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Investigacdo do virus zika e outros flavivirus em animais silvestres no centro-oeste do Brasil
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Helver Gongalves Dias

A excecdo dos estudos sobre o virus da febre amarela em primatas ndo humanos (PNH) no Brasil,
estudos sobre outros flavivirus em diferentes espécies silvestres de vida livre no pais, sdo escassos.
Neste sentido, como parte de um estudo de ecologia do virus Zika (Zika virus ou ZIKV) do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) na América do Sul, uma investigacdo sobre o ZIKV e outros
flavivirus foi conduzida em animais silvestres capturados entre 2017 e 2018, em &area metropolitana de
Cuiabad e Campo Grande, na Regido Centro-Oeste do Brasil. Amostras de sangue foram coletadas de
685 individuos higidos de vinte espécies, comumente observadas em parques locais, incluindo
mamiferos (N = 372), répteis (N = 213) e anfibios (N = 100). Amostras de sangue total foram
submetidas a extracdo de éacido ribonucleico (RNA), seguida de reacdo em cadeia da polimerase em
transcricdo reversa (RT-PCR) em tempo real para o género flavivirus. As amostras positivas foram
entdo confirmadas através de RT-PCR especifica para ZIKV e sequenciamento nucleotidico. Um total
de 43 (6,3%) amostras foi positivo no RT-PCR para flavivirus e negativo no RT-PCR especifico para
ZIKV. Todas as 43 amostras positivas para RT-PCR de flavivirus foram submetidas ao sequenciamento
nucleotidico, mas nenhuma apresentou similaridade as sequéncias de nucleotideos ou proteinas de
flavivirus, disponiveis na ferramenta basica de busca de alinhamento local (BLAST). Dos 685 animais
testados por RT-PCR, 174 (25,4%) tiveram amostras de plasma também submetidas ao teste de
neutralizacdo por reducdo de placas (PRNTgo) para detec¢do de anticorpos neutralizantes para ZIKV.

Das 174 amostras testadas, sete (4%) foram sororeativas (PRNTgo titulo >10), incluindo trés capivaras



(Campo Grande), um morcego (Cuiabd), um quati (Campo Grande), um gamba (Cuiaba) e um macaco-
prego (Campo Grande), todos capturados em 2017. Os resultados encontrados no presente estudo
sugerem auséncia de infec¢do aguda, mas potencial exposicdo ao ZIKV de animais silvestres de vida
livre capturados em area metropolitana de Cuiaba e Campo Grande, entre 2017 e 2018. Mais estudos sdo
necessarios, incluindo anélises de diferentes tipos de amostras de cada individuo, bem como a pesquisa
de anticorpos neutralizantes para outros flavivirus para descartar reacdes heterélogas e confirmar

exposicdo ao ZIKV de animais silvestres da Regido Centro-Oeste do Brasil.
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Investigation of Zika virus and others flaviviruses in wild animals in West-central Brazil
ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

Helver Gongalves Dias

Despite some yellow fever studies in nonhuman primates (NHP) in Brazil, investigations for other
flaviviruses, involving different free-ranging wild species in the country, are scarce. In this sense, as part
of a Zika virus (ZIKV) ecology study of the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) in South
America, an investigation for ZIKV and other flaviviruses was conducted with wild animals captured
between 2017 and 2018, in metropolitan areas of Cuiaba and Campo Grande, West-Central Brazil.
Blood samples were collected from 685 healthy individuals of twenty species, commonly seen in local
parks, including mammals (n=372), reptiles (n=213) and amphibians (n=100). Whole blood samples
were submitted to ribonucleic acid (RNA) purification and screened by real-time reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) for the flavivirus genus. Positive samples were confirmed by
specific RT-PCR for ZIKV and nucleotide sequencing. A total of 43 (6.3%) samples were positive by
RT-PCR for flaviviruses , but negative by ZIKV-specific RT-PCR. All 43 flavivirus-RT-PCR positive
samples were submitted to nucleotide sequencing, but none showed regions of similarity to nucleotide
or protein sequences of flaviviruses available at the basic local alignment search tool (BLAST). Of the
685 animals tested by RT-PCR, 174 (25.4%) had also plasma samples tested by plaque reduction
neutralization test (PRNTgo) for the detection of neutralizing antibodies to ZIKV. Of the 174 samples
tested, seven (4%) were seroreactive (PRNTgo titre >10), including three capybara (Campo Grande), one
bat (Cuiaba), one coati (Campo Grande), one possum (Cuiabd) and one capuchin monkey (Campo

Grande). The present results suggest the absence of acute infection, but potential exposure to ZIKV of

Xii



free-ranging wild species in metropolitan areas of Cuiabd and Campo Grande, between 2017 and 2018.
More studies are needed, including testing other tissues of each individual, as well as testing ZIKV-
seroreactive samples to other flaviviruses to discard heterologous reactions, to confirm ZIKV exposure

of wild species in West-Central Brazil.
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1. INTRODUCAO

1.1 Arbovirus

Os arbovirus (do inglés, arthropod-borne virus) constituem um importante grupo de virus
responsaveis por epidemias e epizootias em diferentes regides geograficas, onde sdo mantidos em
natureza principalmente através da transmissdo bioldgica entre artrépodes vetores e hospedeiros
vertebrados susceptiveis (WHO, 1985). Outras formas de transmissdo dos arbovirus também j& foram
reportadas, incluindo a transmissdo horizontal através da alimentacdo ou do coito, e a transmisséo
vertical, em que arbovirus sdo transmitidos da genitora para a prole (Freier e Beier, 1984; Nuttall et al.,
1994; Cruz, et al., 2015; Tingstrom et al., 2016; Li et al., 2017; Yang et al., 2017). Entre as formas de
transmisséo direta entre os hospedeiros vertebrados estéo a transfuséo de sangue, transplante de orgéos,
exposicdo de pele lesionada e contato com peles e mucosas (Kuno e Chang, 2005; Motta et al, 2016;
Galel et al., 2017; Nogueira et al., 2017).

Em ciclos de transmissdo de arbovirus, os artrépodes vetores sdo considerados hospedeiros
amplificadores definitivos, pois apds infeccdo e amplificacdo viral se mantém infectados e com
capacidade de transmissdo por toda sua vida. Os hospedeiros vertebrados sdo considerados hospedeiros
amplificadores temporarios, porque de um modo geral, apds infeccdo, sustentam por apenas alguns dias
uma viremia por tempo e com carga viral suficiente para infeccdo dos artrépodes vetores durante o
repasto sanguineo. Os hospedeiros vertebrados susceptiveis a infecgdo, mas que nao participam do ciclo
de transmissdo, sdo considerados hospedeiros acidentais ou terminais, isto é, pode se infectar, mas ndo
apresentam uma amplificacdo viral suficiente para servirem de fonte de infeccdo para o artropode vetor
(Kuno et al, 2017). Na grande maioria dos ciclos de transmissdo de arbovirus, 0 homem e 0s animais
domesticos participam como hospedeiros terminais, culminando na interrupcdo da transmissdo (Weaver
et al, 2018).

Alguns arbovirus tém mais de uma espécie de hospedeiro amplificador em seus ciclos de
transmissdo, sendo a espécie mais eficiente chamada de hospedeiro amplificador primario. Hospedeiros
amplificadores menos eficientes sdo chamados de hospedeiros amplificadores secundarios (Figura 01)
(Clements, 2012).
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Figura 01: Ciclos de transmissdo de arbovirus (Adaptado de Weaver et al., 2017). Os arbovirus sdo
mantidos na natureza através da transmissdo bioldgica entre artropodes vetores e hospedeiros
vertebrados susceptiveis. Existem trés principais ciclos de transmissdo de arbovirus, os ciclos urbano,
enzootico e epizodtico.

As arboviroses sdo um importante problema de saude publica no Brasil e no mundo, em especial
nos paises tropicais, pelas elevadas taxas de morbidade e mortalidade e, entre alguns grupos
populacionais, pelas altas taxas de letalidade. Nas ultimas décadas, grandes epidemias provocadas por
arbovirus emergentes e reemergentes ocorreram nas Américas, Africa e Asia. A partir de 2015, se
verificou no Brasil a ocorréncia de uma triplice epidemia, provocada pelos virus dengue, zika e
chikungunya, apresentando um novo perfil epidemiolédgico de co-circulacdo viral no pais (Zanotto e
Leite, 2018).

Aproximadamente 100 arbovirus sdo conhecidos por infectar humanos, no entanto, os quadros
sdo predominantemente caracterizados por sindromes sistémicas inespecificas e assintomaticas. Os
casos clinicos apresentam manifestac6es inespecificas como febre, fadiga e cefaléia. Os eventos graves
ocorrem com uma incidéncia baixa e envolvem quadros de desordem neurolégica e febres hemorragicas
(Meltzer, 2012; Vieira et al., 2015).

