. Each of the two RNA segments
codes for two non-overlapping reading frames of opposite polarities:
the viral RNA-dependent RNA polymerase (L protein) and a zinc-
binding matrix protein (Z protein) for the large (L) genomic segment.
The nucleocapsid protein (NP) and the glycoprotein precursor (GPC)
are secondarily cleaved into the envelope proteins G1 and G2 for the
small (S) genomic segment (Pinschewer et al., 2003; Qi et al., 2010;
Shtanko et al.,, 2010).

The paradigmatic phylogenetic relation scheme for arenaviruses and
bunyaviruses shifted dramatically when several groups independently
reported the detection and in some cases the isolation of a divergent
group of viruses in a diverse collection of insects, spiders and other ar-
thropods (Frey et al., 2016; Li et al., 2015; Marklewitz et al., 2015). No-
tably, these new negative-sense RNA viruses were found to be spread
across the major lineages of the family Bunyaviridae. Although these
viral families differ in structure or genetics, these recent findings indi-
cate that these viruses may have a shared evolutionary origin. In this
study, we explore key aspects of the evolution of these viruses, particu-
larly their phylogenetic relations, highlighting a perspective in the viral
classification scheme, diversity and genome evolution.

2. Materials and methods
2.1. Compiled sequence data

The genomic sequences used in the study were all retrieved from the
GenBank® database of NCBI (http://www.ncbinlm.nih.gov/muccore/),
including the protein sequences of the full genome of the Arenaviridae
and Bunyaviridae families. Within the Arenaviridae and Bunyaviridae
families, we retrieved representative sequences of each genus due to
the very high number of species. We added novel lineages of
bunyaviruses that have been discovered in insects, spiders, centipedes
and other arthropods that might lead to the establishment of at least
eight new genera. We retrieved two genera, also related to
bunyaviruses ( Emaravirus and Tenuivirus), that are recognized by the
ICTV but have not yet been assigned to a family.

Multiple sequence alignment (MSA) were performed using MAFFT
version 7 employing the E-INS-i algorithm and TCOFFEE version 11 ap-
plying the PSI-Coffee algorithm (Katoh and Standley, 2013; Notredame
et al, 2000). Additionally, we used COBALT, which is a protein multiple
sequence alignment tool that finds a collection of pairwise constraints
derived from a conserved domain database, the protein motif database,
and sequence similarity using RPS-BLAST, BLASTP and PHI-BLAST
(Papadopoulos and Agarwala, 2007). The sequence alignment was lim-
ited to conserved domains, with ambiguously aligned regions removed
using TrimAl (Capella-Gutiérrez et al., 2009). We measured alignment
confidence based on a Transitive Consistency Score (TCS) web server.
The TCS makes it possible to estimate the local reliability of protein
MSAs using the TCS index. The purpose of an alignment reliability
index is to discriminate between correctly and incorrectly aligned resi-
dues. This evaluation can be used to identify the aligned positions most
likely to contain structurally analogous residues, as judged from
BAIiBASE and PREFAB structure-based reference alignments, and is

also most likely to support an accurate phylogenetic reconstruction
(Chang et al, 2015; 2014).

2.2. Phylogenetic analyses

We estimated phylogenetic relations of the protein sequences from
the three major open reading frames (RdRp, NP and glycoprotein)
using (a) ML phylogenetic inference as implemented in PhyML 3
(Guindon and Gascuel, 2003) under the LG + G + I model of sequence
evolution, and (b) a Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
method as implemented in MrBayes v3.2.5 (Ronquist et al., 2012). The
MCMC settings consisted of two simultaneous independent runs with
four chains each that were run for 10 million generations and sampled
every 100th generation, yielding 100,000 trees. After eliminating 10%
of the samples as burn-in, a consensus tree was built. Statistical support
of the clades was measured by a heuristic search with 1000 bootstrap
replicates in PhyML (Anisimova and Gascuel, 2006) and the Bayesian
posterior probabilities in MrBayes. For the Bayesian analyses, we used
amixed aa model of evolution with y-shaped distribution of rates across
sites. This model allows selection to be integrated across all best-fit
models. The best-fit evolutionary model was determined using MEGA
version 6.06, using the Bayesian Information Criterion (Tamura et al.,
2013).

Arooted timetree (relaxed molecular clock) of amino acid (aa) se-
quences was inferred using the Bayesian MCMC method available in
the BEAST v1.8.4 package. (Drummond and Rambaut, 2007) We
modeled the evolutionary rate evolution along branches by an uncorre-
lated lognormal prior, and the topologies by the Bayesian Skyline tree
prior. Two independent runs were undertaken with sampling every
1000 generations. In BEAST, the same evolutionary model was
employed as described above. We used Tracer v.1.6 to check for conver-
gence and adequate mixing (i.e., an estimated sample size =200 for all
relevant parameters). The TreeAnnotator program was used to generate
a Maximum Clade Credibility (MCC) tree after eliminating the first 10%
of the sampled trees as burn-in. Because the MCC tree is automatically
rooted in the assumption of a molecular clock, it is possible to determine
which viral lineages are most likely to be the stem lineage. The stem
clade estimated by the BEAST tree was then used as an outgroup to
root the phylogenetic trees inferred in the ML and Bayesian phylogenet-
ic analyses.

2.3. Criteria for demarcation of the supergroup

The most universally used sequence-based virus classification tool is
phylogenetic analysis. About 70% of the families and floating genera de-
scribed in the Ninth Report of the International Committee on the Tax-
onomy of Viruses (ICTV) are supported by phylogenetic trees (King
etal., 2012). The chief characteristics of members are presented with
phylogenetic analyses of selected genes to support their relations. To
help define suitable phylogenetic criteria for relation demarcation,
each supergroup was considered to form phylogenetic group when it
was clustered into a statistically supported monophyletic clade stem
(BEAST/ML/MrBayes, >0.9/>90/~0.9).

3. Results
3.1. Database and multiple sequence alignment

We retrieved a total of 397 sequences from GenBank®: 131 NPs, 119
glycoproteins and 147 L RdRp sequences (Table 51). The aa sequences
were aligned using COBALT, MAFFT and TCOFFEE multiple sequence
alignment ( MSA) methods, and each alignment estimated the positions
most likely to contain structurally analogous residues. Starting with the
transitive consistency score (TCS) scheme, we selected the MSA to be
performed in the MAFFT algorithm.
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3.2. Phylogenetic analyses of RdRp sequences

The phylogenetic inference based in the RdRp sequences suggests
the existence of at least three monophyletic supergroup, all of them
well-supported (Fig. 1). The Maximum Likelihood (ML) and Bayesian
trees are rooted in the way suggested by the (molecular clock-rooted)
BEAST tree. The first supergroup is bunya-like virus, comprised of one
well-supported deeply rooted clade (BEAST/ML/MrBayes = 1/98/1)
(Fig. 2). This supergroup is composed of a viral sequence of Wuhan in-
sect virus 3 (GenBank AJG39263), found in the host Asellus sp., occupy-
ing the basal position in the supergroup. The next bifurcation comprises
two well-supported clades, one (1/94/1) of which includes the se-
quence of Shayang spider virus 2 (A]G39247), found in Neoscona
nautica, in a sister relation to the clade of the Jonvirus, Feravirus and
Phasmavirus genera, all of them well supported as a monophyletic
group (1/100/1). The other clade is composed of two phylogroups (1/
70/1), the first including the sequence of Whenzhou shrimp virus 2
found in Penaeus monodon, occupying the basal position of the

Phleboviruses

Tenuiviruses

‘Goukoviruses

Wuhan Loy
Wuhan Fiy virug 2 AJG3g254
ilipode virus 1 AlGagEs
Wuhan Insect wrus 1 ANGIE261
Uncullured virus hGWE&‘IBTﬁ
s IO
imahou MoSaUID Vi o oag Ta.:
PN S
Thee S

ey

phylogroup (0.97/7/0.87). The next bifurcation (*/*/1) within the
phylogroup includes the genus Hantavirus (1/100/1) and the sequences
that form a monophyletic clade (1/100/1), including Shuangao bedbug
virus (AJG39248), Shuangao mosquito virus (AJG39252) and Jiangxia
mosquito virus 2 (AJG39141), found in Cimex hemipterus, Armigeres
subalbatus and Culex tritaeniorhynchus, respectively. The second
phylogroup (1/91/1) is composed of the genus Tospovirus (1/100/1) as
a stem lineage in the phylogroup, with the next bifurcation (0.82/f/
0.96) within the phylogroup containing the genus Emaravirus (1,/100/
1), followed by the genera Orthobunyavirus and Herbevirus, all of them
well-supported groups (1/100/1).

The second supergroup is arena-nairo-like viruses, composed of two
well-supported deeply rooted clades (1/100/1), one of which includes
the two genera Mammarenavirus and Reptarenavirus, henceforth re-
ferred to as arenaviruses (1/100/1). The other clade is from now on re-
ferred to as nairoviruses, and is composed of the genus Nairovirus (1/
100/1). The sequence Jiangxia mosquito virus 1 found in the Culex
tritaeniorhynchus (GenBank AJG39240), although occupying a stem
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Fig. 1. Unrooted phylogenetic tree of bunya-like viruses based on the RdRp protein sequences, estimated using the ML method. In green, bunya-like virus supergroup; in blue, phlebo-like
virus supergroup; and in red, Arena-Nairo-like supergroup. Numbers (>90%) above branches indicate bootstrap values of the supergroups. Scale bar represents number of amino acid
substitutions per site. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

115



20

A Guterres et al [ Infection, Genetics and Evolution 49 (2017 ) 164-173

Bunya-like viruses

Bunya-like virus
supergroup

1198/ 1

ke

s
MES—<J30&
W= =<=0T

1]
un

TOZETENY £ ST 1)
LPTETDMY T BN Jap

1/

Je

virus supergroup

Arena-Nairo-like

1

100/ 1

Arenaviruses Nairoviiruses

1/|1004 1

wfror1
94/ 1
0,971t/ 0,87
1ot/ 1
11
ufiowa 0,82/[+ 0,96
1100/ 1
1000 1
1
171001
10 1 upow 1
] 14100/ 1
11001
1100 1

Hantavirus §5

ME~—<mIamTD

LEALLEA € SN TS NOLDSRNL

Al

Tospovirus

H

WEs=<w=w3m

Orthobunyavirus

100/ 1

[

BE= LB T=0T
mE—~<pase~wITFe
ME " =<HIBGWrTeD

167
*/98/ 1
‘I|Tl1
Phlebo-like virus
supergroup
14100/ 1
11007 1
1 140,89
17 {098
A7 S04 96
VST

Nairovirus

CH2SEDNY | SR

Philebovirus

wang 1

LR TR

roary | ¥ poEBapaeg o
LN | o0, pabiapaeig -

S9LLSMDY SNaA pRungroun
LAZERENY STUIA OnnbSop NomLYY.

Lo
40

GLZECENY | SUA K1 UeUnw,

PEZHEDNY Z BNAA A1 SN0 UBLNA,

LOZRUEMY | SPUIA AasL) Ueynag,

we-—<oxco@

BE = =k = 3D =

SSIBETIY | Brup dunsys
L T —

wWEN—<—0RITD
-
sezseony s h

PELIGSTY SN BN

Fig. 2. Phyloge netic trees based on the RARp protein (604 aa) sequences of arenaviruses, bunyaviruses and novel lineages viral estimated using ML and Bayesian methods. The MCC tree -

shown here - was automatically rooted on the assumption of amolecularclock The basal lineage estimated by the MCC tree was thenused as an outgroup in the Bayesian and ML analyses.

Numbers (>0.7/~70%>0.7) above branches indicate posterior node probabilities or bootstrap values (BEAST/ML/Mrbayes). *Indicate values below 0.7,70. fExhibited difference between
BEAST, ML trees and MrBayes tree-building method topology. Green indicates genera recognized by the ICTV and yellow indicates genera that have been proposed by the ICTV. **The genus
is recognized by the ICTV, but has not yet been assigned to a family. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this

article.)

116



168 A Guterres et al / Infection, Genetics and Evolution 49 (2017) 164-173

lineage to the arenaviruses, has uncertain basal position in the phyloge-
netic tree (*/1/F). The ML and MrBayes exhibit differences compared
with the BEAST, and the Jiangxia mosquito virus 1 sequence occupies
a stem lineage to the third family, referred to here as phlebo-like
supergroup.

The phlebo-like virus supergroup is composed of one well-
supported deeply rooted clade (1/100/1). Although this supergroup is
well-supported as being a monophyletic clade in three phylogenetic
methods, some of its relations in the next bifurcations are uncertain.
The ML exhibited differences when compared with BEAST and MrBayes.
The Huangshi humpbacked fly virus (AJG39239) found in unidentified
Phoridae and the Wuhan spider virus (AJG39269) found in Neoscona
nautica form a clade (1/7/0.98) that occupies a stem lineage to the
phlebo-like supergroup, followed by the Qingnian mosquito virus
(AJG39243) sequence found in Culex quinguefasciatus, comprising the
stem sister clade (1/7/0.89). The next bifurcation (1/90/0.96) is formed
by a monophyletic clade (1,/100/1) comprised of Shuangao insect virus
(A]G39251), Zhee mosquito virus (AJG39275), Xinzhou mosquito virus
(AJG39271) and an uncultured virus (AGW51765) found in unidenti-
fied Chrysopidae, Anopheles sinensis (Zhee and Xinzhou) and Culicine
sp., respectively. The next bifurcation (1/§/0.97) is comprised of the
monophyletic genus Goukovirus (1/100/1), being an addition to the
next bifurcation, containing a clade formed by Wuhan insect virus
(AJG39261) and Wuhan millipede virus 1 (AJG39265), found in Asellus
sp. and unidentified Polydesmidae, respectively. The Wuhan Louse fly
virus 2 (AJG39264), found in unidentified Hippoboscoidea, comprised
the stem sequence of the next bifurcation, although having an uncertain
phylogenetic position (0.84/*/%), being close to a clade composed of
three indoor clades. The first clade is formed by Whenzhou shrimp
virus 1 (AJG39256) and the phylogroup composed of the genus
Phasivirus {1/100/1) and Wuhan fly virus 1 (AJG39259), found in
Atherigona orientalis. The second clade consists of the genus Tenuivirus
(1/100/1) and Whenzhou shirmp virus 1 (A]G39256), found in Penaeus
monodon. The third clade (1/§/1) is comprised of the genus Phlebovirus

(1/f/1) and blacklegged tick 1 and 2 viruses (AlI01807, AlIO1801),
found in Ixodes scapularis plus the Soybean cyst nematode associated
with Uukuniemi virus (AEF56734), found in Heterodera glycines.

3.3. Phylogenetic analyses of NP sequences

The phylogenetic relations based on the NP sequences revealed
minor differences compared with the RdRp trees, with relatively strong
statistical support in some branches. Because of the high genetic diver-
sity, we conducted the NP analyses by related groups within of the
bunya-like virus supergroup. In the NP sequence tree of the first
group, we evaluated Phasmavirus, Feravirus and Jonvirus genera
(Fig. 3). The same topology of the L protein tree was found, with the
Feravirus and Jonvirus genera branched monophyletically (1/100/1)
subsequent to the clade of the genus Phasmavirus (0.70/99/1). The sec-
ond group, formed by the genus Hantavirus and a new viral sequences
found in invertebrates, was not included in the NP analyses due to the
lack of NP sequences of these new invertebrate viruses. The third
group, composed of the genera Tospovirus, Emaravirus, Orthobunyavirus
and Herbevirus (Fig. 4), recovered as a monophyletic group (1/100/1)
from the genus Emaravirus (plant-pathogenic viruses), was now found
occupying a stem position in the group, different from what was re-
trieved in the polymerase tree. In the sister clade (0.74/100/1), the
first bifurcation was comprised of the genus Tospovirus (1/100/1),
followed by Shuangao insectvirus 1 (AJG39311) (*/f/T) and the next bi-
furcation, composed of the genus Herbevirus (*/7/f), although having
uncertain phylogenetic position. The Akhtuba virus (AIL53815) and
Khurdun virus (AHL27171) formed a monophyletic clade (1/100/1),
which was an uncertain sister clade (*/f/f) of the genus Orthobunyavirus
(1/70/098). It is important to note that the ML and Bayesian tree topol-
ogies were different (T) in poorly supported branches. The main differ-
ence between the NP and L protein phylogenetic trees were the
Shuangao insect virus 1, Akhtuba virus and Khurdun virus, which do
not form a monophyletic clade within the genus Herbevirus.
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Phasmavijirus

Wuhan mosquito virus 2 AJG39331 ﬁ

Kigluaik phantom virus AIA24561

Wuchang cockraoch virus 1AJG39319 8
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1/ 98/ 1
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Fig. 3. Phylogenetic trees based on the NP protein (263 aa) sequences of feraviruses, jonviruses and phasmaviruses, estimated using ML and Bayesian methods. The MCC tree - shown
here - was automatically rooted on the assumption of a molecular dock. The basal lineage estimated by the MCC tree was then used as an outgroup in the Bayesian and ML analyses.
Numbers (>0.7/=70%/>0.7) above branches indicate posterior node probabilities or bootstrap values (BEAST/ML/Mibayes). *Indicates values below 0.7/70. fExhibited difference
between BEAST, ML trees and MrBayes tree-building method topology. lllustration of some reservoirs/hosts,
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The phylogenetic inference based on the NP sequences of the arena-
nairo-like virus supergroup produced highly similar topologies in rela-
tion to the L sequence tree (Fig. 5). The nairoviruses were recovered
as a monophyletic clade (1/100/1). This group was composed of
Shayang spider virus 1 (AJG39310), found in the host Neoscona nautica
occupying the basal position in the nairoviruses. The next bifurcation is
formed by a monophyletic clade (1/100/1), which is comprised of
Wuhan millipede virus 2 (AJG39329), Sanxia water strider virus 1
(AJG39309) and Xinzhou spider virus (AJG39333), found in unidenti-
fied Polydesmidae, unidentified Gerridae and Neoscona nautica, respec-
tively. The next bifurcation (1/95/1) is comprised of a monophyletic
clade of the viruses found in ticks. Within the arenaviruses (1/100/1),
as expected the genus Reptarenavirus (1/100/1) formed one monophy-
letic group that is deeply rooted to the genus Mammarenavirus (1/86/
0.99). Mammarenaviruses were divided into two distinct groups. Old
World and New World mammarenaviruses fall into two separate
groups, corresponding to the Lassa-Lymphocytic choriomeningitis
virus (1/93/1) and Tacaribe serocomplexes (1/86/0.99), respectively.
The NW mammarenaviruses were divided into three lineages, also
known as clades A, B and C, which were well-supported as
monophyletic.
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The final alignment length of the family phlebo-like virus super-
group was 69 amino adds for NP datasets. This reduced size was unin-
formative, so in our phylogenetic analysis the effective sample size
(ESS) of some parameters was under 200, indicating parameters did
not converge (data not shown). Trees based on glycoprotein sequences
were affected in our phylogenetic inference. All of the species induded
in this study clearly did not constitute a distinct monophyletic genus.
The tree topologies that we estimated using glycoproteins were not
consistent, indicating that the distinctly varied sizes of proteins adverse-
ly affected our phylogenetic analyses.

4. Discussion

The classification of bunyaviruses does not obey any strictly defined
criteria, although they are unified by common characteristics, such as
having a single strand with negative sense, a segmented RNA genome,
an enveloped, spherical virion of about 80-120 nm in diameter, a virion
composed of four structural proteins, a cytoplasmic site of replication
and intracellular budding at the Goldi complex. Mature virions contain
two glycoproteins, named Gn and Gc, which are embedded in the viral
envelope, a nucleocapsid (N) protein that forms a complex with the
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RNA genome segments, called the ribonucleoprotein complex (RNP),
and an RNA-dependent RNA polymerase named L protein, which con-
tains an N-terminal endonuclease domain (Elliot and Schmaljohn,
2013; Elliott, 2014; Plyusnin and Elliot, 2011). However, bunyaviruses
show major differences in biological behavior and replication strategy.
Moreover, the distinguishing features among members of the five gen-
era are differences in the size of genome segments and proteins ( for ex-
ample, L protein of genus Nairovirus with about 12.2 Kb-450 kDa and
genus Hantavirus 6.5 Kb-250 kDa), different consensus terminal se-
quences and different coding strategies for the additional non-
structural proteins NSs and NSm. Additionally, host and vector associa-
tions vary among the genera [1,3]. Therefore, within the family of
Bunyaviridae, tospoviruses are the only ones that infect plants and are
transmitted by thrips (Rotenberg et al., 2015). Viruses of the other gen-
era infect vertebrates and are transmitted by blood-feeding arthropods,
with the exception of hantaviruses. Nairoviruses are transmitted by
ticks (Messina et al., 2015), orthobunyaviruses mainly by mosquitoes,
and phleboviruses by sandflies, mosquitoes and ticks (Horne and
Vanlandingham, 2014). Human infections by hantaviruses result from
exposure to aerosolized rodent excreta containing pathogenic viruses,
and they are associated with multiple species of rodents, shrews,
moles and bats (de Oliveira et al., 2014).

Biologically, these viruses are fairly diverse and have been reported
in awide range of host spedes. In this study, we compared the genomes
of arenaviruses, bunyaviruses and divergent group of novel viruses to

assess their relations. Despite the complex evolutionary histories of
these viruses, the phylogenetic signals are coherent enough to obtain
a consensus phylogeny, which unequivocally points to the common an-
cestry of these viruses. In summary, recent studies have led to the accu-
mulation of compelling evidence that points to a common ancestry of
the arena-nairo-like virus supergroup, bunya-like supergroup and
phlebo-like supergroup. Within the bunya-like viruses, each of the su-
pergroups comes across as a clade assembled into four major branches,
one of which encompasses the bunya-like supergroup, the second one
the arena-nairo-like supergroup formed by the arenaviruses and
nairoviruses, the third branch consisting of Jiangxia mosquito virus 1,
with uncertain basal position in the phylogenetic tree, and the fourth
consisting of the phlebo-like supergroup. Several groups have indepen-
dently published phylogenetic analyses with a large part of these virus-
es, providing similar topologies (Junglen, 2016; Li et al, 2015;
Marklewitz et al., 2015). However, in none of these studies did the au-
thors use all the new genera and/or new viral sequences, a employed
in this study.

The new bunya-like viruses display a wide variety of genome organi-
zations, including two, three or four segments, besides several differ-
ences in biological behavior and replication strategy (Elliot and
Schmaljohn, 2013; Guu et al, 2012; Mielke-Ehret and Miihlbach,
2012; Plyusnin and Elliot, 2011). Recently, Li and collaborators pro-
posed a novel viral family, the Chuviridae. Although monophyletic, the
chuviruses display a wide variety of genome organizations including
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unsegmented, bi-segmented and circular forms (Li et al., 2015). The
phylogenetic tree of evolutionary relations between many groups of
negative-sense RNA viruses (including arena-, bunya- and filovirus)
suggests a division between the segmented and unsegmented viruses.
The identification of this diverse virus family provides a new perspec-
tive on the virus classification scheme, which opens up an important
line of future research (Dudas and Obbard, 2015). The Bunyaviridae
family is undergoing a thorough taxonomic revision by the ICTV, and
in the next release it will become an order ( Bunyavirales) with eight
families: Feraviridae, Fimoviridae, Hantaviridae, Jonviridae, Nairoviridae,
Phasmaviridae, Phenuiviridae and Tospoviridae (International
Committee on Taxomomy of Viruses, 2016). Although bunya-like virus-
es are well represented in the proposal, arenaviruses are not included
yet in this new taxonomic order. According to our results and other
studies, Arenaviridae should be considered in future taxonomic changes
as a possible family or genus related to Nairo-like bunyaviruses. Fur-
thermore, with the inclusion of arenaviruses, three large branches are
created, which can change all taxonomic proposals.

