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RESUMO

DISSERTACAQ DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Fernando de Oliveira Santos

Necromys lasiurus possui uma ampla distribuicio em areas de formacdes
abertas do Cerrado e Caatinga, mas esta presente também em areas de ecotono
com outros biomas brasileiros, sendo, geralmente, abundante nesses biomas.
Recentemente, tem se observado a sua expansdo no estado do Rio de Janeiro.
Esse roedor sigmondontineo generalista € o principal reservatério de hantavirus
gendtipo viral Araraquara, que causa a Sindrome Pulmonar por Hantavirus nas
areas de Cerrado. Este estudo tem como objetivo mapear a ocorréncia do N.
lasiurus nas areas de Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro e discutir o seu
potencial papel como reservatorio de hantavirus nessas areas. O estudo foi baseado
em um extenso levantamento bibliografico, bancos de dados e quatro expedicdes
cientificas para a captura de pequenos mamiferos no estado do Rio de Janeiro. Os
dados foram também usados para confirmar sua distribuicdo no estado, prever a
distribuicdo potencial de N. lasiurus e detectar as taxas de infec¢do por hantavirus
nesses roedores. N. lasiurus foi registrado em 10 municipios no estado do Rio de
Janeiro, sendo associado a paisagens dominadas por ambientes mais homogéneos
e com vegetacao especifica, como plantacdes e pastos em locais de baixa altitude e
proximo a corpos d’agua. A abundancia relativa de N. lasiurus foi baixa na maioria
das localidades, ndo sendo a espécie dominante em nenhuma delas, com excecao
das éareas de protecdo REBIO Poco das Antas e Areas de Protecdo Ambiental da
Bacia do Rio Sédo Jodo. A andlise de co-ocorréncia das espécies, a partir dos pontos
de captura na REBIO Poco das Antas e Areas de Protecio Ambiental da Bacia do
Rio Sao Jodo, indicou segregacdo espacial (correlacdo negativa) entre as 3
espécies mais abundantes: A. cursor x N. lasiurus (rs=-0,6507; p<0,0001; n=117)
(rs=-0,28765; p<0,0001; n=76), A. cursor x M. musculus (rs=-0,8569; p<0,0001;
n=62) (rs=-0,65465; p<0,0001; n=11) e N. lasiurus x M. musculus (rs=-0,5135;
p<0,0001; n=121) (rs=-0,4712; p<0,0001; n=85). Foram coletadas um total de 204
amostras de soro, porém nenhum espécime foi sororeativo para hantavirus. A
distribuicdo de N. lasiurus estd se expandindo para diversas areas de matriz
antropica. A abundancia relativa baixa de N. lasiurus no estado do Rio de Janeiro e
os resultados negativos para a infeccdo de hantavirus nas é&reas investigadas,
sugerem que nessas regibes este roedor ndo parece ter importdncia como
reservatério de hantavirus no momento.
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MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Fernando de Oliveira Santos

Necromys lasiurus occurs naturally in the open habitats of the Cerrado and
Caatinga biomes, it is also present in ecotone areas with other Brazilian biomes,
where it often occurs at high densities. The distribution of the species has recently
been observed expanding into the Brazilian state of Rio de Janeiro. This generalist
rodent is thought to be the main reservoir of the Araraquara hantavirus, which causes
Hantavirus Pulmonary Syndrome, in the Brazilian Cerrado. This study aimed to map
the occurrence of N. lasiurus within the area of the Atlantic Forest in Rio de Janeiro
state and discuss the potential role of the species as a reservoir of the Araraquara
hantavirus in these areas. The study was based on a comprehensive literature
search, database and four expeditions for the collection of specimens in the state of
Rio de Janeiro. The data were used to predict the distribution of N. lasiurus, confirm
the distribution of the species in the state, and detect the rates of hantavirus infection
in these rodents. N. lasiurus has been recorded at 10 municipalities of Rio de Janeiro
state, being associated primarily with landscapes dominated by more homogeneous
environments with specific vegetation as farmland (plantations or pasture) at
relatively low altitudes in the vicinity of bodies of water. The relative abundance of N.
lasiurus was low at all localities, not being the dominant species in any of them,
however, except for the REBIO Poco das Antas and Areas de Protecdo Ambiental da
Bacia do Rio S&o Jodoprotected areas. The co-occurrence analysis of the species,
from the trap locations at REBIO Poco das Antas and Areas de Protecdo Ambiental
da Bacia do Rio Sao Jodo, indicated spatial segregation (negative correlation)
between these 3 species: A. cursor x N. lasiurus (rs=-0,6507; p<0,0001; n=117) (rs=-
0,28765; p<0,0001; n=76), A. cursor x M. musculus (rs=-0,8569; p<0,0001; n=62)
(rs=-0,65465; p<0,0001; n=11) e N. lasiurus x M. musculus (rs=-0,5135; p<0,0001;
n=121) (rs=-0,4712; p<0,0001; n=85). A total of 204 serum samples were collected,
but none were reactive for hantavirus. The distribution of N. lasiurus is expanding into
many areas of the anthropogenic matrix. The relatively reduced abundance of N.
lasiurus in Rio de Janeiro and the lack of infection in all the areas investigated
indicate that it is unlikely to be a reservoir of hantavirus in this region at moment.
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1.INTRODUCAO

1.1. Necromys lasiurus

O roedor Necromys lasiurus (Lund, 1841) (Cricetidae: Sigmodontinae),
anteriormente Zygodontomys lasiurus e Bolomys lasiurus, pertence ao género
Necromys Ameghino, 1889 (Patton et al., 2015). Este género possui problemas
taxondmicos, sendo um dos poucos géneros que ainda nao foram revisados. Parte
destes problemas, estéo relacionados a suas similaridades com espécies do género
Akodon e Zygodontomys (Patton et al., 2015). As espécies deste género possuem
distribuicdo ao longo da américa do Sul, sendo composto por sete espécies ao longo
do continente Sul americano (N.urichi, N. punctulatus, N. amoenus, N.lenguarum, N.
obscurus), 2 com distribuicdo no Brasil (N. lactens, N. lasiurus) e um fossil (N.
bonapartei) (Patton et al.,, 2015). As espécies do Género Necromys variam de
tamanho corporal entre pequeno (100 mm) e grande (130 mm), possuem a pata com
a coloracao preta, cauda menor do que o corpo, membros curtos e um cariotipo com
34 cromossomos (2n = 34 (FN 34)) (Patton et al., 2015).

N. lasiurus caracteriza-se pela medida menor da cauda, relativa a do corpo; e
por seu pequeno tamanho corporal (118-128 mm). Apresenta um anel periocular
mais claro, muito ténue em alguns espécimes, como caracteristica marcante da

espécie, além de uma cauda moderadamente pilosa (Figura 1) (Reis et al., 2006).
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Figura 1 — Espécime de Necromys lasiurus (Bonvicino et al., 2008) e sua

distribuicéo no Brasil. (Patton et al., 2015)
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N. lasiurus € uma espécie de habitos terrestre, diurno e crepuscular, e onivoro,
alimentando-se principalmente de semente de gramineas. No caso deste primeiro
recurso estar escasso, sua dieta é também composta por insetos (Reis et al., 2006;
Vieira & Briani, 2013). Possui uma ampla distribuicdo em &reas de formacdes
abertas do Cerrado e Caatinga, mas esta presente também em areas de ecétono
com outros biomas brasileiros (Figura 1), sendo favorecido por areas fragmentadas
(Reis et al., 2006; Bonvicino et al., 2008; Rossi, 2011), areas de matrizes florestais e
de agricultura. Prist e colaboradores (2017) verificaram que, em areas de plantio de
cana-de-acucar em S&o Paulo, N. lasiurus é abundante e sugerem que esse tipo de
paisagem possui uma alta relevancia para sua distribuicdo no Cerrado.

Sua reproducéo ocorre principalmente entre abril e junho, pode ocorrer também
ao longo do ano, apresentando mais de uma ninhada, com uma média de seis
filhotes, com variagéo entre um e 13 individuos. Sua éarea de vida varia de 0.02 ha a
a 0.52 ha, existe a sobreposicdo entre machos e fémeas eas fémeas possuem um
espaco de vida maior em épocas de seca (Pires et al 2010). Seus ninhos sé&o
construidos com folhas colocadas em uma diversidade de espacos, variando entre
troncos caidos a sistemas de tuneis elaborados em areas de gramineas a uma
distancia de 30 cm a 40 cm abaixo do solo (Reis et al., 2006; Rossi, 2011).

Necromys lasiurus exerce papel importante na transmissao como reservatorio
de algumas zoonoses, como leishmaniose e febre maculosa (Andrade et al., 2015;
Cardoso et al., 2015; Coelho et al., 2016; Souza et al., 2018), sendo reservatério de
um dos principais genotipos virais (genotipo Araraquara) causadores da hantavirose
no Brasil, particularmente em areas abertas do Cerrado de S&do Paulo, Minas Gerais,
Goias e Distrito Federal (Suzuki et al., 2004; Figueiredo et al., 2009).

1.2. Matriz

Uma matriz pode ser definida como uma paisagem adjacente, como por
exemplo a um fragmento florestal (Brocanneli, 2008; Rickettes, 2001), é a unidade
da paisagem que recobre a maior extensdo de uma paisagem alterada (Metzger,
2001).

A maioria das espécies de pequenos mamiferos da Mata Atlantica ndo é capaz
de ocupar areas degradadas por atividades antrOpicas, como areas de borda,

matrizes de agricultura extensiva, pastagens ou campos artificiais. Além disso, a
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estrutura da matriz pode favorecer o aparecimento de espécies generalistas que
podem alterar a composicao de fauna nativa (Umetsu & Pardini, 2007; Umetsu et al.,
2008; Passamani & Ribeiro, 2009; Estavillo et al., 2013).Sendo assim, as areas
degradadas por atividades antrépicas podem favorecer a ocorréncia e abundéancia
de espécies geralmente associadas a transmissédo de zoonoses (Olifiers et al., 2005;
Pongsiri et al., 2009; Lambin et al., 2010).

Estas areas, no Rio de Janeiro, tem sido ocupadas por algumas espécies
generalistas, como os roedores Akodon cursor, Mus musculus, Rattus e o marsupial
Didelphis aurita e, no caso das areas de interface da mata Atlantica/Cerrado, no

estado de Sao Paulo, por espécies tipicas de formagdes abertas e também

generalistas, como o N. lasiurus e Calomys tener (Gentile & Fernandez, 1999;
Feliciano, 2002; Bonvicino et al., 2008; Rosalino et al., 2014; Gongalves etal., 2016).

Além de interferir na composicdo das espécies de uma regido, a matriz pode
também influenciar na dindmica populacional das espécies, se tornando um filtro de
selecdo na movimentacdo destas entre os fragmentos, onde o tipo de vegetacao
presente na matriz ira determinar o modelo de filtro (Gascon et al., 1999).

Este tipo de paisagem alterada ja foi considerado um ambiente inospito,
homogéneo e pouco importante (Ricketts, 2001; Vandermeer & Carvajal, 2001).
Contudo, quando observada em diferentes escalas, a matriz comeca a ser entendida
nao mais como uma unidade homogénea, mas sim como um conjunto heterogéneo
de unidades de ndo-habitat para uma determinada espécie (Crouzeilles et al., 2010;
Metzger, 2001), onde o termo “nao habitat” pode ser compreendido como um
ambiente com condi¢des desfavoraveis a ocorréncia de determinados taxons.

No Brasil, cerca de um terco das terras foram convertidas para a agricultura
(Estavillo et al., 2013), ou seja, grande parte dos biomas nacionais ja se apresentam
em forma de mosaico. Neste cenério, e considerando que paisagens alteradas pela
acao antropica e/ou de interface silvestre/rural sdo de alto interesse para a saude
publica, pois geralmente potencializam a transmisséo de varias zoonoses, ressalta-
se a necessidade de se compreender melhor o0s processos envolvidos na
estruturacdo e composicao destas comunidades de pequenos mamiferos, bem como

na dindmica populacional das espécies presentes nessas regides fragmentadas.

18



1.4. Os “Orthohantavirus” e a Hantavirose

O reconhecimento do Orthohantavirus como agente etiolégico ocorreu a partir
de dois grandes surtos de febres hemorragicas, (no continente asiatico e no
continente americano), sendo conhecidas duas manifestacdes clinicas da
hantavirose: a Febre Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR), que ocorre no
Velho Mundo (Asia e Europa), e a Sindrome Pulmonar por Hantavirus (SPH) nas
Américas (Lee et al., 1978; Nichol et al., 1993). Em 2016, o Comité Internacional em
Taxonomia de Virus (CITV) aceitou a criacdo do género Orthohantavirus
(Bunyavirales: Hantaviridae), (Briese and The ICTV Bunyaviridae Study Group,
2016), onde estdo atualmente inclusos todos 0s genoétipos virais causadores da
FHSR e da SPH. Com excecdo dos Orthohantavirus, que séo transmitidos ao
homem principalmente pela inalagdo de particulas virais presentes em aerossois de
excretas de roedores silvestres infectados (Lednicky, 2003), os outros géneros da
familia Hantaviridae sao arbovirus e dependem de um artrépode vetor para
transmissao entre hospedeiros (Ministério da Saude, 2014).

O primeiro registro de FHSR foi durante a Guerra da Coreia entre 1950 a 1953,
onde cerca de 3000 soldados das tropas militares americanas foram acometidos por
febre aguda com manifestacées hemorragicas (Jonsson et al., 2010). Os sintomas
envolviam ainda febre, mialgias, insuficiéncia renal aguda e instabilidade
hemodinamica (Limongi, 2007). Até entdo ndo havia conhecimento sobre o agente
infeccioso causador deste surto. O seu isolamento ocorreu somente em 1976, a
partir de tecido pulmonar obtido do roedor Apodemus agrarius coreae (Rodentia:
Muridae), e denominado virus Hantaan (HTNV) em referéncia a regido rural da
Coreia de onde foi isolado (Lee et al., 1978). A partir de entdo, estudos sobre este
virus comecaram a se desenvolver (Rosa, 2008), sendo que genétipos virais
associados antigenicamente ao virus Hantaan foram posteriormente diagnosticados
em varias regides da Asia, como o virus Seoul (SEOV) na Coréia (Rosa, 2008), e 0s
virus Pummala (PUUV), Dobrava (DOBV) e o Saaremaa na Europa Oriental
(Vapalahti et al., 2003). Apesar de o virus Seoul ser o unico Orthohantavirus
associado a uma espécie de roedor sinantropico (R. norvegicus), porém de
distribuicdo geografica no mundo inteiro, a FHSR esta associada apenas ao Velho
Mundo. No Brasil, o reconhecimento da circulacdo do hantavirus Seoul ocorreu
inicialmente no Paré através da deteccdo deste virus em R. norvegicus (Rodentia:

Muridae) (Leduc et al., 1985; Xiao et al., 1992). Entretanto, nao foi ainda claramente
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estabelecida a relacéo entre evidéncias soroldgicas em humanos e roedores no
Novo Mundo (Limongi, 2007; Rosa, 2008).

A SPH é considerada uma doenca emergente de grande impacto na saude
publica nas Américas, apresentando uma taxa de mortalidade entre 40% a 50%,
com ocorréncia em diversos paises como Estados Unidos, Panamda, Brasil,
Argentina, Uruguai, Chile, Paraguai e Venezuela (Ministério da Saude, 2014).

O primeiro registro de SPH nas Américas ocorreu em 1993, na regido
sudoeste dos Estados Unidos, na cidade de Four Corners, em um surto responsavel
por uma grande letalidade devido a um quadro clinico de doenca respiratéria grave
(Hjelle et al., 1994). O seu reconhecimento se deu através do isolamento do
genotipo viral Sin Nombre (SNV) no roedor Peromyscus maniculatus (Rodentia:
Cricetidae) (Nichol et al., 1993). Ainda que ela tenha sido registrada somente em
1993, estudos anteriores apontam a ocorréncia desta sindrome desde 1959 (Rosa,
2008).

O reconhecimento da circulacdo do hantavirus no Brasil ocorreu entre
novembro e dezembro de 1993, na area rural da cidade de Juquitiba, estado de Sao
Paulo, onde foram registrados os trés primeiros casos de SPH no pais (Silva et al.,
1997). Também neste ano, foram notificadas evidéncias soroldgicas em pacientes
de diversas regibes do Brasil (Pernambuco, S&o Paulo, Parana, Amazonas,
Roraima, Ronddnia e Mato Grosso) (Figura 2) (Rosa, 2008). Desde entdo, até maio
de 2018, ja foram registrados 2061 casos de SPH e 827 6bitos somente no pais,
sendo 729 (35,4%) casos para a regido Sul, 505 (24,5%) para regido Centro-Oeste,
555 (26,9%) na Regido Sudeste, 111 (5,4%) no Norte, 15 (0,7%) casos na regiao
Nordeste do pais e 146 (7,1%) de identidade ignorada (Ministério da Saude, 2018).

O periodo de incubacéo do virus gira em torno de 14 dias, podendo variar de 2
a 42 dias (Limongi, 2007) e apresenta trés fases clinicas: |) a fase inicial prodrémica
com febre, mialgia, cefaleia, calafrio, nausea e manifestacdes gastrointestinais; 1l) a
fase cardiovascular com possivel ocorréncia de insuficiéncia respiratéria aguda,
edema pulmonar e quadro hemorragico; lll) caso o paciente tenha estabilidade do
guadro durante a fase anterior, que ocorre em cerca de 60% dos casos, dard o inicio
a fase de convalescenca, onde ocorre a melhora no quadro clinico e recuperacao
total do paciente (Rosa, 2008).