E pertinente informar que no contexto econdmico da pecuaria e agronegonecio
brasileiros, as epizootias por arbovirus vém se destacando. O Brasil é o maior exportador de carne
bovina e aves do mundo e o quarto maior de suinos. Os rebanhos de equinos, o terceiro maior do

mundo, caprinos e ovinos também sdo expressivos e movimentam a balanga comercial. Epizootias pelos



virus da lingua azul (Blue tongue virus ou BTV) e virus da encefalite equina do leste (Eastern equine
encephalitis virus ou EEEV) vém sendo reportadas em territorio nacional. Recentemente, a ocorréncia
de uma epizootia provocada pelo virus do oeste do nilo (West Nile virus ou WNV) no Brasil levantou o
alerta para a importancia deste agente no contexto da sanidade animal, em especial ao rebanho equino
brasileiro, principalmente pelos quadros de encefalite frequentemente observados (Brasil., 2016; Diniz
et al, 2016; Silva et al., 2011; Silva et al., 2018).

Um namero significativo de arbovirus parece passar por periodos nos quais existem excassos
relatos de doenga associada a esses virus. Os fatores envolvidos na redugdo ou auséncia momentanea de
agravos relacionados a esses arbovirus ainda sdo pouco conhecidos. Entretanto, acredita-se que mesmo
durante esses periodos, esses arbovirus se mantenham na natureza através de ciclos silenciosos de
transmissdo enzodtica e transmissdo vertical entre vetores. Esses intervalos de atividade podem ser
separados por curtos espacos de tempo ou até por décadas, até que uma sUbita recruscendéncia
epidemioldgica seja detectada (Reiter, 1988). Nos centros urbanos, somam-se as caracteristicas do
territorio, no seu sentido morfoldgico amplo, e as a¢fes antropogénicas como elementos fundamentais,
através por exemplo da formacdo iatrogénica de criadouros de vetores, para a explosdo epidémica dessas
enfermidades (Dégallier et al., 1992; Mackenzie et al., 2017).

1.2 Breves consideragdes sobre o diagnostico laboratorial das arboviroses

O diagndstico laboratorial dos arbovirus pode ser realizado através de técnicas para identificacao
direta da presenca do virus, como o isolamento viral e/ou detec¢do do &cido nucleico viral, e de técnicas

soroldgicas para detecgdo de anticorpos e antigenos.

O isolamento viral é considerado padrdo ouro para a confirmacdo de um caso, no entanto, sua
aplicabilidade aos centros de diagndstico € limitada. A técnica se fundamenta na capacidade de
determinados virus, quando inoculados em uma monocamada celular, de provocarem alteracdes
morfoestruturais nesta mesma monocamada, designadas de Efeito Citopatico (ECP) (Santos, 2015). As
culturas de células provenientes de mosquito (clone C6/36 de larva de Aedes albopictus) e de mamiferos
(VERO - Rim de macaco verde africano Cercopithecus aethiops) sdo as mais utilizadas para o

isolamento viral dos arbovirus (Casals, 1972).

As técnicas sorologicas também sdo amplamente empregadas no diagnéstico dos arbovirus.

Entretanto, em virtude a alta similaridade antigética entre membros de um mesmo grupo, as reacdes
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cruzadas sdo frequentemente observadas, principalmente em técnicas soroldgicas de baixa

especificidade, como a inibicdo da hemaglutinacdo (IH) (Goes e Bruno-Lobo, 1961; WHO, 2007).

Os anticorpos dectados por testes de neutralizagdo (NT) sdo os mais especificos. O PRNTg
consiste em avaliar a capacidade de uma amostra reduzir em 90% o nimero de placas de lise causadas
pelas unidades formadoras de placa (UFP) do virus utilizado no ensaio. As monocamadas celulares
inoculadas com amostras que apresentam anticorpos neutralizantes irdo apresentar 10% ou menos do
numero de placas de lise observadas no controle da suspenséo viral. Caso a amostra ndo apresente
anticorpos neutralizantes, o nimero de placas observado devera ser equivalente ao do controle da
suspensdo viral utilizado no ensaio. O PRNT € considerado o teste soroldgico padrdo para a pesquisa de
flavivirus (WHO, 2007).

A partir da década de 1990, as metodologias moleculares, em especial a reacdo reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), foram sendo incorporadas como método de diagnostico de diferentes agentes,
incluindo os arbovirus. A deteccdo de uma sequéncia alvo, seja de uma Unica espécie ou comum a um
grupo antigenicamente relacionado, permite a amplificacdo do fragmento e posterior sequenciamento
nucleotidico que possibilita a analise filogenética do virus (Kuno et al., 1998; Scaramozzino et al.,
2001).

1.3 A circulacao de arbovirus no Brasil

O Brasil, além de representar o icone mundial da biodiversidade, com a maior floresta tropical e
a maior bacia hidrografica do mundo, tem em seu territorio cerca de 15 a 20% das 1,5 milh&o de
espécies catalogadas e identificadas no mundo (Ricardo e Campanili, 2005; Guedes, 2012).

Neste cenario tropical diverso, os arbovirus circulam em ciclos enzoo6ticos de transmissdo que
tém sido caracterizados em investigacOes ativas realizadas em sua maioria na Amazénia (Causey et al.,
1961; Pinheiro et al, 1962; Shope et al., 1966; Travassos da Rosa et al., 1998; Casseb et al., 2013, 2014;
Pauvolid-Corréa et al., 2010b, 2013, 2015a, 2015b, 2017a; IEC, 2018).

Dentre as centenas de arbovirus que circulam no Brasil, os de interesse em salde publica e
animal sdo os mais estudados. Cerca de 30 espécies tém potencial de causar doenca em humanos e sdo
classificadas em trés principais familias virais, Flaviviridae, Peribunyaviridae e Togaviridae (Figura
02).
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Figura 02: Mapa de distribuicdo mundial das principais arboviroses de interesse em salde publica
(Weaver et al., 2017).

Os arbovirus de interesse em salde publica sdo agentes amplamente distribuidos pelo mundo. Nas
Américas, ja foi reportada a circulacdo de diversos arbovirus, sendo os de maior relevancia os virus
dengue (DENV), mayaro (MAYYV), zika (ZIKV), chikungunya (CHIKYV), oropouche (OROV) e febre
amarela (YFV).

1.4 Arbovirus do género Flavivirus

A familia Flaviviridae era, até recentemente, organizada em trés géneros: Flavivirus, Pestivirus
e Hepacivirus (King et al., 2012). No entanto, em 2017, o Comité Internacional de Taxonomia Viral
(ICTV) realizou uma atualizacdo da nomenclatura viral incluindo o género Pegivirus (Stapleton et al.
2011; Simmonds et al., 2017).

Os virus pertencentes a esta familia apresentam particulas virais esféricas e envelopadas, de 40 a
60nm de diametro e genoma composto por &cido ribonucleico (RNA) de fita simples e polaridade
positiva. O genoma € constituido de aproximadamente 11.000 pares de bases que codificam dez
proteinas, sendo trés estruturais e sete ndo estruturais. A proteina do capsideo (C), a proteina pré-
membrana (prM) e a do envelope (E) constituem as proteinas estruturais, e as proteinas NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5, as proteinas ndo estruturais (Figura 03) (Guzman et al., 2010).



5 UTR

NS2A NS4A
S T o S NS5
NS28 NS48 3 UTR

Figura 03: Representacdo esquematica da organizacao do genoma dos flavivirus (Guzman et al., 2010).

O material genético dos flavivirus é composto por um RNA de fita simples e polaridade positiva. O
genoma é constituido de aproximadamente 11.000 pares de bases e codifica dez proteinas, sendo trés
estruturais e sete ndo estruturais.

O género Flavivirus é o mais diverso da familia Flaviviridae e apresenta 53 espécies
reconhecidas pelo ICTV. Entre os flavivirus, acerca de 50% sdo transmitidos por mosquitos, 28%
transmitidos por carrapatos e o restante transmitido entre roedores e quirOpteros e com artrépodes
vetores ainda desconhecidos (Simmonds et al., 2017). No Brasil, os virus dengue (Dengue virus ou
DENV), encefalite de Saint Louis (Saint Louis encephalitis virus ou SLEV), rocio (Rocio virus ou
ROCV), oeste do Nilo (West Nile virus ou WNV), cacipacoré (Cacipacore virus ou CPCV), ilhéus
(lheus virus ou ILHV), bussuquara (Bussuquara virus ou BSQV), febre amarela (Yellow fever virus ou
YFV) e zika (Zika virus ou ZIKV) destacam-se pelos quadros clinicos de infeccdo em humanos e/ou
animais silvestres e pelas caracteristicas epidemiol6gicas de emergéncia e reemergéncia (Figueiredo,
2007; Lopes, Nozawa e Linhares, 2014; Weaver et al., 2017). A excecdo do DENV e ZIKV, acredita-se
que os demais flavivirus sejam mantidos em ciclos enzo6ticos de transmissdo no pais (Figueiredo,
2000). Membros do género Flavivirus estdo relacionados a doenca febril aguda, encefalite, febres

hemorréagicas e, em casos mais graves, com potencial evolucdo ao 6bito (Solomon, 2004).