Even more convincing evidence for the evolutionary link between
arenaviruses and nairoviruses has come from phylogenetic analysis of
the NP and L protein. Despite the pronounced differences in genome or-
ganization and complexity, members of the two families have an unex-
pected evolutionary link. It has become apparent that at the genome
level nairoviruses are no more similar to the other members of the
bunya-like viruses than to the arenaviruses. Recently, a study analyzed
a novel bunyavirus group from mosquitoes (Marklewitz et al,, 2015).
These authors evaluated the relations between novel bunyaviruses
with other bunyaviruses and arenaviruses. The genus Nairovirus was
placed in a basal relation compared with all other bunyaviruses and
was considered to be closely related to arenaviruses. As proposed earli-
er, our trees rooted in a way that suggested that the (molecular clock-
rooted) arenaviruses are closely related to the nairoviruses (Carter
et al, 2012; Marklewitz et al., 2015; Vieth et al., 2004). However,
these groups do not take a basal position with respect to the remaining
bunyaviruses. In general, the phylogenetic grouping of nairoviruses that
are very well supported with sister clades to the arenaviruses support
the wview that nairoviruses and arenaviruses are a supergroup.
Nairoviruses include many species, all of which are either maintained
by arthropods or transmitted by ticks through bats, birds, eulipotyphla
or rodents (Kuhn et al, 2016; Plyusnin and Elliot, 2011). Arenaviruses,
on the other hand, have been associated mainly with rodents and
more recently to boid snakes (Zapata and Salvato, 2013). However,
the Tacaribe virus is a mammarenavirus for which a rodent host has
never been specified. This virus was first isolated from bats and mosqui-
toes, and since that one-time isolation, it has not been isolated from any
vertebrate or invertebrate hosts (Downs et al., 1963). Recently, the
Tacaribe virus was isolated from a pool of Amblyomma americanum
(lone star ticks) and its complete genome was sequenced (Sayler
et al, 2014). This fact leads us to believe that the answer for other
mammarenaviruses without a defined reservoir, such as the Sabia
virus, Lujo virus and Chapare virus, can be found in arthropods (Briese
etal., 2009; Delgado et al., 2008; Gonzalez et al., 1996). This notable fea-
ture highlights an important evolutionary link between nairoviruses
and arenaviruses, the invertebrates hosts.

Importantly, in the bunya-like virus supergroup and phlebo-like
virus supergroup, our phylogenetic analysis revealed no particular
trend for the Emaravirus, Tospovirus and Tenuivirus genera (plant path-
ogenic viruses) to form a stem lineage. However, it has been proposed
that RNA viruses of plants were acquired through three processes that
contributed to the evolution of related viruses in plants and animals:
i) evolution from a common ancestral virus predating the divergence
of plants and animals; ii) horizontal transfer of viruses, for example,
through insect vectors; and iii) parallel origin from related genetic ele-
ments (Dolja and Koonin, 2011). This scenario that RNA viruses of
plants were acquired from animals via horizontal virus transfer is com-
patible with the markedly higher diversity and prevalence of animal
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RNA viruses compared to the relative scarcity of these viruses in plants
(Guu et al., 2012).

A different method uses the fossil record of the hosts groups to cali-
brate viruses' evolutionary rates (Bennett et al, 2014). Hantaviruses ex-
hibit an astonishing degree of phylogenetic correspondence with their
hosts. These important findings are an indication that the full time
scale of hantavirus evolution has been appreciated only now (Guo
etal, 2013; Guterres et al., 2015; Holmes and Zhang, 2015). Recently,
researchers have proposed that hantaviruses are very ancient viruses
that already existed at the estimated diversification point of major pla-
cental clades, a diversification that occurred approximately 90--
100 million years ago (Plyusnin and Sironen, 2014). However, it is
logical to assume that the evolutionary history of hantaviruses is even
deeper in the past, and should include transmission of an ancestral han-
tavirus harbored by an insect to a mammalian host. Our studies (molec-
ular clock-rooted) also provide important insights into the hantaviruses,
which seem to be closely related to new viruses discovered in inverte-
brates, including one found in shrimp. One notable feature is that the
Wuhan insect virus 3 found in Asellus sp. (isopod crustaceans) is a
stem lineage of the bunya-like virus supergroup. Accordingly, the cur-
rent study provides a tempting evidence to speculate could bunya-like
viruses first appeared in the sea? Indeed, the close phylogenetic rela-
tionships among some viruses found in marine invertebrates within
the tree supports the occurrence posterior evolutionary events (spill-
over, host switching) between terrestrial hosts and marine
invertebrates.

Determining the date of bunya-like viruses' origin and the rates of
their diversification into major lineages correlated with host lineages
is challenging given the absence of an independent method of calibra-
tion. Some studies have identified endogenous viral elements (EVEs)
over 10 non-retroviral families in the eukaryote genome. When the at-
tachment occurs, the integrated endogenous virus genomes evolve at
the same host mutation rates, and their sequence is likely to be stably
preserved. Therefore, the genomic fossil record may represent an alter-
native for studying viral evolutionary history on timescales spanning
millions of years (Feschotte and Gilbert, 2012; Johnson, 2010;
Katzourakis, 2013). In 2009, Geuking and collaborators performed anil-
legitimate recombination between an exogenous non-retroviral RNA
virus, LCMV (genus Mammarenavirus) and an endogenous AP
retrotransposon, which led to the reverse transcription of exogenous
viral RNA. The resulting complementary DNA was integrated into the
host's genome with an IAP element (Geuking et al., 2009). The RNA
virus has been found in the genomes of mammal and insect vectors as-
sociated with a total of seven viral families, including segmented
(Orthomyxoviridae, Bunyaviridae) and non-segmented (Bornaviridae,
Filoviridae and Rhabdoviridae) negative-sense RNA viruses. EVEs have
already been identified in nairoviruses and phleboviruses ( Katzourakis
and Gifford, 2010). Interestingly, novel sequences have been character-
ized from arthropods, and they are most closely related to hantaviruses,
reinforcing that the evolutionary history of hantaviruses is even deeper
in the past. These data are striking and indicate that the origin of hanta-
virus may be arthropods (Li et al., 2015; Marklewitz et al,, 2015).

An understanding of the timescale of evolution is critical for compar-
ative virology but remains elusive for many RNA viruses. For example,
molecular estimates of the age of the common ancestor of known
filoviruses fall into two time ranges. One range is coincident with the
rise of agriculture, from 7100 to 10,400 years ago (Carroll et al,, 2013;
Li and Chen, 2014; Suzuki and Gojobori, 1997). The other range is
from the Middle Pleistocene 155,000 years ago (Negredo et al., 2011)
or from the orthologous filovirus EVEs, which have been described in
mouse and rat genomes. These data yield a minimum age of
30 million years for the family Filoviridae (Belyi et al., 2010; Taylor
et al, 2010). A leading example is foamy viruses, complex retroviruses
that infect a variety of placental mammals (Wu et al., 2012). Initially, a
comparison of the phylogenies of simian foamy viruses and OW pri-
mates suggested that they co-speciated with each other for



172 A Guterres et al [ Infection, Genetics and Evolution 49 {2017) 164-173

=30 million years (Switzer et al,, 2005). However, the recent discovery
of endogenous foamy virus-like elements in the genome of the coela-
canth (Latimeria chalumnae) suggests that foamy viruses and their ver-
tebrate hosts likely codiverged =407 million years ago (Han and
Worobey, 2012).

5. Conclusion

An important question in the arenaviruses, bunyaviruses and novel
related lineages —and the source of considerable debate—is the evolu-
tionary history of the events discussed here. Our results highlight the re-
markable relation among these viral supergroups of different genome
organizations. Qur study suggests that the best scenario is the existence
of at least three monophyletic supergroups, all of them well supported.
The first bunya-like virus supergroup is composed of emaraviruses,
feraviruses, jonviruses, hantaviruses, herbeviruses, orthobunyaviruses,
phasmaviruses and tospoviruses. The arena-nairo-like supergroup ex-
hibited a statistically supported monophyletic cluster, reinforcing the
inclusion of arenaviruses in the bunyavirus group. This notable phyloge-
netic relationship can be the answer for mammarenaviruses without a
defined mammalian reservoir, which can be found in arthropods. Lastly,
a phlebo-like virus supergroup arises, formed by goukoviruses,
phasmaviruses, phleboviruses, tenuiviruses and the divergent group of
viruses not assigned to a genus. An important piece ofevidence revealed
by our phylogenetic analyses was the absence of a particular stem line-
age trend for the Emaravirus, Tospovirus and Tenuivirus genera (plant
pathogenic viruses). Accordingly, in order to leam the evolutionary re-
lationship between segmented viruses of the three supergroups, and
because of the wide diversity (genome organizations, replication strat-
egy, hosts and among others), we named them “bunya-like viruses”.
The recent data reinforce that these viruses are evolutionarily and ge-
netically interconnected. While these supergroups appear to be closely
related in our phylogenetic analysis (molecular clock-rooted), other vi-
ruses should be investigated in future research. Our results also provide
insights into the classification scheme, thereby providing a new per-
spective about the fundamental questions of family origins, diversity
and genome evolution.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.meegid.2017.01.019,
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4.2. ESTUDOS SOROEPIDEMIOLOGICOS EM POPULACOES RURAIS

As amostras de soro foram incluidas no estudo para a realizacdo do objetivo 3.2.3,
apos aprovacédo do comité de ética em pesquisa humana do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz do
projeto sob o titulo: “Infeccdo por robovirus e rickettsias lato sensu em diferentes
populacdes rurais do Brasil”, sob o nimero CAAE 61629416.2.1001.5248 (Anexo 9.3).
Todas as amostras foram encaminhadas para o0 LHR pelos pesquisadores e instituigdes
parceiras que desenvolveram projetos de pesquisa com populagdes rurais em regifes de
interesse como discriminadas a seguir:

a) 206 amostras de soro de residentes do assentamento rural Ramal do Granado,
localizado no Acre, do projeto intitulado “Dinamica de transmissdo da dengue e outras
arboviroses em area rural e seus determinantes: estudo longitudinal na Amazo6nia ocidental
brasileira” sob a coordenag¢do do Dr. Marcelo Urbano da Universidade de S&o Paulo, Dr?
Monica da Silva Nunes da Universidade Federal do Acre com a colaboracdo da Dr? Claudia
Lamarca Vitral da Universidade Federal Fluminense;

b) 466 amostras de soro de individuos participantes do projeto: "Epidemiologia das
hepatites virais em assentados em Goias”, sob a coordenacdo da Dr?. Sheila Araujo Teles e
colaboracgdo da Dr®. Regina Maria Bringel Martins, da Universidade Federal de Gadias;

c) 108 amostras de pouplucdo rural do estado do Mato Grosso do projeto “Aspectos
Epidemioldgicos Da Malaria No Estado De Ronddnia No Periodo De 2010 A 2014, Com
Enfase No Tempo Decorrido Entre O Inicio Dos Sintomas E O Tratamento Dos Pacientes”,
sob a coordenacdo do Dr. Cor Jesus Fernandes Fontes, da Universidade Federal do Mato
Grosso e parceria com a Dr?. Ana Claudia Pereira Tercgas da Universidade Estadual do Mato
Grosso;

d) 319 amostras de soro de populacdo quilombola do estado do Mato Grosso do Sul do
projeto: “Aspectos epidemioldgicos e moleculares das hepatites A, B, C, Delta, E e dos virus
HIV e HTLV em afro-descendentes de Mato Grosso do Sul”, coordenado pela Dr?. Ana Rita
Coimbra Motta de Castro Fiocruz Mato Grosso do Sul e Barbara Vieira Lago Universidade

Federal do Mato Grosso do Sul.
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4.2.1. Artigo 7 - Silent arenavirus infection in individuals living in Colniza, Mato Grosso,

Brazil

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.3. Pesquisar a ocorréncia de infeccbes por
mammarenavirus em diferentes populagdes, consideradas de risco, em regibes onde a
circulacdo desses virus em roedores tenha sido confirmada.

Objetivo especifico:

v Realizar inquéritos sorolégicos em populacdes de agricultores familiares e em
populacdes residentes em ambientes de interface rural e silvestre;

v" Descrever aspectos epidemioldgicos relacionados a infeccdo por mammarenavirus.

Situacdo do manuscrito: Artigo publicado na Revista da Sociedade Brasiliera de Medicina

Tropical.
Fator de Impacto da Revista: 1,1
Referéncia: Fernandes J, Coelho TA, Oliveira RC, Guterres A, Oliveira EC, Tercas ACP,

Levis SC, Fontes CJF, Atakana M, Lemos ERS. Silent arenavirus infection in individuals
living in Colniza, Mato Grosso, Brazil. Rev Soc Bras Med Trop. 2018, 51(6): 881-882.
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Dear Editor,

More than half of all the infectious diseases that affect
humans have a zoonotic origin, and as anthropogenic impacts
on ecosystems accumulate, the threat of zoonotic disease
grows!. The exploitation of forests for timber and mining of
gold and other minerals in Brazil has multiple environmental
impacts including the associated deforestation, migration of
populations, dramatic demographic growth, and sudden changes
in the socioeconomic structure®. This has been highlighted by
articles published in the Journal of the Brazilian Society of
Tropical Medicine®*. However, we have observed that most of
these studies addressing health concerns are focused on malaria,
with relatively little attention given to other potential diseases,
many of which might be misdiagnosed as malaria.

Arenavirus hemorrhagic fever is a severe emerging disease
characterized by systemic and neurological disorders with high
lethality rates in South America, where, to date, five species of
mammarenavirus have been associated with human disease:
Machupo and Chapare (Bolivia), Junin (Argentina), Guanarito
(Venezuela), and Sabia (Brazil) viruses®. In Brazil, little is
known about this rodent-borne infection; only one fatal case of
Brazilian hemorrhagic fever was described in the 1990s, and
two other cases of nonfatal laboratory-acquired infections were
subsequently confirmed5’.

We conducted a study to estimate the prevalence of anti-

arenavirus antibodies among individuals living in Trés Fronteiras
district, Colniza municipality, Mato Grosso state, Brazil. The
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study region is divided into three distinct community clusters,
according to occupational activity: (i) mining (where mining
companies are concentrated); (ii) extraction and processing of
wood; and (i11) village (where subsistence trade predominates).
This region has no basic sanitation, electricity or access to other
basic amenities. Between 2000 and 2007, Colniza presented one
of the highest population growth rates in the period — 15.3%.
The municipality has also presented high rates of deforestation,
having been identified as one of the top cities responsible for
the deforestation of the Amazon rainforest®.

One hundred and eight (108) serum samples from a malaria
survey conducted in 2013 were tested for anti-mammarenavirus
IgG antibodies using ELISA according to Riera et al. (1997)° at
a 1:100 dilution. Demographic and socioeconomic data were
collected during randomized home visits conducted in July 2013
among individuals living in Trés Fronteiras district, Colniza
municipality via the administration of a structured questionnaire
to respondents. The study was approved by the Fundag¢ao
Oswaldo Cruz/Instituto Oswaldo Cruz Ethical Committee
(protocol no. CAAE 61629416.2.1001.5248).

Most of the participants were male (63/108, 58.3%), the
mean age was 29 (range: 1-66) years and 67.6% (73/108) self-
declared as brown/pardo (mixed race). More than half of the
study population (81/108, 75.0%) had received <5 years of formal
education (elementary school level in Brazil). The main reported
work activities were temporarily activities involving mining or
agriculture (74/108, 68.5%), followed by vegetal exploration
(21/108, 19.1%), and housekeeping (13/108, 12.5%).

Of 108 samples, two (1.85%) tested positive for anti-
mammarenavirus [gG; both were females (1- and 35-years-
old) and lived in houses made of wood, with daily activities
related to housekeeping. Neither of these had current acute
malaria infection or known comorbidities. Arenavirus
infection can occur in different age groups, as shown by
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Maiztegui (1975), although most infections caused by
South American arenaviruses are reported in individuals
between 15 and 40 years old!®. Regarding studies conducted
in Latin America, higher IgG rates have been reported in an
indigenous population from Colombia (3.1%)!. However,
lower prevalence rates (0.5%)!? were reported in convalescent
sera obtained from 220 non-malarial febrile patients from the
northern coast of Colombia. The prevalence found in this study
was similar to that observed in a study conducted by Machado
et al. (2010)", in which five individuals (5/343, 1.4%), also
from Mato Grosso state, had antibodies against arenavirus.
Recently, in our previous study, we have demonstrated the
circulation of arenavirus in Calomys callidus rodents in the
same region!. Although the arenavirus detected in these
rodents is unrelated to the human disease, it is important to
highlight the increasing evidence of arenavirus infections in
humans and rodents in Mato Grosso state’*!*,

Mining activities and wood exploitation create ecological
changes that can contribute to diversity loss and dislocation of
wild animals, resulting in frequent contact between humans and
rodent reservoirs in various settings (not only at the workplace
but also in human habitations, as evidenced by our results). A
similar scenario involving deforestation and sociodemographic
changes was described during the emergence of Junin and
Guanarito viruses in Argentina and Venezuela, respectively®.
Furthermore, three arenaviruses have been detected in the
Brazilian Amazon region: Amapari, Cupixi and Flexal viruses,
the latter being implicated in mild disease due to laboratory-
acquired infection®".

Individuals living in areas under the influence of mining
settlements and wood exploitation enterprises should be
included as a population at risk for arenaviruses, and potentially
for other zoonotic infections that occur in the Amazon region.
Thus, serological surveys can be helpful when addressing
potential hazards associated with arenavirus infections driven by
the socio-environmental effects of mining and related activities.
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4.2.2. Artigo 8 - Arenavirus and hantavirus survey in rural population from Acre:

Neglected treats from Brazilian Amazon

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.3. Pesquisar a ocorréncia de infeccbes por
mammarenavirus em diferentes populacdes, consideradas de risco, em regides onde a
circulacdo desses virus em roedores tenha sido confirmada.

Objetivo especifico:

v Realizar inquéritos sorolégicos em populacdes de agricultores familiares e em
populaces residentes em ambientes de interface rural e silvestre;

v" Descrever aspectos epidemiolégicos relacionados a infeccdo por mammarenavirus.

Situacdo do manuscrito: Artigo submetido ao perddico The Journal of Infection in

Developing Countries.

Fator de Impacto da Revista: 1,3

Referéncia: Fernandes J, Coelho TA, Oliveira RC, Guterres A, Vitral CL, de Oliveira JM,
Silva-Nunes M, Horta MA, Levis SC, Ferreira MU, Lemos ERS. Arenavirus and hantavirus

survey in rural population from Acre: Neglected treats from Brazilian Amazon. J Infec
Develop Count, 2018.
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Dear Editor,

The Amazon region (Amazon River Basin) is a vast territory encompassing parts of
nine South American countries, including a large portion of Brazil. The region also contains
the largest tropical rainforest in the world, with a climate characterized by high temperatures,
humidity and copious rainfall, and the densest and most varied ecosystem in the world [1].

Demographic density in the Amazon region of Brazil is low (4.7 persons/km?) and
many areas are nearly bereft of healthcare facilities. Paradoxically, an intense urbanization
process is taking place in the region [1,2]. Since the 1970s, Brazilian government has been
creating rural settlements in the Amazon, where subsistence agriculture and farming are the
main economic activities.

Brazilian Amazon region have favorable conditions for the transmission of numerous
tropical diseases, which pose particular risks for populations exposed to precarious housing
and working conditions [2]. Nevertheless, few studies have address rodent-bone diseases
(arenavirus and hantavirus) as potential hazard to individuals in this region, although human
and rodent infections have been reportedin North Brazil, mostly related to hantavirus
[3,4,5,6,7]. The present study aimed to examine the seroprevalence of these emergent
pathogens in a rural population in a Brazilian Western Amazonian region.

The examined area is collectively known as Ramal do Granada (9°41°S—-9°49’S,
67°05°W-67°07"W), a sparsely populated rubber tapper settlement in Acrelandia municipality
in the state of Acre, that became part of the Pedro Peixoto Agricultural Settlement Project.
Blood samples were collected during a cross-sectional surveyin 2004 and kept in -20 °C
freezer [8]. In total, 206 serum samples were submitted for serological analysis, using ELISA
assays according to the previous published protocol [9]. The results were used to analyze
the data together with information gathered through a structured questionnaire [8]. The
study has been approved by the Research Ethics Committee for Experimentation in Human
Beings at the Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de S&o Paulo, as reported
previously [8] and by Fundacdo Oswaldo Cruz / Instituto Oswaldo Cruz Ethical Committee,
number CAAE 61629416.2.1001.5248.

Aiming to test the association among variables, chi-square tests (X?) were used to
verify those variables that presented a relationship with the outcome variable (positivity for
Arenavirus 1gG) in order to perform a modeling process. Univariate logistic regression
analyzes should be performed between serology results and those other variables that
demonstrated association with the outcome by chi-square analysis. Data analysis was

performed using the statistical package R (version 3.1.1).
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The age of the 206 individuals included in this study ranged from few months to 90
years (24.43 median years). Most of the participants were female 51.5% (106), farmers 28.6%
(59) or students 28.2% (58) living in housesmade of wood 82.5% (170) and have no access to

sewerage system and garbage collection. Variables are presented on Table 1.

Table 1. Arenavirus seropositivity and Chi-square test (p-value) per categorical variable in
Ramal do Granada population, Acre, Brazil.

Number of Seropositivity (%)

Categorical variable subjects (%) (95% CI) X2 p-value
Age 0.10
<12 62 (30.1) 0 (0.0
13-17 25 (12.1) 2 (8.0) (2.2-25.0)
18-30 51 (24.8) 3(5.9) (2.0-15.9)
>31 68 (33.0) 1(1.5) (0.3-7.9)
Sex 0.44
Women 106 (51.5) 4 (3.8) (1.5-9.3)
Men 100 (48.5) 2(2.0) (0.6-7.0)
Time of residence in the
0.38
land
<5 years 69 (33.5) 2 (2.9) (0.8-10.0)
6 — 15 years 80 (38.8) 1(1.2) (0.2-6.7)
> 16 years 57 (27.7) 3(5.3) (1.8-14.4)
House material 0.52
Brick 15 (7.3) 0 (0.0)
Straw 21 (10.2) 0 (0.0)
Wood 170 (82.5) 6 (3.5) (1.6-7.5)
Sewage 0.52
Septick tank 22 (10.7) 0 (0.0)
Open trench 170 (82.5) 6 (3.5) (1.6-7.5)
Other 14 (6.8) 0 (0.0)
Main activity developed 0.94
on the property '
Agriculture 44 (21.4) 1(2.3) (0.4-11.8)
Cattle raising 134 (65.0) 4 (3.0) (1.2-7.4)
None 28 (13.6) 1(3.6) (0.6-17.7)
Pets on the property 0.45
No 17 (8.3) 0 (0.0
Yes 189 (91.7) 6 (3.2) (1.5-6.8)
Hunting and fishing 0.35
No 70 (34.5) 1(1.4) (0.3-7.7)
Yes 133 (65.5) 5(3.8) (1.6-8.5)
Profession 0.57
Farmer 59 (28.6) 1(1.7) (0.3-9.0)
Housekeeping 35 (17.0) 2 (5.7) (1.6-18.6)
Studant 58 (28.2) 2 (3.4) (1.0-11.7)
Education worker 12 (5.8) 1(8.3) (1.5-35.4)
Other school activities? 28 (13.6) 0 (0.0
Other® 14 (6.8) 0 (0.0)

a Includes teachers and school staff (cleaners and cooks).
b Including all occupations with fewer than three mentions.
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None of the individuals had antibodies against hantavirus. However, studies conduct
in Amazon region have demonstrated low prevalence ratios 1.1% and 0.8% in Amazon basin
rural populations from Peru and Brazil, respectively [3,10]. The low seroprevalence to
hantavirus observed in these studies was attributed to low agricultural activity on these
particular regions, as seen in here where the main activity was cattle raising (Table 1).
Evidences of hantavirus circulations in wild rodents, Oligoryzomys microtis and Proechimys
cuvieri, have been found in Acre state, although no Hantavirus Pulmonary Syndrome cases
have been identified yet [7]. Therefore, more studies need to be conduct in the state to
evaluate the impact of hantavirus infections in humans and rodents.