Até o presente momento, ndo ha drogas antivirais que sejam utilizadas no

tratamento da SPH. A terapia € basicamente através da manutencgéo do estado geral
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do paciente com suporte em terapia intensiva na fase aguda, balanco de fluidos, da
pressao arterial, oxigenacgao e ventilacdo mecéanica (Figueiredo et al., 2001).

Os surtos desta virose tém sido associados as mudancas na densidade da
populacdo de roedores (altas populacionais), a qual pode variar de forma importante
no decorrer do tempo, sazonalmente e anualmente (Mills & Childs, 1998), sendo
frequentemente relacionados a roedores de habitos generalistas e as perturbacdes
do ambiente, principalmente em &reas agricolas e peri-domiciliares rurais (Suzuki et
al., 2004).

Entre os roedores a transmissdo se da horizontalmente, e geralmente entre
machos, por estar principalmente relacionada a comportamentos agressivos que vao
causar ferimentos de mordedura e arranhadura, favorecendo a transmissao. Porém,
estes se tornam reservatorios da doenga e ndo desenvolvem a patogenia (Limongi,
2007).

No Brasil até a presente data, nove genotipos de hantavirus foram descritos,
todos eles associados a pelo menos uma espécie de roedor, sendo a maioria destas
espécies pertencentes a subfamilia Sigmodontinae e apenas uma espécie a
subfamilia Murinae:

1) Associados a casos de SPH (caracterizados a partir de roedores e
pacientes):

— Virus Juquitiba (JUQ)/ Araucaria (ARAU) (Suzuki et al., 2004; Raboni et al.,
2005) associado a Oligoryzomys nigripes;

- Virus Araraquara (ARA) associado a Necromys lasiurus (Suzuki et al., 2004);

- Virus Laguna Negra-like (LN) associado a Calomys callidus (Raboni et al.,
2009; Rosa et al., 2012);

- Virus Castelo dos Sonhos (CAS) associado a Oligoryzomys utiaritensis
(Johnson et al., 1999; Rosa et al., 2011; Agrellos et al., 2012);

- Virus Anajatuba (ANAJ) associado a Oligoryzomys fornesi (Rosa et al., 2005);

2) Caracterizados somente a partir de roedores, e, portanto, sem papel
conhecido na epidemiologia da hantavirose humana no Brasil;

— Virus Seoul (SEO) associado a Rattus norvegicus (Leduc et al., 1985; Xiao et
al.,1992);

- Virus Rio Mearim (RIME) associado a Holochilus sciureus (Rosa et al., 2005);

- Virus Rio Mamoré (RMV) associado a Oligoryzomys microtis (Firth et al.,
2012);

- Virus Jabora (JAB) associado a Akodon montensis (Oliveira et al., 2011).
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Os virus SEO e RM séo também associados a infeccdo humana em outros
paises (Chan et al., 1987, Casapia et al., 2012). Evidéncias sorologicas, porém, sem
deteccdo e caracterizacdo molecular, foram também encontradas em Calomys tener
e Oxymycterus rutilans (Suzuki et al., 2004), Sooretamys angouya (Oliveira et al.,
2011) e Akodon cursor (Sobreira et al., 2008).

Neste contexto, a SPH apresenta-se como uma das principais doencas

emergentes da atualidade no Brasil.
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1.5. Justificativa

O estado do Rio de Janeiro era considerado uma area silenciosa para
ocorréncia da hantavirose, até marco de 2015, quando foi notificado o primeiro caso
humano, associado ao gendtipo Juquitiba, que evoluiu para o ébito no municipio de
Rio Claro (Vargas et al.,, 2016; Oliveira et al., 2017). Em Rio Claro, os roedores
infectados foram A. cursor e O. nigripes (Oliveira et al., 2017). Estudos realizados
previamente ja tinham demonstrado evidéncias sorologicas e moleculares da
circulacdo do hantavirus gendtipo Juquitiba nestes roedores, no Parque Nacional da
Serra dos Orgdos e nos municipios de Valenca e Varre-Sai (Oliveira et al., 20009,
Goncalves, 2014), mas sem qualquer confirmac¢éo de caso humano.

Registros da ocorréncia de espécies tipicas de Cerrado em areas de Mata
Atlantica do Estado do Rio de Janeiro, provavelmente decorrentes do processo de
devastacao e substituicdo de florestas por areas abertas (Pires et al., 2010), como
N. lasiurus reconhecido hospedeiro de hantavirus (Virus Araraquara - ARAV)
(D’Andrea et al., 2007), aumentam o potencial de emergéncia desta zoonose no
estado, uma vez que podem introduzir um genotipo viral de alta patogenicidade e
mortalidade (Figueiredo et al., 2009), tipico do Bioma Cerrado e ainda nao registrado
para o Bioma Mata Atlantica. Nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais esta
zoonose apresenta elevada incidéncia. Este cenario sugere a possibilidade do
aumento do numero de casos de hantavirose no Estado do Rio de Janeiro, e a
necessidade de estudos mais aprofundados sobre a complexidade da dinamica de
transmissao do hantavirus em areas alteradas de Mata Atlantica.

Desta forma, esta dissertacdo desenvolveu novos estudos para se mapear a
ocorréncia de N. lasiurus no Estado do Rio de Janeiro, bem como, realizar
expedicdes cientificas para a confirmacdo de sua presenca em areas onde ja foi
observada alta abundancia relativa de N. lasiurus na comunidade de roedores
(Oliveira-Santos, 2015). Foram avaliados os fatores ambientais determinantes de
sua ocorréncia, além da realizacdo do diagnostico de infeccdo por hantavirus nos

espécimes destas areas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estabelecer a distribuicdo geogréfica e a abundancia relativa de Necromys
lasiurus no Estado do Rio de Janeiro com vistas a avaliacdo de seu papel como
reservatorio de hantavirus e do risco de introdugdo do gendtipo viral Araraquara em

matrizes abertas de areas fragmentadas de Mata Atlantica.

2.2. Objetivos especificos

1.Confirmar a presenca e estimar a abundancia relativa de N. lasiurus em
areas de Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro;

2. ldentificar as variaveis do micro-habitat associadas a ocorréncia de N.
lasiurus nas areas de estudo;

3. Avaliar a co-ocorréncia das espécies em areas de matriz aberta no estado
do Rio de Janeiro;

4. ldentificar as variaveis ambientais (percentual de cobertura vegetal, tipo de
cultura na matriz e uso do solo, e dados climéaticos) determinantes para a ocorréncia
e abundancia do roedor N. lasiurus;

5. Realizar o diagnoéstico da infeccdo por hantavirus nos espécimes de N,

lasiurus coletados.
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3. HIPOTESES

1. A ocorréncia de N. lasiurus no Estado do Rio de Janeiro estd associada a
substituicdo de areas de floresta original de Mata Atlantica por &areas abertas,
agricolas e/ou degradadas.

2. A presenca de populacdes em altas abundancias de N. lasiurus, em areas
alteradas de Mata Atlantica no Estado do Rio de Janeiro, ir4 potencializar o risco de
emergéncia da SPH no estado, devido a esta espécie ser reservatorio do hantavirus,
genotipo Araraquara, altamente patogénico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Ocorréncia de N. lasiurus no Estado do Rio de Janeiro

Um extenso levantamento bibliografico foi realizado para se mapear as areas
de ocorréncia e de auséncia de N. lasiurus no Estado do Rio de Janeiro. Esse
levantamento buscou estudos publicados que envolveram a captura de pequenos
mamiferos ndo voadores, utilizando-se os bancos de dados do Pubmed, Web of
Science e Google Académico. As palavras chaves utilizadas (em portugués e inglés)
foram aplicadas separadamente e/ou combinadas: "Necromys lasiurus”, "Bolomys
lasiurus”, "Zygodontomys pixuna”, "Small Mammals", "Atlantic Forest", "Hantavirus",
"Rio de Janeiro”, “Fieldwork” e “Rodent”. Desta forma, compilou-se todos os
registros de capturas de N. lasiurus no estado do Rio de Janeiro. Estudos que né&o
registraram a presenca de N. lasiurus entre as espécies capturadas, foram
considerados como areas de auséncia desta espécie. Foram também compilados
destes artigos, o esforco de captura total e os dados de abundancia relativa da
espécie alvo. Os bancos de dados online Species Link (http://splink.cria.org.br) e
Global Biodiversity Information Facility/GBIF (http://www.gbif.org) foram também
revisados a fim de identificar outros registros de ocorréncia de N. lasiurus no Estado
do Rio de Janeiro. Os bancos de dados online contém dados primarios dos registros
de colecbes cientificas em instituicbes no Brasil e em outros paises. Os registros de
N. lasiurus disponiveis no Museu Nacional do Rio de Janeiro, foram obtidos por
Lemos e colaboradores (2015).

Foram também consideradas as informacdes do banco de dados do
Laboratério de Biologia e Parasitologia de  Mamiferos  Silvestres
(LABPMR/IOC/FIOCRUZ), que possui registros de 246 expedicdes de coleta em 26
municipios do Estado do Rio de Janeiro. Registros duplicados foram identificados e
omitidos, sendo os dados publicados considerados como principais. Também foram
avaliados dados duplicados em mais de um artigo, sendo o registro considerado
uma Unica vez. A abundancia relativa foi determinada pela divisdo dos numeros de
espécimes de N. lasiurus pelo total do niumero de espécimes das outras espécies
coletadas no mesmo estudo. Esse parametro foi calculado através dos dados
fornecidos pelos artigos levantados, quando disponiveis, e no banco de dados de
coletas do LABPMR/IOC.
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Adicionalmente, com vistas a complementar-se o levantamento bibliografico,
realizou-se consultas nos CV Lattes (http://lattes.cnpg.br) em 33 curriculos de
Mastozoologos e Ecologos que realizam pesquisas sobre a fauna do Rio de Janeiro
(lista em anexo), com o objetivo de se levantar toda a producdo cientificada
desenvolvida com foco na captura de pequenos mamiferos no estado do Rio de

Janeiro.

4.2 Locais de Captura

Foram realizadas quatro expedi¢des cientificas no estado do Rio de Janeiro, de
setembro de 2016 a agosto de 2017, com a finalidade de confirmar a presencga de N.
lasiurus e diagnosticar as taxas de infeccdo por hantavirus nesses roedores: I)
Reserva Biologica de Poco das Antas (REBIO-PdA: 22°35'8.00” S, 42°14°38.00" W),
e I) Area de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S&o Jodo (APA-BRSJ:
22°33’561.00” S, 42°12’43.00" W), localizadas nos municipios de Silva Jardim e
Casimiro de Abreu, respectivamente (Figuras 3C e 3D), formam um complexo de
protecdo ambiental, onde observa-se areas de florestas de Mata Atlantica continuas,
fragmentos florestais e areas abertas (Pires et al., 2002). Nestas areas, Pires e
colaboradores (2002) registraram, previamente elevada abundéancia da espécie; )
Area de Interesse Ecoldgico de Itapebussus (ARIE ltapebussus) (22°28'56” S,
41°54’04” W) (Figura 3A) - localizada no municipio de Rio das Ostras. A ARIE
Itapebussus é uma regido costeira com vegetacdo de restinga, que possui areas
abertas com presenca de vegetacfes rasteiras e pequenos arbustos na qual a
presenca de N. lasiurus foi previamente registrada por Lemos e colaboradores
(2015); 1V) Usina Sapucaia (21°39'23” S, 41°24’17" W) (Figura 3B) - localizada no
municipio de Campos dos Goytacazes. Esta éarea foi selecionada por ser
predominantemente voltada ao plantio de cana-de-agucar, se assemelhando ao

habitat em areas de Cerrado do Estado de Sdo Paulo, onde N. lasiurus foi registrado
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em grande abundancia (Sousa et al., 2008; Gheler-Costa et al., 2012; Verdade et al.,

2012; Prist et al., 2017)..

Figura 2 - Deliniamento amostral das areas de coleta indicado por linhas em
vermelho, a disposicdo dos 10 transectos de captura de pequenos mamiferos, em
cada area. A: Area de Interesse Ecoldgico de Itapebussus; B: Usina Sapucaia; C:
Reserva Biol6gica de Poco das Antas; D: Area de Protecio Ambiental da Bacia do

Rio S&o Joao. (Adaptado do Google Earth)

4.2.1. Reserva Biologica de Po¢o das Antas

A Reserva Biologica (REBIO) de Poco das Antas esta localizada na parte
central costeira do Estado do Rio de Janeiro, no municipio de Silva Jardim e sua
Zona de Amortecimento abrange também o municipio de Casimiro de Abreu
(22°35’'8.00” S, 42°14’38.00" W). Esta Unidade de Conservacéo foi criada em 1974
como parte do grupo de Unidades de Protecéo Integral. Possui aproximadamente
5.000 hectares e preserva fragmentos de Mata Atlantica Costeira e seus
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ecossistemas associados, incluindo espécies de fauna e flora em extingéo (Vieira &
Pessoa, 2001) (Figura 4 A).

Antes de sua criacdo, a regido era utilizada para a criacdo de gado e algumas
culturas de subsisténcia. Atualmente a regido possui um ecossistema com areas de
campos antrépicos circundados por remanescentes florestais secundarios, em
diferentes estagios sucessionais: floresta de baixada (floresta de Terras
baixas/floresta aluvial), floresta de encosta (floresta de morrote/floresta
submontana), formagdo pioneira com influéncia fluvial, capoeira de baixada
(capoeira de terras baixas/capoeira aluvial), capoeira de encosta (capoeira de
morrote/capoeira submontana) e campo antropico (Vieira & Pessoa, 2001). A regido
da llha dos Barbados foi a area onde realizou-se a coleta. Nesta area a cobertura
vegetal se apresenta por uma vegetacdo homogénea, sendo composta
principalmente por gramineas como Imperata brasiliensis, Panicum maximum, e
Melinis minutiflora (Pires et al., 2002), samambaias, arbustos e arvores pioneiras
dispersas. As gqueimadas na regido sdo comuns e frequentes devido a acéo

antropica (Figura 4 B).

A média da temperatura maxima desta area € de 24,6°C (Pires et al., 2002).

Figura 3 - Vista geral das areas de coleta, Ilha dos Barbados, Reserva
Biologica de Poco das Antas, onde foram estabelecidos os transectos de coleta: A)
Area de matriz aberta com presenca de gramineas; B) Area de matriz aberta com

presenca de gramineas pos fogo.

4.2.2. Area de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S&o Jo&o (APA-BRSJ)

A Area de Protecio Ambiental da Bacia do Rio Sdo Jodo (APA-BRSJ) é uma
Unidade de Conservacao de uso sustentavel localizada no municipio de Casimiro de
Abreu (22°33’'51.00” S, 42°12'43.00" W), criada a partir do decreto s/n° de 27 de

junho 2002 e abrange toda a bacia do Rio Sao Joao, com excec¢ao da REBIO Poco
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das Antas e a Reserva Biolégica da Unido (Mello et al., 2008). Ela foi criada com o
intuito de proteger e conservar 0s mananciais, regularizar o uso dos recursos
hidricos e do parcelamento do solo, além da protecdo aos remanescentes florestais
(Mello et al., 2008).

A APA-BRSJ possui cerca de 150.373,03 hectares, e abrangem ecossistemas
da Mata Atlantica como: Matas de Baixada, Matas de Morrote, Matas de Encosta,
Mangues, Restingas e Ambientes Lacustres (Mello et al., 2008). Na &rea de coleta
(22°33'51.00" S, 42°12°43.00" W) (Figura 5) a predominancia era de gramineas,
assim como na llha dos Barbados, e pastos, além de areas com solo exposto
decorrentes do uso do solo naquela regido, voltada principalmente para o plantio de
subsisténcia.

A média da temperatura maxima da regiéo é de 26,46°C (Mello et al., 2008).

Figura 4 - Vista geral da Area de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S&o

Jodo (APA-BRSJ), onde foram estabelecidos os transectos de captura: A)
Propriedade Rural com a presenca pasto. B) Area de matriz aberta circundando

fragmento florestal, com presenca de gramineas.

4.2.3. Area de Interesse Ecoldgico de Itapebussus (Rio Das Ostras)

A Area de Interesse Ecoldgico de Itapebussus (ARIE Itapebussus) é uma das
cinco Unidades de Conservacao existentes no municipio de Rio das Ostras e esta
localizada entre os municipios de Rio das Ostras e Macaé (22°28'56” S, 41°54'04”
W). Criada através do decreto n°® 038/2002, em 13 de junho de 2002, conserva a
bacia hidrografica da Lagoa Salgada, Itapebussus e Margarita (Almada, 2015).

A ARIE Itapebussus € uma area costeira com trés fitofisionomias distintas do
bioma de Mata Atlantica: formacdes vegetais de restingas, manguezais e florestas
semi-deciduais, com predominancia das duas primeiras. Apresenta solo arenoso

com origem marinha (Figura 6), compreendendo uma faixa de areia desde a margem
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esquerda de Rio das Ostras até a praia da Costa Azul (Mayerhofer & Toledo, 2004),
estando proxima a estrada RJ-106 e as areas urbanizadas.

A temperatura média anual & de 23,5°C, com valores maximos que variam
entre 27°C e 29°C e valores minimos que variam entre 20°C e 22°C (Mayerhofer &
Toledo, 2004).

Figura 5 - Vista geral da area de coleta na Area de Interesse Ecoldgico de

Itapebussus, onde foram estabelecidos os transectos de captura de pequenos
mamiferos, com presenca de vegetacdo rasteira composta por gramineas e

pequenos arbustos.