1.4.1 Virus dengue (Dengue virus ou DENV)

O DENV é considerado o arbovirus mais disseminado e de maior morbidade e mortalidade na
populacédo mundial. Estima-se que 390 milhdes de infecgGes ocorram anualmente, dos quais 96 milhdes
apresentem manifestagdes clinicas com alguma gravidade (Bhatt et al., 2013). Epidemias recorrentes
ocorrem no Brasil, desde o final da década de 1980, no estabelecimento de um cenario hiperendémico
(San Martin et al., 2010).



Os primeiros casos confirmados de dengue no Brasil transcorreram na capital de Roraima, Boa
Vista, em 1982, onde Osanai e colaboradores (1983) isolaram 0 DENV-1 e DENV-4. Em 1986, ocorreu
a introducdo do DENV-1 na cidade do Rio de Janeiro, elevando o agravo a um problema de salde
publica a nivel nacional (Schatzmayr et al., 1986). O DENV-2 foi introduzido na década de 1990 e o
DENV-4 reemergiu no inicio dos anos 2000 no norte do pais. A partir deste momento, a circulacdo
concomitante dos quatro sorotipos era detectada em solo brasileiro (Osanai et al., 1983; Nogueira et al.,
1990). A vertiginosa expansdo do DENV pelo territorio brasileiro deve-se as condi¢des climaticas,
socio-ambientais, a presenca de populacdo susceptivel, além da alta densidade populacional do vetor
urbano (Carvalho, Magalhdes e Medronho, 2017; Huber et al., 2018).

A manutencdo dos quatro sorotipos do DENV no mundo ocorre majoritariamente no ciclo
urbano. Em algumas regiGes restritas ha registros da manutencdo enzoética envolvendo primatas ndo
humanos (PNH) e espécies de Aedes spp arboreos, sobretudo no sudeste asiatico e Africa ocidental
(Wolfe et al., 2001; Vasilakis et al., 2011). No continente asiatico, espécies dos géneros Macaca,
Pongos e Presbytis podem participar como hospedeiros vertebrados (De Silva et al., 1999; Wolfe et al.,
2001; Inoue et al., 2003; Kato et al., 2013; Nakgoi et al., 2014). Ja na Africa, espécies dos géneros
Erythocebus, Chlorocebus, Cercopothici e Madrillus foram apontados como potenciais hospedeiros
(Monath et al., 1974; Kading et al., 2013). No ambiente silvestre, 0 DENV também ja foi detectado por
RT-PCR em um tapirideo (Tapirus indicus — Malasia), e evidenciado por soroneutralizacdo em

morcegos (Desmodus rotundus — México) (Smith, 1956; Abundes-Gallegos et al., 2018).

Nos centros urbanos o ciclo é mantido pela transmissdo de mosquitos Aedes aegypti nas
Américas e Aedes albopictus na Asia. Enquanto Ae. aegypti apresenta habitos antropofilicos e
endofilicos, o que favorece de sobremaneira a transmissdo, Ae. albopictus tem comportamento
peridoméstico e menos endofilico, o que o torna grande transmissor também em areas rurais (Vasilakis
et al., 2011). Diversos estudos sugerem que a transmissdo transovariana possa contribuir para a
manutencdo do ciclo urbano do DENV (Khin e Than, 1983; Martinez et al., 2014; Cruz et al., 2015;
Gutiérrez-Bugallo et al., 2017; da Costa et al., 2017a; Moraes et al., 2018).

1.4.2 Virus zika (Zika virus ou ZIKV)

Em meados da década de 1930, na antiga capital de Uganda, Entebbe, criava-se o Instituto de
Pesquisa da Febre Amarela, atual Instituto de Pesquisa de Virus de Uganda, centro colaborador da OMS
no leste africano para doencas transmitidas por vetores (Dick, 1953). Em 1947, no decurso de um estudo

sobre febre amarela na floresta de Ziika, localizada a cerca de 25km da capital, pesquisadores
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verificaram que o0 macaco sentinela rhesus 766 apresentava elevacdo da temperatura corporal (40°C). O
soro do animal foi inoculado por via intracerebral em camundongo, permitindo o primeiro isolamento
do ZIKV. O virus também foi isolado de Aedes africanus em 1948 (Dick, Kitchen e Haddow, 1952).

Bearcroft (1956) inoculou experimentalmente um individuo voluntario com suspenséo de cérebro de
camundongo infectado com ZIKV. Apos 82 horas, o voluntario apresentou febre, cefaléia e nauseas. O

isolamento do virus, a partir do sangue, foi realizado durante a fase aguda da doenca.

Durante um hiato de quase cinco décadas o ZIKV permaneceu invisivel, com relatos de casos
esporadicos. O primeiro estudo que apontou a circulagdo do virus na Asia, provém de 1981, onde sete
individuos hospitalizados apresentaram sorologia positiva (Olson et al, 1981). No entanto, foi apenas em
2007 que uma epidemia explosiva e de grandes proporcbes acometeu as ilhas Yap, na Micronésia, onde

cerca de 75% da populacdo do arquipélago foi infectada (Duffy et al., 2009).

Anadlises retrospectivas sugerem que a Polinésia Francesa sofreu com uma grande epidemia no ano
de 2013 e estima-se que cerca de 30.000 tenham sido afetados por um gen6tipo asiatico (Cao-Lormeau
et al., 2014). Durante esta epidemia, observou-se pela primeira vez a ocorréncia de casos da sindrome de

Guillain-Barré e os primeiros casos de transmissao perinatal (Besnard et al., 2014).

As primeiras notificagdes do ZIKV no Brasil foram feitas pelo Dr. Gubio Campos da Universidade
Federal da Bahia na cidade de Camacari, estado da Bahia, onde 24 pacientes atendidos em uma unidade
hospitalar com quadro de doenca dengue-like. Amostras de sangue foram coletadas e testadas por
metodologias soroldgicas para o DENV e molecular para ZIKV, DENV, virus chikungunya
(Chikungunya virus ou CHIKYV), virus mayaro (Mayaro virus ou MAYV) e WNV. Sete pacientes foram
positivos na reacdo em cadeia da polimerase em transcricdo reversa (RT-PCR) para ZIKV e trés para
CHIKV (Campos, Bandeira e Sardi, 2015).

Seguido este primeiro relato, a infec¢do pelo ZIKV foi identificada em outros estados (Zanluca et
al., 2015; Brasil, 2015 e 2016) e até a semana epidemioldgica 51 do ano de 2016, a transmissdo
autoctone do ZIKV havia sido registrada em 18 estados da nagdo (Brasil, 2016). Estudos filogenéticos
demonstraram que a cepa epidémica no Brasil pertence a linhagem asiatica (Zanluca et al., 2015) e a
hipotese mais aceita para a sua introducdo no Brasil aponta para a Copa das ConfederacGes, ocorrida
entre maio e dezembro de 2013 (Faria et al., 2017).

No segundo semestre de 2015, os érgdos de saude publica foram acionados pelo aumento do nimero

de casos de microcefalia. A Rede Nacional de Alerta e Resposta as Emergéncias em Saude Publica do
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Ministério da Saude avaliou a situacdo, levando em conta as alteracdes do perfil epidemiologico e
desencadeou as agdes descentralizando as atividades e visando ao enfrentamento da epidemia (Brasil,
2011). Em novembro de 2015, o genoma viral foi detectado no liquido amnidtico de gestantes da
Paraiba, com relato de infeccdo pelo ZIKV e fetos com microcefalia (Calvet et al., 2016, Oliveira Melo
et al. 2016). No mesmo periodo, pesquisadores do Instituto Evandro Chagas, Centro de Referéncia
Nacional para arbovirus e centro colaborador da OMS, isolaram o ZIKV do cérebro de um recém-
nascido com microcefalia que veio a obito. Estudos adicionais comprovaram o envolvimento do ZIKV
com um amplo espectro de desordens neuroldgicas em recém-nascidos (Garcez et al., 2016). A
sindrome congénita do ZIKV (SCZ), de etiologia complexa e multifatorial, pode decorrer de processos
infecciosos durante a gestacdo e € caracterizada por um amplo espectro de malformacdes e
manifestacdes clinicas no feto e recém-nascidos, dentre elas, a microcefalia (De Araujo et al., 2016; De

Oliveira e Vasconcelos, 2016).