Arenavirus antibodies were detected in six subjects, with an overall 1gG
seroprevalence rate of 2.91%detected in young and adults individuals ranging from 16 to 36
years old. The seropositivity rate was slightly higher in females (3.8%) than males (2.0%). It
is worthy to mention that five of six individual with antibodies against arenavirus mentioned
hunting and fishing for subsistence. No significant association was found between arenavirus
seropositivity and work activities or other variables (Table 1), probably because of the low
seroprevalence ratio, although the prevalence observed was higher than those found in other
studies conducted in Brazil [5].

To data only one case of Brazilian hemorrhagic fever was described, which was
caused by Sabia mammarenavirus, in Sdo Paulo, southeastern Brazil [11,5]. However, four
arenavirus have been identified in rodents during surveys conducted in Amazon region from
Brazil: Amapari (Neacomys guianae), Cupixi (Hylaeamys megacephalus), Flexal
(unidentified oryzomyini) and recently Latino viruses, demonstrating the potential for
arenavirus emergence in this region [5,6].

Deforestation in the Pedro Peixoto settlement has increased over the last decades due
to agriculture and the poor technology applied to farming, increasing both the contact between
humans and wildlife and the probability of the emergence of infectious diseases [12]. The
high prevalence of zoonotic infections reported by previous studies undertaken with Ramal do
Granada inhabitants suggests that they are exposed to a wide variety of pathogens
[8,12,13,14]. Many of these diseases, as dengue, yellow fever and malaria, responsible for
hundreds of cases, could be easily misleading for arenavirus cases, especially considering
many inequalitiesstill exist with regard to access to healthcare services and to training and
distribution of healthcare professionals, despite advances in the Brazilian public health
system. Similar ecological and economic scenario was found during the emergence of
Venezuelan Hemorrhagic fever, caused by Guanarito virus, firstly recognized during a dengue

fever in Venezuela, when health authorities and physicians notice that “atypical” dengue
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hemorrhagic cases which continued to occur at Portuguesa state, although cases have
decreasedall over the countrie [15].

Historically, the North and Northeast regions of Brazil, which include most of the
Amazon River Basin, have the greatest social inequalities and the highest prevalence of
infectious diseases [1,2,4]. Identification of human arenavirus infection in the Amazon Basin
adds this emergent disease to differential diagnoses of febrile tropical diseases and urges for
the inclusion of these viruses on the syndromic surveillance approach for febrile hemorrhagic
diseases.

Further studies in the area are needed to understand the mechanism by which Amazon
rural population is exposed to these zoonotic agents and to characterize the circulating
arenaviruses species responsible for human infections. The present study reinforces the
necessity of supporting networks for promotion and protection of individual and collective
health in states from Brazilian Amazon region, especially for measures concerning rodent-

borne diseases.

Acknowledgment

This research was supported by FIOCRUZ, Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — CAPES e Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ),
grant number 404762/2016-6. The authors gratefully acknowledge Marcelo Alves Pinto
(Laboratorio de Desenvolvimento Tecnologico em Virologia — I0OC/FIOCRUZ) for his

collaboration.

Conflict of interest: The authors declare that there is no conflict of interest.

References

1. Tauil PL (2009) The Status of Infectious Disease in the Amazon Region. Emerg Infect Dis
15: 625.

2. Penna G, Pinto LF, Soranz D, Glatt R (2009) High Incidence of Diseases Endemic to the
Amazon Region of Brazil, 2001-2006. Emerg Infect Dis15:626-632.

3. Gimaque JBL, Bastos MS, Braga WSM, Oliveira CMC, Castilho MC, Figueiredo RMP,
Galusso ES, Itapirema EF, Figueiredo LTM, Mourdo MPG (2012) Serological evidence of
hantavirus infection in rural and urban regions in the state of Amazonas, Brazil. Mem Inst
Oswaldo Cruz 107: 135-137.

132



4. de Oliveira RC, Cordeiro-Santos M, Guterres A, Fernandes J, de Melo AX, Jodo GA,
Novais MA, Travassos da Rosa ES, Vasconcelos PF, Vilges de Oliveira S, de Albuquerque
BC, de Lemos ER (2014) Rio Mamoré virus and hantavirus pulmonar syndrome, Brazil.
Emerg Infect Dis 20:1568-1570.

5. Machado AM, Figueiredo GG, Campos GM, Lozano ME, Machado AR, Figueiredo LT
(2010) Standardization of an ELISA test using a recombinant nucleoprotein from the Junin
virus as the antigen and serological screening for arenavirus among the population of Nova
Xavantina, State of Mato Grosso. Rev Soc Bras Med Trop 43:229-233.

6. Fernandes J, de Oliveira RC, Guterres A, Barreto-Vieira DF, Tercas ACP, Teixeira BR, da
Silva MAN, Caldas GC, de Oliveira Coelho JMC, Barth OM, D’Andrea PS, Bonvicino CR,
de Lemos ERS (2017) Detection of Latino virus (Arenaviridae: Mammarenavirus) naturally
infecting Calomys callidus. Acta Trop179: 19-24.

7. Nunes ML, Oliveira SV, ElkhouryMR, Fonseca LX, Pereira SVC, Caldas EP, Guimardes
JCN, Travassos da Rosa ES, Bonvicino CR, D'Andrea PS (2015) Evidéncia de circulacdo de
hantavirus em area silenciosa da Regido Amazénica. Rev Pan-Amaz Saude 6: 63-67.

8. da Silva-Nunes M, Codeco CT, Malafronte RS, da Silva NS, Juncansen C, Muniz PT,
Ferreira MU (2008) Malaria on the Amazonian frontier: transmission dynamics, risk factors,
spatial distribution, and prospects for control. Am J Trop Med Hyg 79:624-635.

9. Riera LM, Feuillade MR, Saavedra MC, Ambrosio AM (1997) Evaluation of an enzyme
immunosorbent assay for the diagnosis of Argentine haemorrhagic fever. ActaVirol 41:305-
310.

10. Oré RMC, Forshey BM, Huaman A, Villaran MV, Long KC, Kochel TJ, Guevara C,
Montgomery JM,. Alvarez CA, Vilcarromero S, Morrison AC, Halsey ES (2012) Serologic
Evidence for Human Hantavirus Infection in Peru. Vector Borne Zoonotic Dis 12: 683-689.
11. Coimbra TLM, Nassar ES, Burattini MN, de Souza LT, Ferreira I, Rocco IM, da Rosa
AP, Vasconcelos PF, Pinheiro FP, LeDuc JW, Rico-Hesse R, Gonzalez JP, Jahrling PB, Tesh
RB (1994) New arenavirus isolated in Brazil. Lancet 12:391-392.

12. Mota BE, Trindade GS, Diniz TC, da Silva-Nunes M, Braga EM, Urbano-Ferreira M,
Rodrigues GO, Bonjardim CA, Ferreira PC, Kroon EG. Seroprevalence of orthopoxvirus in
an Amazonian rural village, Acre, Brazil (2010) Arch Virol 155:1139-1144.

13. da Silva-Nunes M, de Souza VA, Pannuti CS, Speranca MA, Terzian AC, Nogueira ML,
Yamamura AM, Freire MS, da Silva NS, Malafronte RS, Muniz PT, Vasconcelos HB, da
Silva EV, Vasconcelos PF, Ferreira MU (2008) Risk factors for dengue virusinfection in rural

Amazonia: population-based cross-sectional surveys. Am J Trop Med Hyg 79:485-494,

133



14. Vitral CL, da Silva-Nunes M, Pinto MA, de Oliveira JM, Gaspar AM, Pereira RC,
Ferreira MU (2014) Hepatitis A and E seroprevalence and associated risk factors: a
community-based cross-sectional survey in rural Amazonia. BMC Infect Dis 14:458.

15. Salas R, de Manzione N, Tesh RB, Rico-Hesse R, Shope RE, Betancourt A, Godoy O,
Bruzual R, Pacheco ME, Ramos B (1991) Venezuelan haemorrhagic fever. Lancet 338:1033-
1036.

134



4.2.3. Artigo 9 - Seroprevalence of rodent-borne viruses among Afrodescendant

Communities from Brazil

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.3. Pesquisar a ocorréncia de infeccbes por
mammarenavirus em diferentes populagdes, consideradas de risco, em regibes onde a
circulacdo desses virus em roedores tenha sido confirmada.

Objetivo especifico:

v Realizar inquéritos sorolégicos em populacdes de agricultores familiares e em
populacdes residentes em ambientes de interface rural e silvestre;

v" Descrever aspectos epidemioldgicos relacionados a infeccdo por mammarenavirus.

Situacdo do manuscrito: Artigo a ser submetido a publicacdo no perddico International

Journal of Environmental Research and Public Health.

Fator de Impacto da Revista: 2,1
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Abstract: Many African migrants came to the American continent as slaves. Historically,
some escaped from gold mines and farms, setting in remote valleys, as main actions of
resistance to the slave system. These runaway-slave descendant communities are called
quilombos, a group with distinct ethnic-racial identity, specific behavioral, including
geographic isolation and conservative habits. The objective was to investigate the prevalence
of rodent-borne viruses in two afro-descendant communities from Mato Grosso do Sul state,
Brazil. A total of 319 individuals from Furnas do Dionisio and S&o Benedito/Tia Eva were
enrolled, 12 (3.76%) had anti- rodent-borne viruses and the prevalence by community varied
from 2.40% (3/125) to 4.50% (9/194). Seven (2.19%) were anti-arenavirus reactive, and 9
(2.82%) had anti-hantavirus antibodies. The literature includes limited data on the health of
quilombola communities, but all works emphasized the importance of conducting research
involving this social group, given the disparity in local healthcare attention to these
communities compared to the general population. The findings resulting from this work
allows to verify the vulnerability and the still precarious health conditions of quilombola
groups, especially those from rural areas. Thus, this study points to the need of measures to

prevent and improve the health access for this ethnic group.
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Rodent-borne diseases have been a global health concerning, since the discovery of an
increase number of different pathogens whose cycles depends on rodents in many ways [1].
Moreover, global climate change and transitions in human settlement patterns are linked as
one of the main drivers of the increased problems with rodent-borne pathogens, especially in
developing countries [1,2,3].

Hantaviruses and arenaviruses are naturally occurring viruses of rodents, and human
infections are classic examples of emerging diseases due to encroachment of sprawling urban,
agricultural, and cattle-raising areas into habitats of rodents [1,3,4]. These two distinct groups
of negative-stranded RNA viruses are associated with different species of rodent host of the
family Muridae [5]. The infected host sheds virus into the environment in urine, feces and
saliva, humans become infected by the inhalation of aerosolized virus particles [4,5].

Brazil has very diverse rural populations that represents about 36% of the entire
country, including settlers and campesinos, indigenous people, extractivists and family
farmers and quilombolas (afrodescendant communities) [6].

Many African migrants came to the American continent as slaves. Historically, some
escaped from gold mines and farms, setting in remote valleys, as main actions of resistance to
the slave system [7,8]. These runaway-slave descendant communities are called quilombos
since their establishment in early times during colonization of South American countries [9].
Groups with distinct ethnic-racial identity, specific behavioral features, including geographic
isolation and conservative habits, inhabit these territories [7,8].

In Brazil, there are 2,474 communities (13.087 families) whose history and tradition
allows them to be identified as remnants of quilombos, 77% located in rural areas, where the
main activities are based on family farming and extractivism [10,6,8]. Thus, low access to
health services, education, electrical light, sanitation are still issues faced by some quilombola
communities [8]. The objective of the present study was to investigate the prevalence of
rodent-borne viruses (hantavirus and arenavirus) IgG antibodies and the association with
demographic variables and risk factors in two afro-descendant communities in Mato Grosso
do Sul state, Midwestern Brazil.

Mato Grosso do Sul state has 22 quilombola communities composed by approximately
441 families. Furnas do Dionisio a rural quilombo, the largest in the state, with 1018.27
hectares, placed in the Jaraguari municipality, and formed by about 100 families [10]. The
economy is based on subsistence agriculture, production of vegetables, flour and sugar cane
derivate and livestock. S&do Benedito / Tia Eva an urban quilombola community, constituting a
neighborhood of Campo Grande (capital of Mato Grosso do Sul state), which has

approximately 97 families [10]. Many are employed in urban jobs and, because of this
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specificity of being an urban black community, the conflicts and problems existing in the
community make it different from the others [10]. This study was aproved by Fundacéo
Oswaldo  Cruz/Instituto  Oswaldo Cruz  Ethical Committee, number CAAE
61629416.2.1001.5248 and by the Research and Ethics Committee of Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul, number CAAE 35103214.0.1001.0021.

Fisher exact’s test were undertaken to evaluate risk factors associated with hantavirus
and arenavirus infections (defined as 1gG reactivity for one or both viruses). Statistical
significance was assessed at the 0.05 probability level in all analyses. Odds ratios (OR) and
95% confidence intervals (IC 95%) were also estimated. Statistical evaluations were
performed using the statistical package R (version 3.4.3).

A total of 319 individuals, 189 participants from Furnas dos Dionisios and 130 from
Sdo Benedito/Tia Eva were enrolled for this study, between June and December 2015. Serum
samples were tested for IgG antibodies for hantavirus and arenavirus using antigens described
by [11,12] and tested as follow. ELISA was performed in a 96-round-bottom-well-microplates
(Thermo Scientific™) coated with 100 pl of the cell lysate diluted in phosphate-buffered
saline (PBS) pH 7.4, one-half of the plate with the infected cell lysate (Junin mammarenavirus
strain XJC13 or Maciel hantavirus strain #9) and the other half uninfected cell lysate (Vero
C76 - ATCC® CRL-1587™), The plates were kept at 4°C overnight and then washed five
times with 0.1% Tween 20 (Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ, USA) in PBS. The wells
were then filled with 100 pl of diluted test sera, starting at 1:100 dilution in PBS with 0.1%
Tween 20 (Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ, USA) and 5.0% skimmed milk (BD Difco™).
The plates were incubated for 1 hour at 37°C, washed as previously and 100 pl of goat Anti-
Human 1gG peroxidase conjugated (Sigma-Aldrich®, USA) at 1:2000 dilution was placed in
each well and incubated for 1 hour at 37°C. Plates were washed five times and 100 pl of
ABTS™ substrate (Sigma-Aldrich®, USA) was added to the plates that were kept for 30
minutes at 37°C. Obijective reading of ELISA results was performed by determination of
absorbencies at 405 and 450 nm. The cut off was determined by the mean optical densities
(OD) of the negative controls plus three standard deviations at 1:100 dilution.

The population ranged in age from two to 89 years (average 34.44 years), 57.05%
(182/319) were females and 42.95% (137/319) males. Most of these individuals had low
education levels, 74.92% (239/319) had 1-9 years of formal education and 94,34% (300/319)
receives less then three minimum wages (US$330) per family per month, 71.47% (228/319)
of the houses had no sewage system and 52.35% (167/319) no tap water service.
Sociodemographic differences for both communities are shown on Table 1 and 2.

Afrodescendant population, along with Amerindians, continues to be one of the most
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disadvantaged, presenting higher rates of segregation, poverty, unemployment, illiteracy and

migration, associated with less access to health services and environmental sanitation

8,13,14].

Table 1. Distribution of characteristic, prevalence of seropositivity, Odds Ratio (with
Confidence Interval) and Fisher exact’s test p-value for Furnas do Dionisio Afrodescendant
community, Mato Grosso do Sul, Brazil.

Seropositivity  Odds Ratio

Fisher exact’s

Furnas do Dionisio N (%) (%) (95% Cl) test p-value
Age 0.07
<18 58 (30.69) 2 (3.45)
18-40 62 (32.8) 1(1.61)
41-60 52 (27.51)  3(5.77)
>60 17 (8.99) 3 (17.65)
Gender
Women 103 (54.5) 4 (3.88) 1.52 0.73
Men 86 (45.5) 5(5.81) (0.39-5.87)
Scholarity 0.55
<1 year 15 (7.94) 1 (6.67)
1 -9 years 139 (73.54) 8 (5.76)
10 — 12 years 31 (16.4) 0
Higher education 4(2.12) 0
Monthly income 0.07
<1 minimum wage* 84 (44.44)  5(5.95)
1-3 minimum wages 102 (53.97) 3(2.94)
>3 minimum wages 3 (1.59) 1(33.33)
Occupation 0.69
Farmer 80(42.33) 3(3.75)
Housewife 28 (14.81) 2(7.14)
Retired/Unemployed 8 (4.23) 1(12.5)
Student 47 (24.87) 2 (4.26)
Work in school 5 (2.65) 0
Child (non-school age) 6 (3.17) 0
Construction 2 (1.06) 0
Others 13 (6.88) 1(7.69)
Access to potable water 0.55 1.00
No 154 (81.91) 8(5.19) (0.01-4.38)
Yes 34(18.09) 1(2.94)
Sanitation 1.99 0.39
No 150 (79.37) 6 (4) (0.30-9.87)
Yes 39 (20.63)  3(7.69)

* minimum wage (US$330)

140



Table 2. Distribution of characteristic, prevalence of seropositivity, Odds Ratio (with
Confidence Interval) and Fisher exact’s test p-value for S&do Benedito/Tia Eva Afrodescendant
community, Mato Grosso do Sul, Brazil.

Seropositivity Odds Ratio

Fisher exact’s

Séo Benedito/Tia Eva N (%) (%) (95% Cl) test p-value
Age 0.31
<18 23 (17.69) 1(4.35)
18-40 52 (40) 0
41-60 40 (30.77)  2(5)
>60 15(11.54) 0
Gender
Women 79 (60.77)  1(1.27) 3.15 0.56
Men 51(39.23) 2(3.92) (0.16-189.95)
Scholarity 0.67
<1 vyear 8 (6.15) 0
1 -9 years 77(59.23) 3(3.9)
10 — 12 years 40 (30.77) O
Higher education 5 (3.85) 0
Monthly income 0.22
<1 minimum wage* 9 (6.98) 1(11.11)
1-3 minimum wages 105(81.4) 2(1.9)
>3 minimum wages 15(11.63) O
Occupation 0.61
Farmer 6 (4.62) 0
Housewife 40 (30.77) 1(2.5
Retired/Unemployed 13 (10) 0
Student 20(15.38) 1(5)
Work in school 10 (7.69) 0
Child (non-school age) 3 (2.31) 0
Construction 12 (9.23) 1(8.33)
Others 26 (20) 0
Access to potable water 1.00
No 12 (9.23) 0
Yes 118 (90.77) 3 (2.54)
Sanitation 0.74 1.00
No 78 (60) 2 (2.56) (0.01-14.69)
Yes 52 (40) 1(1.92)

* minimum wage (US$330)

Of the 319 individuals, 12 (3.76%) were positive for rodent-borne viruses, 7 (2.19%)

were anti-arenavirus reactive, and 9 (2.82%) had anti-hantavirus antibodies; four samples

were reactive for both viruses (1.25%). The prevalence by community varied from 2.40%
(3/125) in Sdo Benedito/Tia Eva to 4.50% (9/194) in Furnas do Dionisio, the difference was
not statistically significant (p-value = 0.37; Odds ratio = 2.11; 95% CI = 0.56-7.97). Although

expected, this difference is not always higher in rural population studies as we would suppose.

Studies have demonstrated that urban population can be more exposed to rodent borne
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diseases, resulting in higher prevalence [15]. A slight higher percentage of men were reactive
5.11% (7/137), while the prevalence in women was 3.29% (6/182). There was no job related
activities shared between the seroreactive individuals, most of them were students (3/12), had
activities related to housekeeping (3/12), agriculture (3/12) or were retired (1/12) or had other
not specified activities (2/12).

Arenaviruses are the causative agent of South American hemorrhagic fevers in
Argentina, Bolivia, Venezuela and Brazil, and produce hundreds cases annually, with a case-
fatality ratio as high as 35% [4]. Only one case of Brazilian hemorrhagic fever was reported
during the 90’s, in Cotia city, Sdo Paulo state, and the reservoir for Sabia virus, is still
unknown [15]. In a recent study, a sympatric occurrence of Latino and Oliveros arenaviruses
in Calomys callosus and Necromys lasiurus, respectively was detected in two counties in
Mato Grosso do Sul, Sidrolandia and Dois irmdos do Buriti [17]. Although there is no
evidence of human disease caused by these viruses, the serological evidence shown here
alongside with studies queried in different rural populations from Brazilian mid-west, where
prevalence range from 1.80 (2/108) to 2.12% (3/141), raises the question if could these
infections be caused by Latino and/or Oliveros viruses [18,19,20]. On the other hand, maybe
another arenavirus could be involved in human infections in this region.

Interestingly, Andersen et al. 2012 [21] have demonstrated the evidence for positive
selection in LARGE and interleukin 21 (IL21), two genes implicated in arenavirus infectivity
and immunity. Their results suggest that natural selection may have targeted variants giving
rise to alternative splicing or differential gene expression of LARGE and IL21 in West
African populations. Overall, they support the hypothesis that selective pressures imposed by
Lassa virus may have led to the emergence of particular alleles conferring resistance to Lassa
fever, an endemic arenavirus hemorrhagic fever in West Africa [21]. Maybe some genetic
trades herded from their ancestors may implicate in some degree of resistance of
afrodescendant reminiscent in quilombola communities to arenavirus infections caused by
some arenavirus, resulting in milder disease or even unapparent cases.

Hantavirus prevalence found in quilombolas in this present study is similar to those
found in highly endemic areas for hantavirus pulmonary syndrome (HPS) as Santa Catarina
2.30% (6/257); 3.50% (12/340) [22,23] and Sé&o Paulo state 1.23% (7/567); 4.33% (47/1083)
[24,25]. These values were higher than the one found for rural population from HPS
nonendemic areas as Amazonas state 0.80% (1/122) to 0.90% (7/797) [15]. Mato Grosso Sul
has been a silent area for hantavirus circulation for a long time, only in recent years (2012) the
first human cases have been reported, and to data 7 cases of HPS were detected [26].

Hantavirus genotype responsible for HPS cases is still unknown. Nonetheless, Juquitiba virus
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have been characterized in Oligoryzomys mattogrossae (= fornesi) in Cassilandia municipality
[27]. These rodents have peridomestic affinities, being captured in and around human
habitations, what could contribute for human infections for those involved in housekeeping
activities or that spent most part of the day indoors, children and elderly people [27, 28].
Highlighting exposure risk associated with less documented risk factors, such as women in
slum and rural villages, as also shown by a sero-epidemiological of hantavirus in healthy
people in rural and urban slum communities from Chile. A higher proportion of positive
samples was found among individuals from rural villages (1.3%) and slums (1.5%) [28].
Seropositivity among other factors to householding occupations (homemaker, retired, or
student) reinforces indoors as a possible local of infection.