4.2.4. Usina Sapucaia - Campos dos Goytacazes

Campos dos Goytacazes é o maior municipio do estado do Rio de Janeiro, com
4.032 km? de extensao e localizado no norte do estado (21°39°23” S, 41°24’17" W).
Seu historico de ocupacéo se deu, inicialmente, através do comércio as margens do
Rio Paraiba do Sul, e se expandiu ao longo dos anos. Em 1650, Campos dos
Goytacazes inicia a cultura do plantio de cana-de-acucar, o0 que impulsiona o
crescimento da cidade (Costa & Alves, 2005). O municipio entdo passou a ser no
Brasil, um dos locais de maior importancia na producdo de cana-de-acucar,
produzindo em seus anos de auge cerca de 23 mil toneladas de cana por ano
(Paranhos, 2000).

Ao longo dos anos a producdo canavieira foi sendo reduzida, porém a

paisagem de Campos dos Goytacazes ja havia sofrido grandes alteracoes,
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transformando-se em regides urbanas com pequena presenca de remanescentes
florestais compostos por floresta subcaducifélia, floresta subperenifélia de varzea,
campos hidréfilos, campos halofilos e vegetacdo de restinga. (Ramos, 2000).

A Usina de Sapucaia (21°39'23"S 41°24'17"0), onde foi realizado o trabalho, é
uma das usinas de cana-de-acgucar fundada no auge do plantio de cana na regiao
(Figura 7). Ela foi fundada em 1884 por Visconde de Santa Rita (Paranhos, 2000) e
atualmente continua sua producéo pela COAGRO. E uma area de baixada, formada
prioritariamente por cana-de-aclcar e uma grande presenca de gramineas entre as
plantacbes. Localiza-se préxima ao Rio Muriaé e possui uma pequena area de mata
(floresta subperenifélia de varzea), com aproximadamente 10 metros de extensao.

A temperatura média anual € de 23,7°C, com valores maximos que variam

entre 34°C e 40°C e valores minimos que variam entre 10°C e 17°C.

Figura 6 - Vista da area de coleta na Usina COAGRO Sapucaia, onde foram

estabelecidos os transectos de captura. A): Plantacdo de cana-de-acucar em estagio
inicial de crescimento; B) Area com presenca de Cana-de-aclcar e gramineas

(arquivo pessoal).

4.3. Métodos de campo

Foram estabelecidos 10 transectos lineares espacados em média com 300
metros entre si, visando a independéncia das capturas de pequenos mamiferos nao
voadores entre os transectos (Puttker et al., 2008). Estes foram dispostos em areas
de matriz alterada e possuiram cada um, 20 estacdes de captura. Em cinco
transectos foram dispostas uma armadilha modelo Tomahawk® (dimensGes de
40,64cm x 12,70cm x 12,70cm) e uma modelo Sherman® (dimensdes de 7,62cm x
9,53cm x 30,48cm) por estagédo de captura, apropriadas para a captura de pequenos

mamiferos vivos com até 3 kg e em outros cinco transectos foram dispostas duas
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armadilhas do modelo Sherman® por estacdo de captura. As armadilhas foram
checadas diariamente pela manha e iscadas com uma mistura composta de
sardinha, aveia, banana e amendoim triturado. As sessdes de captura duraram 5
noites, sendo realizada somente uma sessao por area (Ver item 4.2).

Os animais capturados foram removidos para uma base laboratorial de campo,
anestesiados e eutanasiados de acordo com orientacdo veterinaria para coleta de
amostras, dados biométricos e reprodutivos. Foram coletadas amostras de medula
do fémur para determinacdo do caridtipo dos espécimes coletados e amostras de
figado, preservadas em etanol 70%, para sequenciamento de DNA dos individuos
coletados, além de amostras de sangue/soro e 6rgaos para a deteccao de infeccdo
por hantavirus. O diagnéstico de infeccdo foi determinado através de ensaio
imunoenzimatico ELISA.

Todos os procedimentos de coleta de amostras foram realizados com nivel de
biosseguranca 3 e as expedicbes de coleta realizadas sob a licenca CEUA LW-
39/14, Licenca Permanente para coleta de material zoologico n° 13373-1
ICMBIO/SISBIO e licencas especificas do INEA-RJ para Unidades de Conservacao.
Apés a coleta dos dados e amostras, os animais foram taxidermizados, tendo
cranios e esqueletos limpos, e serdo depositados na colecdo zoologica do Museu
Nacional, RJ.

A identificacdo taxon6mica das espécies coletadas foi baseada na morfologia
externa do corpo e analise da morfologia craniana, sendo confirmada através da
analise cariotipica (no caso dos roedores) por técnicas citogenéticas (Bonvicino,
2011).

4.4. Estudos de micro-habitat

Para a caracterizacdo da paisagem e seu uso pelas espécies de pequenos
mamiferos, foram medidas diversas variaveis quantitativas em todos as estacfes de
captura, de acordo com Freitas e colaboradores (2002). Como instrumento de
medicao foi utilizado um quadrado de 1m?, feito de bordas de PVC (0,5 x 0,5 m),
dividido em 100 guadrados menores e confeccionados com arame de modo a formar
uma tela (Figura 8). As medicdes foram realizadas pela quantificacdo do numero de
obstrucdes desses quadrados tendo como centro da medigcdo os locais em que
foram alocadas as armadilhas, sendo considerados visualmente obstruidos aqueles
com mais de 50% de obstrucdo visual. As variaveis foram medidas de modo a
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caracterizar a estrutura horizontal (Figura 8) e vertical (Figura 9) da paisagem em
cada area em cinco dire¢Bes - Central, Norte, Sul, Leste e Oeste — a uma distancia
de 1,5m do ponto central para os demais, formando uma area de 9m2 ao redor das
armadilhas, sendo este considerado o habitat de cada espécie. Foram quantificadas
a porcentagem de obstrucdo foliar vertical na altura de 50 cm a 1m (OFV),
porcentagem de folhico (FOL), porcentagem de afloramentos rochosos (ROCHA),
porcentagem de exposicdo do solo (SOLO), porcentagem de partes vivas (CHL),
namero de troncos caidos e de arvores com mais de 1m de altura, porcentagem de
cobertura do dossel (DOSSEL) e sua altura e nimero de arvores com diametro na
altura do peito = 5. O numero de troncos caidos e de arvores com mais de 1m foi
determinado por contagem direta e a altura do dossel foi estimada a olho nu. Além
destas variaveis, foram tomadas variaveis categoricas caracterizadas por presenca e
auséncia, ou classificadas em pouco, regular e muito: presenca ou auséncia de
cursos d’agua (Alagamento), porte das arvores predominantes, espécies peculiares
da vegetacdo, nivel de abertura do sub-bosque, presenca de sementes, plantas
predominantes, existéncia de plantacdo nos arredores, presenca de criadouros de

animais e presenca de trilhas / estradas.

0.50 m

0.50m

Figura 7 - Instrumento utilizado para medi¢éo
das varidveis verticais e horizontais do
micohabitat.

Fonte: Freitas et al. (2002)

Figura 8 - Medicdo de variaveis quantitativas do micro-
habitat (OFV1), Area de Interesse Ecolégico de
Itapebussus, Rio das Ostras, RJ, Setembro de 2016.

4.4.1. Uniformizacédo das variaveis

As variaveis quantitativas foram transformadas em uma unidade de area

padrao (Cerqueira & Freitas, 1999) de forma a uniformizar sua quantificagéo. As
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medicdes coletadas em campo e tabuladas em uma planilha no Excel foram
transformadas da seguinte maneira:

Variaveis CHL, FOL, SOLO e ROCHA

> variavel * 0,045 (9m? / 100 quadrados * 2 pontos medidos, considerando
cada armadilha).

Variavel OFV

> OFV*0,005 (1 altura * 4 dire¢des" * 0,50 cm de grade / 100 quadrados * 4
direcdes?).

1 considerando as dire¢Oes adjacentes ao ponto central (norte, sul, leste e
oeste).

Adicionalmente, foram somados o numero de troncos caidos, numero de
arvores com mais de 1m de altura e a porcentagem de cobertura do dossel dentro

de cada estacao de captura.

4.4.2. Associacéo das espécies com o habitat

Variaveis de habitat correlacionadas e com pouca variacdo foram excluidas
de modo a reduzir o numero de variaveis a serem utilizadas nas analises. As
correlacbes foram analisadas através do coeficiente de Spearman, devido a nao
normalidade dos dados. Posteriormente, foram utilizadas as seguintes variaveis nas
analises subsequentes: CHL, FOL, SOLO, OFV. A presenca e auséncia entre as
areas foram analisadas em relacdo a estas variaveis de habitat de cada transecto
utilizando modelos lineares generalizados (GLM), onde os melhores modelos foram
escolhidos utilizando o critério de informacdo Akaike corrigido (AlCc), considerando
o valor de Delta (A) AICc = 2. Foram feitas analises a priori para selecédo de variaveis
através de correlacdo de Spearman, onde foram selecionadas para a GLM apenas
as variaveis que apresentaram p < 0,05. Deste modo, foram utilizadas nas analises
de riqueza as variaveis CHL, FOL, OFV e heterogeneidade.

Foi calculado indice de heterogeneidade do habitat para cada transecto a partir
das variaveis de habitat selecionadas. A influéncia da heterogeneidade na presenca
e auséncia das espécies foi investigada como uma variavel da GLM. As variaveis
utilizadas para o calculo do indice de heterogeneidade, e que representam uma
estrutura horizontal do habitat, foram: CHL, FOL, SOLO, OFV. O indice de
heterogeneidade foi considerado como sendo os escores do eixo 1 das analises de
componentes principais (PCA) utilizando-se os dados de suas respectivas variaveis
(August, 1983).
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Para avaliar a co-ocorréncia (segregacdo espacial ou sobreposicao) de
espécies de acordo com o estudo de Gentile & Fernandez (1999) foi utilizada uma
matriz de correlacao linear de Spearman.

O nivel de significancia considerado nos testes de hipétese foi de 5% em todas
as analises. A correlacdo foi feita no software PAST versao 2.17c. A GLM e a PCA
foram calculadas utilizando o pacote vegan (Oksanen et al., 2017) do software
RStudio verséao 1.0.36.

Para realizacdo destas andlises em Poc¢o das Antas as 3 espécies de roedores
(N. lasiurus, M. musculus e A. cursor) possuiam numero amostral suficiente,
enquanto que em Campos dos Goytacazes e ARIE ltapebussus apenas para as
espécies M. musculus e A. cursor. Na APA-BRJS a andlise somente foi possivel

para N. lasiurus.

4.5. Modelo de distribuicdo de espécies

A distribuicdo do N. lasiurus no estado do Rio de Janeiro foi modelada usando
a abordagem da maxima entropia de nicho, utilizando o MAXENT 3.3.3k (Phillips et
al., 2006), no qual define a adequabilidade de habitats e a distribuicdo potencial das
espécies no estado. Esse método considera as necessidades ambientais das
espécies, baseados na sua ocorréncia observada, no qual é mapeado com as
variaveis ambientais da area alvo (no caso do estudo, as variaveis ambientais no
estado do Rio de Janeiro) (Phillips et al., 2006). Esta abordagem ira fornecer curvas
de respostas vindas destas variaveis ambientais, no qual indicara quais variaveis
afetaram a predicdo na distribuicdo da espécie (Philips & Dudik, 2008). A
abordagem com o MAXENT é conhecida por fornecer um modelo de entropia de
nicho robusto através dos dados de ocorréncia (Elith et al., 2006), e por gerar uma
descricdo sistematica sobre relacdes ecolégicas e espaciais entre espécie e
condi¢cBes ambientais.

As analises com MAXENT foram aplicadas no modo ‘auto-features’ com as
configuracbes padrdes, além disto foram feitas 10 repeticbes com os dados através
de bootstrap ((Phillips & Dudik 2008). Foi utilizada a “saida logistica” (onde as
medidas de adequabilidade de habitat ficam na escala de 0-1(auséncia-presenca),
sendo os modelos com altos valores de adequabilidade (Habitat Suitability Map
(HSM)) representantes das condi¢cdes mais favoraveis para a ocorréncia de N.
lasiurus. O modelo foi desenvolvido usando nove variaveis ambientais (EV), e 32
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registros de ocorréncia, com 80 % dos registros de ocorréncia usados para o “treino”
e 20% para “teste”. Os dados de “treinos” sdo usados para criar o modelo, ja os
dados de “teste” s&o utilizados para garantir a acuracia do modelo.

Os EVs foram retirados do mapa de cobertura/uso da terra de 2016 do
MAPBIOMAS (http://mapbiomas.org), e a cobertura vegetal de restinga costeira
particularmente, foi retrada do Mapa da SOS Mata Atlantica
(https://www.sosma.org.br). Trés tipos de descricdo de paisagem foram usados: (i) a
proporcdo de cobertura das sete classes de cobertura da terra, (ii) a distancia média
do rio ou corpo d’agua, e (iii) altitude média. Os valores foram calculados pela
extracdo da proporcdo de cada classe de cobertura, distancia média e altitude da
area, formando buffers com raios de 1000m.

A precisdo de cada modelo foi avaliada usando a area sob a curva (Area Under
the Curve (AUC)), baseado na area abaixo da curva caracteristica operacional do
receptor (Receiver Operating Characteristic (ROC)), obtidos pelo MAXENT. Os
dados de auséncia também foram utilizados para reduzir as taxas de comissao do
modelo (taxas de erro por falso positivo). O Treino de presenca minima (Minimum
Training Presence (MTP)) foi usado como o método mais conservado, no qual define
a possibilidade maxima para predizer a area, mantendo uma taxa de omissdo em
zero, tanto para os dados de treino quanto para o de teste.

Os resultados obtidos foram classificados em cinco zonas de adequabilidade
ambiental: (1) Zonas ndo adequadas (Unsuitable Zone (UNSZ)) (Pixels com uma
adequabilidade de ocorréncia < dado minimo no treino de presenca (Minimum
Training Presence, MTP)); (2) Zonas com baixa adequabilidade (Low Suitability Zone
(LSZ)) (Pixels com uma adequabilidade de ocorréncia entre o MTP e 0.25); (3)
Zonas intermediarias de adequabilidade (Intermediate Suitability Zone (1SZ)) (Pixels
com uma adequabilidade de ocorréncia entre 0.25 e 0.50); (4) Zonas com alta
adequabilidade (High Suitability Zone (HSZ)) (Pixels com uma adequabilidade de
ocorréncia entre 0.50 e 0.75); e (5) Zonas com adequabilidade muito alta (Very High
Suitability Zone (VHSZ)) (Pixels com uma adequabilidade de ocorréncia maiores que
0.75).
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4.6. Diagnostico soroldgico de infecgdo por Hantavirus

Para deteccdo de anticorpos da classe IgG anti-hantavirus foi realizado o
imunoensaio enzimatico (ELISA) empregando o antigeno recombinante Araraquara
(Figueiredo et al., 2009).

Para realizacdo do teste, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com
proteina recombinante do nucleocapsideo do hantavirus Araraquara (ARAV-N) na
metade superior (linhas A, B, C e D) e extrato de Escherichia coli usado como
controle negativo na metade inferior (linhas E, F, G e H) diluidos em solucdo tampao
carbonato-bicarbonato na concentragdo de 0,2ug/ uL, durante incubagdo por uma
noite (overnight) a 4°C. Em seguida, apés lavar a placa por 5 vezes com PBS pH 7.4
acrescido de Tween (PBS-T) 1X a 0,05%, foi adicionada solucéo de bloqueio ( leite
em po desnatado a 10% em PBS-T). Apds incubacdo da placa a 37°C por duas
horas e subsequente etapa de lavagem, as amostras de soro, sabidamente positivas
e negativas utilizadas como controle do teste, e as amostras em teste foram
adicionadas na diluicdo de 1/400 em solucéo de bloqueio.

Apo6s nova incubacao a 37°C por uma hora e etapa de lavagem por 6 vezes,
anticorpos secundarios anti-Peromyscus leucopus e anticorpos anti-Rattus rattus
marcados com peroxidase foram utilizados como conjugado na diluicdo de 1/3000
em 44 solucbes de bloqueio. Em continuacdo, apos incubar e lavar novamente a
placa, um substrato cromogénico (o-phenylenediamine = OPD) diluido em solucéo
Citratofostato (pH 4,9 a 5,2) foi adicionado acrescido de peréxido de hidrogénio e a
placa entdo foi incubada por 15 a 20min a 37°C. ApGs o bloqueio da placa com
adicdo de HCl a 1M, a absorbancia foi mensurada a 490nm em espectrofotémetro.

A diluicdo do soro foi considerada positiva quando a densidade 6tica (DO) foi
superior a 0,3. A DO final de cada diluicdo de soro foi calculada como a diferenca
entre o valor da DO mensurada nos poc¢os sensibilizados com a proteina ARAV-N e
aqueles sensibilizados com o antigeno controle negativo. Um titulo > 1: 400 foi

considerado positivo.
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5. RESULTADOS

Parte dos resultados aqui apresentados foram organizados na forma de artigo,

submetido a revista Acta Tropica (Anexo E).