Em relacdo ao ciclo de manutencdo do ZIKV em natureza, sdo escassas as informagfes acerca
dos hospedeiros vertebrados. Na Africa, evidéncias da circulacdo de ZIKV animais das ordens Primates,
Rodentia, Carnivora, Proboscidea, Perissodactyla, Ciconiiformes, Charadriformes, Squamata e
Cetartiodactyla sdo reportadas (Beueno et al., 2016). Os primatas ndo humanos (PNH) s&o os principais
hospedeiros e participam da manutengdo enzodtica. Chlorocebus sabaeus, Cercopithecus spp, Colobus
guereza e Erythrocebus patas ja foram encontrados naturalmente infectados. Espécies do género Aedes
sdo os principais vetores artropodes envolvidos na transmissdo enzodtica (Figura 04) (Buechler et al.,
2017; Vasilakis e Weaver, 2017). Na Asia, animais das ordens Primates, Perissodactyla, Cetartiodactyla,
Artiodactyla, Anseriformes, Rodentia e Chiroptera ja& foram encontrados naturalmente infectados
(Bueno et al., 2016).
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Figura 04: Primatas ndo humanos envolvidos na transmissio enzodtica do ZIKV na Africa. TT:
transmissdo transovariana (Adaptado de Vasilakis e Weaver, 2017). Algumas espécies de PNH ja foram
apontadas como potenciais hospedeiros amplificadores do ZIKV na Africa. Esses animais seriam 0s
responsaveis pela manutencdo do ZIKV no ciclo enzodtico.

Estudos pioneiros conduzidos no Brasil conseguiram evidenciar a infecgdo natural de PNH pelo
ZIKV, sugerindo o estabelecimento da transmissdo enzodtica no continente sul americano e anticorpos
neutralizantes em individuos das familias Atelidae, Callitrichidae e Cebidae (Favoretto et al., 2016; de
Oliveira-Filho et el., 2018; Catenacci et al., 2018; Moreira-Soto et al., 2018; Terzian et al., 2018)
(Figura 05).
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C. penicillata

C jacchus

Figura 05: PNH envolvidos no potencial ciclo de transmissdo enzodtico do ZIKV no Brasil. TT:
transmissdo transovariana (Elaboracdo propria). Sdo escassas as evidéncias acerca da participacdo de
PNH neotropicais em ciclos enzod6ticos de manutencdo do ZIKV nas Américas. Estudo recentes
conseguiram detectar o RNA viral e a evidéncia soroldgica em Allouata belzebul, Sapajus libidinosus,
Callithrix jacchus, Sapajus. flavius e Callithrix penicillata.

1.4.3 Virus da febre amarela (Yellow fever virus ou YFV)

O YFV é o prototipo do género Flavivirus e da familia Flaviviridae. A cepa prototipo,
denominada de Asibi em homenagem ao paciente que doou a amostra, foi isolada no ano de 1927 a
partir do sangue total (Karabatsos, 1985). A manutencdo do YFV ocorre em trés ciclos de transmissao
distintos. O primeiro é o enzodtico e envolve PNH, considerados os hospedeiros vertebrados
amplificadores primarios, e vetores artropodes primatofilicos e acrodendrofilicos. No ciclo silvestre os
humanos sdo considerados hospedeiros acidentais, pois se infectam ao se aproximarem de areas de
transmissdo enzodtica. Os principais vetores silvestres nas Américas sdo Haemagogus spp. e Sabethes
spp.; 0 segundo e urbano e envolve a transmissdo entre humanos, neste contexto considerados 0s
hospedeiros vertebrados amplificadores primarios, e mosquitos endofilicos e antropofilicos da espécie
Aedes aegypti. O ciclo rural ou intermediario ocorre somente na Africa e caracteriza-se pela participagio
de Aedes spp. semidomésticos PNH e humanos. (Varma, 1989; Vasconcelos 2003). Tanto nas Américas
quanto na Africa, os PNH apresentam importante papel na cadeia de transmissdo da febre amarela
(Figura 06) (Vasconcelos et al., 1997; Possas et al., 2018).
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Figura 06: Dinamica de transmissao do YFV (Fonte: Adaptado de Possas et al., 2018). O YFV apresenta
dois ciclos distintos de transmissdo nas Américas. O ciclo silvestre caracteriza-se pela manutencéo viral
entre espécies de mosquitos silvestres, como Haemagogus spp. e Sabethes spp. e PNH. No ciclo urbano,
Aedes aegypti e 0 homem participam como hospedeiros amplificadores. O ciclo rural ou intermediario
ocorre somente na Africa e caracteriza-se pela participacdo de Aedes spp. semidomésticos PNH e

humanos.

As espécies de PNH sul-americanas parecem ser mais susceptiveis ao virus do que os africanos,
e os coeficientes de mortalidade e letalidade durante epizootias sdo elevados. Dentre as espécies
neotropicais, Alouatta spp. parecem ser as espécies mais sensiveis, seguidas de Ateles spp., Aotes spp., e
Callithrix spp. apresentando alta letalidade. Espécies de Cebus parecem ser mais resistentes ao YFV
(Brasil, 2005; Almeida et al, 2014).

A transmissdo urbana do YFV néo é reportada no continente americano desde a década de 1950.
A Ultima epidemia de febre amarela urbana descrita no Brasil foi no ano de 1929. Desde entdo, 0s

ultimos casos notificados foram no Acre em 1942 (Vasconcelos, 2003).

Um estudo recente de Lima e colaboradores (2017) demonstrou que mosquitos Ae. albopictus e
Ae. aegypti de &reas endémicas, epizoodticas e livres da circulagdo do YFV do Brasil apresentam
competéncia vetorial para transmitir diferentes cepas do virus. Mosquitos Haemagogus leucocelaenus e
Sabethes albiprivus do Rio de Janeiro também foram altamente susceptiveis as cepas circulantes nas
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Américas e 0 expressivo risco de reurbanizacdo da febre amarela no Brasil poderia ser facilitada por
populacdes de culicideos competentes.

A dindmica epidemioldgica da febre amarela silvreste no Brasil se modificou ao longo das
décadas, em virtude das mudancas no territorio e da expansdo urbana desordenada, pela préatica
crescente do ecoturismo, por padrées migratérios, por fatores climaticos e pela indesejavel cobertura
vacinal (Romano et al., 2014). E possivel observar que a area de transmisséo silvestre da febre amarela
cresceu no Brasil em direcéo a areas indenes (litoral, costa atlantica). O Ministério da Sadde atualizou a
recomendacdo de vacinagdo para quase todo o territdrio brasileiro, exceto algumas &areas da regido
nordeste (Figura 07) (Romano et al., 2014; Brasil, 2018).

B Ared Com Recomendacso de Vadnag2o (ACRY)
Area Sem Recomendacio de Vacinagho (ASRY)

S00 0 90

Figura 07: Area com recomendagc&o de vacinacio contra febre amarela no Brasil no ano de 2018 (Brasil,
2018).

Supde-se que a regido norte do pais seja o principal foco da transmissdo enzo6tica no pais, onde
ascendem epizootias em PNH que se espalham em dire¢do ao centro-oeste e culminam nos estados do
sudeste e sul (Monath e Vasconcelos, 2015). Durante as epizootias, a morte de PHN é evento sentinela
importante e indica que a transmissdo esta acontecendo naquela area. Os 6rgdos de vigilancia em saide
devem ser alertados para intensificarem as medidas de prevencdo, visando conter a propragacdo do
agente (de Almeida et al., 2012).
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Na reemergéncia observada no periodo de 2007 a 2009, houve consideravel expansdo da area de
circulagdo do virus e foram notificados mais de 100 casos humanos, com letalidade de 51%. A partir de
2014 verificou-se nova alteracdo no padréo de ocorréncia de epizootias e casos humanos, desta vez com
maior incidéncia no centro-oeste. A reemergéncia detectada a partir do final de 2016 provocou uma
epizootia sem precedentes que afetou uma significativa parcela das populacdes de PNH do Brasil. As
epizootias confirmadas e em investigagdo concentram-se no norte, centro-oeste e sudeste (Figura 08).
Callithrix spp. foi o género com maior frequéncia de epizootias registradas, seguido de Alouatta spp.
Durante esta Ultima reemergéncia, verificou-se pela primeira vez no Brasil o envolvimento de

individuos dos géneros Aotus sp. e Saimiri sp. em epizootias confirmadas de febre amarela (SVS, 2017).

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude, no periodo de julho de 2017 a junho de 2018,
foram notificados 7.518 casos de febre amarela, sendo 1.376 confirmados e 483 ¢bitos. O estado Séo
Paulo liderou as estastisticas com 555 casos, seguido de Minas Gerais com 532 casos confirmados
(Brasil, 2018).
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Figura 08: Expansdo da febre amarela no Brasil desde a década de 1990 (Possas et al., 2018). A regido
norte do pais atua como o principal foco da transmissao enzodtica do YFV, onde ascendem epizootias

em PNH que se espalham em direcdo ao centro-oeste e culminam nos estados do sudeste e sul.