The literature includes limited data on the health of quilombola communities, most are
related to sexual transmitted infections, blood-borne pathogens and intestinal parasites, all
emphasized the importance of conducting research involving this social group, given that
there is a disparity in local healthcare attention to this population compared to the general
population of Brazil [8,13,14,29,30,31,32]. In addition, the health service is still deficient
despite actions to prevent and improve the community.

The findings resulting from this work allows to verify the vulnerability and the still
precarious health conditions of quilombola groups, especially those from rural areas. Other
factors related to the disability in the life quality of these families are the sanitary condition
and the degradation of the environment, which, consequently, contributes to the emergence of
diseases in these communities. Thus, this study along with others cited here points the need of
measures to prevent and improve health access, through the improvement of medical
assistance, sanitary and environmental conditions of families, which, therefore, will reflect on

the improvement of their health conditions.
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4.2.4. Artigo 10 - Rodent-borne viruses survey in rural settlers from Central Brazil

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.3. Pesquisar a ocorréncia de infeccbes por
mammarenavirus em diferentes populacdes, consideradas de risco, em regides onde a

circulacdo desses virus em roedores tenha sido confirmada.

Objetivo especifico:

v Realizar inquéritos sorolégicos em populacdes de agricultores familiares e em

populacdes residentes em ambientes de interface rural e silvestre;

v" Descrever aspectos epidemioldgicos relacionados a infeccdo por mammarenavirus.

Situacdo do manuscrito: Artigo publicado na revista Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz
Fator de Impacto da Revista: 2,6

Referéncia: J. Fernandes, R. C. Oliveira, T. A. Coelho, R. M. B. Martins, K. A. A. Caetano,
M. A. P. Horta, S. Levis, M. A. S. Carneiro, S. A. Teles, E. R. S. Lemos. Rodent-borne

viruses and rural settlers in Central Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2019, 114: e180448.
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Rodent-borne viruses survey in rural settlers from Central Brazil
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Anthropogenic environmental changes arising from settlement and agriculture include deforestation and replacement
of natural vegetation by crops providing opportunities for pathogen spillover from animals to humans. This study aimed to
investigate the prevalence of rodent-borne virus infections in seven rural settlements from Midwestern Brazil. Of the 466
individuals tested 12 (2.57%) were reactive for orthohantavirus and 3 (0.64%) for mammarenavirus. These rural settlers lived
under unfavorable infrastructure, socioeconomic disadvantages, and unsanitary conditions, representing a risk for rodent-borne
infections. Development of public policies towards the improvement of health, sanitation and awareness of rodent-borne diseases
in improvised camps and settlements is imperative, in order to reduce morbidity and mortality caused by these diseases.

Key words: hantavirus - arenavirus - rural settlers - rodent-borne diseases

Human behavior, especially spatial expansion of ag-
riculture, has been implicated as drivers of some recent
emerging disease events that had important impact on
human health.V. Anthropogenic environmental changes
caused by settlement and agriculture include habitat de-
forestation, fragmentation, and replacement of natural
vegetation by crop fields.?) These changes modify wild-
life population structure and migration and reduce bio-
diversity by creating environments that favor particular
hosts, vectors, and/or pathogens.*?

Rural settlers are a growing population in Brazil,
where currently 9,256 rural settlements are listed, occu-
pving an arca of 88,314,857 hectares (three times the size
of the United Kingdom).® These settlements were estab-
lished to encourage landless rural workers on unproduc-
tive properties to be relocate to potentially productive
areas through a system of land grants. Often, before they
own the land, they live in camps, where living conditions
are unfavorable.”” In addition, many families live in ru-
dimentary housing, devoid of piped water, electricity, se-
lective garbage collection, conditions that favors prolifer-
ation and increases chances of contact with rodents.®>%
In this context of social vulnerability and environmental
degradation, this study aimed to investigate the preva-
lence of rodent-borne viruses (hantaviruses and mam-
marenaviruses) infections in rural settlers from Brazil.

doi: 10.1590/0074-02760180448

Financial support: FIOCRUZ, CAPES, FAPEG, CNPq (grant n? 404762/2016-6),
Universidade Federal de Goids.

+ Corresponding author: elba lemos@ioc fiocruz.br

Received 24 September 2018

Accepted 27 November 2018

Human infections caused by hantaviruses and mam-
marenaviruses are associated with the natural cycle of
these viruses, and transmission usually occurs by inha-
lation of aerosolised rodent excreta.” Brazil occupies
most of the eastern portion of South America, support-
ing several biomes with multiple natural ecosystems that
account for the reported regional differences and tempo-
ral trends of hantavirus pulmonary syndrome (HPS).®
To date, more than 2,000 HPS cases have been reported
and six hantavirus genotypes have been identified as
pathogenic to humans in Brazil: Juquitiba, Araraquara,
Castelo dos Sonhos, Laguna Negra, Anajatuba and Rio
Mamore viruses. These viruses are transmitted by wild
rodent reservoirs of the species Oligoryzomys nigripes,
Necromys lasiurus, Oligoryzomys utiaritensis, Calomys
callidus, Oligorvzomys mattogrossae and Oligoryzomys
microtis, respectively.™® In contrast, only one case of
Brazilian haemorrhagic fever was described in 1990,
which was caused by Sabia mammarenavirus, for which
the animal reservoir is still unknown.®

A cross-sectional study was conducted in rural settle-
ments from southwest of Goias state, Central Brazil. In-
dividuals from seven rural settlement projects established
in Perolandia (Lagoa do Bonfim and Trés Pontes) and
Jatai (Santa Rita, Rio Claro, Nossa Senhora de Guada-
lupe, Terra e Liberdade and Gurita) counties (Figure)
were interviewed using a standard questionnaire to record
their sociodemographic and behavioral characteristics,
as reported previously.#* Blood was collected (10 mL)
from all participants, and serum samples were tested by
an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the
detection of anti-hantavirus and mammarenavirus immu-
noglobulin G (IgG)."*Y This study was aproved by the
Research and Ethics Committee of Hospital das Clinicas,
Universidade Federal de Goias number 127/2010, and by
Fundag¢io Oswaldo Cruz/Instituto Oswaldo Cruz Ethical
Committee, number CAAE 61629416.2.1001.5248.
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Map of Goias state, Midwestern Brazil, showing the municipalities of Jatai and Perolandia.

Briefly, 96-round-bottom-well-microplates (Thermo
Scientific™) were coated with 100 pl. of the cell ly-
sate diluted in phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4.
One-half of the plate with the infected cell lysate (Junin
mammarenavirus strain XJC13 or Maciel orthohanta-
virus strain #9) and the other half with the uninfected
cell lysate (Vero C76- ATCC® CRL-1587™), The plates
were kept overnight at 4°C, and then washed five times
with 0.1% Tween 20 (Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ,
USA) in PBS. The wells were then filled with 100 pL di-
luted test sera, starting at 1:100 dilution. As diluent, PBS
with 0.1% Tween 20 (Merck & Co., Inc., Kenilworth, NI,
USA) and 5.0% skim milk (BD Difco™) was used. The
plates were incubated for 1 h at 37°C. After five washes,
100 pL of goat Anti-Human IgG peroxidase (Kirkeg-
aard & Perry Laboratories- KPL, Gaithersburg, MD)
conjugated at 1:2000 dilution was placed in each well
and the plates were incubated for 1 h at 37°C. The five
washes were repeated and 100 pL of ABTS [2, 2-azino-
di (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate)] substrate (KPL,
Gaithersburg, MD) was added to each well. The plates
were kept for 30 min at 37°C. Objective reading of ELI-
SA results was performed by determination of absorben-
cies at 405 and 450 nm. The cut-off was determined by
the mean optical densities (OD) of the negative controls
plus three standard deviations at 1:100 dilution.

Aiming to test the association among variables, chi-
square tests () were used to verify those variables that
presented a relationship with the outcome variable (de-
tection of anti-hantavirus IgG antibodies) in order to per-
form a modeling process. Univariate logistic regression

analyses were performed between serology results and
those other variables that demonstrated association with
the outcome by y* analysis with p-value under 30% and
Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (95%CI)
were estimated. Data analysis was performed using the
statistical package R (version 3.1.1).

Nearly half of the population was male (52.1%). The
median age was 41 years (minimum: 2; maximum: 93),
and monthly income of approximately $210.00 USD
(minimum: 39; maximum: 3460, USD, approximately).
Most are self-declared mixed race (60.1%) and had a
maximum of nine years of formal schooling (82.5%).
About 68.0% of all participants had lived in canvas or
improvised plastic tents in provisory settlements (Table).

Of the 466 individuals enrolled in the study, 12
(2.57%) were reactive for orthohantavirus and 3 (0.64%)
for mammarenavirus. One individual was reactive for
both tests, but high titers for orthohantavirus (1:6400)
were found. Arenavirus antibodies were found only in
Terra e Liberdade settlement (3/141 - 2.1%) in both sex
(two men and one woman) with ages ranging from 16 to
66 years. Although we do not have detailed information
on the medical history of these individuals, all of them
reported having been hospitalised at some point for not
specified clinical (not chirurgical) reasons.

Hantavirus antibodies were present in all seven
settlements, with prevalence ranging from 0.9% (1/101
- Nossa Senhora de Guadalupe), 1.4% (2/141 - Terra ¢
Liberdade), 2.0% (1/47 - Santa Rita), 4.0% (1/25 - Lagoa
do Bonfim), 4.3% (4/92 - Gurita) and Rio Claro (1/23)
to 5.4% (2/37 - Trés Pontes). Six individuals referring to
hospitalisation for not specified clinical reasons at some
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TABLE

Distribution of caracteristic, prevalence of seropositivity (detection of anti-hantavirus IgG antibodies)
and chi-square test (p-value) for rural population in Goias, Brazil

Variable N (%) Seropositivity (%) ¥*p-value OR (95%CT)
Age 0.29

<18 118 (25.3) 1(0.8) l

19-40 110 (23.6) 2(1.8) 2.16 (0.19-24.2)

41-60 191 (41.0) 8(4.2) 5.11 (0.63-41.4)

> 6l 47 (10.1) 1(2.1) 2.54(0.15-41.4)
Sex 0.88

Female 223 (47.9) 6(2.7)

Male 243 (52.1) 6(2.5)
Setllement 0.59

Terra 141 (30.3) 2(14)

Guadalupe 101 (21.7) 1(L0O)

Gurita 92 (19.7) 44.3)

Santa Rita 47 (10.1) 121

Trés Pontes 37(79) 2(54)

Rio Claro 23 (4.9) 1(4.3)

Lagoa 25(54) 14.0)
Monthly income (USD) 0.75

<330 325(72.9) 9(2.8)

331-660 113 (25.3) 2(1.8)

> 661 8 (1.8) 0(0.0)
School (years) 0.15

<4 202 (46.3) 8 (4.0) 1

5-9 170 (39.0) 3(L.8) 0.43 (0.10-2.17)

> 10 64 (14.7) 0(0.0) -
Smoke 0.18

No 302 (75.9) 6(2.0) l

Yes 95(29.9) 5(5.3) 2.74(0.81-9.19)
Time living in the settlement (days) 0.09

<30 85(18.4) 224 l

31-60 265 (57.5) 4(L5) 0.63 (0.11-3.53)

>0l 111 (24.1) 6(54) 2.37(0.46-12.05)
Time living in camps (months) 0.36

<50 160 (51.3) 4(2.5)

50-100 116 (37.2) 543

> 100 36 (11.5) 0(0.0)
Garbage 0.49

Burnt 267 (59.7) 5(1.9)

Buried 19(4.3) 0(0.0)

Collected 145(32.4) 534

Other 16 (3.6) 1(6.2)
Sanitation 0.47

No 100 (21.7) 1(1.0)

Yes 361 (78.3) 11 (3.0)

point of their lives. There was no statistically significant
difference between the evidence of hantavirus infection
and the variables showed in Table. Due to low number of
mammarenavirus reactive samples, statistical analyses
were performed considering only hantavirus reactivity.

Encroachment of human settlements and agriculture
on natural ecosystems results in expansion of transition
zones between these two ecological systems, where spe-
cies assemblages from different habitats can mix.?!? This
provides new opportunities for pathogen spillover, genetic
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diversification, and adaptation. Associations between dis-
ease emergence in transition areas have been suggested
for several diseases, including yellow fever, HPS, Nipah
virus encephalitis, rabies, cholera, leptospirosis.*%

HPS is considered a rural disease and consequent-
ly rural dwellers as well as individuals who are often
in contact with the rural area are considered as risk
group. Goias state has 98 confirmed HPS cases, since
2000.7519 Two hantaviruses have been detected in the
state, Araraquara and Juquitiba virus in N. lasiurus and
O. nigripis rodents, respectively."® The prevalence of
anti-hantavirus IgG antibodies detected in this study is
in accordance with prevalence found in different stud-
ies conducted in rural populations from Brazil (0.4% to
22.0%),(1718.19.2021.22.23) Hyt 15 lower than the one found for
Jatai municipality 3.9% (95% CI: 2.3-5.7).%% According
to Guzman et al."? this difference could be explained
by the lower sensitivity found in the serological testes
using Maciel orthohantavirus when compared to those
obtained using Araraquara orthohantavirus. Studies
also show considerable serological prevalence for hanta-
virus in men, that seem to link hantavirus infection and
field related activities. This fact was not observed in our
study, probably due to the rudimentary living condi-
tions, especially during their time in improvised camps,
where man and woman could be exposed in their habi-
tations during indoors activities, as reported in works
conducted in Brazil and Chile.(*%29

Mammarenavirus prevalence is variable in different
endemic areas. Our results are comparable with ones
tound in other South American countries. In Argentina,
studies demonstrated low prevalence of unapparent in-
fections ranging from 1.93% (3/155) to 4.44% (24/540)
for rural populations from Cérdoba and Buenos Aires
provinces, respectively.?® The prevalence of Guanarito
virus infection among humans from Portuguesa state,
Venezuela, was 2.60% (5/195), all adults living in ru-
ral areas and two had previously been reported as Ven-
ezuelan hemorrhagic fever cases.?” Machado et al.®®
observed that 1.40% (5/343) individuals living in the
municipality of Nova Xavantina (Mato Grosso state,
Brazil), who presented fever with unidentified etiology,
presented antibody titers against arenavirus. It is impor-
tant to notice that Argentina and Venezuela are endemic
countries for arenavirus hemorrhagic fevers, with sever-
al reported cases. Thus, during the emergence of Ameri-
can hemorrhagic fever a scenario of sociodemographic
expansion and increased deforestation was described in
Argentina and Venezuela,?%*” the same factors that are
present in the studied area.

To date there are few evidences of arenaviruses caus-
ing human infections in Brazil; the presence of antibod-
ies in rural population in similar rates to those found in
endemic countries points out for a probable silent circu-
lation of mammarenaviruses in rural areas of Brazil 25
The only settlement where serological evidences for are-
navirus were found (Terra e Liberdade - Jatai county) 1s
953 km of distance from the probable local of infection
of the first and only case of Brazilian hemorrhagic fever
reported.® To date, at least eight mammarenavirus have
been described in Brazil, two from Midwestern states.

693D The identification of seroreactivity in just one set-
tlement could represent a local circulation of a distinct
mammarenavirus, especially considering the natural ni-
dality attributed to some mammarenaviruses.t?

Until Brazilian government established these settle-
ments between 1998 and 2007, many of the landless ru-
ral residents lived in this precarious condition, arrang-
ing in canvas or plastic tents, for many years. The long
period under unfavorable infrastructure, socioeconomic
disadvantages, and unsanitary conditions may represent
a risk of acquiring hantavirus and mammarenavirus in-
tections. The intense process of degradation in recent de-
cades, with large areas planted with monoculture crops,
can favor generalist rodent species in interspecific com-
petition with other rodents, mostly habitat specialists.
The general behavior of many rodent-borne reservoirs
as V. lasiurus and O. nigripes make these species highly
adaptable to man-made environments."® The ecological
pattern of these rodents associated with deep anthropo-
genic changes areas provide by improvised camps or ru-
ral settlements greatly increases the chances of contact
between humans and infected rodents, mainly due to the
potential increase in population density and the narrow-
ing of environments shared with humans.©-&1)

Rodent-borne infections are highly lethal diseases es-
pecially in rural areas, where poor people that depend on
the land to survive are constantly exposed to rodents, with
low access to medical care. Implementation of public poli-
cies towards the improvement of health access, sanitation
and awareness of rodent-borne diseases in improvised
camps and settlements is needed, in order to prevent hu-
man infection and reduce morbidity and mortality caused
by these diseases. In the future, sustainable agricultural
systems that minimise the risk of emerging disease will
therefore be essential to meet the requirements of the ris-
ing rural settlers” population, while protecting human
health and conserving biodiversity and the environment.
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4.3. RESTITUICAO DE RESULTADOS E ESTRATEGIAS DE EDUCACAO EM
SAUDE

O terceiro e ultimo eixo teve como objetivo realizar a restituicdo dos resultados nédo
somente para as instituicbes de saude das regides incluidas no estudo, com o propdsito de
alertar sobre a necessidade e importancia da vigilancia das arenaviroses, mas principalmente
para a populacdo rural, em atendimento ao Plano Brasil sem Miséria, cujo incentivo a
agricultura familiar precisa estar associado com medidas que diminuam o contato da
populacdo com agentes infecciosos transmitidos por roedores.

Assim, foram desenvolvidas estratégias de comunica¢do que pudessem servir como
fontes de informacdo sobre as doencgas transmitidas por roedores, com énfase na prevencéo
dessas doencas, resultando na producdo de um folder e de uma cartilha sobre o tema, com a
colaboracéo e financiamento da Organizacdo Pan-americana de saude (OPAS) e do apoio de
outro projeto intitulado “Eco-epidemiologia de mamiferos silvestres e seu papel na
transmissao da peste bubénica e sindrome pulmonar por hantavirus no Nordeste brasileiro:
avaliacdo de risco para populacGes rurais atendidas pelo programa Brasil sem Miséria”
desenvolvido no &mbito do convénio CAPES.

Em adicdo, considerando a importancia da restituicdo dos resultados como estratégia
de sensibilizacdo dos profissionais da saude, todos os resultados gerados pela pesquisa de
mammarenavirus em roedores e humanos foram repassados as autoridades responsaveis,
secretarias municipais e estaduais de saude, afim de formentar agdes realacionadas a
vigilancia e a prevencdo das infeccGes por esses virus. Orientacdes sobre prevencdo foram
enviadas para coordenadores dos projetos envolvendo populacGes rurais, citatos na secdo

anterior, que ainda desenvolvem trabalho com as mesmas.
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4.3.1. Nota Tecnica — Secretaria Estadual de Saude do Mato Grosso

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.4. Restituir os resultados para os servigos de salde
visando & incorporacdo de acOes de prevencdo e controle das arenaviroses a vigilancia
integrada das doencas transmitidas por roedores, como hantaviroses, peste e leptospirose, em
conjunto com as acdes ja implantadas pelo Brasil sem miséria.

Objetivo especifico:
v Elaborar notas técnicas e/ou informativos para profissionais da area da salde e do meio
ambiente visando esclarecer, com foco na prevencdo, sobre a possibilidade de ocorréncia

da arenavirose e sua associacdo com roedores, de maneira que a doenca possa ser
reconhecida com a realizacdo do diagndstico e tratamento precoces.

Situacdo: publicado on-line em 26 de janeiro de 2018.
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GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
SUPERINTENDENCIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
COORDENADORIA DE VIGILANCIA EPIDMEIOLOGICA

NOTA INFORMATIVA N° 01/2018

ASSUNTO: Alerta e orientacdo aos Gestores do SUS e Profissionais de Satde sobre a
importancia da vigilancia e prevencio das febres hemorragicas por arenavirus no estado
do Mato Grosso.

ALERTA: Secretaria de Estado da Saude do Mato Grosso alerta aos Gestores do SUS e
Profissionais de Saude para a importancia da vigilancia da febre hemorrdgica por
arenavirus nos municipios mato-grossenses em razao da deteccdo de virus em roedores
silvestres e da evidéncia sorologica de infec¢do humana.

ADETECCAQ DO VIRUS EM ROEDORES SILVESTRES

Um estudo com 148 roedores provenientes dos municipios de Sapezal,
Comodoro. Campo Novo do Parecis e Tangara da Serra foi realizado nos anos de 2010
e 2015. Fragmentos parciais do genoma dos arenavirus foram detectados em seis
animais da espécie Calonns callidus nos municipios de Tangara da Serra e Sapezal
Sequenciamento parcial do material genético viral apresentou similaridade com o
arenavirus Latino presente também na Bolivia e no Mato Grosso do Sul. até o momento
sem associacdio com doenca em humanos.

EVIDENCIA SOROLOGICA EM HUMANOS

Foi realizado uma pesquisa por anticorpos da classe IgG anti-arenavirus em 110

individuos do municipio de Colniza. norte do estado. Dois participantes foram reativos
no teste, indicando contato com arenavirus.

A DOENCA

A febre hemorragica por arenavirus compde a lista de doencas de notificacio
compulséria publicada na Portaria n°® 204/GM/MS. de 17 de fevereiro de 2016. sendo
classificada entre as doencas de notificacdo imediata. ou seja. que devem ser notificadas
em até 24 horas.

A febre hemorragica por arenavirus € uma doenca infecciosa febril aguda. com
manifestacdes hemorragicas e neurologicas. cuja letalidade pode chegar a 30%. Assim
como na hantavirose, o virus € mantido na natureza em roedores silvestres e transmitido
a partir da inalacdo de aerossdis contaminados com excretas (saliva. urina e fezes) de
roedores infectados. No Brasil o arenavirus responsavel por causar doenca no homem ¢

0 virus Sabid. Outras espécies de arenavirus sdo responsaveis por doenca na Ameérica
Jeus JF, et al. Alerta e orientacdo aos Gestores do SUS e Profissionais de Saude sobre a importancia da vigilancia e
prevencdo das febres hemorragicas por arenavirus no estado do Mato Grosso. In: Mato Grosso. NOTA INFORMATIVA
N? 01/2018 - Geréncia de Doengas e Agravos Endémicos da SES/MT. Cuiaba: SES, 2018.
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latina como o virus Junin na Argentina. Guanarito na Venezuela e os virus Machupo e
Chapare. na Bolivia.

Estio sob maior risco individuos que se expde a roedores silvestres durante as
suas atividades diarias. profissionais ou recreativas. Podemos destacar moradores de
dreas rurais. trabalhadores agricolas. trabalhadores da agroindustria. agentes de saude.
porém nao se limitando somente a estes.

SUSPEITA CLINICA

Dificilmente sera possivel diagnosticar a doenca em seu inicio devido ao quadro
clinico inespecifico e muito similar a outros agravos. principalmente com a febre
amarela. dengue e a sindrome pulmonar por hantavirus que. junto com a febre
hemorrégica por arenavirus, compdem o grupo das quatro febres hemorragicas causadas
por virus no Brasil.