5.1. Ocorréncia de Necromys lasiurus no estado do Rio de Janeiro

5.1.1. Levantamento bibliografico e pesquisa em bancos de dados online

A expedicdo de coleta de pequenos mamiferos mais antiga para o Estado do
Rio de Janeiro foi realizada na primeira metade do século XX nos municipios de
Teresopolis e ltatiaia (Miranda-Ribeiro 1905, 1935; Davis 1945). ApOs estas
primeiras expedi¢bes, foram levantados 50 artigos sobre estudos que envolveram a
captura de pequenos mamiferos e dois registros em banco de dados online,
resultando em 721 expedicbes em 44 dos 92 municipios do Estado do Rio de
Janeiro (Figura 10).

Entre estas expedicOes, a ocorréncia de N. lasiurus foi registrada em 16
localidades em 10 municipios (Tabela 1, Figura 10), com um total de 254 espécimes
capturados. O primeiro registro de N. lasiurus foi em 1978 (GBIF, depositado no
Muséum National D'Histoire Naturelle, Paris), na localidade de Barracdo dos
Mendes, no municipio de Nova Friburgo (Tabela 1). Dois outros registros de N.
lasiurus, anteriores a este, para o municipio de Teresopolis em 1926, disponiveis no
Banco de dados online do GBIF, foram excluidos dos resultados obtidos. Estes dois
espécimes, depositados no Field Museum, Chicago, tiveram sua identificacdo
checadas e confirmadas como Akodon cursor e ndo como N. lasiurus (Aldo Caccavo,
comunicacao pessoal). O proximo registro de N. lasiurus ocorreu somente 13 anos
depois, em 1991, no municipio de Sumidouro, em uma localidade caracterizada por

pequenas propriedades rurais, caracterizadas pela presenca de fragmentos de Mata
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Atlantica nos topos dos morros, circundados por matriz antropica, composta
basicamente por campos sujos, pastagens e pequenas plantacdes de hortalicas e
legumes (D’Andrea et al., 1999; Gentile et al., 1999).

A abundancia relativa de N. lasiurus foi baixa em todas as localidades onde foi
observado, exceto na REBIO Poc¢o das Antas (Tabela 1), onde 90 espécimes foram
capturados, através de um esforco de captura de 13.498 armadilhas-noite e uma
abundancia relativa de 12,03% (Pires et al., 2002, 2010; Castro et al., 2004).

Por outro lado, N. lasiurus néo foi registrado em 34 municipios no Estado do
Rio de Janeiro, apesar do grande esforco de captura empreendido em algumas
destas localidades (Tabela 2, Figuras 10 e 11). O esfor¢co de captura nestas areas
variou de 50 armadilhas-noite a 15.060 armadilhas-noite, sendo Teresépolis (15.060
armadilhas-noite), Rio de Janeiro (11.600 armadilhas-noite) e Pirai (11.600
armadilhas-noite) os municipios com os maiores esforcos de captura empreendidos.
Em Nova Friburgo, municipio do primeiro registro de N. lasiurus, apesar de um
esforco de captura relativamente alto (9750 armadilhas-noite) esta espécie nao

apresentou nenhum registro recente de sua ocorréncia (Tabela 2, figura 11).

5.2. Areas com lacunas de amostragem

Outro aspecto importante foi a identificacdo de areas no estado do Rio de
Janeiro com lacunas de amostragem de pequenos mamiferos nao voadores.
Particularmente as regides Centro-Sul, Norte Fluminense e das Baixadas Litoraneas
foram identificadas como sendo regides com pouco ou henhum esforco de captura
empreendido e com necessidade de amostragem para melhor conhecimento da sua
mastofauna (Figura 11).

O maior esforco de captura observado em uma mesma localidade no Estado
do Rio de Janeiro, foi registrado para REBIO Pogo das Antas (Castro et al., 2004;
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Feliciano et al., 2002; Pires et al., 2002, 2010), com 51.122 armadilhas-noite,
seguido pelos municipios de Sumidouro com 22.059 armadilhas-noite e Teresopolis
com 15.060 armadilhas-noite. Os menores esforcos de captura ocorreram nos
municipios de Conceicdo de Macabu, com 50 armadilhas-noite, Sdo Jodo da Batrra,
com 177 armadilhas-noite, e Sdo Sebastido do Alto, com 268 armadilhas-noite.
(Tabela 2, Figura 11).

Tabela 1 — Municipios, no estado do Rio de Janeiro, com registro de
ocorréncia de N. lasiurus, segundo levantamento bibliografico, banco de dados
online e banco de dados do LABPMR. Esforco de captura (EC), numero de
espécimes de N. lasiurus (N), riqueza de espécies (R) da comunidade de pequenos
mamiferos da localidade de estudo, abundéancia relativa de N. lasiurus (AR), sucesso

de captura de N. lasiurus (SC) Ano da coleta (AC) e fonte dos dados.

Municipio EC N R AR SC AC Fonte
C d
ampo dos . - . - 2008 Moreira, 2008.
Goytacazes*
Cantagalo 920 1 4  14,28% 0,76% 2007 Banco de dados do LBPMR
Cordeiro 396 2 9 9,52% 5,30% 2006 Banco de dados do LBPMR
2012
Carapebus* - - - - - a Lemos et al., 2015.
2013
Nova Friburgo - 12 - - - 1978 Banco de dados Online (GBIF)
Casimiro de Abreu e 1998
Silva Jardim (Reserva Pires et al., 2010; Feliciano et al.
.- 3721 90 7  29.41%  8,22% ’ ! ’
Bioldgica de Pogo ° 0 @ 2002; Bovendorp etal., 2017.
1999
das Antas)
Casimiro de Abreu e 1998
Silva Jardim (R i . ; .
i v.a ?r. im (Reserva 13498 90 14 12.03%  5,54% 3 Pires et al., 2002; Bovendorp et al
Bioldgica de Pogo 2017.
1999
das Antas)
Casimiro de Abreu e 1995
Silva Jardim (Reserva 51122 21 3 Castro et al., 2004; Bovendorp etal.,
Bioldgica de Pogo 2017.
2001
das Antas)
2012
Rio das Ostras - 139 17 - - a Lemos et al., 2015.
2013
Santo Antdnio de ) 1 ) ) . 2012 Lemos et al., 2015.
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Padua a

2013
1991
D' tal., 1999; Gentile et al.
Sumidouro 12500 2 8 018% 440%  a andrea et al,, 1399; Gentile et .,
1999; Bovendorp et al., 2017.
1996
1996
lifi l., 2 ;D' l.
Sumidouro 5700 1 7 029% 002% a  Chmiersetal, 2005 D'andrea etal,
2007; Bovendorp etal., 2017.
1998
2001
Sumidouro 2259 2 0,30%  29,88% a Bonecker et al., 2009.
2006

Banco de Dados
(Todo estado do Rio - - - - - - Oliveira ,2013; Rocha et al., 2004.
de Janeiro) *

Rio das Ostras

(Reserva Biolégicade 2000 1 5 2,63% 1,90% 2016 Este Estudo
Itapebussus)
Campos dos
Goytacazes (Usina 2000 1 4 0,98% 5,10% 2017 Este Estudo
Sapucaia)

Silva Jardim (Reserva
Bioldgica de Pogo 2000 148 4 65,49% 11,30% 2017 Este Estudo
das Antas)

Casimiro de Abreu
(Area de Protecdo
Ambiental da Bacia
do Rio S3o Jodo)

2000 75 6 86,67% 4,50% 2017 Este Estudo

*Estudos em municipios em que foi apenas informado o registro do N. lasiurus, nédo
sendo informado o numero de espécimes capturados, o esfor¢co de captura, riqueza
de espécies da comunidade de pequenos mamiferos da localidade de estudo,

abundancia relativa de N. lasiurus e sucesso de captura.
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Figura 9 - Expedicdes realizadas para a captura de pequenos mamiferos nao voadores no Estado do Rio de

Janeiro, no periodo de 1905 a 2017, mostrando areas de ocorréncia e areas de auséncia de N. lasiurus.
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Tabela 2 - Municipios no estado do Rio de Janeiro, em que nao foi relatada a
presenca de N. lasiurus, considerando o0s registros obtidos no levantamento
bibliogréafico, banco de dados online e no banco de dados do LABPMR, mostrando o
esforco de captura (EC), riqueza de espécies (R), sucesso de captura (SC), ano da
coleta (AC) e fonte dos dados.

Municipio EC R SC AC Fonte

Angra Dos Reis (llha Grande) 1050 7 oosw pord  Bancodedadosdo
Angra dos Reis (Ilha Grande) 512 11 4,68% 2002 Cunha & Rajéo, 2007.

Cambuci 2340 4  150% 2013 Ba”COLgisﬂaF‘:OS do

Itaborai 2160 3 2 78% 22311261 BancoLgTD Ic\i/laéios do

Rio de Janeiro (Jacarepagud) 11600 4 1,45% 22811 4a BancoLgiSAasos do

Macaé 600 1 2.50% 2013 BancoLgtlaD (I\j/lalgos do

Mangaratiba 1520 7 3.68% Zggfsa BancoLgtlaD (I\j/lagos do

Miracema 2340 4 1.37% 2013 BancoLgi (I\j/laéms do

Niter6i (Serra Da Tiririca) 789 1 2,28% 2014 BancoLgis/laSOS do

Nova Friburgo 9750 14 8,17% 13 gllza BanCOLgi‘l\jﬂasos do

Paracambi 1810 4 4,59% 1f g g ga BanCOLgi‘l\jﬂasos do

Paraty 1120 6 411% 2007 D0 fedadosdo

Barra do Pirai 11600 5 1,09% 22816 Oa BanCOLgi‘l\jﬂasos do

Raposo 1110 0 0.54% 2014 Bancol_gclaD (I\jAaSOS do

S#o Sebastifo do Alto 268 4 13,06% 2010 Ba”COLgiﬁﬂasos do

Sapucaia 1000 5 3,30% 1999 BancoLgfD &a;os do

Teresopolis 15060 21 9.31% 1;)317; BancoLgfD &a;os do

Trés-Rios 644 1 0.16% 2007 BancoLgicl\jﬂasos do

Valenca 1150 7 5.22% 2010 Banco de dados do

LBPMR

44



Varre-Sai

Angra dos Reis*

Barra de Marica

Barra de Marica

Cachoeira de MacacU

Cambuci

Cambuci

Carapebus

Casimiro de abreu

Casimiro de Abreu

Casimiro de Abreu

Conceicéo de Macabu

Casimiro de Abreu (Fazenda

unido) *

Sumidouro (Garrafédo)

Guapimirim

Angra dos Reis (Ilha Grande)*

Angra dos Reis (Ilha Grande)

Angra dos Reis (llha Grande)

Angra dos Reis (llha Grande) *

Itaborai
Itaguai*

Itaperuna

3210

8870

2340

936

2209

12401

556

50

7474

2340

17

27

35

13

50

17

21

17

2,62%

12,07%

1,50%

6,52%

4,14%

1,20%

1,40%

2012 a
2013

1990 a
1991

1997 a
2009

1986 a
1990

1999 a
2007

2013 a
2014

2006

2007 a
2010

1990 a
1991

2004 a
2005

2007 a
2010

2007 a
2010

1990 a
1991

1997 a
2009

1999 a
2007

1983 a
1984

1996 a
1997

1983 a
1984

1976 a
1977

1999 a
2007

2013 a
2014

Banco de dados do
LBPMR

Gomes et al., 2003.

Pacheco et al., 2013.

Cerqueira et al., 1993.

Vieira et al., 2009.

Gongalves et al., 2016.

Albuquerque et al.,
2012.

Pessba et al., 2010.

Gomes et al., 2003.

Carlos, 2006.

Pessba et al., 2010.

Pessba et al., 2010.

Gomes et al., 2003.

Pacheco et al., 2013.

Vieira et al., 2009.

Fernandes et al., 1999.

Bittencourt & rocha,
2002.

Fernandez et al., 1988.

Guitton et al., 1986.

Vieira et al., 2009.
Fernandes et al., 1999.

Gongcalves et al., 2016.
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Itatiaia

Itatiaia

Itatiaia*

Macaé*
Macaé

Magé*

Mangaratiba

Miguel Pereira

Miracema
Nova Friburgo

Sumidouro (Pamparrdo)

Paraty (PARNA Serra da
Boicana)

Parque Estadual Desengano
(Santa Maria Madalena, Sao
Fidélis, Campos dos Goytacazes)

Rio de Janeiro (Pedra Branca)

Reserva Biol6gica de Poco das
Antas (Silva Jardim e Casimiro
de Abreu)

Quissaméa

Rio Bonito*

Rio Claro

Rio de Janeiro

Rio Macacu
Sao Joao da Barra
Saquarema*

Serra dos Orgéos

3200

2899

936

2340

1600

1872

1026

17290

560

1815

15000

177

12375

69

15

33

23

88

56

33

12

17
49

17

28

13,12%

0,40%

25,05%

4%

4,82%

1995 a
2000

2005
1905

1990 a
1991

2007 a
2010

1990 a
1991

2005

2013 a
2014

1995 a
1997

1997 a
2009

2011

2008

1999 a
2000

1988 a
1989;

1995 a
1999

2007 a
2010

2007 a
2011

2015

1999 a
2009

2007 a
2010

1990 a
1991

1996 a
2005

Geise et al., 2004.

Silva et al., 2007.
Miranda-Ribeiro, 1905.

Gomes et al., 2003.

Pessba et al., 2010.

Gomes et al., 2003.

Pessoa et al., 2009.

Fernandes et al., 1999.

Gongalves et al., 2016.

Carvalho et al., 2001.

Pacheco et al., 2013.

Delciellos et al., 2012.

Modesto et al., 2008.

Vaz, 2005.

Pereira et al., 1993;
Carvalho et al., 1999.

Pessba et al., 2010.

Muniz-Pereira et al.,
2016.

Oliveira et al., 2017.
Freitas, 2006.

Delcielos et al., 2016.

Pessba et al., 2010.

Gomes et al., 2003.

Olifiers et al., 2005.
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Serra dos Orgéos

Silva Jardim*

Sumidouro

Magé*
Teresopolis*

Teresopolis

Teresopolis

Teresopolis

Teresopolis*
Teresopolis

Barra do Pirai

Sao Pedro da Aldeia*

Varre-Sai

Volta Redonda

1600

1600

5170

2520
936

2340

320

42
37

46

4,56%

7,93%

3,87%

15,33%

3,60%

2004 a
2005

1995 a
1997

1990 a
1991

1995 a
1997

2004 a
2005

2004 a
2005

1935
1945
2008

1990 a
1991

2013 a
2014

2009

Simdes et al., 2011.
Fernandes et al., 1999.

Carvalho et al., 2001.

Gomes et al., 2003.
Fernandes et al., 1999.

Carvalho et al., 2001.

Oliveira et al., 2009.

Cardoso et al., 2016.

Miranda-Ribeiro, 1935.
Davis, 1945.
Modesto et al., 2008.

Gomes et al., 2003.

Gongalves et al., 2016.

Pereira et al., 2013.

*Estudos em municipios em que foi apenas informado o registro de captura de

pequenos mamiferos, porém nédo informado o nimero de espécimes e a riqueza de

espécies da comunidade de pequenos mamiferos, o esfor¢co de captura, e 0 sucesso

de captura.
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Figura 10 - Esforco de captura (nimero de armadilhas-noite) empregado em expedi¢cdes para captura de pequenos mamiferos

nao voadores no Estado do Rio de Janeiro.

-45.0 -44.0 -43.0 -42.0
|

Esforco de Captura Regides
@ Esforco de Captura acima de 1000 Costa Verde
@ Esforco de captura menor que 1000 Noroeste Fluminense
=) Sem informagao de esforco de captura "™ Baixada Litoranea
Centro-Sul Fluminense
Médio Paraiba
Metropolitana
Serrana
{771 Norte Fluminense

-21.0 4

[ Limite Estadual

-22.0

Sao Paulo

-23.0

- -21.0

- -22.0

- -23.0




5.3 Expedi¢cdes de captura

O total de animais capturados nas quatro areas amostradas foi de 456
espécimes, com uma riqgueza de 7 espécies de pequenos mamiferos: Rodentia-
Cricetidae, Sigmodontinae - Necromys lasiurus (226), Akodon cursor (50) e
Nectomys squamipes (01); Muridae, Murinae - Mus musculus (158) e Rattus (05);
Didelphimorphia, Didelphidae - Marmosa paraguayana (11) e Gracilinanus
microtarsus (04), (Tabela 3). A abundancia das espécies coletadas variou de acordo
com a paisagem sendo as mais abundantes M. musculus e A. cursor. A espécie de
habitos sinantropicos, M. musculus, também teve ocorréncia em todas as quatro
areas, e seu maior indice de abundancia foi em Campos dos Goytacazes. Nesta
area, A. cursor nao foi registrado. Mesmo néo havendo registro de ocorréncia de A.
cursor em Campos dos Goytacazes (area de plantacdo de cana-de acucar), foi
possivel verificar a ocorréncia desta espécie em todos os diferentes tipos de habitats
estudados, visto que foi capturada em um transecto estabelecido em uma plantacéo
de cana-de-acUcar na area de ARIE Itapebussus.