O grande namero de municipios com cobertura vacinal abaixo da recomendada pelo Ministério
da Saude (>95%) pode ter contribuido para a rapida expansdo da febre amarela em direcdo ao litoral
(SVS, 2017). A extensdo da cobertura vacinal consiste na mais eficaz estratégia de contencdo da
epidemia e visa impedir a reurbanizacdo da febre amarela, evento este que seria calamitoso para a saude
publica. A baixa cobertura vacinal seguida da ocorréncia de casos de febre amarela em grandes cidades
do sudeste do Brasil como Sdo Paulo e Rio de Janeiro, poderia levar ao estabelecimento do ciclo de
transmissdao urbano de YFV no Brasil. Em virtude do risco de urbanizacdo da febre amarela no pais,
estratégias de controle do vetor urbano e investimentos para melhoramento biotecnocldgico da vacina

também devem ser prioridades (Possas et al., 2018).
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1.4.4 Virus do oeste do Nilo (West Nile virus ou WNV)

Em 1937, durante investigacdes para febre amarela no distrito de West Nile, noroeste de Uganda,
identificou-se um novo agente filtravel. O virus foi isolado a partir do sangue de uma mulher de 37 anos
que apresentava febre branda e procurou o servi¢co médico local. O soro foi coletado e inoculado por via
intracerebral em camundongos. O novo agente foi denominado West Nile virus (WNV ou virus do oeste
do Nilo) (Smithburn et al., 1940). Por décadas 0 WNV manteve-se associado a surtos esporadicos de
doenca febril aguda sem complicacdes na Africa, Asia e Europa (Bernkopf, Levine e Nerson, 1953;
Hurlbut et al., 1956; Filipe e Pinto, 1969; Couissinier-Paris, 2006).

O WNV passou a ganhar notoriedade na década de 1990, quando epidemias explosivas foram
observadas com um numero significativo de pacientes com compromentimento neurolégico seguido a
6bito. Em 1994, ocorreu na Argélia uma epidemia com 50 casos de encefalite humana, envolvendo
principalmente criangas (Le Guenno et al., 1996). Dois anos mais tarde, WNV foi detectado pela
primeira vez na Europa, durante uma epidemia de casos com comprometimento neuroldgico na
Romeénia (Tsai et al., 1998).

Em 1999, WNV foi detectado pela primeira vez no continente americano, causando alteracfes
neuroldgicas em aves e humanos (CDC, 1999). Na série historica de 1999 a 2016 foram confirmados
mais de 46 mil casos, sendo aproximadamente 22.000 (4%) de doenca neuroinvasiva (CDC, 2018).

Apols a epidemia de 1999 nos EUA, o virus rapidamente se disseminou pelo continente
americano com sucessiva evidencia da sua circulacdo em paises da América Latina, como Colémbia,
Venezuela e Argentina (Mattar et al., 2005; Komar e Clark, 2006; Diaz et al., 2008). Na Argentina,
WNV foi isolado em 2006 a partir do cérebro de cavalos diagnosticados com encefalite (Morales et al.,
2006).

No Brasil, as primeiras investigacfes para a circulacdo de WNV foram realizadas a partir de
inquéritos soroldgicos realizados principalmente em aves capturadas nas regifes nordeste e sul do Brasil
(Brasil, 2003, 2004). Entretanto, a primeira evidéncia da circulagdo de WNV no Brasil foi reportada em
cavalos no Pantanal do estado de Mato Grosso do Sul (MS) em 2011, quando anticorpos neutralizantes
foram detectados em cinco equinos da regido (Pauvolid-Corréa et al. 2011). Desde entdo, evidéncias
sorologicas da circulacdo do WNV no Brasil passaram a ser reportadas em outros estados (Melandri et
al., 2012; Ometto et al., 2013; Silva et al., 2013). Em 2014, outro estudo realizado no Pantanal de MS
sugere ampla exposicéo de equinos ao WNV na regido, considerando que os cavalos tém sido apontados

como eficientes marcadores da circulagdo do WNV (Dauphin e Zientara, 2007).
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Em 2014, foi identificado com base no quadro clinico e evidéncia soroldgia o primeiro caso
humano da febre do oeste do Nilo no Brasil. O paciente, homem, 52 anos, trabalhador rural e residente
do municipio de Aroeiras do Itaim, Piaui, apresentou o quadro de encefalite aguda e paralisia flacida
(Vieira et al., 2015).

Apesar das evidéncias soroldgicas reportadas desde 2011, tanto em amostras humanos quanto de
animais, a primeira deteccdo de WNV no Brasil ocorreu somente em 2018, quando WNV foi detectado
e isolado a partir de tecido cerebral de um equino durante uma epizootia de desordem neurolégica do
estado do Espirito Santo (ES). O sequenciamento nucleotidico revelou se tratar da linhagem 1, clado 1a,
comumente observada nas Américas (Martins et al., 2018).

Como estudo complementar, Silva e colaboradores (2018) demostraram que a epizootia que
afetou ndo sé cavalos, mas também jumentos, nos municipios de Sdo Mateus, Boa Esperanga, Nova
Venécia e Baixo Guandu no ES.

Espécies de as aves migratdrias sdo potenciais hospedeiros amplificadores de WNV. Acredita-se
que algumas espécies podem contribuir para a disseminacdo viral além das fronteiras territoriais, bem
como para manutencdo do ciclo de transmissdo. Estudos ecoldgicos com andorinhas-do-mar (Sterna
hirundo Linnaeus, 1758) verificaram que individuos dessa espécie conseguem se deslocar de regides no
extremo leste dos EUA até o Caribe e América do Sul (Rappole, Derrickson e Hubalek, 2000). Algumas
espécies de aves apresentam alta susceptibilidade a infeccdo por WNV. Durante a epidemia causada por
WNV nos EUA em 1999, 89% dos animais encontrados mortos eram corvos americanos da
espécie Corvus brachyrhynchos Brehm 1822 (Dupuis, Marra e Kramer, 2003; Pupo et al., 2006). Passer
domesticus e Carpodacus mexicanus também sdo importantes hospedeiros amplificadores de WNV nos
EUA (Komar et al., 2003).

Na Ameérica do Norte, 0 maior nimero de casos é registrado entre os meses de julho a novembro,
periodo que coincide com a alta densidade dos vetores artropodes. Entretanto, acredita-se que em paises
tropicais o virus possa circular durante todo o0 ano em algumas regides. O virus ja foi isolado em mais de
40 espécies de culicideos e também em algumas espécies de argasideos e ixodideos (Lawrie et al.,
2004). Os mosquitos do género Culex apresentam maior papel no ciclo de transmissdo do WNV
(Hubalek e Halouzka 1999; Molaei et al. 2006). As espécies mais frequentemente encontradas positivas
sdo Culex pipiens, Culex restuans e Culex salinarius (Andreadis, Anderson e Vossbrinck, 2001; White
et al. 2001; Nasci et al. 2001). As principais espécies envolvidas na transmissdo nos EUA variam de
acordo com a regido do pais. Cx. quinquefasciatus, Cx. tarsalis e Cx. pipiens s@o 0s pincipais vetores no

sul, oeste e norte, respectivamente (CDC, 2013).
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Em relacdo a populacdo humana, os dados epidemiologicos apontam que cerca de 1 em cada 5
individuos infectados desenvolve febre, cefaléia, mialgia, artralgia, vomitos, diarréia e/ou erupcao
cutdnea. Cerca de 1 em cada 150 infectados evolui para quadros neurolédgicos, como encefalite e
meningite, as vezes com sequelas ou evolucdo fatal. No entanto, a grande maioria das infeccdes sdo

assintomaticas e autolimitadas (CDC, 2018).

1.4.5 Virus ilhéus (Ilheus virus ou ILHV)

O ILHV foi isolado em 1944, a partir de pools de Aedes serratus e Psorophora fexox durante
estudo epidemioldgico em &rea endémica de febre amarela na cidade de Ilhéus, localizada a sul de
Salvador, capital do estado da Bahia (BA). Além do isolamento viral, trabalhadores locais apresentavam
anticorpos anti-ILHV sugerindo exposi¢do de humanos ao ILHV. Estudos experimentais de ILHV em
vetores demonstraram competéncia vetorial de Ae. serratus, Psorophora fexox e Ae. aegypti (Laemmert
e Hughes, 1947).

Apesar de achados em diferentes vetores artropodes, como Psorophora lutzii, Psorophora
albipes, Ae. serratus, Ae. fulvus, Ae scapularis e Haemagogus leucocelaenus. Ae. angustivittatus, Cx.
caudelli, Cx. nigripalpus, Cx. vomerifer, Haemagogus capricornii, Sabethes chloropterus e
Trichoprosopon sp, acredita-se que o ILHV seja transmitido no ciclo silvestre principalmente por Ps
ferox (Rodaniche e Galindo 1957, 1961, 1963; Galindo 1963; Aitken 1969, Pauvolid-Corréa et al.,
2013).