Sem qualquer visibilidade. por falta de conhecimento dos profissionais de satude.
especialmente durante ocorréncia de surtos das arboviroses. cujo diagnéstico diferencial

deve ser realizado. o quadro clinico € caracterizado por febre associada com mialgia.

cefaleia retro-ocular. fotofobia. epigastralgia. entre outras manifestacdes. e que evolui
com hemorragia. com ou sem sinais neurologicos. geralmente com evolucio rapida e
erave. com desfecho fatal a partir do sétimo dia de doenca. O uso de ribavirina nos
primeiros dias. cuidados hemodinamicos e ventilatorios em unidade de terapia intensiva
(UTI) parecem reduzir a letalidade da doenca.

No diagnéstico diferencial deve ser considerada a exposiciio e a situacdo de
risco. com énfase nos antecedentes epidemioldgicos como contato com roedores
reservatorios. atividades ou sua estada em ambientes de risco. Além das viroses citadas
acima. a febre hemorrdgica por arenavirus deve ser incluida também no diagndstico
diferencial com malaria. febre maculosa brasileira. meningococcemia. entre outras
doencas. Com quadro clinico e laboratorial semelhante a febre amarela e a dengue. com
a presenca de leucopenia associada com linfocitose e trombocitopenia. o diagnostico
laboratorial especifico pode ser realizado pelo Laboratério de Referéncia Regional para
Hantaviroses do Instituto Oswaldo Cruz. Fiocruz.

PREVENCAO

A prevencdo se baseia em evitar ou diminuir a exposicao direta ou indireta do

individuo a roedores e suas excretas. Para evitar a instalacio e a proliferacdo de
roedores silvestres. devem-se adotar medidas como (i) ndo acumular objetos e matérias
sem uso no interior e ao redor do domicilio. (ii) aparar a vegetacdo em um raio de pelo
menos 40 metros ao redor do domicilio e anexos (paiol. abrigo de animais. silo e

outros). limitar a area de plantio a mesma distdncia (iii) acondicionar alimentos.

produtos agricolas. grdos e racdes em recipientes fechados. de preferéncia. esses
recipientes devem estar sobre prateleiras ou estrados a pelo menos 40 cm do solo. (iv)

Jeus JF, et al. Alerta e orientacdo aos Gestores do SUS e Profissionais de Saldde sobre a importdncia da vigilancia e
prevencdo das febres hemorragicas por arenavirus no estado do Mato Grosso. In: Mato Grosso. NOTA INFORMATIVA
N°01/2018 - Geréncia de Doengas e Agravos Endémicos da SES/MT. Cuiaba: SES, 2018.

156



GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
SUPERINTENDENCIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
COORDENADORIA DE VIGILANCIA EPIDMEIOLOGICA

vedar fendas e outras aberturas na casa ou anexos. (v) remover diariamente. no periodo
noturno. as sobras dos alimentos de animais domeésticos. (vi) caso nfo exista coleta
seletiva do lixo. o mesmo deve ser enterrado. respeitando uma distancia minima de 30

m da casa e anexos. (vii) os produtos colhidos. assim como os restos de colheita. nio

devem pernoitar no campo.

CONSIDERACOES FINAIS

O estado do Mato Grosso possui um grande numero de doencas endémicas
agravadas por fatores sociais e ambientais. além de ter como limite. na parte oeste. a
Bolivia, um pais onde casos fatais de febre hemorragica pelo arenavirus Machupo e
Chapare tém sido confirmados. Diante do exposto. principalmente pelas evidéncias

apresentadas neste informe. alertamos para a necessidade de se intensificar a vigilancia

das febres hemorragicas por arenavirus. considerando ndo somente a possibilidade de

sua ocorréncia silenciosa no estado. mas também para o significativo numero de casos

suspeitos de arboviroses sem etiologia laboratorial confirmada.

Cuiaba. 08 de janeiro de 2018.

Colaboradores:

1- Alba Valéria Gomes de Melo: Elaine Cristina de Oliveira - Coordenadoria de
Vigilancia Epidemioldgica/SES/MT.

2- Jorlan Fernandes de Jesus: Renata Carvalho de Oliveira: Elba Regina Sampaio de

Lemos - Laboratorio de Hantaviroses e Rickttsioses. Instituto Oswaldo Cruz.
FIOCRUZ/RJ.

3- Ana Cléudia Pereira Tercas - Universidade do Estado de Mato Grosso. UNEMAT.
Campus de Tangara da Serra — MT.

Jeus JF, et al. Alerta e orientacdo aos Gestores do SUS e Profissionais de Saude sobre a importancia da vigilancia e
prevencdo das febres hemorragicas por arenavirus no estado do Mato Grosso. In: Mato Grosso. NOTA INFORMATIVA
N® 01/2018 - Geréncia de Doengas e Agravos Endémicos da SES/MT. Cuiaba: SES, 2018

157



4.3.2. Alerta sobre infecgdes por arenavirus nas Américas — Organizacéo Pan

Americana de Salde

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.4. Restituir os resultados para os servi¢os de salde
visando a incorporacdo de acdes de prevencdo e controle das arenaviroses a vigilancia
integrada das doencas transmitidas por roedores, como hantaviroses, peste e leptospirose, em
conjunto com as acdes ja implantadas pelo Brasil sem miséria.

Objetivo especifico:
v Elaborar notas técnicas e/ou informativos para profissionais da area da saude e do meio
ambiente visando esclarecer, com foco na prevencédo, sobre a possibilidade de ocorréncia

da arenavirose e sua associacdo com roedores, de maneira que a doenca possa Ser
reconhecida com a realizacdo do diagndstico e tratamento precoces

Situacdo: em revisdo junto a OPAS.
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Febres hemorragicas e outras infecgbes causadas por mammarenavirus nas

Américas

Considerando o cenario atual das Américas com a emergéncia do virus Zika e a re-
emergéncia da febre amarela assim como a instabilidade socio econdmica de alguns paises da
Ameérica Latina, recomenda-se aos Estados membros que permanecam vigilantes quanto aos
casos de febres hemorragicas ou outras infeccdes associadas aos arenavirus.

Os arenavirus sao membros da familia Arenaviridae, recentemente dividida em dois
géneros, Reptararenavirus e Mammarenavirus, que sdo constituidos por 30 espécies virais
reconhecidas, das quais somente 0s mammarenavirus apresentam importancia para saude

humana.

FEBRES HEMORRAGICAS POR ARENAVIRUS NAS AMERICAS

Nas Américas existe uma grande diversidade de mammarenavirus assim como de
roedores reservatorios e, neste cenario, cinco virus se destacam: (i) virus Junin, agente
etiolégico da Febre Hemorragica Argentina (FHA), que historicamente acometia
aproximadamente 3.500 individuos anualmente, com uma mortalidade de 15% a 30%. No
entanto, apos a instituicdo de uma vacina de virus atenuado, a epidemiologia da FHA mudou
drasticamente e, atualmente, em torno de 23 casos anuais da doenca sdo notificados. A
incidéncia dessa doenca é maior durante o periodo de colheita, afetando principalmente
homens entre 15-59 anos que realizem algum tipo de atividade agricola. Desde sua descoberta
em 1955, as areas de abrangéncia da doenca vém se expandindo de 16.000 km? para 150,000
km?, com mais de trés milnhdes de pessoas vivendo em é&reas de risco, segundo dados
disponibilizados pelo governo Argentino. Na Argentina, reunides do Programa Nacional de
Control de la Fiebre Hemorragica Argentina ocorrem anualmente e medidas envolvendo
estabelecimento de um banco de plasma imune para o tratamento da FHA e imunizacdo de
populacdes residentes em areas de risco ja foram estabelecidas; (ii) virus Machupo, causador
da Febre Hemorréagica Boliviana (FHB) - descrita em 1959 em comunidades isoladas no
oeste da Bolivia, somente em 1963 foi isolado de amostras de figado de um paciente. Entre
1976 a 1993 nenhum caso foi notificado, mas a partir de 1994 a doenca reemergiu e, desde
entdo, pequenos surtos continuam ocorrendo, principalmente em regides agricolas; (iii) virus
Guanarito, agente etioldgico da Febre Hemorragica Venezuelana (FHYV), foi identificado
durante um surto de febre hemorragica grave em 1989, na Venezuela, identificado em
moradores de regides rurais. Nos anos de 1992 a 2002 houve uma diminui¢do do nimero de

casos da doenca, apesar da constante circulacdo do virus em ciclos enzodticos. Em 2002
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novos surtos foram identificados e, desde entéo, casos esporadicos de FHV ocorrem na regido
central do pais; (iv) virus Sabia (SABV), agente etioldgico da Febre Hemorragica Brasileira
(FHBFr), foi isolado de um caso fatal ocorrido no estado de S&o Paulo no ano de 1990. Dois
casos adicionais de FHBr ocorreram durante a manipulacéo de isolados virais no Brasil e nos
Estados Unidos da Ameérica (EUA). O reservatorio deste virus ainda ndo foi identificado; (v)
virus Chapare, que assim como o SABV, foi identificado a partir de amostras de um unico
caso fatal, em 2008, na Bolivia, cujo reservatorio natural, at¢ o momento, ainda é
desconhecido. Ha relatos de associacao de casos de FHA causada pelo virus Ocozocoautla de
Espinosa no México e pelo virus Whitewater Arroyo nos EUA.

Os reservatorios naturais dos mammarenavirus sdo roedores, com exce¢do do virus
Tacaribe que foi encontrado em morcegos do género Artibeus. Diferentes espécies de
roedores das subfamilias Sigmodontinae e Neotominae sdo infectados por mammarenavirus
do Novo Mundo.

Os ciclos enzodticos na natureza sdo mantidos através de transmissdo horizontal por
exposicdo de animais suscetiveis as excretas infectadas, a partir da transmissdo vertical e
principalmente por encontro agonisticos entre esses animais. Os roedores, considerados
reservatorios primarios, na dependéncia da espécie viral envolvida e da idade em que o animal
foi infectado, podem apresentar: (i) uma infec¢do crénica, com capacidade de transmitir o
virus vertical e horizontalmente, ou (ii) podem eliminar a infec¢do a partir de uma resposta
imune efetiva contra o virus.

Acredita-se que a exposicdo humana aos arenavirus ocorre, principalmente, a partir da
inalacdo de aerossois contendo particulas virais procedentes de urina, fezes ou saliva de
roedores silvestres infectados, ou mordeduras. Existem relatos de transmissao pessoa-pessoa,
por contato intimo ou por infeccdo nosocomial e por transplante de 6rgdos. Pessoas com
contato direto ou indireto com vida silvestre, trabalhadores rurais, operadores de tratores ou
maquinas de colheitas, profissionais de salde e laboratoristas sdo particularmente susceptiveis

a infecgBes por arenavirus.

Situacéo atual

Nas Ameéricas existe um siléncio em relacdo as infec¢bes por arenavirus apesar dos
casos reportados na Argentina, Bolivia, Brasil, EUA e Venezuela. Assim, casos de febres
hemorragicas por arenavirus continuam a ser confirmados na Argentina, numa média de 25 a
30 casos por ano, esporadicamente na Bolivia e Venezuela. No entanto, a crescente evidéncia

da circulagdo desses virus em diferentes paises do continente vem chamando atengdo, com
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estudos que comprovam a circulacdo desses virus em roedores no México, na Coldmbia e na
Guiana Francesa, além da deteccéo viral em novas areas nos EUA e no Brasil.

Considerando o nimero de doencas endémicas de grande impacto quantitativo, sob o
ponto de vista de saude publica, como a malaria, dengue e a febre amarela, é muito provavel,
em decorréncia da semelhanca clinica, que casos de febre hemorragica por mammarenavirus
ndo estejam sendo identificados. Estudos conduzidos na Coldmbia vém identificando infecgéo
por mammarenavirus em pacientes com suspeita clinica inicial de malaria, assim como a
circulacdo deste agente viral em populacdes indigenas do pais. No Brasil, no México e na
Guiana Francesa um crescente numero de evidéncias quanto a circulacdo desses virus em
roedores tem sido reportado na ultima década, enquanto que em Trinidad e Tobago morcegos
infectados por mammarenavirus vém sendo identificados.

E preciso chamar a atencdo quanto a deteccdo do virus da coriomeningite linfocitica
(LCMV) em roedores na Colémbia e na Guiana Francesa, além de surtos reportados nos EUA
e da ja conhecida circulacdo na Argentina. O LCMV representa um risco para salde humana,
principalmente de individuos imunossuprimidos e mulheres gravidas. Esse virus tem como
reservatorio Mus musculus, espécie de roedor que se encontra distribuida globalmente e
presente no ambiente urbano e no peridomicilio. Considerado um virus emergente associado
com infec¢do em individuos transplantados, LCMV deve ser incluido também como um dos
agentes associados com malformagdes congénitas. Assim, diante do recente cenario
epidemioldgico, no qual foi intensificada a vigilancia de casos de disturbios neuroldgicos, em
especial da microcefalia decorrente da infeccdo pelo virus Zika nas Américas, LCMV deve

ser investigado, além de outras causas conhecidas como herpes, toxoplasmose e sifilis.

RECOMENDAGCOES

Frente as informacdes apresentadas, recomenda-se que todos 0s paises membros das
Américas intensifiquem a vigilancia de casos de infeccdo por mammarenavirus, pautando-se

principalmente na deteccao, investigacdo e controle dos casos.

Vigilancia

A vigilancia das infecgdes por arenavirus em areas silenciosas deve fazer parte de
um sistema abrangente de vigilancia sindrémica febril envolvendo componentes clinicos e
laboratoriais. Os mammarenavirus, considerando o histério do paciente, devem ser incluidos
no diagndstico diferencial de maléaria, dengue, febre amarela e sindrome pulmonar por

hantavirus, entre outros agravos. A detecdo de um uUnico caso em uma area que ndo era
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conhecida por ter infeccdes por arenavirus deve desencadear uma avaliacdo epidemioldgica
abrangente, incluindo a andlise de fatores de risco / exposi¢cdo e uma avaliacdo ecoldgica /
ambiental para a identificacho dos potenciais animais reservatérios visando,
subsequentemente ao desenvolvimento de estratégias de prevencao e controle da doenca na
regido.

Com o aumento de nimero de casos em qualquer area onde a transmissdo de
arenavirus é conhecida, preconiza-se desencadear uma investigacdo epidemioldgica e
principalmente ecologica/ambiental como uma oportunidade de expandir o conhecimento
sobre 0 virus.

Alerta-se também para a vigilancia de casos importados de areas endémicas devido
ao grande fluxo de pessoas nas Américas motivadas por lazer, trabalho, oportunidades em
geral ou distarbios sociais. A migracdo de pessoas pode ndo s6 ocasionar o deslocamento do
patdgeno, mas também dos animais reservatorios, introduzindo novos focos da doenca em

diferentes regides das Americas.

Manejo dos casos

A possibilidade de se realizar o diagnostico precoce da doenca, cujo quadro clinico
inicial é inespecifico e semelhante a outros agravos, € muito reduzida, especialmente quando a
mesma € totalmente desconsiderada pelo servico de satde em periodos de epidemia de dengue
ou febre amarela, por exemplo, conforme mencionado anteriormente. Com espectro clinico
amplo, caracterizado por febre associada com mialgia, cefaleia retro-ocular, fotofobia,
epigastralgia, entre outras manifestacdes, a febre hemoragica por mammarenavirus evolui
com hemorragia, com ou sem sinais neuroldgicos. Geralmente o paciente apresenta um
quadro infeccioso de evolucédo rapida e grave, com desfecho fatal a partir do sétimo dia de
doenca.

Para aumentar a suspeita clinica, deve-se usar uma combinacdo de fatores: (i)
sensibilizacdo dos profissionais de salde quanto a possibilidade de ocorréncia das
arenaviroses (ii) levantamento minucioso dos dados epidemioldgicos quanto a possivel
exposicdo dos casos provaveis, (iii) disponibilizacdo do diagndstico laboratorial para
arenaviroses pela rede de vigilancia do pais.

O tratamento clinico efetivo depende, em grande parte, da administracdo cuidadosa
de medicamentos intravenosos solugdes, monitoramento hemodindmico e suporte. Dada a
rapida progressdo das febres hemorragicas por mammarenavirus, casos graves devem ser
transferidos imediatamente para unidades de terapia intensiva (UTI). O uso de ribavirina nos

primeiros dias parece reduzir a letalidade da doenga. A transfusédo de plasma imune nos
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primeiros dias da doenca reduziu a letalidade dos casos de FHA, mas néo esta disponivel para

outras arenaviroses.

Prevencdo e controle

As estratégias de prevencdo e controle devem ser focadas na conscientizacdo dos
profissionais de salde visando aumentar a deteccdo e o tratamento oportuno da doenca. Na
deteccdo de casos ou surtos, campanhas e agOes devem ser voltadas para a populagdo com
objetivo de reduzir o contato das pessoas com o0s roedores. As medidas devem ser adaptadas
as realidades locais. As medidas preventivas devem abranger os riscos relacionados as
atividades de trabalho (agricultores) e ao lazer (ecoturismo) incluindo as pessoas que se
envolvem em atividades ao ar livre, como camping ou caminhadas.

A implementacdo de gestdo ambiental integrada, com o objetivo de realizar coleta
de animais para investigacdo da presenca do virus de forma preventiva também deve ser
estimulada.

A Unica vacina em uso no momento € a Candid#1 do virus Junin atenuado e tem
sido utilizada exclusivamente nas areas endémicas da Argentina. Em estudos experimentais a

vacina também apresentou bons resultados na prevencdo de infec¢des pelo virus Machupo.
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4.3.3. Folder sobre prevencao de doencas transmitidas por roedores

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.4. Restituir os resultados para os servigos de salde
visando & incorporacdo de acbes de prevencdo e controle das arenaviroses a vigilancia
integrada das doencas transmitidas por roedores, como hantaviroses, peste e leptospirose, em
conjunto com as acdes ja implantadas pelo Brasil sem miséria.

Objetivo especifico:

v Elaborar materiais informativos e educativos para comunidade agricola das regides
estudadas com foco na prevencéo de doencas transmitidas por roedores.

166



" Como sei se
#enho ratos

++ Barulhos como sons de roer,
corridas e guinchos.

< Fezes em cantos e proximo a
alimentos.

<+ Buracos no chdo, cantos de
paredes e muros.

< Presenca de portas, mdveis,
oupas, parapeitos e alimentos
roidos.

++ Ninhos feitos de papel roido, frapos
e pelos.

< Animais (cies e gafos) inquietos,
principalmente préximo a buracos
ou locais de armazenamento de
alimentos.

<+ Estes sinais podem esira presentes
no interior da casa, forros, dentro
de armarios e elefrodomeésticos
como fogdes e geladeiras.

<+ Estes animais também podem estar
presentes em anexos da casa como
paios, canis, estibulos e

Patrocinadores

Wca%a

Doencas transmitidas por
roedores

Estou doente e o rato com isso?

Roedores sdo responsdveis pela
transmissdo, através de mordidas e contato
com urina e fezes, de diversas doencas

como a leptospirose, a peste, a hantavirose
e a arenavirose, entre outras doencas ja

identificadas no Brasil.
Enderecos Importantes: P—
Endereco do LHR: nde eles vivem

Avenida Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio Rosdores podem suarecer Al leREr

de Janeiro — RJ — CEP: 21045-900 lugar onde encontre alimentos, dgua e
Pavilhdo Helio e Peggy Pereira, 1° andar, abrigo. Pode fazer ninhos dentro e ao redor
sala B116 — Laboratorio de Hantaviroses das locais d M de
e Ricketisioses - Instituto Oswaldo Cruz / casas, 5 de amarefiangento

FIOCRUZ — TEL/Fax: (021) 2562-1897 alimento e ragdo e também nas plantagdes,
Ihr@ioc.fiocruz.br principalmente de grios ¢ milho, soja,

elemos@ioc.fiocruz.br arroz e canaviais. [ ]
m_..__"_m_.mm_nm na Internet: 48
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Como evito que os
roedores entrem em

casa? Q Q 2

Dentro de casa, coloque toda a comida em
sacos ou caixas fechadas numa altura de
pelo menos 40 cm do chao.

Guarde os alimentos em \....
recipientes fechadose 2
sempre lave os pratos e

utensilios de cozinha
imediatamente depois de usa-los.

Nao deixe restos de alimentos no chao.
Jogue no lixo qualquer alimento roido.

Coloque o lixo ensacado em latas bem
fechadas em locais

altos para ser recolhido .
depois.

Caso esse servigo L

nao esteja disponivel, g

enterre o lixo ensacado

Nido jogue lixo em riachos, valas ou na
mata.

Nao deixe mato proximo a sua residéncia.
O plantio de capim e outrog
graos deve ser feito a pelo
menos 50 metros de

distancia da casa, paiol ou
alojamento.

Mantenha a area em volta de casas,
galpdes e alojamentos sempre limpa.

Nio acumule madeira, entulhos ou

Os pilares do paiol, depésitos de alimentos
ou madeira, pelo menos a 70 cm do solo.

Mantenha o local onde vivem os animais
sempre limpo, recolhendo sempre a sobra
de comida.

Nao deixe restos
alimentares de
animais no chao
e recolha os
comedouros no
periodo noturno.

Mantenha jardins e quintais bem cuidados.

Feche bem frestas de portas, janelas,
caixas de gordura e de esgoto.

Tape todos os buracos em paredes,
rodapés e telhas na casa, paiol e
alojamentos.

Dicas uteis na

prevencao de doencas

Cortar garrafas pet (garrafas plasticas de
refrigerante ou agua) e colocar com a bolsa
virada para baixo. Assim os roedores nao
conseguem subir. O mesmo pode ser feito
de latdo ou outro material.

P ®
e

Evite descansar em locais fechados com
restos de alimentos ou estoque de grios ou

ragoes.

Nio descanse em baixo de maquinas de
colheita!

Antes de entrar num local fechado a dias,
abra portas e janelas. E so realize a limpeza
apos no minimo 1 hora. No varra, passe no
sabdo e agua.

Nido deixe calgados em locais expostos.
Guarde-os em armarios ou afastados do
chdo, evite que ratos possam urinar dentro
deles.
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4.3.4. Cartilha sobre prevencéo de doencgas transmitidas por roedores

Relacdo do manuscrito com os objetivos: Os resultados apresentados neste manuscrito séo
referentes ao seguinte objetivo: 3.2.4. Restituir os resultados para os servigos de salde
visando & incorporacdo de acbes de prevencdo e controle das arenaviroses a vigilancia
integrada das doencas transmitidas por roedores, como hantaviroses, peste e leptospirose, em
conjunto com as acdes ja implantadas pelo Brasil sem miséria.

Objetivo especifico:

v Elaborar materiais informativos e educativos para comunidade agricola das regides
estudadas com foco na prevencéo de doencas transmitidas por roedores.
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Esta cartilha foi concebida durante o desenvolvimento de
um projeto de doutorado, alinhado ao Plano Brasil Sem
Miséria (PBSM), pelo Curso de Pos-Graduacao em Medicina
Tropical do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, com o apoio da
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS).

Visando alertar sobre a importancia de se incluir a vigilancia
epidemiolégica associada a zoonoses aos programas de
incentivo a agricultura e a preservacdao ambiental, a cartilha
conta uma estéria ambientada em uma comunidade rural,
onde os personagens descobrem o impacto das atividades
agricolas na dinamica de transmissdao das doencas
transmitidas por roedores como as hantaviroses,
arenaviroses, leptospirose, peste, entre outras.

Com uma linguagem acessivel e focada na prevencao das
doencas citadas anteriormente, o contetido da cartilha traz
informagbes sobre os cuidados que se deve ter com o
armazenamento de alimento e racdo, além de plantacoes,
principalmente de grdos, como o milho e soja.