Estas areas selecionadas para a comprovacdo de presenca de N. lasiurus,
bem como para estimativa de sua abundancia relativa e diagnéstico de infeccao por
hantavirus, apresentaram dois padrdes distintos quanto a abundancia da espécie
alvo. Nas éareas de coleta em Rio das Ostras (abundancia relativa = 2.63%) e
Campos dos Goytacazes (abundancia relativa = 0.98%), apenas um espécime de N.
lasiurus foi capturado. Entretanto, nas areas da REBIO Poco das Antas (n=149,
abundancia relativa = 65,49%) e na APA-BRJS (n= 75, abundancia relativa =
83.33%) foram observadas altas densidades de N. lasiurus, apresentando-se em

ambas como a espécie dominante na comunidade de pequenos mamiferos.
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Tabela 3 - Registro de espécies de pequenos mamiferos ndo voadores
capturadas em diferentes paisagens de Mata Atlantica no Estado do Rio de Janeiro
(Al, CG, RBPA, APA-BRJS), e seus habitats de ocorréncia, nos periodos de
setembro e dezembro de 2016 e abril e agosto de 2017. Legenda: (Al) Area de
Interesse Ecolbgico de Itapebussus, Rio das Ostras; (CG) Usina COAGRO, Campo
dos Goytacazes; (RBPA) Reserva Biolégica de Pogo das Antas, Silva Jardim; Area
de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio Sao Joao (APA-BRJS); HAB (habitat); (ms)
mata semidecidual; (mp) matriz de pastagem,; (faa) formacgOes abertas arbustivas de

restinga; (pc) plantacdo de cana, (pd) peri-domicilio.

) Al CG  RBPA  APA-
TAXONS BRJS  Total HAB
Set 16 Dez16 Abrill7 Ago 17

Rodentia

Sigmodontinea

Akodon cursor 20 - 29 01 50 ms, faa, pc,
mp
Necromys lasiurus 01 01 149 75 226 faa, pc, mp
Nectomys squamipes - 01 - 01 01 pc
Murinae
Mus musculus 05 96 47 10 158 faa, pc, mp
Rattus rattus - 04 - 01 05 Pc, pd
Didelphimorphia
Didelphidae
G A T
pl\)/;ar;rggz;na 1 ) ) ) 1 Ms
TOTAL 38 102 226 90 456
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5.4. Associacdo das espécies de pequenos mamiferos com o habitat

Foram observadas associacbes das diferentes espécies de pequenos
mamiferos com as variaveis de habitat estudadas.

Para M. musculus foram observados sete modelos com maior suporte em
Campos dos Goytacazes e maior representatividade de CHL (negativa) e
Heterogeneidade (negativa). Em Poco das Antas, este roedor apresentou quatro
modelos com suporte, sendo a Heterogeneidade (negativa) e OFV (positiva)
variaveis com maior representatividade. Ainda em Poco das Antas, N. lasiurus
apresentou seis modelos com suporte, sendo a Heterogeneidade (negativas) mais
representativa. Ja em Casimiro de Abreu na APA-BRJS, N. lasiurus apresentou trés
modelos de suporte, sendo FOL (negativo) a variavel mais representativa. A. cursor
apresentou seis modelos em Poco das Antas, sendo Heterogeneidade (positivas), e
trés modelos em ARIE Itapebussus, sendo Heterogeneidade (positivas) e CHL
(negativas), as mais significativas (Tabela 4).

N. lasiurus, a espécie alvo deste trabalho, teve ocorréncia nas quatro areas
estudadas, porém, apresentou um padréo de distribuicdo relacionado a ambientes

mais homogéneos, com vegetacao especifica como gramineas.
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Tabela 04 - Modelos de associacdo entre a abundancia das espécies e as
varidveis de habitat, baseados no Critério de Informacéo de Akaike corrigido (AlCc).
AAICc representa a diferenga entre o AIC do valor de um modelo em relagéo ao
modelo anterior (de menor valor de AIC); Wt representa o peso de cada modelo e K
representa o numero de graus de liberdade.

Campos dos Goytacazes / M. musculus

Modelo AlICc AAICc AICcWt K
(-) CHL + () FOL + (-) Htrgn + (+) OFV 2157 000  0.206 4
(-) CHL + (+) OFV 216.1 0.39 0.169 2
(-) CHL + (+) OFV 216.4 0.70 0.145 3
(-) CHL + (-) FOL + (+) OFV 2172 144  0.100 3
(-) CHL + () FOL + (-) Htrgn + (+) OFV 2173 154  0.095 5
(-) CHL + (-) Htrgn + (+) OFV 217.3 1.55 0.096 3
(-) CHL + (-) Htrgn + (+) OFV 2177 195  0.078 4
Area de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S0 Jodo / N. lasiurus

Modelo AlICc AAICc AICcWt K
(-) FOL + (-) Htrgn 209.0 0.00 0.267 3
(-) FOL + (-) Htrgn + (+) OFV 210.1 1.07 0.157 4
(-) FOL 210.7 1.67 0.116 2
Area de Interesse Ecoldgico de Itapebussus / Akodon cursor

Modelo AICc AAICc AICcWt K
(+) Htrgn 97.5 0.00 0.327 2
(-) CHL + (+) Htrgn 99.4 1.92 0.126 3
(-) FOL + (+) Htrgn 99.4 1.92 0.125 3
Reserva Bioldgica de Poco das Antas / N. lasiurus

Modelo AICc AAICc AICcWt K
(-) Htrgn 274.0 0.00 0.194 2
(-) Htrgn 274.0 0.00 0.194 2
(+) CHL + (-) Htrgn 274.6 0.55 0.147 3
(+) CHL + (-) Htrgn 274.6 0.55 0.147 3
(-) Htrgn + (+) OFV 275.9 1.87 0.076 3
(-) Htrgn + (+) OFV 275.9 1.87 0.076 3

53



Reserva Bioldgica de Pogo das Antas / Akodon cursor

Modelo AlICc AAICc AICcWt K
(+) Htrgn 138.4 0.00 0.224 2
(+) Htrgn 138.4 0.00 0.224 2
(+) Htrgn + (-) OFV 139.6 1.22 0.122 3
(+) Htrgn + (-) OFV 139.6 1.22 0.122 3
(-) CHL + (+) Htrgn 139.8 1.45 0.109 3
(-) CHL + (+) Htrgn 139.8 1.45 0.109 3
Reserva Bioldgica de Poco das Antas / M. musculus

Modelo AICc AAICc AICcWt K
(-) Htrgn + (+) OFV 186.5 0.00 0.298 3
(-) Htrgn + (+) OFV 186.5 0.00 0.298 3
(-) CHL + (-) Htrgn + (+) OFV 188.3 1.80 0.121 4
(-) CHL + (-) Htrgn + (+) OFV 188.3 1.80 0.121 4

A analise de co-ocorréncia das espécies, a partir dos pontos de captura na

REBIO Poco das Antas e APA-BRJS, indicou segregacédo espacial

negativa) entre estas 3 espécies: A. cursor x N. lasiurus (rs=-0,6507; p<0,0001;
n=117) (rs=-0,28765; p<0,0001; n=76), A. cursor x M. musculus (rs=-0,8569;
p<0,0001; n=62) (rs=-0,65465; p<0,0001; n=11) e N. lasiurus x M. musculus (rs=-

0,5135; p<0,0001; n=121) (rs=-0,4712; p<0,0001; n=85) (Tabela 05).

Tabela 5 - Analise de co-ocorréncia entre N. lasiurus, A. cursor e M. musculus
na REBIO de Poco das Antas, Silva Jardim, RJ e APA-BRJS, Casimiro de Abreu,

RJ.

(correlacéo

REBIO POCO DAS ANTAS

N. lasiurus x N. lasiurus x A. cursor x
A. cursor M. musculus M. musculus
Coeficiente de Spearman
(rs)= -0.6507 -0.5135 -0.8569
(p)= < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Numero de pares = 117 121 62
Area de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S&0 Jo&o
N. lasiurus x N. lasiurus x A. cursor x
A. cursor M. musculus M. musculus
Coeficiente de Spearman
(rs)= -0,28765 -0.4712 -0.65465
(p)= < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Numero de pares = 76 85 11
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5.5. Modelo de distribuicdo de espécies

O modelo de distribuicdo de espécie (SDM) apresentou uma boa performance,
com altos valores de AUC tanto para o “treino” (AUC = 0.955; SD = 0.007) quanto
para os dados de “teste” (AUC = 0.883; SD = 0.089), o que indica que a distribuicao
modelada nas andlises teve uma melhor performance que os dados de distribuicao
randémica. Altos valores de AUC denotam uma previsdo ou ajuste confiavel dos
pontos de teste no modelo de distribuicio espacial (Lobo et al., 2008). A
adequabilidade média dos locais para a presenca de N. lasiurus foi de 0,11, o que
indica uma baixa taxa de comisséo ja que este valor ficou abaixo do valor do MTP
(0,18). As variaveis ambientais (EV) que melhor explicaram a ocorréncia de N.
lasiurus foram Agricultura/Pasto (AGPAS), seguidos de Altitude (ALT), e distancia
média para corpos hidricos (WATER) (Figura 11). A contribuicdo dessas variaveis
diminui quando a agua (WATER) € omitida, indicando que essa variavel contém a
maior parte das informacdes do que as outras (Figura 12).

As curvas de resposta (Figura 13) para as EVs do modelo, indica que N.
lasiurus é fortemente associado com paisagens dominadas por atividades agricolas,
em regides com baixa altitude e préximos a corpos d’agua (Figura 13). Apesar da
espécie ndo estar presente em a areas com floresta continua, a presenca de

peguenos remanescentes florestais aparentemente favorece sua ocorréncia.
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Figura 11 - Resultado do teste de Jackknife sobre a importancia de cada
variavel ambiental no modelo MaxEnt de forma individual: Agricultura e/ou Pasto
(AGPAS), Agua (WAT), Floresta (FOR), Manguezal (MAN), Pasto (PAS), Dunas
(DUN), Restinga (RES), zona urbana (URB), Altitude (ALT). As barras vermelhas
representam o resultado de todas as variaveis ambientais; as barras em azul escuro
representam o resultado individual da predicdo de cada variavel, e a azul clara
representa a perda no ganho do treino quando a varidvel é removida do modelo
final.
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Figura 12 - Curvas de resposta das varidveis ambientais. Agricultura e/ou Pasto
(AGPAS), Agua (WAT), Altitude (ALT), Floresta (FOR). Essas curvas mostram como
cada variavel ambiental afeta a predicdo do MaxEnt quando todas as variaveis séo

usadas para construir o modelo.
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O modelo indica que as areas mais adequaveis para a ocorréncia de N.
lasiurus no estado do Rio de Janeiro, estdo localizados nas zonas agricolas e de
baixa altitude das regides Serrana, entre a divisa com o Estado de Minas Gerais,
Floresta Ombrofila Densa, regides costeiras, areas agricolas proximas a areas
urbanas, baixadas litoraneas e o litoral Norte. A distribuicdo potencial binaria
(Adequado/Nao adequado) da espécie baseada no critério de corte MTP

(MTP=0.17) é demonstrado na figura 14.
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Figura 13 - Modelo de distribuicdo de espécies para Necromys lasiurus. Zonas ndo adequadas (UNSZ); Zonas com baixa
adequabilidade (LSZ); Zonas com adequabilidade intermediarias (ISZ), Zonas com alta adequabilidade (HSZ); Zonas com muita

adequabilidade (VHSZ).
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5.6. Diagnostico de infeccéo

Um total de 368 amostras de soro foram coletadas dos pequenos mamiferos
capturados nas quatro areas investigadas, das quais 204 amostras eram de N.
lasiurus. Porém, nenhuma dessas amostras foram reativas para infec¢do por

hantavirus (Tabela 6).

Tabela 6 - Resultado das amostras de soro coletadas dos pequenos mamiferos

capturados nas quatro areas investigadas.

Reserva Bioldgica de Pogo das Antas

Espécie Espécimes analisados/ Espécimes capturados
Akodon cursor 25/30
Mus musculus 32/47
Necromys lasiurus 135/148

Area de Protecdo Ambiental do Rio S&o Jodo

Espécie Espécimes analisados/ Espécimes capturados
Akodon cursor 1/1
Mus musculus 8/10
Necromys lasiurus 67/75
Rattus rattus 1/1

Area de Interesse Ecoldgico Itapebussus

Espécie Espécimes analisados/ Espécimes capturados
Akodon cursor 20/16
Mus musculus 2/5
Necromys lasiurus 1/1

Campos dos Goytacazes

Espécie Espécimes analisados/ Espécimes capturados
Mus musculus 75/96
Necromys lasiurus 1/1
Rattus rattus 3/4
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6.DISCUSSAO

N. lasiurus é um roedor generalista que habita exclusivamente areas abertas,
principalmente no bioma Cerrado e algumas regides dos biomas Caatinga e
Pantanal (Bonvicino et al., 2008, 2015; Reis et al., 2011, Oliveira et al., 2013; Patton
et al.,, 2015). Particularmente no Cerrado, este roedor se apresenta em altas
densidades sendo geralmente dominante na comunidade de roedores em que esta
inserido (Becker et al., 2007; Moreira et al., 2008; Santos et al., 2011; Santos-Filho
et al.,, 2011). Em contrapartida, os resultados obtidos pelo presente estudo indicam
gue a distribuicdo de N. lasiurus no Estado do Rio de Janeiro esta restrita a regiao
Serrana, Norte Fluminense e das Baixadas Litoraneas, sendo observado em alta
abundancia somente nas areas da REBIO Poco das Antas (65,49%) e na APA-BRJS
(83.33). Apesar dos grandes esforcos de captura empreendidos em algumas regides
do estado, como, Costa Verde, Médio Paraiba, Centro Sul e Metropolitana, a
presenca de N. lasiurus ndo foi registrada nestas regibes. Na regido Noroeste,
apesar do também alto esforco de captura empregado, registrou-se a ocorréncia de
N. lasiurus somente no municipio de Santo Antdnio de Padua. (Noroeste do estado).

Todas as localidades onde N. lasiurus foi registrado no estado do Rio de
Janeiro caracterizam-se como areas predominantemente de matrizes agricolas
(fazendas e pastos) rodeadas por remanescentes florestais. A substituicdo das
areas originais de cobertura florestal por areas abertas, além de atividades
agricolas, favorece a distribuicdo do N. lasiurus por fornecer habitats propicios a
esta espécie. Esse processo também favorece outras espécies de roedores
generalistas como, A. cursor e O. nigripes, levando ao aumento da abundancia
dessas espécies em areas de matrizes agricolas da Serra dos Orgéo e arredores,

como visto em Olifiers e colaboradores (2005).
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A ocorréncia de N. lasiurus nos habitats de restinga, inicialmente reportada por
Lemos e colaboradores (2015), foi confirmada neste estudo com a captura de um
espécime na ARIE Itapebussus. Essa ocorréncia também foi sustentada pelo SDM,
que indica a restinga como um habitat adequado para a ocorréncia da espécie alvo.
Lemos e colaboradores (2015) observaram 139 cranios de N. lasiurus em pelotas de
coruja-de-igreja, Tyto furcata (Strigiforme: Tytonidae), coletadas na restinga de
Jurubatiba (4rea préxima a ARIE Itapebussus). Esses achados sugerem que N.
lasiurus estd bem estabelecido no litoral norte do estado do Rio de Janeiro, apesar
das baixas capturas observadas pelo presente estudo. A presenca de corujas
nessas areas pode ser um fator importante no controle das populacbes destes
roedores reservatorios de hantavirus (Eilam et al., 1999; Magrini & Facure, 2008;
Mufoz-Pedreros et al., 2010), como demonstrado em Uberlandia (Magrini & Facure,
2008), onde a coruja-de-igreja foi considerada um predador importante para o
controle N. lasiurus.

A substituicdo de areas originais de floresta por areas abertas agricolas ou de
pasto podem estar favorecendo a dispersdo de N. lasiurus. Entretanto, Lemos e
colaboradores (2015), sugerem a hipétese de que a ocorréncia de N. lasiurus nas
restingas do estado pode ser relictual de populacbes destes roedores presentes
desde o ultimo periodo glacial no Pleistoceno, onde as restingas eram continuas
com as areas de Cerrado, populacdes estas que persistiram mesmo depois da
separacdo dessas areas. Caso seja este 0 caso, a expansado de areas abertas de
Mata Atlantica, estaria contribuindo para conectar e expandir as populacdes ja
existentes no estado.

O espécime coletado, no presente estudo, no municipio de Campos dos
Goytacazes, também confirma a presenca de N. lasiurus em areas com plantacéo

de cana-de-acucar no estado, sendo esta area também apontada como adequada
61



para a ocorréncia desta espécie, pelas andlises do SDM. Diferente do que tem sido
observado em areas de plantio de cana-de-agucar no Cerrado e Mata Atlantica no
estado de S&o Paulo (Sousa et al., 2008; Gheler-Costa et al., 2012; Verdade et al.,
2012; Prist et al., 2017), N. lasiurus aparentemente € menos abundante nessas
areas no estado do Rio de Janeiro.

Nas Unidades de Conservacgdo de Casimiro de Abreu e Silva Jardim (REBIO-
Poco das Antas e APA-BRSJ), N. lasiurus foi capturado em areas de pasto e
graminea nas matrizes abertas entre fragmentos florestais. A REBIO-Poco das
Antas € a Unica regido onde constantemente vem sendo registrado a dominancia de
N. lasiurus nas comunidades de pequenos mamiferos estudadas, sendo capturado
repetidamente em altas taxas (Feliciano et al., 2002; Pires et al., 2002; 2010). A alta
densidade de gramineas e as areas em estagio inicial de regeneracao, adjacentes a
fragmentos florestais, aparentemente favorecem o estabelecimento e expansao das
populacdes de N. lasiurus.