As aves sdo apontadas como o0s principais hospedeiros vertebrados amplificadores na
manutenc¢do do ILHV na natureza. Em estudos realizados na mata atlantica do estado de S&o Paulo (SP),
ILHV foi isolado de duas espécies silvestres, Sporophila caerulescens e Molothrus bonariensis,
conhecidas popularmente por coleirinho e chupim, respectivamente. Entretanto, evidéncias soroldgicas
ja foram reportadas em mais de 20 espécies diferentes da avifauna local, além de PNH, como Callithrix
jacchus e Callithrx penicillata, e carnivoros como o quati (Nasua nasua), (Ferreira et al, 1994; Pereira et
al., 2001).

Na Amazonia brasileira, ja se detectou anticorpos em equinos, gado, bdfalos, marsupiais, porcos,
répteis, roedores e edentados (Karabatsos, 1985; Casseb et al., 2014). Estudo realizado em Manaus
(Amazonas) e Alter do Chéao (Para) detectou por metodologias moleculares fragmentos do genoma do

ILHV em diferentes espécies de aves, como guaracava-debarriga-amarela (Elaenia flavogaster),
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rapazinho-dos-velhos (Nystalus maculatus), arapagu-de-bico-branco (Dendroplex picus), bico-chato-
amarelo (Tolmomyias flaviventris) e papagaio-da-varzea (Amazona festiva) (Lopes et al., 2015).
Segundo McLean e Ubico (2007), devido ao habito migratério, Sporophila caerulescens pode

potencialmente carrear o virus por outras regides do pais.

Nos estados da regido Nordeste, como Paraiba, Pernambuco e Bahia, anticorpos neutralizantes
para ILHV foram detectados em PNH, como Sapajus flavius, Sapajus libidinosus e Leontopithecus
chrysomelas (de Oliveira-Filho et al., 2018).

A evidéncia da circulagdo do ILHV na regido centro-oeste, em especial o Pantanal, também j&
foi comprovada. Além dos estudos soroepidemioldgicos realizados nas décadas de 1990 e 2000, que
demonstraram exposicdo de equinos ao ILHV em diferentes propriedades da regido, o virus foi isolado
em Aedes scapularis capturados na regido em 2010. Acredita-se que a espécie pode ser um vetor nesta
regido (Figura 09) (lversson et al., 1993; Pauvolid-Corréa, 2011 e 2013).

Evidéncias soroldgicas em humanos também vém sendo descritas em diferentes regides do pais.
Inquérito sorologico realizado em moradores de reserva ecoldgica no Vale do Ribeira, no litoral de SP,
demonstrou que 2,2% (4/182) dos individuos amostrados apresentavam anticorpos anti-ILHV (Romano-
Lieber e Iversson, 2000). A soropositividade em humanos também j& foi demonstrada no nordeste
brasileiro, onde foram observados anticorpos inibidores da hemaglutinacédo e neutralizantes em 3,8% das
amostras (n=288) (Tavares-Neto et al., 1986).

O isolamento a partir de amostras de humanos no Brasil é evento raro, principalmente pelo curto
periodo virémico e pelo grande nimero de infeccBes assintomaticas. No entanto, ILHV ja foi isolado de
humanos no Panama, Equador, Bolivia, Colémbia e Guiana Francesa (Srihongse e Johnson, 1967; Prias-
Landinez, Bernal-Cubides e Morales-Alarcon, 1968; Panon, Fauran e Digoutte, 1979; Johnson et al.,
2007; Venegas et al., 2012). No Brasil, ha registro de isolamento em humanos na cidade de Belém
(Pinheiro et al., 1986; CDC, 2018).
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Figura 09: Hospedeiros vertebrados, artropodes vetores e localidades no Brasil onde a circulagdo do
ILHV ja foi detectada (Elaboracdo propria). Diferentes grupos de animais sdo apontados como
potenciais hospedeiros vertebrados amplificadores do virus Ilhéus. No Brasil, h4 evidéncia da infeccéo
em animais domésticos e silvestres. Acredita-se que Psorophora ferox seja o principal vetor.
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1.4.6 Virus rocio (Rocio virus ou ROCV)

O ROCYV foi isolado pela primeira vez no ano de 1975, a partir do tecido cerebral de um paciente
que veio a 6bito durante uma importante epidemia de encefalite no ocorrida no Vale do Ribeira, litoral
de SP (Lopes et al., 1978). O termo Rocio foi dado em referéncia ao nome do bairro onde o paciente
morava, na cidade de Iguapé, SP. Na série historica de 1973 a 2000, foram notificados 1021 casos de
encefalite, com letalidade estimada de 10%. Uma parcela dos pacientes convalescentes apresentou

sequelas neuroldgicas e cognitivas (Iversson, 1980).

Nos anos consecutivos a epidemia do Vale do Ribeira, anticorpos anti-ROCV foram detectados
em humanos na mesma regido, bem como em diferentes cidades do estado da Bahia (BA) (Tavares-Neto
et al., 1986; Iversson et al., 1989; Straatmann et al., 1997). Apesar da complexidade do diagnostico

sorologico dos flavivirus, a deteccdo de anticorpos neutralizantes anti-ROCV em moradores da Estacéo
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Ecoldgica de Juréia-ltatins em SP em 1990, sugere manutencdo de ROCV na regido (Lopes et al., 1978;

Straatmann et al., 1997; Romano-Lieber e lversson, 2000).

Com relacdo aos vetores de ROCV, em uma investigacdo entomoldgica conduzida durante na
década de 1970, ROCV foi isolado de pools de Ps. ferox (Lopes et al., 1981). A competéncia vetorial
ndo so de Ps. ferox, mas também de Ae. scapularis foi comprovada através de estudos experimentais.
No entanto, a excelente suscetibilidade de Ae. scapularis a infec¢do oral pelo ROCV, sua eficacia na
transmissdo experimental, sua abundancia, habitos peridomiliares, e intima relagio com o homem na
zona epidémica sugerem que esta espécie tenha sido o principal vetor durante as epidemias ocorridas no
Vale do Ribeira na década de 1970 (Mitchell e Forattini, 1984; Mitchell, Forattini e Miller, 1986).

Apesar das limitadas evidéncias, acredita-se que as aves sejam 0s hospedeiros amplificadores e
dispersores de ROCV. Durante a epidemia da década de 1970, ROCV foi isolado de Zonotrichia
capensis, popularmente conhecida como tico-tico (Lopes et al., 1978). Estudos de infeccéo experimental
com pardais (Passer domescutis) evidenciaram uma viremia rapida e com limitada carga viral,
sugerindo a ndo participacdo da espécie em ciclos de manutencdo de ROCV. Contudo, os achados
corroboram o pressuposto de que as aves participam do ciclo de transmisséo silvestre do ROCV
(Monath et al., 1978). A soropositividade em aves migratdrias, como da espécie Sporophila
caerulencens, conhecida como coleirinho, e as evidéncias soroldgicas reportadas em outros animais de
outros estados, como MS, PR, BA, PB e PA, sugerem que aves com habitos migratérios podem
contribuir para a dispersdo de ROCV no Brasil (Taveres-Neto et al, 1986; Ferreira et al., 1994; Iversson,
1988, 1994; Casseb et al., 2014; Pauvolid-Correa et al., 2014; Silva et al., 2014).

Durante a epidemia, Lopes e colaboradores (1978) encontraram marsupiais (60%; 3/5), roedores
(31,8%; 7/22), pombos (28,5%; 2/7), patos (25%; 1/4), morcegos (10,9%; 6/55) e galinhas (7,3%; 7/96)
soropositivos na regido epidémica. Nenhuma outra evidéncia da infec¢cdo pelo ROCV foi demonstrada

em animais silvestres.

Os animais domésticos, em especial os cavalos, vém sendo utilizados como importantes
marcadores de circulagdo de arbovirus. Em 2009, em um grande estudo soroepizootiolégico para
pesquisa de flavivirus realizado com equinos no Pantanal de MS, um individuo foi soropositivo para
ROCV e negativo para todos os outros flavivirus circulantes no pais (Pauvolid-Correa et al., 2014).
Outros estudos também sugerem a exposi¢do de equinos e bubalinos ao ROCV em outras regides do
Brasil (Silva et al., 2014; Casseb et al., 2014) (Figura 10).
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Figura 10: Hospedeiros vertebrados, artropodes vetores e localidades no Brasil onde a circulacdo do
ROCV ja foi detectada. Infeccdo experimental (Elaboracdo propria). Diferentes grupos de animais sao
apontados como potenciais hospedeiros vertebrados amplificadores do virus rocio. No Brasil, ha
evidéncia da infeccdo em animais domesticos e silvestres. No entando, as aves sdo consideradas o
principal grupo responsavel pela manutencdo e dispersdo viral. Acredita-se que Psorophora ferox seja o

principal vetor.