Na selecdo dos personagens que compoem a cartilha, os
autores buscaram levar em conta a importancia da interface
casa/escola como estratégia para incentivar a inclusdo de
informacoes basicas sobre doencas associadas com
atividades agropecuadrias no curriculo das escolas locais.
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NA MANHA SEGUINTE...

OH, MEU FILHO... ESTA
CANSADO? NAO DORMILI
BEM?

NAC DORMI NADA E A
SENHORA, MAE?
CONSEGUIL DORMIR?
EU OUVI UNS
BARULHOS A NOITE
INTEIRA. TINHA ALGUM
BICHO NA CASA.

AGORA
TOMA SEU
CAFE E VAI

AJUDAR
SEU PAl NA
LIDA QLE
HOJE E
SABADO.

ESSE
MENINO...

173

DEVE TER SIDO UM
SONHO, ORLANDINHO.
NAO OuV! BICHO
NENHUM.




FOI VOCE, SEU DANADO?
VOCE COMEU A MINHA MEIA
NOVA QUE EU DEIXEI AQUI

ONTEM DE NOITE? ESSE FURO E MUITO PEQLENO PRA

SER OBRA DO REX. VOCE DEVE TER
PRENDIDO NUM PREGO. PEIXA QUE
DOU UM JEITO NISSO MAIS TARDE.

PESCULFPA, QUERIDA, MAS
HOJE TENHO MUITO
TRABALHO. MELHOR

COMECAR LOGO.

_

ORLANDINHO! VAMOS!

e
PPy
7

ORLANDINHO!!!

TCHAU, FILHO!

_—

—

.
ATe MAIS TARDE!
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NO DIA SEGUINTE...

——

HEY, JERSNIMO... ACHO QUE TEM
ASSOMBRACAC LA NA MINHA CASA.

ESTOU OUVINDO
BARULHOS VINDOS DO

TELHADO, DA
COZINHA. TEM COISAS
CAINDO A NOITE.
V!;c?; EICJ:A o MINHAS ROUPAS E DO
1650 MEU PAI ESTAC COM
ORLANDII:IHO? BURACOS. ATE O REX

COMECOU A LATIR
FPARA O PAIOL ONDE
GUARPAMOS O MILHO,
SEM MOTIVO ALGUM.

TEM ALGLUMA COISA MUITO ESTRANHA.
ATE MEL TRABALHO DE BIOLOGIA
APARECELl RASGADO. ATE PARECE
CASA MAL ASSOMBRADA...

- TAMBEM NAC ACHO GUE
SEJA O REX, MENINOS.

ESTRANHO MESMO...
SERA QUE NAO FOI
O REX?

NAO TENHIO
CERTEZA, MAS
ACHO QUE SEI

QUEM E O
RESPONSAVEL
POR 1550. NA
VERDADE, DEVE
SER MAIS DE

CONVERSAMOS
DEPOIS DA
AULA.

MAS O QUE A SENHORA
ACHA QUE E, ENTAO?

PEIXA EU VER O SEU
DEVER DE CASA... 4
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PEPOIS DA AULA... I A

BOA TARDE!! = MAE! aqul!
= | ‘
/(| @ \
| VN

BOA TARDE, PROFESSORA.

O QUE ESSES MENINOS
T ANDARAM APRONTANDO, =TS
y! \4
o HEIM?
4
NADA, POR ENQUANTO. ESTOU
AQUI PORGLE O ORLANDINHO
ME FALOU GUE VOCES VEM
TENDO PROBLEMAS.
NAO! NAO... O
AH! MAS A PROFESSORA NAO QUE EU ACHO
ACREDITA NESSA HISTORIA DE

QUE VOCES TEM
ALMA PENADA... ACREDITA?

AGLI E BEM REAL
E DE CARNE E
0s50. EU ACHO
QUE VOCES
ESTAO TENDO
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MAs
PROFESSORA!
Nds somMos
LIMPINHOS. EU
TRABALHO
MUITO PARA
MANTER TUDO
ARRUMADO E
LIMPO.

MAS ROEDORES PODEM
APARECER EM QUALGLER
LUGAR ONDE ENCONTREM

ALIMENTOS, AGUA E ABRIGO.
PODEM FAZER NINHOS DENTRO
E AO REDOR DAS CASAS,
LOCAIS DE ARMAZENAMENTO
DE ALIMENTO E RAGAQC E
TAMBEM NAS PLANTACCES.
PRINCIPALMENTE DE GRAOS,
COMO MILHO, S0JA, ARROZ E
CANAVIAIS.

E COMO A GENTE FAZ
PRA SE LIVRAR DELES,
PROFESSORAY

RECENTEMENTE ESSE INFORMATIVO FOI
ENTREGUE NA ESCOLA E ELE DIZ JUSTAMENTE
O QUE PODEMOS E DEVEMOS FAZER PARA
EVITAR A PRESENCA DE ROEDORES EM
NOSSAS CASAS, ASSIM COMO FORMAS PARA
EVITAR CONTRAIR DOENCAS TRANSMITIDAS
POR ELES. TROUXE UMA COPIA PRA VOCES.

VAMOS LER JUNTOS?
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PENTRO DE CASA, € PRECISO COLOCAR TODA A COMIDA EM
SACOS OU POTES BEM FECHADOS E NUMA ALTURA DE PELO
MENOS 40 CENTIMETROS DO CHAO. LIMPAR 0% PRATOS E
UTENSILIOS ASSIM QUE USA-LOS TAMBEM E ESSENCIAL E
NUNCA DEIXAR RESTOS DE ALIMENTOS NO CHAO.

LEMBREM-SE DE TAPAR TODOS 0% BURACOS EM
PAREDES, RODAPES E TELHAS NA CASA. POR FALAR EM
CASA, MANTENHA A AREA EM VOLTA DELA, GALPOES OU

ALOJAMENTOS SEMPRE LIMPA, SEM MATO, PNELIS

VELHOS OU ENTULHOS.
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VALE LEMBRAR TAMBEM QUE NUNCA DEVEMOS DESCANSAR
EM LOCAIS FECHADOS COM RESTOS DE ALIMENTOS E GRACS,
E AQ VENTILAR E LIMPAR ESSES LOCAIS, PRECISAMOS DE
MASCARAS RESPIRATORIAS COM FILTRO P3...

I e
.l;“-r-l'*"‘f“.lfl )

N PAL
- A A

Y

=

ASSIM COMO PRECISAMOS MANTER O LOCAL ONDE OS
ANIMAIS VIVEM SEMPRE LIMPO, RECOLHENDO TODA A SOBRA
DE COMIDA. E IMPORTANTE TAMBEM ENTERRAR O NOSSO LIXO
CASO NAO HAJA RECOLHIMENTO E MANTER O PLANTIO DE
CAPIM E OUTROS GRACS AFASTADOS DAS CASAS.
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ESSES BICHOS SAC
PERIGOS0S, NE NAO .
PROFESSORA?
TRAZEM DOENCAS
COM ELES. LEMBRO
QUE MEU AVS Flcou
MUITO DOENTE LUMA
VEZ E MINHA MAE ARENAVIROSE E MUITAS
DISSE QUE ELE OUTRAS. TEMOS GQUE
PEGOU A DOENCA TOMAR CUIDADO TAMBEM
DO RATO... A TAL COM SUAS PULGAS E
DA LECTO... LEPTO... CARRAPATOS...

LEPTOSPIROSE, E E
VERDADE, JERONIMO
RATOS PODEM
TRANSMITIR MUITAS
DOENGAS, COMO A
HANTAVIROSE, A
LEPTOSPIROSE, A

DELES, QUANDO ABRIMOS NOSSO

MAS TEMOS QUE ENTENDER GQUE 05 | ENTAO TEMOS
RATOS TAMBEM FAZEM PARTE DO NOSSO | QUE APRENDER
ECOSSISTEMA E NOS AQUI DO INTERIOR | A CONVIVER

QUE ESTAMOS INVADINDO O AMBIENTE COM ELES,
EVITANDO QU

ROCADO PARA PLANTAR E SERVIR DE ENTREM EM
PASTO PARA OS5 ANIMAIS. NOSEAS CASAS,
GALINHEIROS,
PAIOIS... ASSIM
. A GENTE NAO
FICA DOENTE.
SIM! MAS E IMPORTANTE TAMBEM TER ALGLINS ENTAC Vou
CUIDADOS COMO NAO DESCANSAR EM LOCAIS LOGO LIMPAR
FECHADOS GQUE TENHAM RESTOS DE ALIMENTOS O PAIOL!
OU ESTOQUE DE GRACS OU RAGCOES.
ESSES SAQ
LUGARES ONDE OS
ROEDORES FICAM. 2
PAI! VOCE
TAMBEM E PRECISO CHEGOL!

MANTER LIMPO O
TERRENC AQ REDOR
DESTES LOCAIS.

ANTES DE ENTRAR
NUM LOCAL FECHADO
A DIAS, ABRA PORTAS

E JANELAS, E S0

REALIZE A LIMPEZA
APJS NO MINIMO UMA
HORA. NAO VARRA A
POEIRA! PASSE PANC
MOLHADO COM AGUA
SANITARIA, SABAO E

AGUA.
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MAS E AGORA,
PROFESSORA? A CASA JA
ESTA CHEIA DE RATOS. O

QUE A FAMILIA DO

NO CASO DE UMA
INFESTACAO, TEMOS
QUE LIGAR PARA
SECRETARIA DE

)y ORLANDINHO PODE FAZER?

A

SAUDE DA CIDADE E
PEPIR PARA QUE
ELES ENVIEM ALGUEM
PARA NOS AJUDAR.
DONA NILCE, A
SENHORA POSsSLUI UM
TELEFONE EM CASA?

&
v

(O

NAD, SEU JOAC. O SENHOR NAC
DEVE USAR RATOEIRAS, NEM fﬁ'&:@'ﬁ:ﬁi
PROFESSORA, VENENO. £ PERIGOSO PARA O '
NAO SE SENHOR E PARA SUA FAMILIA.
PREOCUPE. EU A PREFEITURA
PEGO UMAS -i?a TEM PESSOAS
RATOEIRAS E . TREINADAS E
DOU CONTA Q ) FAZ ESSE
PIsS0 LOGO. h SERVICO DE
, GRACA. OBRIGADA.
CONFIE EM
MIM.

ALGUNS DIAS DEPOIS...

RATOS? ERAM MUITOS, NAC
ERAM? TODOS FEIOS E
SLJOS, NE?

NAC... ESSES DAGUI ERAM
RATOS DO MATO, MAS VOCES
PODEM CHAMAR DE RATOS
SILVESTRES TAMBEM.
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RATO SILVESTRE??

E TEM DIFERENGA? EU
ACHAVA GUE RATO ERA
RATO E PONTO FINAL.

ELES 540
PIFERENTES DOS
RATOS URBANOS.

0s RATOS
SILVESTRES VEM
DO MATO E S840
ATRAIDOS PARA

PERTO DAS

CASAS PELOS
GRAOCS E RACCES
QUE Nos

ESTOCAMOS.

GOSTARIA DE NOS FAZER
COMPANHIA? APROVEITAR E NOS
CONTAR MAIS SOBRE O ASSUNTO?

ADORARIA. P
DEIXA EU &0

TROCAR DE [
LINIFORME.

MENINOS! VENHAM!
O CAFE JA ESTA
PRONTO!

f

. "
— 71 NR T g
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5. DISCUSSAO

O conhecimento sobre a dindmica de infec¢bes dos arenavirus em roedores e humanos
no Brasil ainda é restrita. Ao iniciarmos o presente trabalho apenas quatro arenavirus eram
reconhecidos em nosso territorio, a maioria descrita em trabalhos nas decadas de 1960 e 1970
(Pinheiro et al.1966, 1977). Mesmo apds relato do primeiro e Unico caso natural de febre
hemorrégica brasileira (FHBr), descrita em 1990, pouco progresso ocorreu ndo somente no
campo da virologia, mas também da identificacdo de potenciais reservatorios e da
investigacdo de infeccdo em populacdes potencialmente sob risco de infeccdo (Machado et al.
2010). Assim, esse trabalho preenche uma lacuna importante no conhecimento das febres
hemorragicas virais no Brasil.

Neste contexto, com os resultados obtidos a partir do desenvolvimento desta pesquisa
percebe-se uma mudanca drastica do cenario brasileiro das arenaviroses. O numero de virus
detectados passou de quatro para 10, 0 nimero de roedores reservatérios distribuidos em sete
estados da federagdo, chegou a 12, com evidéncias de infecbes humanas em cinco deles.
Estes resultados serdo discutidos seguindo os trés eixos descritos previamente na secao

anterior.

5.1. Detecgdo e caracterizacdo de mammarenavirus em animais silvestres

Um foco importante foi dado a familia Arenaviridae ap6s a descricdo desses virus em
serpentes com caracteristicas genéticas diferentes dos demais membros do grupo (Stenglein et
al. 2012, Hetzel et al. 2013). Como resultado disso, nos Gltimos anos um crescente numero de
arenavirus tém sido identificados, principalmente nos continentes africano e asiatico, sdo mais
de 10 espécies reconhecidas num periodo de cinco anos (Cajimat et al., 2012; 2013; Bisordi,
2015; Radoshitzky et al. 2015; Li et al., 2015; Lavergne et al., 2015; Gryssels et al., 2015;
Witkowski et al., 2015). Apesar do enorme entusiasmo observado na Gltima década nas
pesquisas envolvendo arenavirus, novas descobertas sobre arenavirus nas Américas ficaram
restritas a América do Norte, com poucos relatos provenientes dos paises da Ameérica latina.

O siléncio epidemiologico das arenaviroses no Brasil é desproporcional a sua
biodiversidade especialmente no que se refere aos roedores, principais reservatorios dos
arenavirus. No Brasil, novas espécies da ordem Rodentia foram reconhecidas, descritas e até
reclassificadas. Cerca de 71 géneros e 235 espécies de roedores foram encontrados no Brasil
(Oliveira et al. 2014). A familia Cricetidae é a mais diversificada, com 117 espécies e 36

géneros agrupados na subfamilia Sigmodontinae, que inclui todos os hospedeiros arenavirus
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identificados no América do Sul (Oliveira & Bonvicino, 2006, Reis et al. 2006). Esta ampla
diversidade de Sigmodontinae é encontrada em todos 0s ecossistemas brasileiros: Amazonia,
Cerrado, da Mata Atlantica, Caatinga, Pampa e Pantanal. Nestas diferentes regides, € possivel
encontrar, em relacdo ao uso do habitat, espécies de roedores generalistas e restritas (Carvalho
de Oliveira et al. 2014, Yahnke 2006).

Na maioria do territorio brasileiro, todos os biomas acima mencionados sofreram uma
fragmentacdo rapida, evento que pode afetar a capacidade das espécies de roedores de se
espalharem pela paisagem e levar ao deslocamento de algumas espécies com substituicao por
outras (Myers et al. 2000, Ribeiro et al. 2009). Esta situacdo ameaca a grande diversidade e
muitos endemismos desses biomas, afetando assim a dindmica de transmisséo de arenavirus.

Tendo em vista a diversidade descrita acima e a defasagem do conhecimento sobre 0s
reservatorios de arenavirus no Brasil, realizamos a pesquisa de fragmentos do genoma dos
mammarenavirus em roedores silvestres de estudos que envolveram coletas nos estados do
Acre, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Santa Catarina
e Tocantins. Foram analisados 488 roedores, incluidos nos trabalhos apresentados na secéo 4.
Foi constatada a amplificacdo do material genético de mammarenavirus em 49 roedores de
oito espécies diferentes, provenientes de cinco estados, Acre, Goids, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Minas Gerais. Todos os estados mencionados ndo possuiam evidéncias
prévias da circulacdo de arenavirus em roedores, uma vez que as descri¢ces desses virus se
restringiam ao norte do pais e ao estado de Sdo Paulo (Pinheiro et al., 1966, 1977, Bisordi et
al. 2015, Sabino-Santos et al. 2016).

Neste contexto apresentado acima, é preciso considerar um aspecto importante; 0s
roedores inseridos no estudo foram capturados os anos de 2003 a 2015 e assim nédo foi
possivel correlacionar ou mesmo estabelecer temporalidade entre os anos e as diferentes
prevaléncias observadas nas areas avaliadas. No entanto, apesar dos limites do presente
desenho, os resultados obtidos apontam para a necessidade de mais pesquisas para um melhor
entendimento da dindmica de infeccdo nos ciclos enzooticos dos mammarenavirus em
diferentes populacBes de roedores no Brasil. Assim, é possivel inferir que estudos
longitudinais se fazem necessarios, especialmente nos municipios de Aporé, Corumba e
Sidrolandia, onde encontramos maiores prevaléncias e co-circulacdo de diferentes espécies de
mammarenavirus.

Quanto a auséncia de animais infectados nos estados do Rio de Janeiro, Santa Catarina
e Tocantins, pode ser justificada pelo pequeno numero de animais incluidos no estudo — 02,
02 e 17 -, respectivamente -, incluindo apenas espécies especificas de roedores. E pertinente

ressaltar que existem relatos de um surto de febre hemorragica que poderia estar associado
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aos arenavirus no estado do Rio de Janeiro, mas sem comprovacdo laboratorial (Tuboi et al.
2001). E importante e necessario registrar que todos os virus descritos no presente estudo s&o
ou (i) espécies sem relato de descricao prévia no Brasil ou (ii) novas espécies virais.

O primeiro grupo dos mammarenavirus faz referéncia aos membros da Clade C do
Novo Mundo, os virus Latino (LATV) e Oliveros (OLVV), ambos descritos pela primeira vez
em nosso territorio como descrito nos Artigos 1 e 2. O LATYV foi detectado em duas espécies
de roedores do género Calomys, em diferentes prevaléncias 67,8% em C. callosus do Mato
Grosso do Sul e 9,5% em C. callidus no Mato Grosso. A diferenca encontrada por esses
estudos pode ser justificada por diferentes aspectos bioldgicos, viroldgicos e ambientais, ou
mais provavelmente pelo conjunto dos mesmos. Condigdes ambientais como baixa oferta de
alimentos, alta densidade populacional podem estar influenciando um maior ndmero de
encontros agonisticos entre C. callosus, assim como a infeccdo nessa espécie em particular
pode estar ocorrendo de forma vertical (Peters et al. 1973). E preciso ressaltar que duas das
trés fémeas gravidas capturadas no local, apresentavam infeccdo pelo LATV, fator que
corrobora a alta prevaléncia encontrada. Estudos longitudinais sdo necessarios para avaliar 0s
padrdes de infeccdes e os fatores envolvidos na dindmica de infeccdo das diferentes espécies
de Calomys nas diferentes localidades.

A deteccdo do OLVV em N. laisurus aponta para uma maior disperséo territorial desse
virus nas Ameéricas, considerando a ampla distribuicdo do roedor, fato corroborado pela
deteccdo do virus em N. lasirus em Cassilandia (MS), dado este obtido no presente estudo
(Artigo 5) e da evidéncia sorologica de roedores da mesma espécie infectados por
mammarenavirus em S8o Paulo (Sabino-Santos et al. 2016). Futuras investigacdes em N.
lasiurus podem levar a deteccdo de arenavirus em novas &reas. Uma caracteristica da
linhagem do virus OLVV encontrada no Brasil é sua divergéncia na nucleoproteina (NP) com
0 protétipo do OLVV (11.2%), muito préxima ao ponto de corte recomendado pelo Comité
internacional de Taxondmia Viral de 12% de (ICTV). Para nos certificarmos da inclusdo do
virus detectado em MS como linhagem do virus OLVV realizamos uma analise com o
segmento S completo, utilizando o PASC, o que resultou em 76,67 - 70,62% de similaridade
com o0s virus OLV [GenBank NC01248] e LAT [GenBank AF485259], corroborando seu
status taxondmico descrito no Artigo 1 do presente estudo.

Surpreendentemente, trés novos mammarenavirus foram identificados neste estudo. O
primeiro deles, o virus Xapuri (XAPV) no roedor Neacomys musseri do estado do Acre, que
representa o primeiro rearranjo de arenavirus detectado em condic¢des naturais (Artigo 3). Sua
posicao filogenética entre as Clades B e C do Novo mundo € intrigante e aponta novamente

para a necessidade de pesquisas de arenavirus em animais silvestres. Assim como a
188



recombinacéo detectada nos mammarenavirus da América do Norte, 0 XAPV provalvemente
ndo é o Unico virus a ser fruto deste processo e, desta forma, estudos futuros poderdo
descobrir um nimero maior de virus relacionados (Archer & Rico-Hesse 2002, Charrel et al.
2003, Vezza et al. 1980). Provavelmente os eventos mencionados foram ocasionados por
processo de infeccdo de um mesmo hospedeiro por mdltiplos arenavirus conforme descrito
por Irwin e colaboradores 2012. Mais uma vez os mammarenavirus do NV se apresentam
como o grupo mais diverso dentro do género Mammarenavirus. Nao obstante, outro resultado
que também chama atencdo € a composicdo de segmentos e proteinas do virus XAPV, que
curiosamente € uma combinacdo entre as Clades B e C do Novo mundo, reforcando a
necessidade do sequenciamento completo dos arenavirus para uma melhor caracterizacao.
Apesar de ndo estarem relacionados a casos de infeccdo humana, sabe-se que o0s virus da
Clade B utilizam os mesmos receptores celulares que os virus do VM (virus Lassa e LCM), o
que pode ser indicativo da capacidade de infectar humanos (Borrow & Oldstone 1994).
Diante do exposto, é preciso considerar que a adicdo de proteinas relacionadas a um virus da
Clade B, grupo que abriga os agentes etioldgicos das febres hemorréagicas americanas (FHA),
pode representar uma potencial ameaca, uma vez que diversos estudos vém relacionando 0s
fatores de viruléncia a proteinas como a RNA polimerase RNA dependente (RpRd) e a Matriz
de Zinco (Z) (Shao et al. 2015).

Um segundo virus caracterizado neste estudo foi o arenavirus Rio Preto, encontrado
em Oecomys a partir da deteccdo de fragmentos de RNA gendmico dos mammarenavirus em
amostras de figado conservadas em etanol 95-100%, de material testemunho que estava
depositado por cerca de oito anos na colecdo de mamiferos do Laboratério de Biologia e
Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatérios, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz.
Embora o dado seja muito interessante, ndo foi possivel discutir com mais profundidade nos
Artigos 4 e 5 que se encontram na secdo 4, devido a taxonomia complexa do género
Oecomys.

Em um pequeno ensaio piloto constituido por 10 amostras sabidamente positivas para
arenavirus, amplificadas pela RT-PCR e posteriormente sequenciadas, foi realizada a
deteccdo dos arenavirus, de acordo com protocolo descrito por Garcia e colaboradores (2000).
A recuperacdo do RNA viral foi possivel em 60% (6/10) dos figados fixados em etanol, com a
recuperacdo de fragmentos com tamanho aproximadamente de 1.000 pb. Em relagéo as quatro
amostras, 0 insucesso na recuperagdo do RNA provavelmente foi decorrente do fato do etanol
ndo ser capaz de inativar completamente as RNases, evento que pode ter prejudicado a anélise
de grandes fragmentos de RNA ou mesmo de moléculas completas (Esser et al. 1995, Su et al.

2004, Hu et al. 2005). Esses resultados devem ser investigados mais profundamente para que
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os valores preditivos de deteccao sejam obtidos em uma escala temporal e quantitativa, com a
utilizagdo de um grupo amostral maior.