Quanto aos resultados sobre a preferéncia de habitat nas comunidades de
pequenos mamiferos, em Campos dos Goytacazes, o modelo de preferéncia de
habitat para M. musculus sugere associacdo com menor vegetacao rasteira e maior
homogeneidade. Na REBio Poco das Antas a abundéancia deste roedor esteve
associada a ambientes mais homogéneos, sendo este o mesmo resultado
observado para N. lasiurus nesta area. No entanto, M. musculus ocorreu em
ambientes com maior densidade do sub-bosque enquanto N. lasiurus foi influenciado
por ambientes com menor densidade desta variavel. A. cursor apresentou
associacdo com ambientes menos Umidos e menor vegetacdo rasteira na ARIE
Itapebussus, e com ambientes mais heterogéneos e com maior vegetacao rasteira

na REBIio Poco das Antas. A selecdo de modelos indicou distintas associa¢gdes das
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espécies entre as areas, demonstrando influéncia da paisagem, presente em cada
matriz, na abundancia e na ocupacgéo do habitat dos roedores estudados.

Corroborando estes resultados, a andlise de co-ocorréncia indicou segregacao
espacial entre as trés espécies de roedores (N. lasiurus, A. cursor e M. musculus) na
REBIO Poco das Antas, apresentando um padréo de separacao de habitat, no qual
as espécies apresentaram reducdo na escala de uso do espaco, evitando maiores
taxas de encontro. E valido ressaltar que estas analises n&o indicam a excluséo de
uma espécie pela outra e sim a menor abundancia de uma dada espécie em pontos
de maior abundancia de outra, indicando um padréo predominante de separacéo de
habitat entre estas espécies, porém podendo haver sobreposicdo em certos
momentos.

Ao se comparar as comunidades de pequenos mamiferos percebe-se que
algumas espécies podem ser abundantes em determinados habitats e menos
frequentes, ou até ausentes, em outros. Como por exemplo, A. cursor que néo foi
registrado em Campos dos Goytacazes, mas teve abundancia relativamente alta em
ARIE Itapebussus e Poco das Antas. N. lasiurus teve apenas uma ocorréncia em
cada uma das duas primeiras areas coletadas e alta abundancia na ultima area.
Estes resultados estdo corroborando com outros estudos (Crouzeilles et al., 2010;
Junior & Leite, 2007; Paglia et al., 1995) que sugerem que cada espécie ira
responder de forma diferente aos distintos elementos de uma mesma paisagem, no
gual tais elementos irdo exercer influéncia sobre cada espécie.

Apesar da baixa abundéancia na maioria das areas, ndo somente neste estudo,
mas também como em outros em dominios da Mata Atlantica do Rio de Janeiro, N.
lasiurus foi encontrado em toda a diversidade de habitats de areas abertas

estudadas (Restinga, Canavial e Capinzal proximo a fragmentos florestais).
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Entretanto, as areas de capinzal parecem ser um habitat aonde suas popula¢des
estdo melhor adaptadas.

Nos estudos de micro-habitat, N. lasiurus n&o teve uma associagao direta com
os corpos d’agua, contrapondo o que foi encontrado pelo SDM. Isto pode estar
relacionado as escalas utilizadas em cada método, onde o Micro-habitat realiza um
buffer de 1,5 m em torno da armadilha e o SDM de 90m. Além disto, esta relacdo
pode ser fraca, sendo assim, a sua dependéncia a corpos hidricos € baixa, nao
necessitando estar préximo de tais locais.

A abundéancia de N. lasiurus em areas de plantacdo de cana-de-acglcar pode
estar sendo baixa devido a interacdes com as outras espécies da comunidade de
pequenos mamiferos presentes naquela regido, limitando o crescimento das
populacdes deste roedor. Outro aspecto importante a ser considerado, € que em
Sao Paulo os canaviais estdo inseridos no Cerado, bioma de distribuicao em alta
abundancia desta espécie.

A auséncia de sororeatividade para a infeccdo por hantavirus em 100% dos
espécimes de N. lasiurus (n=204) sugere que o gendtipo viral Araraguara nao esta
presente nas populacdes desta espécie no estado do Rio de Janeiro. Além disto,
considerando que o risco de transmissdo da SPH é relacionado ndo somente a
prevaléncia viral, mas também a densidade populacional de seus reservatorios
(Yates et al., 2002; Limongi et al., 2013; Figueiredo et al., 2010; Sousa et al., 2008;
Suzuki et al., 2004; Katz et al., 2001), haveria risco potencial de transmissdo de
hantavirus somente na REBIO Poc¢o das Antas, a Unica localidade onde N. lasiurus
foi encontrado abundante. O risco de transmissao é ainda menor nas outras regides
onde a ocorréncia de N. lasiurus no estado do Rio de Janeiro foi confirmada, devido
a sua baixa abundancia. Porém, é necessario considerar que a prevaléncia deste

gendtipo, até o momento somente reconhecido associado com N. lasiurus no
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Cerrado, é tipicamente baixa, com uma prevaléncia de 4% (Figueiredo et al., 2010;
Limongi et al., 2013; 2016).

Outro aspecto importante a ser considerado é a possibilidade de transferéncia
de um genoétipo viral para um hospedeiro alternativo (species jumpping), num
processo conhecido como “spillover”. Neste caso, poderia ocorrer a infecgdo de N.
lasiurus pelo gendtipo viral Juquitiba, tipico da Mata Atlantica e cujo reservatorio é o
roedor O. nigripes. O gendtipo viral Juquitiba vem sendo detectado em populacdes
de O. nigripes no estado do Rio de Janeiro (Oliveira et al.,, 2009; Strecht, 2014;
Teixeira et al., 2014), mas somente h& pouco tempo foi associado a um caso de
hantavirose (Unico caso registrado de SPH no estado do Rio de Janeiro, Oliveira et
al., 2017). Algumas evidéncias também demonstraram a possibilidade deste
genotipo ocorrer nas populacdes de A. cursor no estado do Rio de Janeiro (Oliveira
et al., 2017). Em nossas expedicdes, nao foi observado a simpatria de O. nigripes e
N. lasiurus, e na literatura isto foi também raramente reportado para o estado do Rio
de Janeiro, o que minimiza a possibilidade de spillover desta variante viral, tipica da
Mata Atlantica, para populacfes da espécie alvo deste estudo. Em particular, essa
simpatria € dificultada devido ao roedor O. nigripes ser associado a areas florestais
densas, ou suas bordas, e raramente ser encontrado em matriz aberta, limitando a
interacdo potencial com N. lasiurus, que esta por sua vez, exclusivamente associado
as areas abertas (Pires et al., 2002; Puttker et al., 2008; Lima et al., 2010).

A ocorréncia do roedor N. lasiurus e sua atual distribuicdo no estado do Rio de
Janeiro, pode estar subestimada devido a disposi¢cdo das armadilhas para captura
de pequenos mamiferos ndo voadores geralmente realizadas nos estudos
levantados. Na grande maioria dos estudos realizados no estado, o delineamento

amostral privilegia a amostragem no interior dos fragmentos florestais, e pouca
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atencdo é dada as matrizes ou bordas florestais. Este fato reforgca a necessidade de
capturas adicionais, mais voltadas a cobrir todos os diferentes tipos de habitats.

Por fim, andlises filogeograficas e moleculares para investigar as relacdes das
populacdes de N. lasiurus presentes no estado do Rio de Janeiro com populagdes
desta espécie no Cerrado, podem elucidar questbes sobre os processos de
ocupacao desta espécie nas areas abertas da Mata Atlantica no estado do Rio de
Janeiro. Além disto, novas coletas devem ser realizadas em areas de matriz aberta
no estado, assim como em areas de lacunas de amostragem ou com baixo esfor¢o
de captura, identificadas por este estudo, a fim de se ter uma melhor compreensao,
tanto da ocupacdo da espécie alvo no estado, quanto da composicdo faunistica

presente nestas areas de matriz aberta.
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8. CONCLUSOES

e Areas de matriz aberta da Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro favorecem

a ocorréncia do roedor sigmodontineo N. lasiurus, em baixa abundancia,

e Micro-habitats mais homogéneos com presenca de gramineas favorecem a
ocorréncia de N. lasiurus na Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro;

e As areas de plantio de cana-de-acUcar no estado do Rio de Janeiro nao
favorecem o aumento da abundancia de N. lasiurus. Essa baixa abundancia
pode também estar associada a comunidade de roedores presentes naquela
regiao;

e As areas potenciais para a ocorréncia de N. lasiurus na Mata Atlantica no estado
do Rio de Janeiro estdo relacionadas a associacdo com a areas abertas e
demonstram uma exigéncia na escolha do habitat semelhante ao que é visto nas

suas areas de distribuicdo no Cerrado;

e Até o0 momento, € pouco provavel a possibilidade de um recrudescimento na
transmissao de hantavirus no estado relacionado a participacdo do roedor N.
lasiurus como reservatorio do hantavirus genétipo viral Araraquara ou de outros

genotipos virais.
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10. ANEXOS

ANEXO A- Listados pesquisadores consultados através do curriculo Lattes.
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http://lattes.cnpq.br/7619229846071918

http://lattes.cnpq.br/8922871327510362

http://lattes.cnpq.br/5938196076131300

http://lattes.cnpq.br/1067399121895452

http://lattes.cnpq.br/6513120111063693
http://lattes.cnpq.br/2782964116305880

http://lattes.cnpq.br/5615354195849472

86


http://lattes.cnpq.br/3561492834576313
http://lattes.cnpq.br/3430534497997843
http://lattes.cnpq.br/9770773078956351
http://lattes.cnpq.br/2532268388216019
http://lattes.cnpq.br/7577970336711931
http://lattes.cnpq.br/6551622738384590
http://lattes.cnpq.br/5388683684010000
http://lattes.cnpq.br/7619229846071918
http://lattes.cnpq.br/8922871327510362
http://lattes.cnpq.br/5938196076131300
http://lattes.cnpq.br/1067399121895452
http://lattes.cnpq.br/6513120111063693
http://lattes.cnpq.br/2782964116305880
http://lattes.cnpq.br/5615354195849472

ANEXO B- Variaveis ambientais utilizados no modelo de adequabilidade de

espécie.

Classes de
cobertura da
paisagem

Acrénimo

Descricao

Fonte

Restinga

Floresta

Manguezal

Dunas e Praias

Agricultura e/ou
Pasto

Pasto

Infraestrutura
Urbana

Agua

Altitude

RES

FOR

MAN

DUN

AGPAS

PAS

URB

WAT

ALT

Vegetacdo costeira
sobre influéncia do
oceano, composto de
arbustos e arvores de

pequeno e médio
porte.

Classe de cobertura
contend toda formacéo
natural de floresta.

Vegetagéo salina

natural ou arbustiva
que cresce nas regides
costeiras ou alagadas,
influenciadas pela

maré.
Area de dunas ou

praias Sem ou com

pouca cobertura
vegetal.

Paisagem contendo
porc¢des de pastos,
areas em regeneracdo

e agricultura.

Vegetacdo herbacea
associada a pecuaria
(ex. graminea) e areas

com solo exposto.

Cidade ou areas com

alta densidade
populacional.

Corpos d’agua como

rios e lagos.

Atlas of the Atlantic Forest Remains
2010-2011.
http://www.sosma.org.br/en/project/atlas-
of-the-atlantic-forest-remains/

MapBiomas Project— Collection 2.3 of
the Annual Series of Coverage and Land
Use Maps of Brazil, accessed on
03/01/2018 through the link:
http://mapbiomas.org/

Média de altitude em  Shuttle Radar Topography Mission

metros.
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ANEXO C- Licenca da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (LW-39/14).

Ministério da Saude

g

Comissao de Etica
no Uso de Animais

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Vice-presidéncia de Pesquisa e
Laboratérios 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 legislagcao 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.

g —— s ——
T —_—
Octavio Augusto Franca Presgrave '/ @Y
Coordenador da CEUAIFIOCRUZ ¢ "
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O& e\)vfop.%
% o
P\a

88



ANEXO D- Licenca Permanente para Coleta de Material Zooldgico (13373-1).

Ministéerio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
BAMA Sistema de Autorizacédo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 13373-1 Data da Emissao: 19/11/2007 17:02
Dados do titular
Registro no Ibama: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Nome da Instituicdo : FUNDAGAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Observacdes, ressalvas e condicionantes

1 A participacdo do(a) pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizacdo depende de autorizac3o expedida pelo Ministério de Ciéncia e

Tecnologia (CNPg/MCT);

A licenca permanente ndo é valida para:

a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espéci cadas de extin¢do;
b) ¢do de espéci de fauna silvestre em cativeiro;

2 | c) recebimento ou envio de material biolégico ao exterior; e

d) realizacdo de pesquisa em unidade de conservacdo federal ou em caverna. . .

A restricdo prevista no item d ndo se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de Protecdo
Ambiental constituidas por terras privadas;

3 O pesquisador titular da licenca permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedi¢do de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicdo, que constardo no comprovante de registro de expedicéo para eventual apresentacdo a fiscalizaco;

4 Esta licenca permanente n3o exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

5 Esta licenca permanente ndo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizag3o de atividades inerentes ao p de licenciamento
ambiental de emp

6 Esta autonza;ao NAO exime o pesquisador titular da r idade de atender ao disposto na Instrucao Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
N, | de Anilh deAves“' t

7 [ O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 O orgdo gestor de unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autorizacées concedidas pelo Ibama,
estabelecer outras condicdes para a realizacdo de pesquisa nessas unidades de conservacdo.

O titular de licenca ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
9 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxonémico de interesse em condic&o in situ.

10 O titular da licenca permanente devera apresentar, anualmente, relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias ap6s o aniversario de
do da licenca permanente.

O titular de autorizacdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequacao,
11 | omiss&o ou falsa descri¢do de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera medlante decisdo motivada, ter a autoriza¢do ou licenca

p ou revogada pelo Ibama e o material & letado apreendido nos termos da legislag ileira em vigor.
12 A licengca permanente sera valida enquanto durar o vmculo empregaticio do pesquisador com a institui¢3o cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitacdo.
13 Este documenlo nao dispensa a obtencdo de autorizacdo de acesso ao componente do patriménio genético ou ao conhecimento tradicional associado nos termos da
legislacdo vigente.
14 As atividades contempladas nesta autorizacido NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingdo, sobreexplotadas ou cadas de sol plotacdo
Taxons autorizados
# Nivel taxonémico Taxon(s)
1 |ORDEM Rodentia, Didelphimorphia
2
Destino do material biolégico coletado
[#] Nome local destino | Tipo Destino
|1 Museu Nacional (UFRJ) | colecdo

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrucdo Normativa Ibama n®154/2007. . Através
do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

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

Codigo de autenticacédo: 91827146 ‘Hl‘lm ‘IHH“HI‘"‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

~ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizacdo e Informacg&o em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 13373-1

Data da Emissao: 19/11/2007 17:02

Dados do titular

Registro no Ibama: 608054

Nome: PAULO SERGIO D ANDREA

CPF: 062.639.198-92

Nome da Instituicio : FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

CNPJ: 33.781.055/0001-35

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico

De acordo com a Instrucéo Normativa Ibama n°154/2007. | a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato n&o
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta ser comunicada ao lbama por meio do relatério de atividades. O transporte do material
biologico ou do substrato deveréd ser acompanhado da autorizac@o ou da licenga permanente com a devida anotago.

O material bioldgico coletado de forma imprevista,

devera ser destinado a instituicdo cientifica, preferencialmente

depositado em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biologicas (CCBIO).

Nivel

Taxon®

Qtde.

Amostra

Qtde.

Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrucdo Normativa Ibama n®154/2007. . Através

do codigo de autenticacdo abaixo, qualguer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www_.ibama.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 91827146
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ANEXO E- Artigo Submetido na revista Acta Tropica.

Expansion of the range of Necromys lasiurus (Lund,
1841) into open areas of the Atlantic Forest biome in
Rio de Janeiro state, Brazil, and the role of the species

as a host of the hantavirus
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Abstract: Necromys lasiurus occurs naturally in the open habitats of the Cerrado, Pantanal and
Caatinga biomes, where it often occurs at high densities, although the distribution of the species has
recently been observed expanding into the Brazilian state of Rio de Janeiro. This generalist rodent is
thought to be the main reservoir of the Araraquara hantavirus, which causes Hantavirus Pulmonary
Syndrome, in the Brazilian Cerrado. This study aimed to map the occurrence of N. lasiurus within the
area of the Atlantic Forest in Rio de Janeiro state and discuss the potential role of the species as a
reservoir of the Araraquara hantavirus in these areas. The study was based on a comprehensive
literature search and four expeditions for the collection of specimens in the state of Rio de Janeiro.
The data were used to predict the distribution of N. lasiurus, confirm the distribution of the species in
the state, and detect the rates of hantavirus infection in these rodents. Necromys lasiurus has been
recorded at 16 localities in 10 municipalities of Rio de Janeiro state. The relative abundance of N.
lasiurus was low at all localities, however, except for the REBIO Pogo das Antas and APA-BRS]
protected areas. Necromys lasiurus was associated primarily with landscapes dominated by farmland
(plantations or pasture) at relatively low altitudes in the vicinity of bodies of water. A total of 204
serum samples were collected, but none were reactive for hantavirus. The distribution of N. lasiurus
is expanding into many areas of the anthropogenic matrix, but it is not usually either abundant or
dominant in these areas. The relatively reduced abundance of N. lasiurus in Rio de Janeiro and the
lack of infection in all the areas investigated indicate that it is unlikely to be a reservoir of hantavirus

in this region in the near future.