1.4.7 Virus da encefalite de Saint Louis (Saint Louis encephalitis virus ou SLEV)

Durante epidemia de encefalite ocorrida em 1933 em Saint Louis no Missouri, EUA,
pesquisadores conseguiram isolar o SLEV a partir da suspensdo do tecido cerebral de um caso fatal.
(Webster e Fite, 1933).

Atribuiu-se a transmissdo do SLEV principalmente aos mosquitos do género Culex, como Cx.

coronator, Cx. declarator, Cx. nigripalpus, Cx. pipiens, Cx. quinquefasciatus e Cx. tarsalis. No entanto,
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acredita-se que espécies dos géneros Aedes, Psorophora, Sabethes, Trichoprosopon e Wyeomyia
também possam participar como vetores secundarios do ciclo de transmissao (Belle, Grant e Page, 1964;
Bailey et al., 1978; Figueiredo, 2007; CDC, 2018). A deteccao do virus ja foi reportada em aracnideos e
laelapideos, sendo este ultimo ectoparasitas de roedores na regido amazoénica (Hammon et al., 1948;
Turell et al., 2005).

As aves sdo apontadas como o principal grupo de manutencdo do virus no ciclo enzo6tico. Na
década de 1960 foi realizado o primeiro isolamento do SLEV a partir de aves no Brasil. Duas espécies,
Crypturellus noctivagus e Thraupis sayaca, conhecidas popularmente como jad-do-sul e sanhago,
respectivamente, foram encontradas naturalmente infectadas em SP (Lopes et al., 1979). Estudos
realizados na Amazobnia brasileira identificaram e isolaram o virus de membros das familias
Formicariidae (Formicarius analis, Conopophaga aurita, Thamnomanes caesius e Hylophylax
poecilonota), Pripidae (Chiroxiphia pareola) e Columbidae (Geotrygon montana). Evidéncias
sorologicas também ja foram reportadas em diversas espécies de aves, com taxas de positividade
variando de 1% a 16,7% (Tabela 01) (Vasconcelos et al., 1991; Garret, 1998). A deteccdo de anticorpos
inibidores da hemaglitinacdo em aves foi evidenciada em SP em mais de 49 especies, incluindo de
habitos migratorios (Ferreira et al., 1994).

Tabela 01: Espécies de aves silvestres positivas para presenca de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo para SLEV na Amazonia brasileira (Vasconcelos et al., 1991).

Familia Espécie % positividade N
Formicariidae Myrmotherula hauxwelli 2.3 196
Formicarius analis 114 39
Pyriglema leuconota 1.5 223
Thamnomanes caesius 6.1 95
Hilophylax poecilonota 5.1 360
Hypocnemis cantator 3 134
Conopophaga aurita 5.3 75
Pipridae Chiroxiphia pareola 16.7 34
Pipra pipra 0.7 290
Columbidae Columbina talpacoti 0 289
Geotrygon montana 34 219
Furnariidae Automolus infuscatus 1.2 98
Phylidor erytrocerchus 0 23
Tyranidae Myiobius barbatus 1 196
Galbulidae Galbula albirostris 2.7 78
Fringillidae Saltator maximus 2.1 154
Dendrocolaptidae  Glyphorhynchus spirurus 3.6 498
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No Brasil, a presencga de anticorpos anti-SLEV vem sendo amplamente descrita em mamiferos,
sobretudo nos equinos. Diferentes inquéritos soroldgicos realizados na regido do Pantanal sul
matogrossense detectaram anticorpos neutralizantes anti-SLEV, sugerindo um ciclo de transmisséo ativo
no ecossistema pantaneiro (Pauvolid-Correa, 2010, 2011, 2014). Equinos soropositivos também ja
foram descritos em MG, SP, RJ e PB (Silva et al., 2014) e em 2009, SLEV foi isolado do tecido cerebral
de um equino apresentando desordem neuroldgica em Abaeté, MG. Este foi o primeiro relato de quadro
clinico em equino associado a infeccdo por SLEV (Rosa et al, 2013). Em relagcdo a outros animais
Casseb e colaboradores (2014) descreveram a presenca de anticoropos anti-SLEV em bufalos no Para,
enquanto que estudos recentes demonstraram soropositividade em PNH dos estados do Parané (Alouatta
caraya, Sapajus nigritus e Sapajus cay) e Pernambuco (Sapajus spp.) (Figura 11) (Svoboda et al., 2014;
Oliveira-Filho et al., 2018).

A circulacdo do SLEV na populacdo humana também vem sendo descrita no Brasil desde a
década de 1950. Durante investigacdo em ribeirinhos amaz6nicos, detectaram-se anticorpos
neutralizantes em 5,5% das amostras (Causey et al., 1964). Enquanto o isolamento viral a partir de um
caso humano foi realizado de um paciente sintomatico em Belém (Pinheiro et al., 1981). O primeiro
isolamento do virus na regido sudeste ocorreu a partir da amostra de um caso febril agudo em Séao Paulo
(Rocco et al., 2005). Individuos soropositivos também ja foram identificados em SP, RJ e na regido
nordeste (Pinheiro et al., 1975; Tavares Neto et al., 1986; Romano-Lieber e Iversson, 2000).

Em anos recentes, SLEV vem sendo esporadicamente detectado, através de métodos
moleculares, durante epidemias de dengue em areas urbanas do pais. Em Séo José do Rio Preto e Cuiaba
foram reportados casos de co-infeccdo com DENV-3 ou DENV-4 (Mondini et al., 2007, Terzian et al.,
2011, Heinen et al., 2015).
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Figura 11: Hospedeiros vertebrados, artropodes vetores e localidades no Brasil onde a circulacdo do
SLEV foi detectada (Elaboracdo prépria). Diferentes grupos de animais sdo apontados como potenciais
hospedeiros vertebrados amplificadores do virus da encefalite de Saint Louis. No Brasil, h4 evidéncia da
infeccdo em animais domésticos e silvestres. No entando, as aves sdo consideradas o principal grupo
responsavel pela manutencdo e dispersdo viral. Acredita-se que mosquitos do género Culex sejam 0s

principais vetores.

1.4.8 Virus cacipacoré (Cacipacore virus ou CPCV)

A primeira descri¢do do CPCV advém do isolamento viral a partir da ave silvestre Formicarius
analis, popularmente conhecida como pinto-do-mato, capturado em Cachoeira Porteira, estado do Para,
no ano de 1977. Outros estudos conduzidos na mesma area, na cidade de Tomé-Acu e na atual Reserva
Biologica do Rio Trombetas identificou anticorpos anti-CPCV em humanos, roedores, morcegos e
principalmente em aves silvestres (Karabatsos, 1985). Evidéncia sorologica também fora reportada em
PNH e equinos em MS e bufalos no estado do Pard (PA) (Batista et al., 2012; Casseb et al., 2014;
Pauvolid-Correa et al., 2011, 2014).
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Com relacdo aos vetores, investigaces entomoldgicas realizadas com flebotomineos e culicideos
coletados entre 1976 a 1979 em Cachoeira Porteira (PA), onde CPCV foi isolado pela primeira vez, néo
detectaram CPCV em mais de 2500 pools de insetos testados (Karabatsos, 1985). Na década de 1990,
CPCV foi isolado de carrapatos do complexo Amblyomma cajennense coletados de capivaras em SP. O
estudo sugere que A. sculptum possa ser um potencial vetor de CPCV e que mamiferos possam
participar do ciclo de transmissédo (Nava et al., 2014; Figueiredo et al., 2017). Mais recentemente, o
RNA de CPCV foi detectado em pools de Culex spp. e Anopheles spp. capturados em Rondénia e em
espécimes de Ae. aegypti capturados no Amazonas (Henriques, 2008; Figueiredo et al., 2017).

O primeiro, e até 0 momento Unico, isolamento de CPCV em humanos ocorreu em um paciente

suspeito de febre amarela no municipio de Theobroma, Rondonia. (Batista et al., 2011).

1.4.9 Virus bussuquara (Bussuquara virus ou BSQV)

O BSQV foi isolado pela primeira vez no Brasil no ano de 1956, a partir do sangue de um
guariba (Alouatta beelzebul) sentinela em Belém, Pard. A inoculacdo intracerebral da amostra em
camundongos neonatos evidenciou o desenvolvimento de sinais clinicos. O guariba infectado apresentou
ictericia e evoluiu para o 6bito algumas semanas depois. Testes sorolégicos demonstraram que o agente
ndo reagia sorologicamente com nenhum outro arbovirus, caracterizando-o como um novo agente
(Gomes e Causey, 1959).