ColecBes de mamiferos em geral compreendem séries taxidermizadas, peles e
esqueletos, especimes fixados em meio liquido, tecidos destinados a extracdo de DNA
(tecidos fixados em etanol, armazenados em freezers, -20° C), bem como outras preparagdes
relacionadas (Lemos & D’Andréa, 2014). Apesar de pouco usual e de potencial subestimado,
a utilizacdo de tecido fixado em etanol ja foi descrita na caracterizacdo de virus de RNA
(Submicay et al. 2012, Gu et al. 2013, 2014). Na verdade o primeiro relato de hantavirus
infectando morcegos foi realizado a partir de estudos envolvendo tecido (figado) fixado em
etanol de cole¢des de mamiferos africanos (Submicay et al. 2012).

Embora os resultados obtidos em material fixado em etanol devam ser avaliados com
cuidado, principalmente no que se refere a analises de prevaléncia e de incidéncia de infecgéo,
é preciso reforcar que a utilizacdo desse material como meio de deteccdo da circulacdo de
patdgenos precisa ser considerada, como foi possivel demonstrar nos Artigos 4 e 5. Neste
contexto, ndo s6 foi possivel recuperar dois arenavirus em material de colecdo de O.
mattogrossae e O. franciscorum, que foram coletados no municipio de Corumba, Mato
Grosso do Sul, mas também registrar os primeiros relatos da presenca desses virus no bioma
Pantanal, reforcando a necessidade de mais estudos nessa regido. Assim, além da
identificacdo de dois novos arenavirus, com o presente estudo foi possivel confirmar que a
analise de material de arquivo pode e deve ser realizada como piloto com o objetivo, entre
outros, de indicar areas ou animais para 0s quais esforcos de pesquisa devem ser direcionados.

Com a pretensdo de chamar a atencdo para sua importancia, as colecdes de animais
constituem ndo so6 o testemunho da identidade das espécies, mas encerram também materiais
inéditos que podem auxiliar nas diversas abordagens epidemioldgicas e em estudos evolutivos
de diferentes espécies de mamiferos ou mesmo, como no caso deste estudo, ser fonte para
novos trabalhos, distintos das que os originaram. Por fim, é pertinente ratificar que estes
pontos discutidos se tornam ainda mais relevantes e estratégicos quando se considera o custo
relativamente baixo da preparagdo e manutencdo do material j& coletado frente ao alto custo
para realizacdo de trabalhos de campo.

O terceiro e ultimo virus detectado neste trabalho, descrito no Artigo 5, foi o virus
Aporé (APRV) em O. mattogrossae, nos estados de Goias e Mato Grosso do Sul. Este virus
altamente relacionado aos virus Sabia (SABV) e Chapare (CHPV), ambos agentes etioldgicos
de febres hemorragicas, mas ainda sem descricdo do animal reservatorio (Lisieux et al. 1994,
Delagado et al. 2008). APRV representa a evidéncia de que provavelmente esses virus

utilizam roedores como seus animais reservatorios. Devido as semelhancas entre APRV,
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SABYV e CHPV é possivel que, caso a patogenicidade do novo virus ndo seja comprovada,
gue o APRYV possa servir como modelo de estudos ecoldgicos e viroldgicos para aumentar o
conhecimento sobre arenavirus como 0 SABV e CHPV. Neste trabalho foi possivel observar
que o segmento S do APRV parce ser fruto da recombinacdo entre os virus ja citados nesse
paragrafo. Diferentemente, dos demais membros do género Mammarenavirus para 0s quais 0S
relatos de recombinacdo resultam em trocas completas de genes (geralmente o gen GPC) do
segmento S, o0 APRV ndo possui um ponto unico de recombinacdo (Archer & Rico-Hessen
2002). Assim, apesar do nimero consideravel de sequéncias geradas para outros membros da
Clade B (Junin, Machupo, Guanarito) ndo existe a descricdo da ocorréncia de eventos desse
tipo nesse grupo de virus e parce entdo ndo estar associado a um maior risco de emergéncia ou
salto de hospedeiros (spillover) (Cajimat et al. 2009, Emonet et al 2009). Essa evidéncia
parece reforcar o fato do roedor O. mattograssae também poder agir como hospedeiro para 0s
virus CHP e SAB, uma vez que para que eventos de recombinagcdo acontecam esses Virus
precisariam infectar simultaneamente 0 mesmo animal.

E importante ressaltar que o estudo realizado no municipio de Cassilandia se deu a
partir de um estudo de levantamento de fauna, em decorréncia da implantacdo de uma
hidroelétrica, a segunda no municipio. Assim ha que se considerar que 0s impactos ambientais
causados por esse tipo de empreendimento poderdo levar a uma maior aproximagao entre
roedores e humanos, aumentando o risco e exposi¢cdo ao APRV e a outros patdgenos que
possam estar circulando na regido afetada (Carvalho de Oliveira et al. 2014, Mills et al. 1994,
Mills & Childs 1998). Esse tipo de impacto ambiental também pode aumentar a taxa de
contato entre os diversos grupos de animais, facilitando a transmissao de agentes infecciosos
(Guterres & Lemos 2017). Deste modo, co-infeccGes de diferentes virus em um mesmo
roedor podem se tornar mais frequentes. E dificil avaliar o real impacto deste
empreendimento nos ciclos de transmissdo de patdgenos, mas sua importancia ndo deve e ndo
pode ser desconsiderada. Mesmo assim, em nosso estudo essa foi a Unica regido onde uma co-
infeccdo entre arenavirus e hantavirus foi identificada (Guterres et al. 2014). E preciso
observar que todas as demais amostras do presente estudo foram previamente avaliadas
quanto a presenca de hantavirus e que em nenhuma outra amostra a presenca de infeccéo por
esses dois virus foi relatada. Fruto do impacto antrépico ou néo, esta co-infecgéo representa
um evento de grande importancia, considerando a capacidade da geracdo de novos agentes
virais de origem quimérica e seu consequente impacto totalmente desconhecido para salude
humana e animal.

Acredita-se que infec¢des simultaneas como a descrita acima podem ter sido o evento

chave para o surgimento dos arenavirus de serpentes (Zapata & Salvato 2013). Assim, com
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todos os questionamentos resultantes desta tese e, em consonancia com outras pesquisas em
execucao no laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses (LHR), o Artigo 6 foi concebido. Na
tentativa de melhor entender a ja reconhecida, mas pouco explorada relacdo entre o0s
arenavirus e os bunyavirus (Kuhn et al. 2016). Além de reforcar as relagdes entre 0s
arenavirus e 0s bunyavirus, especialmente os nairovirus, essa publicacdo também fomentou
discuss@es junto ao ICTV, resultando na elaboracdo de uma proposta elaborada pelos grupos
de discussdo da familia Arenaviridae e outros grupos correlatos, sugerindo a inclusdo dos
arenavirus na recém formada ordem Bunyavirales. Até a finalizacdo desta tese a proposta se
encontrava em avaliacao.

Com os resultados apresentados o Brasil passa a ter destaque no cenario mundial,
como o pais com o maior nUmero de mammarenavirus identificados em seu territério e como

0 Unico pais com circulacdo documentada das Clades A, B e C do Novo Mundo.

5.2 Estudos soroepidemioldgicos em populac@es rurais

A saude da populacdo rural é condicionada a fatores sociais, raciais e de género,
econémicos, tecnoldgicos e organizacionais relacionados ao perfil de producdo e consumo,
além de fatores de risco de natureza fisica, quimica, bioldgica, mecénica e ergonémica
presentes nos diversos e especificos processos de trabalho (Kassouf 2005). E neste contexto
que atua o programa Brasil sem miséria (PBSM). O numero de individuos atendidos pelo
PBSM nas regifes que fazem parte deste estudo variou de 10,5% da populacdo do municipio
de Jatai, GO até 50,5% em Acrelandia no Acre. O acesso a melhores condicdes de vida, satde
e seguranca alimentar sdo questdes primarias que precisam e devem ser sanadas. A
desnutricdo e/ou a falta de ferro podem a gravar os casos de FHA, pelo aumento da expressao
de receptores de transferrina humana (hTfR1), na tentativa de absorver uma maior quantidade
de ferro, 0 que no caso de infec¢cdo por arenavirus facilita a entrada viral nas células (Shao et
al. 2015). Assim, os resultados gerados pelo presente estudo, em todas as suas dimensdes,
ressaltam a importancia de se vincular esses programas a atividades de vigilancia em salde,
para o fortalecimento e manutencdo do mesmo. Destaca-se, assim, a importancia de
informac0des especificas sobre a satde das popula¢es do campo e da floresta, possibilitando a
identificacdo dos agravos relativos a essas populaces.

Esta etapa do presente estudo vai de encontro a essa afirmativa, com a caracterizagdo
de um agravo de circulagéo silenciosa em populacgdes rurais de diferentes regiées do Brasil.
Um total de 1.099 amostras foi testado, resultando numa prevaléncia de 1,63% (18/1.099)

para arenavirus. As localidades incluidas no estudo possuiam individuos reativos com
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prevaléncias que variaram de 0,64% (3/466) em Goias até 2,91% (6/206) no Acre. Apesar de
todos estados terem sido selecionados com base na presenga da circulagdo de arenavirus em
roedores e que uma correlacdo geogréfica e temporal ndo pode ser realizada, é importante
salientar que todas as localidades apresentaram evidéncias soroldgicas para infeccdo por
arenavirus.

Em destaque se encontra o municipio de Acrelandia no Acre com a maior prevaléncia
entre as quatro areas estudadas. H& que se registrar que no Acre foram observadas as piores
condi¢cdes de moradia e, em especial no que se refere ao saneamento basico, justificando,
desta forma, o alto nivel de cobertura do PBSM no municipio. Uma menor prevaléncia para
arenavirus foi encontrada coincidentemente no municipio de menor cobertura do PBSM. Os
dados de cobertura do PBSM geralmente apontam para locais de maior vulnerabilidade social
e biofisica. Assim, estes dados podem auxiliar na identificacdo de locais onde as atividades de
vigilancia e prevencdo de doencas associadas a roedores precisam ser intensificadas, com
acOes sustentaveis de incentivo a agricultura familiar em especificas regides rurais.

Embora as arenaviroses facam parte da lista de doencas de notificacdo compulséria
imediata desde 2016, ndo existem normativas ou manuais com indicacaos sobre como realizar
o manejo clinico do paciente e sobre o diagnéstico laboratorial. E preciso também registrar
que ndo existem Kits comerciais disponiveis para o diagnostico soroldgico das arenaviroses do
NM e que as técnicas moleculares sdo especificas, detectando, na maioria das vezes, espécies
especificas de arenavirus, ndo sendo, portanto, adequadas ao cendrio brasileiro onde ocorre a
circulacdo de maltiplas espécies de patogenicidade desconhecida.

Em relacdo a sensibilidade e a especificidade dos testes soroldgicos de ELISA, estudos
realizados na Argentina para avaliar o seu desempenho em comparagdo com o teste de
neutralizacdo por reducdo em placa (PRNT) demonstraram que os testes apresentam altos
valores de especificidade (98.8 a 100%) e sensibilidade (95.6%), sendo muitas vezes, o teste
sorologico de escolha pela “facilidade” de execucdo e bons resultados principalmente quando
utilizado em dilui¢des maiores ou iguais a 1:800 (Garcia Franco et al. 1988, Riera et al. 1997).
Mas, como ja foi discutido anteriormente, a especificidade antigénica relacionada a algumas
espécies virais dificulta a implantacdo de um teste sorolégico com um antigeno Unico capaz
de ser utilizado como instrumento para realizacao de inquéritos. Em nosso estudo utilizamos o
virus Junin, um arenavirus da Ameérica do Sul, em amostras de soro com baixa diluicédo,
considerando que a nossa intencdo era aumentar a sensibilidade, uma vez que devido a
especificidade antigénica deste virus, poderia se perder resultados positivos para outras
espeécies de arenavirus. Apesar de ndo ser o ideal, estudos envolvendo as espécies detectadas

no Brasil e suas propriedades antigénicas precisam ser analisadas para a padronizacdo de um
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teste mais especifico para 0 nosso territorio ou mesmo de testes especificos para determinadas
regides do pais, considerando a diversidade de arenavirus presentes no territorio.

Um padréo epidemioldgico diferente dos observados na literatura foi descrito no
presente estudo, no qual ndo se encontrou associacdo entre idade, sexo, atividades agricolas e
a deteccdo de anticorpos para arenavirus (Enria et. al 1998, Machado et al. 2010). Os
resultados obtidos apontam néo apenas para as atividades de trabalho rurais, mas também para
0 ambiente rural/agricola como importante fator nas infec¢Bes por arenavirus, tendo em vista
que ndo houve associacdo exclusiva entre o desenvolvimento de uma determinada atividade
no campo e sorreatividade. Foi observado que uma parte dos individuos reativos relatava
exercer atividades em ambientes fechados no interior das habitagcdes. Relacionamos a esses
dados, as condi¢Ges de moradia, armazenamento de alimentos e a criagdo de animais
domeésticos que podem ter influenciado a presenca de roedores nos domicilios e anexos, como
paiois, celeiros e galinheiros, resultando assim, em um maior contato entre esses individuos e
esse grupo de animais. E importante também relatar que durante periodos de colheita ou em
periodos nos quais existe sobrecarga de trabalho é comum que outros membros da familia
auxiliem no trabalho do campo, mesmo que essas atividades ndo estejam relacionadas a sua
rotina diaria.

Como é possivel observar na descri¢do das populagdes estudadas, além do acesso ao
saneamento béasico e a coleta seletiva de lixo se apresentarem precarios ou inexistentes,
muitos individuos residiam ou ja residiram em habitacGes precéarias feitas de madeira ou
mesmo em habitacbes improvisadas de lona e madeira (acampamentos). Comprovadamente,
essas condi¢des sdo favoraveis para instalacdo e proliferacdo de roedores, especialmente em
areas impactadas ndo apenas pela agricultura familiar, mas pelos grandes empreendimentos
agricolas, madeireiras e garimpos adjacentes (Bonwitt et al. 2017). Toma-se como exemplo a
regido Centro-Oeste, onde se verifica uma expansao agricola caracterizada por um aumento
muito rapido, de 22,8%, da area plantada com grdos. Esta expansdo recente de area ocorreu
sobretudo na plantacdo da soja, nada menos que 66,1% na regido Centro-Oeste (Domingues &
Bermann 2012).

Esses resultados sdo corroborados também pelos resultados dos estudos de prevaléncia
de hantavirus conduzidos nas populacdes de Goias e Mato Grosso do Sul, demonstrando o
que pode ser entendido como uma transicdo do perfil epidemiologico dessas doencas, nas
quais ndo so a atividade agricola é importante, mas também o ambiente rural como um todo
(Artigo 9 e 10).

As condicOes de saude dessas populagdes, segundo os resultados de diversos estudos,

evidenciam uma situacdo mais precaria se comparada com a da populagdo urbana (Kassouf
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2015). No campo e na floresta, ainda existem limitacdes de acesso e qualidade nos servigos de
salde. De acordo com o Plano Nacional de Saude Integral das Popula¢des do Campo e da
Floresta (PNSIPCF) no campo brasileiro sdo encontrados os maiores indices de mortalidade
infantil, de incidéncia de endemias, de insalubridade e de analfabetismo, caracterizando uma
situacdo de enorme pobreza decorrente das restricbes ao acesso aos bens e servigos
indispensaveis a vida (BRASIL, 2013). Sendo assim, ndo é dificil deduzir que frente a esse
cenario, doencas consideradas de baixa incidéncia e negligenciadas pelos sistemas de saude,
como as arenaviroses, possam ndo estar sendo diagnosticas ja que sdo frequentemente
desconsideradas como possibilidade diagnostica.

Vale ressaltar também que algumas doencas com alto impacto quantitativo estdo
intimamente ligadas a condicdo do campo e da floresta e, portanto, sdo relevantes para as
populacdes do campo. De acordo com o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(Sinan/MS) e o Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemioldgica da Malaria (Sivep —
Maléaria/MS), destacam-se dentre as doencas endémicas: a maléaria, a febre amarela, a doenca
de Chagas e a leishmaniose (BRASIL, 2013). E preciso considerar que muitos casos suspeitos
dessas doencas sdo descartados por testes laboratoriais ou que alguns casos sdo confirmados
com base nos dados clinicos e epidemioldgicos, sem confirmacdo laboratorial, evento
frequente durante periodos de surtos. O recente surto de febre amarela que aflige o Brasil é
um exemplo, no qual dos 470 casos suspeitos no estado de Sdo Paulo, apenas 35 foram
confirmados e 290 descartados, considerando que S&o Paulo é o Unico estado com relato de
FHA no pais (Liseux et al. 1994, Ministério da saude 2018). A mesma premissa pode ser
utilizada para doencas como dengue e maléria, pois apresentam um grande nimero de casos
notificados e uma grande proporcdo de casos permanece sem confirmacdo do agente
etioldgico.

A ocorréncia silenciosa das arenaviroses € um problema que vem sendo colocado em
pauta por muitos trabalhos. Blasdell e colaboradores (2016) realizaram uma investigacao eco-
epidemioldgica no Reino Unido que resultou na identificacdo de um novo arenavirus, Loei
River virus em roedores das espécies Bandicota indica, B. savilei e Niviventer fulvescens.
InvestigacOes retrospectivas em casos ndo confirmados de dengue e inflenza revelaram a
presenca deste novo arenavirus, demonstrando a ocorréncia de casos humanos desde 2008.
Os resultados apresentados no presente estudo, em consonancia com a publicacdo de Blasdell
et al. 2016, apontam para a necessidade de uma vigilancia epidemiolégica integrada nos
estudos das arenaviroses. A deteccdo do virus em roedores ndo necessariamente significa
risco para saude humana, mas serve de ferramenta para criagdo de capacidade diagndstica e

como alerta para as unidades de satde, construindo, assim, uma vigilancia preventiva.
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Neste contexto e com este mesmo olhar, é preciso, por fim, reafirmar a necessidade e a
importancia da capacidade diagndstica ser construida com base ndo somente dos agentes
infecciosos frequentemente diagnosticados na rotina, mas também com a incluséo de agentes
infecciosos ditos zoondticos, pouco visiveis ou mesmo invisiveis, que embora ndo estejam
associados a grandes epidemias de elevado impacto quantitativo, sdo resposaveis por
infeccbes de elevada letalidade. O Brasil faz fronteira com os trés outros paises onde FHA
continuadamente tem sido reportada e, desta forma, é preciso também levar em conta a
possibilidade da “entrada” de um arenavirus exotico, considerando, especialmente no
momento atual, 0 aumento de refugiados no territorio latino americano, tal como observado aa
Africa, onde novas areas de ocorréncia da febre do Lassa foram relacionadas a migragiode
refugiados de diferentes regides, consequente ao deslocamenteo do roedor reservatorio
(Shaffer et al. 2014).

5.3. Restituicdo de resultados e estratégias de educacao em saude

A sobreposicdo de doencas endémicas nas areas estudadas se coloca como um
obstaculo na deteccdo de possiveis casos de infeccdo por arenavirus ja que possuem um
aspecto clinico amplo e inespecifico (Enria et al. 1998, Salas et al. 1991). Para isso é
importante a divulgacdo sobre a doenca para populacdo e para os profissionais de saude. As
doencas transmitidas por roedores apresentam um grave problema de saude publica
especialmente em areas rurais, onde o contato entre humanos e estes animais costuma ser
frequente.

No campo da ética em pesquisa, 0 tema da restituicdo dos resultados € uma questao
emergente. Cada vez mais, as instituices, sejam universidades ou institutos de pesquisa,
agéncias de fomento e a sociedade exigem que os pesquisadores expliquem como e quando
planejam devolver os resultados da pesquisa aos individuos ou as comunidades envolvidas na
fase de coleta de material e/ou dados (Litre et al 2017). A criagdo de um instrumento de
comunicagédo direcionado ao publico alvo da pesquisa ndo se traduz apenas como um produto
do estudo desenvolvido, mas, de todo modo mais significativo, apresenta-se como um
compromisso ético dos pesquisadores em restituir os resultados da pesquisa aos seus
interlocutores de maneira direta ou indireta (Pessanha et al. 2013).

A comunicacdo publica, em seu sentido mais amplo, envolve empresas, instituicoes
publicas e privadas, o terceiro setor e a sociedade como um todo (Oliveira, 2004). Para além
do compromisso ético da restituicdo de resultados aos atores envolvidos, é importante refletir

sobre o papel do pesquisador como agente da divulgacdo de suas pesquisas, promovendo a
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inclusdo social e a melhoria da qualidade de vida. A forma como se da essa divulgagédo €
fundamental para garantir a recepcéo e o acesso do publico de interesse e a retroalimentagdo
do processo de coprodugéo do conhecimento (Nasuti et al. 2016).

Com base nesses principios, foram construidos os produtos apresentados na secao 4.
As notas informativas sdo a forma de se aproximar dos profissionais de salde que estdo na
ponta de todo o processo de vigilancia em salide. A inexisténcia de informacéo e a falta de
conhecimento desses profissionais muitas vezes impossibilitam o diagnostico de doengas
como as arenaviroses. E importante que estes profissionais sejam alertados sobre a
possibilidade de casos a partir das evidéncias clinicas e epidemioldgicas que possam ser
identificadas em suas regibes de atuacdo. A participacao e colaboragdo dos sistemas de salde
nas mais diferentes esferas é essencial para execucdo, aderéncia e implantacdo de novos
modelos de vigilancia.

Um apoio importante nesse trabalho surge da parceria realizada com a Organizagédo
Pan-americana de Saude (OPAS), culminando na producéo de uma cartilha e da construcao de
um Alerta Epidemioldgico. A geracdo de um alerta sobre as infec¢fes por arenavirus nas
Américas, desencadeada pelos resultados deste trabalho e pelo aumento dos relatos de
deteccdo desses virus em humanos e animais em todo o continente americano, confirma a
preocupacao do presente estudo com as politicas internacionais de sadde.

Quanto a cartilha, cuja elaboracdo contou com o apoio da OPAS, optou-se pelo seu
uso por se tratar de um material no qual a informacdo pode ser transmitida de maneira
simples, objetiva e ilustrativa, considerando que os agricultores familiares foram o publico
alvo para restituicdo de dados. A cartilha, dirigida para um publico infanto-juvenil, foi
dividida em duas partes ambas retratadas como historia em quadrinhos. A primeira parte
apresenta situacdes problemas frente a presenca de roedores no interior de uma residéncia
familiar e também nos anexos. A segunda parte é caracterizada pela resolucdo do problema
central da historia, infestacdo por roedores no domicilio, e a apresentacdo das medidas de
prevencdo. Na terceira etapa, é introduzido um personagem ligado ao sistema de vigilancia
em saude, na tentativa de diminuir as distancias entre populacdo e profissionais da saude.
Sempre procurando estabelecer uma relacdo agradavel com o publico alvo, a partir das
ilustracdes que, além de informativas, também s&o a porta de entrada para o texto escrito. A
ideia foi eliminar eventuais barreiras intimidadoras que tornassem dificil ou impossivel a
leitura da cartilha. Vale ainda ressaltar a escassez de material educacional de qualidade a
respeito do tema.