Keywords: Necromys lasiurus, hantavirus, geographic distribution, invasive species; habitat

fragmentation

1. Introduction
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The fragmentation of the Brazilian Atlantic Forest and its conversion into open habitats,
primarily pasture and shrubby vegetation, in the Brazilian state of Rio de Janeiro (Olifiers et al. 2005;
Rocha et al. 2007; Vieira et al. 2009; Ribeiro et al. 2009) has facilitated the expansion of the ranges of
many animal species typical of the Brazilian Cerrado savanna into this state. These species include the
maned wolf, Chrysocyon brachyurus (Carnivora: Canidae) (Queirolo et al 2011; Paula et al 2013; Bereta
et al. 2017; Xavier et al. 2017) and the South American rattlesnake, Crotalus durissus (Squamata:
Viperidae) (Bastos et al. 2005; Duarte & Menezes 2013). This geographic expansion of non-native
species associated with anthropogenic impacts may have deleterious consequences, such as the
introduction of exotic parasites, with important implications for the transmission of certain zoonoses

(Bruno & Bard 2012; Herrera et al. 2008; Sales et al. 2010; Zanol et al. 2010).

One of these invasive species is the sigmodontine rodent, Necromys lasiurus (the hairy-tailed
bolo mouse), which has recently been observed expanding into new areas in the state of Rio de Janeiro
(D’ Andrea et al 2007; Pires et al 2010). This generalist rodent is considered to be the main reservoir of
the Araraquara virus (ARAV) of the genus Orthohantavirus (family Bunyiaviridae), which causes
Hantavirus Pulmonary Syndrome (HPS) (Figueiredo et al 2010; Sousa et al 2008; Suzuki et al 2004).
The original distribution of N. lasiurus includes open habitats in the Cerrado, Pantanal and Caatinga
biomes, where the species is often found at high densities (Bonvicino et al. 2008; 2015; Reis et al. 2011;

Oliveira et al. 2013; Patton et al. 2015; Guterres et al., 2018).

Prior to March 2015, when the first and so far, only case of HPS was reported in the
municipality of Rio Claro (Vargas et al. 2016; Oliveira et al. 2017), the transmission of HPS was
unknown in the Brazilian state of Rio de Janeiro. This event was associated with the transmission of
the Juquitiba hantavirus genotype (Oliveira et al. 2017), whose known reservoir is the rodent
Oligoryzomys nigripes, a species typical of the Atlantic Forest biome (Suzuki et al 2004; Oliveira et al.

2009). In this context, the occurrence of N. lasiurus in Rio de Janeiro would further increase the
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potential for the spread of this zoonosis in the state, given that these rodents would potentially be able

to introduce the ARAV, which is typical of the Cerrado biome.

The present study is based on a survey of the records of the occurrence and relative abundance
of N. lasiurus in the Brazilian state of Rio de Janeiro, and an assessment of the potential role of this
species as a reservoir of the ARAV in areas of the Atlantic Forest. Sampling lacunas in Rio de Janeiro

are also identified, based on the mapping of the mammalian surveys conducted to date in the state.

2. Materials and Methods

2.1. Occurrence of Necromys lasiurus in Rio de Janeiro

A comprehensive literature search was conducted to map the recorded areas of occurrence of N.
lasiurus, and the areas in which the presence of the species has not been recorded in the state of Rio de
Janeiro. This search focused on studies that involved the capture of small mammals, and was based on
the Pubmed, Web of Science, and Google Scholar databases. The following key words (in Portuguese
and English) were employed in the searches, separately or combined: "Necromys lasiurus", "Bolomys
lasiurus", "Zygodontomys pixuna", "Small Mammals", "Atlantic Forest", "Hantavirus", "Rio de Janeiro”,
"Fieldwork", and “Rodent". To guarantee the identification of all possible records, the previous
synonyms of the study species, that is, Bolomys lasiurus and Zygodontomys pixuna, were also considered
in the literature search and review of the databases. In addition to trapping records, data on the
relative abundance of N. lasiurus were also considered, whenever available. The online databases
Species Link (http://splink.cria.orgbr) and Global Biodiversity Information Facility/GBIF
(http://www.gbif.org) were also reviewed to identify possible records of the occurrence of N. lasiurus
in Rio de Janeiro. These databases contain primary data from scientific collections in institutions
located in Brazil and in other countries, worldwide. One additional search was conducted, in the
online CNPq Lattes curriculum database (http://lattes.cnpq.br). In this case, we consulted the curricula

vitae of 29 researchers in mammalian biology and ecology from nine Brazilian institutions that

conduct research in the state of Rio de Janeiro.
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The records of N. lasiurus available at the National Museum of Rio de Janeiro were obtained from
Lemos et al. (2015). Duplicate records were identified and, whenever relevant, published papers were
always considered to be the primary source of information. When the same data were presented in
more than one paper, the record was considered only once. An additional source of records was the
database of the Laboratory for the Biology and Parasitology of Wild Mammals (LABPMR) at
IOC/FIOCRUZ, which holds records from 246 expeditions based on the capture of mammals in 26
municipalities in the state of Rio de Janeiro. Records in the form of voucher specimens deposited in
the NUPEM/UFR] mammal collection were also reviewed, focusing in particular on a recent survey of
the small mammals of Fazenda Santa Rita (22°18'26.02" S, 41°51’39.73" W) in the municipality of
Macaé conducted by the NUPEM/UFR] mammalogy team (license IBAMA ABIO 893/2017). This area
comprises two forest remnants, a thermoelectric power plant, and an ample matrix of Brachiaria
pasture distributed along the seasonally flooded plains on the southern margin of the Macaé River.

The relative abundance of the species was determined by dividing the number of N. lasiurus
specimens by the total number of specimens collected in the study. This parameter was calculated

from the data provided in the published papers, when available.

2.2. Data collection

Based on the available data, four new expeditions were conducted in the state of Rio de Janeiro to
confirm the presence of N. lasiurus and detect the rates of hantavirus infection in these rodents. One
locality was the protected area ARIE Itapebussus (22°28'56” S, 41°54’04” W) in the municipality of Rio
das Ostras. An ARIE is a Relevant Area of Ecological Interest, a category III protected area. The ARIE
Itapebussus encompasses an area of coastal restinga habitat that includes open areas of grassland and
shrubby vegetation. Necromys lasiurus has been recorded at this site (Lemos et al. 2015). The second
locality was a sugar mill, Usina Sapucaia (21°39'23” S, 41°24’17" W) in the municipality of Campos dos
Goytacazes. The area of this property is dominated by sugarcane plantations, a type of habitat in

which N. lasiurius is abundant in the Cerrado biome (Sousa et al. 2008; Gheler-Costa et al. 2012;

95



Verdade et al. 2012; Prist et al. 2017). The two other localities were protected areas composed by open
habitat dominated by exotic grasses, including the species Imperata brasiliensis, Panicum maximum, and
Melinis minutiflora (Pires et al. 2002). One of these localities is the Poco das Antas Biological Reserve
(REBIO-PdA: 22°35'8.00” S, 42°14'38.00" W) in the municipalities of Silva Jardim and Casimiro de
Abreu, in which Pires et al. (2002) recorded high densities of N. lasiurus. The other is the Bacia do Rio
Sao Joao Environmental Protection Area (APA-BRSJ: 22°33'51.00” S, 42°12'43.00" W), in the
municipality of Casimiro de Abreu.

Small non-volant mammals were trapped at these four sites between September 2016 and
October 2017. Trapping was conducted over five consecutive days along 10 transects, each with 20
trapping stations. On five transects, each trapping station had one Tomahawk® and one Sherman®
trap, whereas on the other five transects, each trapping station had two Sherman® traps. Total
trapping effort at each locality was as much as 2000 trap-nights. Each animal captured was taken to a
field laboratory, anesthetized, and then euthanized for the collection of biological samples, and
biometric and reproductive data (Lemos & D’Andrea, 2014). The specimens were prepared as
vouchers to be catalogued and deposited in the scientific collections at LABPMR/IOC and
NUPEM/UFR]. All procedures for the handling of the animals and the collection of samples were
conducted at biosafety level 3. The fieldwork and the collection of zoological material was authorized
by the Brazilian Environment Ministry (license number 13373 and 17418 MMA/ICMBIO/SISBIO) and
FIOCRUZ through license CEUA LW-39/14.. Research in the conservation units and in the ARIE
Itapebussus was authorized by INEA-R], through license 58374-2 MMA/ICMBIO/SISBIO, and by the
Secretary of Environment and Agriculture of Rio das Ostras municipality. The specimens were
identified to species based on external and cranial morphology, with the identification being
confirmed by karyotypic analysis, whenever necessary.

The data on the sampling effort conducted in the expeditions reported in the state were used to
generate a trapping density map. The geopolitical database was obtained from the Brazilian Institute

of Geography and Statistics (IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). The coordinates
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were obtained for the exact site of specimen collection or, when this information was not available, the
central coordinates of the municipality in which the specimens were collected were used.

Geoprocessing was run in the Quantum Gis® program (QGIS Developing Team, 2017).

2.3. Species Distribution Model

The distribution of N. lasiurus in Rio de Janeiro state was modelled using a maximum entropy
niche approach, run in MAXENT 3.3.3k (Phillips et al. 2006), which defines the suitability of habitats
and the potential distribution of the species in the state. This method considers the environmental
requirements of the species based on its occurrence, which are mapped in the context of the
environmental variables of the target area (Phillips et al. 2006), providing environmental variable
response curves which indicate how each variable affects the predicted distribution of the species
(Phillips & Dudik 2008). The MAXENT approach is known to provide robust entropy niche models
from presence-only data (Elith et al. 2006), and to provide a systematic description of the ecological
and spatial relationships between species and environmental conditions.

The MAXENT analysis was applied in the ‘auto-features’ mode with the default settings, and 10-
fold replicates were generated by a bootstrap approach (Phillips & Dudik 2008). The logistic output
was used (habitat suitability measured on a scale of 0-1), with higher values in the Habitat Suitability
Map (HSM) representing more favorable conditions for the occurrence of N. lasiurus. The model was
developed using nine Environmental Variables (EVs) (Supplementary data) and 34 occurrence records
with 80% of the occurrence data being used for training and 20% for testing.

The EVs were derived from the 2016 Land Cover/Use MAPBIOMAS map (http://mapbiomas.org),
and SOS Atlantic Forest maps (https://www.sosma.org.br), in particular for the coastal restinga
vegetation. Three types of landscape descriptors were used: (i) the proportions of seven land cover
classes, (ii) the mean distance to a river or other body of water, and (iii) mean altitude. The values
were calculated by extracting the proportion of each class of cover, mean distance and altitude from

the area formed by the buffers with a radius of 1000 m.
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The accuracy of each model was assessed using the Area Under the Curve (AUC) approach,
based on the area under the Receiver Operating Characteristic (ROC) curve, obtained in MAXENT.
The predicted suitability of the models was also extracted for each site at which N. lasiurus was not
detected, and the average suitability was used to evaluate the model commission rate (false positive
error rate). The Minimum Training Presence (MTP) was used as the threshold for the binary potential
distribution maps (suitable/unsuitable). This is the most conservative threshold, which identifies the
maximum possible predicted area, while maintaining a zero omission rate for both the training and
the test data.

For comparative purposes, the image resulting from the model (with continuous values from 0 to
1) was reclassified into five environmental suitability zones: (1) Unsuitable Zone (UNSZ; pixels of
suitability < Minimum Training Presence, MTP), (2) Low Suitability Zone (LSZ, pixels of suitability
between the MTP and 0.25), (3) Intermediate Suitability Zone (ISZ, pixels of suitability between 0.25
and 0.50), (4) High Suitability Zone (HSZ, pixels of suitability 0.50 and 0.75), and (5) a Very High

Suitability Zone (VHSZ, pixels of suitability > 0.75).

2.4. Serological analyses

The serum samples obtained from the rodents captured in the four study localities were tested
serologically for the presence of IgG antibodies against the recombinant nucleocapsid protein of the
ARAV (rN-ARAV), which was used as the specific antigen in the ELISA, following Figueiredo et al.
(2008). For this procedure, polystyrene microtiter plates (Nunc) were coated overnight with 2 pug/mL

of IN-ARAYV and a negative control antigen in a humid chamber at 4°C.

After washing and blocking the plates with phosphate-buffered saline (0.1% Tween 20 (PBS-T)
and 5% dry milk), the serum samples were added at a dilution of 1:400. Peroxidase-labeled affinity-
purified goat anti-Peromyscus leucopus and anti-rat IgG antibodies were added (v/v), at a dilution of

1:2500, and specific antibody binding was detected by the addition of 2.2"-azino-di-(3-
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ethylbenzthiazoline sulfonate) - ABTS substrate (Kierkegaard and Perry) with the absorbance being
measured at 405 nm. All specimens were incubated at 37°C for 1 hour (substrate for 30 min) with the
plates being washed five times with a washing buffer (PBS-T) between each step. A serum sample was
considered positive if its optical density (OD) was > 0.3. The final OD of each sample was calculated as
the difference between the OD values measured in wells coated with N-ARQYV protein and those

coated with the negative control antigen.

3. Results

The first expeditions that surveyed small non-volant mammals in the state of Rio de Janeiro date
back to the first half of the 20th century (Miranda-Ribeiro 1905, 1935, Davis 1945). These surveys
generally focused on forest remnants in the mountainous areas of the municipalities of Teresépolis
and Itatiaia, with the most recent of these expeditions dating to 1976 (Guilton et al., 1986). The earliest
record of N. lasiurus dates to 1978 (data from the GBIF), from the locality of Barracdao dos Mendes, in
the municipality of Nova Friburgo (Table 1). The subsequent record of the species was obtained only
in 1991, in a matrix of pastures and small plantations, located in the municipality of Sumidouro
(D’Andrea et al. 1999; Gentile et al. 1999). A total of 50 papers were identified in the literature search,
which reported on 721 expeditions conducted in 42 of 92 municipalities of the state of Rio de Janeiro.
Two records of N. lasiurus from the Field Museum, extracted from the online GBIF database, are
attributed to the municipality of Teresopolis and dated to 1926, although these records were excluded
from the present analysis given that the identification of the specimens was confirmed as Akodon

cursor, rather than N. lasiurus.
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Table 1. Areas of occurrence of Necromys lasiurus in the Brazilian state of Rio de Janeiro, based on
records obtained from the literature review, online databases, and the LABPMR database, showing the
year, locality, Trapping Effort (TE), Number of specimens of N. lasiurus collected (N), local Rodent

species richness (R), Relative Abundance (RA), Capture Success (CS), and Source of the data.

LOCALITY E A S SOURCE
Campo dos Goytacazes Moreira 2008
LABPMR Database
Cantagalo
20 4,28% ,76%
LABPMR Database
Cordeiro
96 ,52% ,30%
Carapebus Lemos et al.2015
Online Database (GBIF)
Nova Friburgo
2
Poco das Antas Pires et al. 2010, Feliciano et al.
(Casimiro de Abreu e Silva 2002, Bovendorp et al. 2017
721 0 9.41% ,22%
Jardim)
Poco das Antas Pires et al. 2002, Bovendorp et
(Casimiro de Abreu e Silva al. 2017
3498 0 2.03% ,54%
Jardim)
Pogo das Antas Castro et al. 2004, Bovendorp et
(Casimiro de Abreu e Silva al. 2017
1122
Jardim)
Lemoset al. 2015
Rio das Ostras
39
Santo Antonio de Lemoset al. 2015
Padua
D'andrea et al. 1999, Gentile et
Sumidouro
2.500 ,18% ,40% al. 1999, Bovendorp et al. 2017
Qlifiers et al. 2005, D'andrea et
Sumidouro
700 ,29% ,02% al. 2007, Bovendorp et al. 2017
Bonecker et al. 2009
Sumidouro
259 ,30% 9,88%
Banco de Dados Oliveira 2013, Rocha et al. 2004
Rio das Ostras (ARIE This Study
Itapebussus) 000 ,63% ,90%
Campos dos This Study
Goytacazes (Usina Sapucaia) 000 ,98% ,10%
Silva Jardim (Pogo das This Study
Antas) 000 48 5,49% 1,30%
APA-BRS] This Study
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000 5 6,67% ,50%
Macaé (Fazenda Santa NUPEM-UEFR]
Rita) 750% 0 ,25% ,08%

*3000 trap-nigths + 750- Pitfall-nights

Overall, the occurrence of N. lasiurus was recorded from 16 localities in 10 municipalities of Rio
de Janeiro state (Figure 1), with a total of 254 specimens being captured. The relative abundance of N.
lasiurus was low overall at all localities. In the municipality of Macaé (Fazenda Santa Rita), for
example, only three N. lasiurus specimens were collected from a total trapping effort of 3000 trap-
nights and 750 pitfall bucket-nights, with a relative abundance of 6.25% (data from the NUPEM/UFR]
mammal collection). A relatively high abundance of the species was recorded only in the REBIO-PdA
(Table 1), where 90 specimens were captured during a total trapping effort of 13,498 trap-nights, with

a relative abundance of 12.03% (Pires et al. 2002; 2010; Castro et al. 2004).

Figure 1. Expeditions conducted for the capture of small mammals in the Brazilian state of Rio de

Janeiro, showing the occurrence or absence of Necromys lasiurus.
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During the surveys conducted in the present study, only one N. lasiurus specimen was collected
at each of two sites — Rio das Ostras (relative abundance = 2.63%) and Campos dos Goytacazes
(relative abundance = 0.98%). However, the species was very common at the two other sites surveyed,
with 148 specimens being collected at REBIO-PdA (relative abundance = 65.49%) and 75 at APA-BRS]
(relative abundance = 83.33%). The species was dominant in the areas of open, scrubby habitat found
within the matrix of forest fragments (Table 1), which is consistent with the findings of Pires et al.
(2002).