Acredita-se que a utilizacdo de linguagem verbal e ndo verbal na elaboracdo de um

instrumento de comunicacdo, como a cartilha educacional, possa facilitar a disseminacéo de
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conteudos cientificos e promover a aproximacéo do publico com o assunto tratado. Por outro
lado, no entanto, ndo se pode desconsiderar a limitacdo e os desafios do instrumento
associados com a dificuldade intrinseca do produto, ja que se trata de um material impresso de
leitura. Assim, mesmo que a cartilha seja baseada em ilustracdes, ela apresenta textos escritos,
0 que pode prejudicar o aproveitamento por parte do publico analfabeto.

Tendo em vista a complexidade assim como a escassez de estudos sobre arenaviroses,
espera-se que as acdes desencadeadas pelos resultados da presente pesquisa possam néo
somente preencher um grande hiato do conhecimento da FHBr, mas também e
fundamentalmente culminar em agdes concretas na prevencdo das arenaviroses e de outras
doencgas associadas a roedores, como a hantavirose e a leptospirose, fortalecendo a rede de
vigilancia em salde e fornecendo subsidios para programas de desenvolvimento sociais ndo

somente no Brasil mas também na América latina.
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6. CONCLUSOES

- A presenga de infeccdo por mammarenavirus foi detectada em cinco espécies de
roedores Calomys callosus, C. callidus, Necromys lasiurus, Neacomys musseri e Oecomys sp.
O. cleberi, O. franciscorum e Oligoryzomys mattogrossae, nos estados do Acre, Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, demonstrando a diversidade de espécies de

roedores envolvidos no ciclos dos arenavirus.

- Duas linhagens do virus Latino foram detectadas, a linhagem MARU em roedores da
especie C. callidus do estado do Mato Grosso, e altas prevaléncias da linhagem Capdo seco

em C. callosus do Mato Grosso do Sul, confirmando a grande variabilidade viral.

- Virus Oliveros foi caracterizado pela primeira vez no Brasil em roedores N. lasiurus
capturadosno Mato Grosso do Sul, nos municipios de Sidrolandia e Cassilandia. Nas duas

situacbes OLVV foi encontrado co-circulando com outros arenavirus.

- O virus Xapuri, detectado em N. musseri no estado do Acre, além de ser o primeiro
mammarenavirus produto de um rearranjo natural, foi caracterizado como o primeiro membro
de uma possivel quinta clade dos mamarenavirus do Novo Mundo, refor¢ando a necessidade

do sequenciamento genémico completo dos arenavirus para uma caracterizacdo adequada.

- Um novo mammarenavirus da Clade A do Novo Mundo, o virus Rio Preto, foi
detectado, sendo este o primeiro relato da infeccdo de roedores do género Oecomys por

arenavirus no Brasil.

-Um novo mammarenavirus membro da Clade B do Novo Mundo, denominado virus
Aporé, foi caracterizado por sequenciamento completo, o que possibilitou comprovar a sua
estreita relagdo com os mammarenavirus patogénicos, Sabia e Chapare, que até a presente

data ndo possuem seu reservatorio natural identificado.

- O virus Aporé foi detectado em roedores da espécie O. mattogrossae, o hospedeiro
natural do virus Aporé no cerrado brasileiro, mas que pode também ser reservatdrio do virus

Latino no bioma Pantanal.

- Pela primeira vez na literatura foi descrita a co-infeccdo simultdnea por
mammarenavirus e hantavirus em Unico roedor, O. mattograssae, sem evidéncias de

implicacdes atuais na geracao de novas variantes virais quimericas.

- Materiais testemunhos de cole¢des de mamiferos como figado conservado em etanol

demonstrou elevado potencial para utilizacdo alternativa em estudos de identificacdo de
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infeccbes por mammarenavirus por meio da amplificacdo de fragmentos gendmicas pela

técnica de RT-PCR qualitativo.

- Os membros da familia Arenaviridae foram relacionados aos virus da ordem
Bunyavirales, em especial a familia Nairoviridae, fazendo-se necessaria a inclusdo desses

virus na ordem.

- Anticorpos da classe IgG anti-mammavirus foram detectados em 1,63 % da
populacdo de assentados da reforma agraria e quilombolas, nos estados do Acre, Goias, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul. Considerando os limites do desenho de estudo realizado com a
populacdo humana e diante da falta de associacdo entre atividades rurais e a infec¢do por
arenavirus novos estudos de prevaléncia precisam ser desenvolvidos principalmente em

populagdes rurais potencialmente expostas.

- CondicGes de moradia precarias e falta de acesso ao saneamento béasico foram
encontradas nas quatro localidades estudadas, fato que pode ter contribuido para o maior
contato entre humanos e roedores, resultando em infecgcdes por arenavirus que variaram de
0,64% a 2,91 %.

- O assentamento Ramal do Granada no Acre que apresentou a maior prevaléncia do
estudo 2,91% foi também o local com as piores condi¢Bes sanitarias e maiores nameros de

cobertura de assisténcia do programa Brasil sem Miséria (PBSM).

- Os resultados obtidos apontam para a necessidade de conscientizagdo e vigilancia das
doencas transmitidas por roedores em areas rurais com alta cobertura do PBSM nas quais

ocorrem acdes de incentivo a agricultura familiar e as atividades de conservacdo florestal.

- Diante da invisibilidade das arenaviroses e dos resultados obtidos conclui-se sobre a
necessidade da geracdo de notas técnicas para os servicos de salde no Brasil e para
Oraganizacdo Pan-americana de salde, visando alertar sobre o diagndsitco das febres

hemorragicas causadas por mammaarenavirus.

- Por fim, considerando o desconhecimento da doenca pela populacdo de estudo
continuamente exposta a roedores, foi necessario finalizar com a elaboragcdo de materiais
educacionais voltados para diferentes publicos, como um folder informativo para profissionais
da saude locais e uma cartilha bilingue ilustrada voltada para o publico infantil, ambas com

enfoque na prevencédo de doencas transmitidas por roedores.
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7. PERSPECTIVAS

- Realizar a caracterizagdo genética completa dos demais mammarenavirus identificados no
presente estudo, em parceria com a Public Health England;

- Padronizar os testes de gPCR especificos para detecgdo das espécies de mammarenavirus
identificados neste trabalho para quantificacdo do RNA viral em cultura de células visando a
realizacdo de ensaios de cinética de infeccdo em diferentes tipos celulares em parceria com
Public Health England,;

- Desenvolver ensaios de genética reversa do virus Xapuri, com o objetivo de construir a
particula viral a partir do RNA viral, uma vez que nao foi possivel isolar o virus do material
em RNALater™;

- Pesquisar a presenca de mammarenavirus utilizando a RT-PCR nas amostras de roedores de

outras regides do Brasil;

- Pesquisar a presenca de mammarenavirus a partir da RT-PCR nas amostras de serpentes e

morcegos de diferentes regides do Brasil.

- Realizar vigilancia febril sindrémica dos casos humanos nos estado onde a circulagéo de

mammarenavirus foi comprovada.

- Realizar inquéritos sorologicos em populacbes rurais humanas utilizando antigeno

especifico baseado na nucleoproteina do virus Aporé.

- Elaborar um manuscrito referente a histdria e epidemiologia das febres hemorragicas por
arenavirus nas Américas.
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9.1. QUADRO SUPLEMENTAR 1.1

Quadro 1.1. Distribuicdo geogréafica, doenca associada e principais reservatorios dos arenavirus identificados no Velho e no Novo Mundo

Arenavirus Linhagem Reservatorio Distribuicéo geografica Doenca associada
Mammarenavirus
Allpahuayo (ALLV) Noc\:lfadMelfgdo & i%onTyispbai:i% I(?I; Peru — Loreto Desconhecido
Amapari (AMPV) No(\:/?aol\l/leugdo Neacomys guianae Brasil-Amapa Desconhecido
Bear Canyon (BCNV) ’\(I:?del\ﬁj_?gg Perﬁgﬁﬁ; ?;gggiscus EUA-Califérnia Desconhecido
Chapare (CHPV) Noe:/?ag/leugdo Desconhecido Bolivia-Cochabamba Pequeno surto de Febre hemorrégica
Virus da(llf:g:\i/cl)\rginigite linfocitica Velho Mundo Mus musculus Mundial Doenga febril; meningite asséptica
Cupixi (CPXV) Noe:/;)ag/leugdo Hylaeamys megacephalus Brasil-Amapa Desconhecido
Flexal (FLEV) No(\:/:)adl\gtfgdo Roed?;;rs/;?(:‘z!“ i Brasil-Para Doenca febril, adquirida em laboratério
Gairo (GAIV) Velho Mundo Mastomys natalensis Tanzania - Majawanga Desconhecido
Guanarito (GTOV) No(\:/i)a(l;/leugdo Zigodontomys brevicauda Venezuela central Febre hemorragica Venezuelana
Ippy (IPPV) Velho Mundo Arvicanthis sp. Africa central Desconhecido
Junin (JUNV) No(\:/i)a(I;/IeuSdo Calomys musculinus Argentina central Febre hemorragica Argentina
Lassa (LASV) Velho Mundo Mastomys sp. Oeste da Africa Febre do Lassa
Latino (LATV) No(\:/i)a(I;/Ieugdo Calomys callosus Bolivia-Santa Cruz Desconhecido
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Quadro 1.1. cont. Distribuicao geografica, doenca associada e principais reservatorios dos arenavirus identificados no VVelho e no Novo Mundo

Arenavirus

Linhagem Reservatorio Distribuicdo geografica Doenca associada
Mammarenavirus
N Bandicota indica, B. savilei e A Relacionadao a doenca febril aguda
Loei River (LORV) Velho Mundo Niviventer fulvescens Tailandia ¢ Y
) Surto de febre hemorrégica de transmisséo
Lujo (LUJV) Velho Mundo Desconhecido Sudeste da Africa .
nosocomial
Luna (LUNV) Velho Mundo Mastomys natalensis Sudeste da Africa Desconhecido
Lunk (LNKV) Velho Mundo Mus Minutoides Zambia Desconhecido
Machupo (MACV) No(\:/?aol\l/leugdo Calomys callosus Bolivia-Beni Febre hemorragica Boliviana
Mariental (MRTV) Velho Mundo Micaelamys namaquensis Namibia Desconhecido
Merino Walk (MEWV) Velho Mundo Myotomys unisulcatus Africa do Sul Desconhecido
Mobala (MOBV) Velho Mundo Praomys spp. Africa Central Desconhecido
. . Sudeste da Africa .
Mopeia (MOPV) Velho Mundo Mastomys natalensis (Mocambique e Zimbabue) Desconhecido
Okahandja (OKAV) Velho Mundo Micaelamys namaguensis Namibia Desconhecido
Oliveros (OLVV) NO(\:/? I(;/Iu(r:wdo Necromys benefactus Central da Argentina Desconhecido
ade
Paran& (PARV) NOC\ZI:) gﬂlﬁdo Oryzomys buccinatus Sul do Paraguai Desconhecido
ade
Pichindé (PICV) Noc\:/:)acl;gtﬁdo Oryzomys albigularis Sul da Colombia Soroconversdo sem doenca associada
Pirital (PIRV) NOC\:/:) g/lu:\do Sigmodon alstoni Venezuela Central Desconhecido
ade
L N M . . F h agica Brasilei i
Sabia (SABV) ovo Mundo Desconhecido Brasil-Sao Paulo ebre_ emoNrraglca ra§| eira e dois casos
Clade B de infeccdo laboratorial subsequentes
Solwezi (SOLV) Velho Mundo Grammomys sp. Zambia Desconhecido
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Quadro 1.1. cont. Distribuicdo geografica, doenca associada e principais reservatérios dos arenavirus identificados no Velho e no Novo Mundo

Arenavirus Linhagem Reservatorio Distribuicéo geografica Doenca associada
Mammarenavirus
Tacaribe (TACV) '\(I:?de'\gg?g: Artibeus (Atr:'i?]?tﬁ% Sjamalcen3|s Trinidad Doenga febril, adquirida em laboratério
Tamiami (TAMV) l\g;’gel\k?gg Sigmodon hispidus EUA-Florida Desconhecido
Rattus novergicus, Niniventer
Wenzhou (WENV) Velho Mundo niniventer, R. exulans, R. rattus, China e Cambodia Doenca febril
Suncus murinus
. Novo Mundo . -
Withewater Arroyo (WWAV) Clade A-rec Neotoma spp. Sudeste dos EUA Possivel caso de febre hemorragica
Reptarenavirus
Alethinophid 1 NAo definida Boa constrictor EUA- California Associado com corpusculo de inclusdo em
serpentes de cativeiro
) ] Boa constrictor, Corallus ] ] i . x
Alethinophid 2 NZo definida Finlandia Associado com corpusculo de inclusao em
annulatus, C. hortulanus serpentes de cativeiro
x - e Associado com corpusculo de inclusdo em
Alethinophid 3 N&o definida Corallus annulatus EUA- California serpentes de cativeiro

248




9.2. PARECER DO COMITE DE ETICA ANIMAL/FIOCRUZ

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundac¢édo Oswaldo Cruz i
) _ , ) Comissao de Etica
Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de-Animais

Laboratdrios de Referéncia

LICENCA LW-39/14

Certificamos que o protocolo (P-70/13.2), intitulado “ESTUDOS
TAXONOMICOS E ECO-EPIDEMIOLOGICOS SOBRE PEQUENOS MAMIFEROS
SILVESTRES NAO VOADORES DO BRASIL”, sob a responsabilidade de PAULO
SERGIO D’ANDREA atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga ndo exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagao nacional.

Esta licenga tem validade até 19/05/2018 e inclui o uso total de:

Marsupialia
- 1000 machos;
- 1000 fémeas.

Rodentia
- 1000 machos;

- 1000 fémeas

Rio de Janeiro, 19 de maio de 2014,

Octavio Augusto Franca Presgrave ‘ 0‘59‘9\‘6
Coordenador da CEUA/FIOCRUZ ¢ ®¢
4\02”@&%
oc® S eg@“
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9.3. PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA/FIOCRUZ

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ -
FIOCRUZ/IOC W

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Infecgao por robovirus e rickettsias lato sensu em diferentes populag¢des rurais do
Brasil

Pesquisador: Elba Regina Sampaio de Lemos
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 61629416.2.1001.5248

Instituicdo Proponente:

Patrocinador Principal: Instituto Oswaldo Cruz-RJ
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1986413

Apresentacao do Projeto:

O presente estudo visa avaliar a prevaléncia de infecgéo por robovirus (arenavirus € hantavirus) e por
rickettsias “lato sensu” - Anaplasma nBartonella, Coxiella burnetii, Erhlichia e Rickettsia - em individuos
residentes em areas rurais, onde se verifica, com frequéncia auséncia de infraestrutura, segregagéo social e
espacial levando a imutaveis exposigées a condigdes insalubres comparadas com as areas urbanas. O
Brasil se destaca pela sua extensdo territorial, seus diferentes biomas e sua grande biodiversidade com
80,25 milhdes de hectares de area da agricultura familiar no Brasil, dos quais 45% destinam-se as
pastagens e 22%, a lavouras. Devido a utilizag&o da terra na maior parte do pais, um processo de
fragmentagéo acelerado vem sendo observado em todo territorio, colocando em risco a grande diversidade
e aumentando o impacto na dinamica de transmissao das doengas zoonoticas que, com maior frequéncia,
acometem populagées de areas rurais e de regides de transigéo entre o ambiente rural e silvestre. Diante do
exposto e levando em conta que o uso e manejo da terra, durante as diversas atividades realizadas por
individuos residentes em areas rurais, pode intensificar o contato com animais silvestres com consequente
aumento do risco de transmisséo de robovirus (virus transmitidos por roedores) e rickettsias "lato sensu”,
uma analise retrospectiva de amostras de sangue de populacdes rurais previamente coletadas por
diferentes grupos de pesquisa no territorio brasileiro sera realizada durante o periodo de 2017 a 2020.

Endereco: Av Brasd 4036, Sala 705 (Campus Expansao)

Bairro:  Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc fiocruz br
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Continuagdo do Parecer: 1.986.413

Espera-se, com o desenvolvimento do presente estudo, no qual & estimada a analise de 2500 amostras de
sangue, aumentar o nosso conhecimento sobre estes agentes zoondticos, além de contribuir com a
formac&o de recursos humanos e na implantacéo de medidas preventivas necessarias para reduzir o risco

de infeccéo por estes agentes de elevada morbidade e letalidade em nosso territdrio.

Objetivo da Pesquisa:
Objetiva Primario:
Investigar o perfil soroepidemiologico de infecgdo por robovirus e rickettsias lato sensu em diferentes

popula¢des rurais do Brasil.

Objetivos Secundarios:

1) Realizar a detecgéo de anticorpos da classe 1gG em amostra de soro de individuos residentes em areas
rurais com énfase nas areas agricolas; 2)Estimar a prevaléncia de infeccédo por agentes zoonoticos
assoclados aos diferentes tipos de atividades agricolas realizadas por estes individuos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Esta investigacéo n&o oferece riscos aos participantes. Todo material utilizado ja foi coletado previamente. A
proposta deste projeto & ampliar os conhecimentos a partir de estudos prévios, aumentando os beneficios
das pesquisas realizadas, com mais baixo custo e com encaminhamento dos resultados para as instituigdes
de vigiléncia epidemiologica, visando contribuir com a satde publica.

Beneficios:

Diante do exposto, este trabalho se propde a contribuir com o conhecimento das zoonoses, com énfase nas
roboviroses e nas rickettsioses “lato sensu” no Brasil, em popula¢des rurais com énfase nos pequenos
agricultores. Com o desenvolvimento do presente projeto, sera possivel fortalecer a Politica Nacional de
Salde Integral das Populagées do Campo e da Floresta proposta pelo Sistema Unico de Sadde (SUS) e o

sistema de vigilancia em areas rurais e silvestres em populacdes de baixo poder aguisitivo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansdo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc fiocruz.br
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Continuagdo do Parecer: 1.986.413

O presente estudo se baseia na analise retrospectiva de amostras de populacdes rurais previamente
coletadas por diferentes grupos de pesquisa no territorio nacional. Sucintamente & apresentada, a seguir,
uma descricéo de cada uma das populacdes recrutadas até a presente data, considerando que novas
populacdes poderdo ser incluidas, especialmente da regiéo Norte do Brasil, em areas proximas a Venezuela
onde o arenavirus Guanarito circula e € 0 agente da febre hemorragica venezuelana e a Guiana Francesa,

pais com maior numero de casos de febre Q, zoonose causada por C burnetii.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacgio obrigatoria:

Folha de rosto; projeto detalhado; Carta solicitando liberagéo de TCLE estdo em conformidade com a Resol.
466/12 do CNS. Foram incluidos todos os Termos de Anuéncia_MS_; Termos de Anuéncia _MT; Termos de
Anuéncia _GO; Termo de Compromisso BIOBANCO_MT; Carta BIOBANCO e Carta resposta ponto a
ponto.

Recomendagodes:

Projeto devera ser desenvolvido na forma que foi aprovado pelo CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

As pendéncias foram atendidas pela pesquisadora principal, conforme solicitado pelo CEP Fiocruz/IOC. A
saber:

1- Incluir os Termos de anuéncia de todos os centros envolvidos como o de SP.
Pendéncia atendida

2- Detalhar sobre novas amaostras, de onde seréao recebidas
Pendéncia atendida na carta resposta da pesquisadora principal

3-  Ajuste de cronograma, esclarecer se o projeto ja foi iniciados.

Pendéncia atendida
4- Esclarecer se os participantes foram informados sobre o destino dado a seu soro em pesquisas
anteriores?

Pendéncia atendida

5-  Apresentar os riscos da pesquisa, toda pesquisa com seres humanos envolve algum tipo de

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansdo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc fiocruz.br

Pagina 03 de 05

252



FUNDACAO OSWALDO CRUZ -
FIOCRUZ/IOC

1OE

S

rntouno O slbo Crua

Continuacio do Parecer: 1.986.413

risco

Pendéncia atendida

G- O estudo e retrospectivo, como seréo incluidas novas amostras?

A pesquisadora principal esclareceu na carta ponto a ponto, Pendéncia atendida.

7-  Advindas de outros estudos? Incluir TCLE para as novas amostras.

A pesquisadora esclareceu que néo serdo coletadas novas amostras, serdo utilizadas as ja obtidas em duas
outras instituigdes que no momento em que forem utilizadas no estudo, antes de iniciar, sera solicitada ao
CEP Fiocruz/IOC nova avaliag&o.

Pendéncia atendida.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, em sua 225.22 Reunido Extracrdinaria, realizada em 28.03.2017, o Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), de acordo com as atribuicdes definidas na Res.
CNS 466/12, manifesta-se por APROVADA.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 27/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 798724 pdf 08:24.27
QOutros RESPOSTA_CEP_2017 pdf 27/03/2017 |Elba Regina Sampaio| Aceito
08:24:05 |de lemos

QOutros anuencia_SP_pdf 24/03/2017 |Elba Regina Sampaio| Aceito
16:55:08 |de Lemos

Qutros anuencia_MS.pdf 24/03/2017 |Elba Regina Sampaio| Aceito
16:54:29 |de Lemos

Qutros anuencia_MT .pdf 24/03/2017 |Elba Regina Sampaiol Aceito
16:54:04 |de Lemos

QOutros anuencia_GO . pdf 24/03/2017 |Elba Regina Sampaio| Aceito
16:50:07 |de Lemos

Qutros Termo_Compromisso_BIOBANCO_MT. 16/10/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito

pdf 18:26:41 de Lemos

Declaracéo de CartaBIOBANCO pdf 16/10/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito

Manuseio Material 18:24:37 |de Lemos

Biologico /

Biorepositorio /

Enderego:
Bairro: Manguinhos
UF: RJ

Telefone: (21)3882-9011

Av. Brasil 4036, Sala 705 {Gampus Expansao)

CEP: 21.040-360

Municipio: RIO DE JANEIRO

Fax: (21)2561-4815 E-mail:
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Agigorme

Biobanco CartaBIOBANCO pdf 16/10/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito
18:24:37  |de Lemos

Projeto Detalhado / | Populacao_rural doc 01/10/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito

Brochura 12:40:50 |de Lemos

Investigador

Folha de Rosto folha_rosto.pdf 30/09/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito
22:24:17 |de Lemos

Declaracgéao de TERMO_ANUENCIASP pdf 26/09/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito

Pesquisadores 11:48:46  |de Lemos

TCLE / Termos de | JUSTIFICATIVA_TCLE docx 26/09/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito

Assentimento / 11:38:07 |de Lemos

Justificativa de

Auséncia

QOutros COOPERACAO_SP.docx 26/09/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito
10:21:05  |de Lemos

Qutros COOPERACAO_MT.docx 26/09/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito
10:19:58  |de Lemos

Qutros COOPERACAO_MS docx 26/09/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito
10:19:32  |de Lemos

Qutros COOPERACAO_GOIAS docx 26/09/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito
10:19:11 de Lemos

Declarac&o de biorepositorio_pdf 26/09/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito

Manuseio Material 10:02:36  |de Lemos

Biologico /

Biorepositorio /

Biobanco

Cronograma CRONOGRAMA docx 26/09/2016 |Elba Regina Sampaio| Aceito
10:01:03  |de Lemos

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Enderego:
Bairro: Manguinhos
UF: RJ

Telefone: (21)3882-9011

Municipio:

RIO DE JANEIRO, 28 de Margo de 2017

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto

(Coordenador)

Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansao)

CEP: 21.040-360
RIO DE JANEIRO

Fax: (21)2561-4815 E-mail:
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