Expeditions to 44 municipalities in Rio de Janeiro failed to detect N. lasiurus, despite the

considerable trapping effort applied at some localities (Table 2).

Table 2. Areas of the Brazilian state of Rio de Janeiro from which Necromys lasiurus is absent, based on
records obtained from the literature review, online databases, and the LABPMR database, showing the
year, locality, Trapping Effort (TE), local Rodent species richness (R), Relative Abundance (RA),

Capture Success (CS), and Source of the data.

LOCALITY SOURCE
E S

LABPMR

Angra Dos Reis (Ilha Grande) 050 105% Database

Cunha & Rajao
Angra dos Reis (I1ha Grande) 12 1 168% 2007

LABPMR

Cambuci 340 ,50% Database
LABPMR

Itaborai 160 ,78% Database
LABPMR

Rio de Janeiro (Jacarepagua) 1600 45% Database
LABPMR

Macaé 00 ,50% Database
LABPMR

Mangaratiba 520 ,68% Database
LABPMR

Miracema 340 37% Database
Niterdi (Serra Da Tiririca) 89 28% LABPMR
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Nova Friburgo

Paracambi

Paraty

Barra do Pirai

Raposo

Sao Sebastido Do Alto

Sapucaia

Teresopolis

Trés-Rios

Valenca

Varre-Sai

Angra dos reis

Barra de Marica

Barra de Marica

Cachoeira de Macaca

Cambuci

Cambuci

Carapebus

Casemiro de abreu

750

810

120

1600

110

68

000

5060

44

150

210

870

340

36

209

103

17%

,59%

1%

,09%

,54%

3,06%

,30%

,31%

,16%

,22%

,62%

2,07%

,50%

,52%

Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
LABPMR
Database
Gomes et al.
2003
Pacheco et al.
2013
Cerqueira et al.
1993
Vieira et al.
2009
Gongalves et
al. 2016
Albuquerque
et al. 2012
Pessoa et al.
2010

Gomes et al.



Casimiro de Abreu

Casimiro de Abreu

Conceicao de Macabu

Casimiro de Abreu (Fazenda uniao)

Sumidouro (Garrafio)

Guapimirim

Angra dos Reis (IlTha Grande)

Angra dos Reis (Ilha Grande)

Angra dos Reis (Ilha Grande)

Angra dos Reis (I1ha Grande)

Itaborai

Itaguai

Itaperuna

Itatiaia

Itatiaia

Itatiaia

Macaé

Macaé

Mageé

Mangaratiba

2401

56

474

340

200

899

104

3

,14%

,20%

,40%

3,12%

2003
Carlos 2015

Pessoa et al.
2010
Pessoa et al.
2010
Gomes et al.
2003
Pacheco et al.
2013
Vieira et al.
2009
Fernandes et
al. 1999

Bittencourt &

rocha 2002

Fernandez et
al. 1998
Guitton et al.
1986
Vieira et al.
2009
Fernandes et
al. 1999
Gongalves et
al. 2016
Geise et al.

2004
Silva et al. 2007

Miranda-

Ribeiro 1905

Gomes et al.
2003

Pessoa et al.
2010

Gomes et al.
2003

Pessoa et al.



Miguel Pereira

Miracema

Nova Friburgo

Sumidouro (Pamparrao)

Paraty(PARNA Serra da Boicana)

Parque Estadual Desengano(Santa Maria
Madalena, Sao Fidélis, Campos dos Goytacazes)

Rio de Janeiro (Pedra Branca)

Pogo das Antas (Silva Jardim e Casimiro de
Abreu)

Quissama

Rio Bonito

Rio Claro

Rio de Janeiro

Rio Macacu

Sao Jodo da Barra

Saquarema

Serra dos Orgios

Serra dos Orgios

Silva Jardim

Sumidouro

36 3

340 ,40%
600 5,05%
872 8
026 6
3
7290
60 2
815 7 %
9

5000 7 ,82%

77

2375 8

600 ,56%

105

2009
Fernandes et
al. 1999
Gongalves et
al. 2016
Carvalho et al.
2001
Pacheco et al.
2013
Delciellos et al.
2013
Modesto et al.
2009
Vaz, 2005

Pereira et al.

1993, Carvalho et al.

1999
Pessoa et al.
2010

Muniz-Pereira

et al. 2016

Oliveira et al.
2017
Freitas 2006

Delcielos et al.
2016

Pessoa et al.
2010

Gomes et al.
2003

Olifiers et al.
2005

Simoes et al.
2011
Fernandes et

al. 1999

Carvalho et al.

2001



Gomes et al.
Magé

2003
Fernandes et
Teresopolis al. 1999
Carvalho et al.
Teresopolis 600 ,93% 2001
Oliveira et al.
Teresopolis 2009
Cardoso et al.
Teresopolis 170 ,87% 2016
Miranda-
Teresopolis Ribeiro 1935
Teresopolis Pavis 1545

520 2 5,33%
Modesto et al.
Barra do Pirai

36 7 2008
Gomes et al.
Sao Pedro da Aldeia 2003
Gongalves et
Varre-Sai 340 ,60% al. 2016
Pereira et al.
Volta Redonda

20 6 2013

Total trapping effort at localities where N. lasiurus was not detected ranged from 50 to 15,060
trap-nights, with the highest values being recorded in the municipalities of Teresépolis (15,060 trap-
nights), Rio de Janeiro (11,600 trap-nights), Pirai (11,600 trap-nights), and Nova Friburgo (9750 trap-
nights).

The greatest trapping effort was undertaken at Pogo das Antas by Castro et al. (2004), who
conducted 51,122 trap-nights. The results of this survey were also published partially by Feliciano et
al. (2002) and Pires et al. (2002, 2010). By contrast, the least extensive study was undertaken in the
municipality of Concei¢do de Macabu by Pessoa et al. (2010), who conducted 50 trap-nights (Table 1,
Figure 2). Another important result of the present study was the detection of the largest sampling
gaps for small non-volant mammals, located in the South-Central, Northern, and Coastal Lowland

regions of the state (Figure 2).
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Figure 2. Expeditions conducted for the capture of small mammals in the Brazilian state of Rio de

Janeiro, showing the occurrence or absence of Necromys lasiurus.
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AUC values for both the training (AUC = 0.955; SD = 0.007) and the test data (AUC = 0.883; SD = 0.089),

The

which indicates that the distribution modeled in the analysis was a better fit than a random
distribution of the data. High AUC values denote a reliable prediction or fit of the test points in the
spatial distribution model (Lobo et al. 2008). The average suitability of sites for N. lasiurus was 0.11,
indicating a low commission rate for the model, given that it is below the MTP value (0.18). This
confirms that the model has a satisfactory predictive capacity. The Environmental Variable (EV) that
best explained the occurrence of N. lasiurus was Agriculture/Pasture (AGPAS), followed by Altitude
(ALT), and Mean Distance to Water (WAT) (Figure 3). The contribution of these variables decreased
most when WAT was omitted, indicating that this variable contains most of the information missing

from the others (Figure 3).

Figure 3. Jackknife test results of individual environmental variable importance in the
development of the MaxEnt models. Agriculture and/or Pasture (AGPAS), Water (WAT), Forest

(FOR), Mangrove (MAN), Pasture (PAS), Dunes (DUN), Restinga (RES), Urban Infrastructure (URB),
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Altitude (ALT). Red bars represent results for all environmental variables; dark blue bars represent
results for each predictor variable alone, and light blue bars represent the drop in training gain when

the variable is removed from the full model.
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The response curves (Figure 4) for the EVs of this model indicate that N. lasiurus is associated
strongly with landscapes dominated by farming, in regions at relatively low altitude, in the vicinity of
bodies of water (Figure 4).

While the species tends to avoid continuously forested areas, the presence of small patches of
natural forest cover does appear to favor its occurrence.

The model indicates that the areas most suitable for N. lasiurus in Rio de Janeiro are those located
in agricultural zones at lower altitudes in the seasonal forests and dense rainforest of the Highland
region, near the border with Minas Gerais state, and those located in the coastal restingas and
farmlands of the Metropolitan, Coastal Lowlands and Northern littoral. The potential binary
(suitable/unsuitable) distribution of the species based on the MTP cutoff criterion (MTP = 0.18) is
shown in figure 5.

A total of 368 serum samples were collected from the captured animals, 204 of which were from

N. lasiurus. However, none of these samples was reactive to N-ARAV.
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Figure 4. Response-curves of the environmental variables. Agriculture and/or Pasture (AGPAS),
Water (WAT), Altitude (ALT), Forest (FOR). These curves show how each environmental variable

affects the MaxEnt prediction when all environmental variables are used to build the model.
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Figure 5. Species Distribution Model for Necromys lasiurus. Unsuitable Zone (UNSZ); Low
Suitability Zone (LSZ); Intermediate Suitability Zone (ISZ); High Suitability Zone (HSZ); Very High

Suitability Zone (VHSZ).
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4. Discussion

Necromys lasiurus is a generalist species that inhabits primarily open areas, mainly in the
Cerrado and some parts of the Caatinga biome, where it is often present at high densities, dominating
the rodent community (Becker et al. 2007). The results of the present study indicate that the
distribution of N. lasiurus in the state of Rio de Janeiro is restricted to the Highland (mountainous),
Northern, and Coastal Lowlands regions, with high densities being observed only in the region of the
REBIO Pogo das Antas. Despite the considerable trapping effort conducted in other regions of the
state, i.e., the Green Coast, Middle Paraiba Basin, South-Central, Metropolitan and the Northwest, the

presence of the species was not confirmed in these areas.

All the localities at which N. lasiurus has been recorded in Rio de Janeiro are dominated by an
agricultural matrix (pasture and farmland) or by grassy fallows surrounding remnants of Atlantic
forest, which is consistent with the most suitable areas indicated by the SDM for N. lasiurus. The
substitution of the original forest cover by open, agricultural environments clearly favors the spread of
N. lasiurus, although this process also favors other generalist rodents, such as A. cursor and O. nigripes,
leading to an increase in the abundance of these species in areas such as the agricultural matrix of the

Serra dos Orgaos and the surrounding area (see Olifiers et al. 2005).

The occurrence of N. lasiurus in coastal restinga habitats was reported by Lemos et al. (2015) in
the restinga of Jurubatiba. These authors encountered 139 N. lasiurus skulls in owl pellets. These
findings were confirmed in the present study by the specimen captured in the ARIE Itapebussus, in
the vicinity of the Jurubatiba restinga. This was further supported by the SDM, which indicated that
the restingas are suitable habitats for N. lasiurus. These findings suggest that this rodent is already
established in the Northern littoral of Rio de Janeiro, despite the low trapping rates observed in this
study. The presence of owls in an area may be an important factor in the control of populations of

rodent reservoirs of hantavirus (Eilam et al. 1999; Magrini & Facure 2008; Mufioz-Pedreros et al. 2010;
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Guterres & Lemos, 2018), as demonstrated in Uberlandia (Magrini & Facure 2008), where the Tyto

furcata (Strigiforme: Tytonidae) is an important predator of N. lasiurus.

While the replacement of the original Atlantic Forest by open farmland may certainly be
conducive to the dispersal of N. lasiurus, Lemos et al. (2015) hypothesized that the occurrence of N.
lasiurus in the restinga of Rio de Janeiro may in fact represent the presence of relict populations that
have persisted in the region since the last glacial period of the Pleistocene, when these restingas were
contiguous with the Cerrado biome further inland. This would mean that, rather than facilitating the
dispersal of N. lasiurus to the region, agricultural expansion in Rio de Janeiro would have contributed

to the expansion and ultimate connection of its populations in the state.

The specimen collected in the present study in the municipality of Campos dos Goytacazes also
confirmed the occurrence of N. lasiurus in the sugarcane zone of Rio de Janeiro, an area identified as
being highly suitable for the species by the SDM. While this is consistent with the known occurrence
of the species in the sugarcane zone of the Cerrado and Atlantic Forest of Sao Paulo state (Sousa et al.
2008; Gheler-Costa et al. 2012; Verdade et al. 2012; Prist et al. 2017), N. lasiurus appears to be much less
abundant in Rio de Janeiro, where the area planted with sugarcane has been declining since the 1990s,
due to unfavorable climatic conditions, and other, technical problems faced by the sugarcane industry

in the state (Azevedo 2002).

In the conservation units in Casimiro de Abreu and Silva Jardim (REBIO-PdA and APA-BRS])),
N. lasiurus was trapped in grassy areas in the open matrix between forest fragments. The REBIO-PdA
is the only area of the Atlantic Forest of Rio de Janeiro in which N. lasiurus appears to be dominant,
being captured repeatedly at high rates (Feliciano et al 2002; Pires et al 2002; 2010). The presence of
dense, ungrazed grass and areas at an initial stage of regeneration adjacent to forest fragments

appears to favor the establishment and expansion of N. lasiurus populations.
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The negative serological result for hantavirus infection obtained from all 204 of the specimens
tested indicates that this pathogenic agent is not present in the N. lasiurus populations of Rio de
Janeiro. However, it is important to bear in mind that the prevalence of the ARAV, a unique genotype
known to be associated with N. lasiurus in the Cerrado, is normally low, ranging from 0% to 4.6%
(Figueiredo et al, 2010; Limongi et al 2013; 2016; Guterres et al., 2017). As the risk of HPS transmission
is related directly to both the prevalence of hantavirus and the population density of its reservoir
(Yates et al 2002; Limongi et al 2013; Figueiredo et al 2010; Sousa et al 2008; Suzuki et al 2004; Katz et al
2001), cases of HPS appear to be more likely to emerge in the region of Po¢o das Antas, the only
locality where the species was abundant. Even then, the likelihood of infection appears to be low at
the current time, considering that 100% of the specimens were seronegative for the virus. The risk of
infection is probably even lower in the other areas of Rio de Janeiro state, in which the species was

present, yet rare.

The Juquitiba hantavirus genotype has been detected in populations of O. nigripes (Oliveira et al
2009; 2017; Strecht 2014; Teixeira et al 2014), and was recently identified in the only case of HPS
recorded in Rio de Janeiro (Oliveira et al 2017). There is also some evidence that this genotype may
spread to some other species (Raboni et al. 2009; Guterres et al., 2014; Oliveira et al. 2014; Oliveira et al.
2017). While N. lasiurus is known to occur in sympatry with the primary host of JUQV (O. nigripes) in
the Atlantic Forest of Rio de Janeiro, none of the expeditions of the present study detected these
species in syntopy, while the museum and literature records also indicated that syntopy is generally
rare in Rio de Janeiro. This may minimize the possibility of cross-infection (spillover transmission) by
other hantavirus genotypes, typical of the Atlantic Forest, in populations of N. lasiurus. Hantavirus
spillover has been reported between other sigmodontine species (Figueiredo et al. 2009, Raboni et al.
2009; Oliveira et al. 2012, Teixeira et al 2014). In particular, O. nigripes is associated closely with areas
of forest, and is rarely found in the anthropogenic matrix, which limits the potential for interaction
with N. lasiurus, which prefers open habitats (Pires et al. 2002; Piittker et al. 2008; Lima et al. 2010). The

occurrence and current distribution of N. lasiurus in Rio de Janeiro may nevertheless be
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underestimated due to the relatively low sampling rates in some areas, in particular the northern
highland and some areas of the coastal lowlands, and the general bias of the sampling effort toward
forest remnants, rather than the agricultural matrix or other, more open areas. This reinforces the need
for more systematic sampling efforts that cover all the different types of habitat found in Rio de

Janeiro state, and in particular the principal sampling lacunas (Figure 2).

5. Conclusions

Overall, then, while N. lasiurus is found in the coastal Atlantic Forest of Rio de Janeiro, it is not
abundant in general, and is only dominant in one of the region’s small mammal communities, in the
region of Pogo das Antas. The occurrence of this species in areas distant from its natural range in the
Cerrado savanna appears to be related to the ongoing advance of fragmentation of the Atlantic forest
and its conversion into more open habitats. The negative results of the serological analyses and the
relatively reduced abundance of N. lasiurus in most areas indicate that it is not a reservoir of

hantavirus, and is unlikely to be involved in its transmission in Rio de Janeiro at this moment.
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Appendix A
Table A1l: Description of Environmental Variables (EV) of the study area.
Land Description Source
Cover Class  crony
ms
Restin Coastal vegetation under ocean influence Atlas of the
ga vegetation ES composed of shrubs and small to medium-sized Atlantic Forest

Forest
Mangr

ove

Dunes

and Beaches

Agric
ulture and/or
Pasture

Pastur
e

Urban
Infrastructure

Water

Altitu
de

OR

AN

GPA

AS

AT

LT

trees.

Cover class containing all natural forest
formations.

Natural saline woodland or shrubland
vegetation

that grows in coastal saline or brackish
water under the influence of tides.

Areas of dunes or beaches without, or with
sparse, vegetation cover.

Landscape containing portions of pasture,

areas in regeneration and agriculture.
Herbaceous vegetation associated with

livestock (e.g. exotic grasses) and bare soil areas.
City or densely populated area

Water bodies such as rivers and lakes

Mean altitude in meters

Remains 2010-2011.
http://www.so

sma.org.br/en/project/a

tlas-of-the-atlantic-

forest-remains/

MapBiomas
Project— Collection 2.3
of the Annual Series of
Coverage and Land
Use Maps of Brazil,
accessed on 03/01/2018
through the link:
http://mapbiomas.org/

Shuttle Radar
Topography Mission
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gov/srtm/)
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