Sdo escassas as informacdes acerca dos hospedeiros vertebrados e invertebrados que participam
do ciclo de transmissdo de BSQV. O virus tem sido isolado na regido amazonica brasileira a partir de
Proechimys guyannensis, camundongos sentinelas, Culex spp., Culex taeniopus, Culex vomerifer,
Mansonia titilans e Coquilettidia venezuelensis (Karabatsos, 1985). Recentemente, anticorpos anti-
BSQV foram detectados em bufalos no PA (Casseb et al., 2014). A circulacdo do BSQV ja foi reportada
em outros paises das Américas, como Colémbia, Panaméa e Argentina (Morales et al., 2017; Karabatsos,
1985).

O Unico relato de infecgdo sintomética humana advém do Panama. O BSQV foi isolado de um
homem de 29 anos que apresentou um quadro febril agudo, cefaléia e artralgia sem evidéncia de
inflamacdo (Srihongse e Johnsosn, 1971).
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1.4.10. Outros flavivirus identificados no Brasil.

Além dos virus acima descritos, outros flavivirus de menor relevancia médica e veterinaria
também j& foram reportados no Brasil. Apesar de limitadas e esporadicas evidéncias, ha relatos na
literatura cientifica da circulacdo de virus iguapé (Iguape virus ou IGUV), bem como dos flavivirus
especificos de insetos Culex flavivirus (CxFV), e virus nhumirim (NHUV) no Brasil, cujos detalhes se

encontram descritos a seguir.

O primeiro isolamento do IGUV foi realizado no ano de 1979 a partir do sangue de roedores
sentinelas no Vale do Ribeira, SP. Estudos complementares realizados na mesma regido detectaram
anticorpos anti-IGUV em roedores, marsupiais, morcegos, galinhas, patos, focas e aves. Este ultimo foi
0 grupo que apresentou maior soropositividade (Coimbra et al., 1993; Ferreira et al., 1994). IGUV
também foi isolado de um pool de Anopheles (Kerteszia) cruzii capturado em area verde na Serra do
Mar em SP (Bocato-Chamelet et al., 2001).

O CxFV foi isolado pela primeira vez no Japdo em 2007 a partir de um pool de Culex pipiens. O
virus é especifico de insetos e incapaz de infectar células de mamiferos (Hoshino et al., 2007). Desde
sua descoberta na Asia, CxFV vem sendo reportado em outros paises por todo o mundo, incluindo
Guatemala, México, EUA e Trinidad (Morales-Betoulle et al., 2008; Saiyasombat et al., 2010). No
Brasil, o primeiro isolamento aconteceu a partir de pools de Culex spp. coletados na cidade de Ribeirdo
Preto, SP (Machado et al., 2012).

Recentemente, um flavivirus até entdo desconhecido da ciéncia foi isolado de espécimes de
Culex chidesteri coletados em 2010 no Pantanal de MS. O virus denominado Nhumirim (Nhumirim
virus ou NHUV), é um flavivirus especifico de insetos, mas diferente dos virus especificos de inseto
classicos como CxFV, ja que as analises filogenéticas revelaram que NHUV é um flavivirus mais
relacionado aos flavivirus que utilizam dois hospedeiros como DENV, WNV, YFV etc. (Pauvolid-
Corréa et al. 2015). A essa caracteristica se atribui a extraordinaria capacidade de suprimir a replicacdo
ndo s6 de WNV, bem como de ZIKV e DENV, quando experimentalmente co-infectado em Cx.

quinquefasciatus e Aedes aegypti, respectivamente (Goenaga et al., 2015; Romo et al. 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

A América do Sul, em especial o Brasil, é apontado como uma importante area para emergéncia
e reemergéncia de virus zoondticos associada as atividades antrépicas sobre areas de floresta e
urbanizacdo desordenada. Isso se deve ndo sé pela grande diversidade de virus ja identificados e que
circulam em ciclos enzodticos silenciosos principalmente na Amazénia, como também pela abundante
biodiversidade de potenciais hospedeiros vertebrados, incluindo roedores e quiropteras. (Weaver, 2013;
Olival et al., 2017).

No Brasil, epidemias recorrentes causadas pelos quatro sorotipos de DENV ocorrem, desde o
final da década de 1980, culminando no estabelecimento de um cenario hiperendémico (San Martin et
al., 2010). No entanto, foi ap6s a emergéncia do ZIKV no pais em 2015, que 0 pais vivenciou uma
emergéncia sanitaria em salde publica, resultante da relacdo causal entre o virus e sindrome congénita
da zika (SCZ) em fetos e bebés. Com a emergéncia do CHIKV em 2016, o pais tem sido acometido por
uma triplice epidemia (Cardoso et al., 2017; Souza et al., 2017). A situacdo € agravada pela emergéncia
da febre amarela que forcou a implementacdo de campanhas de vacinagdo para conter o avanco da
doenca para os centros urbanos. A dispersdo do YFV para regides, até entdo consideradas indenes no
pais, causou grande impacto ndo s6 no sistema de salde publica brasileiro, como também nas
populacdes de PNH do Brasil, em especial os bugios (Alouatta spp.) (Goldani, 2017). A recente
deteccdo de uma epizootia por WNV em equinos no Espirito Santo reforca o alerta e a necessidade de
vigilancia para as arboviroses emergentes no contexto de satde publica e salde veterinaria (Martins et
al., 2018; Silva et al., 2018).

O Brasil abriga uma das maiores biodiversidades de mamiferos do mundo, incluindo PNH,
roedores, morcegos e artrépodes vetores que podem participar da manutencdo do ciclo silvestre dos
diversos arbovirus, em especial dos flavivirus. Estudos que busquem compreender o papel dos
hospedeiros vertebrados silvestres na manutencao dos flavivirus sdo escassos e se fazem essenciais ao
conhecimento da manutencdo e transmissao destes virus (Figueiredo et al., 2000; Althoise et al., 2016;
Bueno et al., 2016).

Historicamente, as regides sudeste, nordeste e norte do pais tém sido de grande importancia para
emergéncia e manutencdo destes virus. No entanto, o papel da regido centro-oeste também merece
investigacdo, principalmente em face da grande biodiversidade encontrada nos biomas do cerrado e
Pantanal, bem como das caracteristicas socio-econdmicas dos estados da regido. Neste cendrio, este

estudo visa investigar a circulacdo de flavivirus em animais silvestres de vida livre no centro-oeste do
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Brasil e integra parte de um estudo coordenado e financiado pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), EUA.
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3. OBJETIVOS

Brasil.

3.1 Objetivo geral:

Investigar a circulagdo do virus zika e outros flavivirus em animais silvestres no centro-oeste do

3.2 Objetivos especificos:

o Realizar a captura de animais silvestres, incluindo mamiferos, anfibios e répteis em parques
florestais urbanos localizados em &reas metropolitanas de Cuiaba, MT e Campo Grande, MS;

o Investigar a infecgdo aguda de ZIKV e outros flavivirus nas amostras dos animais silvestres
atraves de métodos moleculares (RT-PCR em Tempo Real);

o Realizar o sequenciamento nucleotidico das amostras positivas para identificacdo e analise
filogenética dos flavivirus detectados.

o Investigar exposi¢do de animais silvestres do centro-oeste ao ZIKV através de teste de

neutralizacdo para pesquisa de anticorpos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 InstituicOes Participantes

O presente estudo transversal, que integra parte do projeto “Estudo ecolégico do ZIKV na
América do Sul”, coordenado e financiado pelo CDC — EUA, foi realizado no Laboratério de Imunologia
Viral (LIV) e Laboratério de Flavivirus (LABFLA) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) e contou com a
participacdo de outras cinco instituicdes de pesquisa.

No Brasil, 0 estudo foi desenvolvido nas areas metropolitanas de Cuiaba, (MT) e Campo Grande,
Mato Grosso do Sul (MS), afim de identificar potenciais espécies participantes no ciclo de manutencao do
ZIKV no pais. Os coordenadores do estudo sdo Dr. Joel Montgomery e Stephanie Salyer da Divisao de
Protecdo de Saude Global e Dr. Nicholas Komar da Divisdo de Doencas Transmitidas por Vetores do
CDC. No Brasil, o estudo foi coordenado pelo Dr. Alex Pauvolid-Corréa, pesquisador visitante do
LABFLA.

O trabalho de campo para captura e coleta de material clinico dos animais contou com o apoio da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), Universidade Cat6lica Dom Bosco (UCDB),
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres de
Campo Grande (CRAS) e pesquisadores da Universidade de Sdo Paulo (USP).

4.2 Autorizag0es e Licengas:

O presente estudo é parte do projeto de ecologia do virus Zika na América do Sul aprovado pelo
Comité de ética no uso de animais (CEUA) das seguintes instituicdes:

Centers for Disease Control and Prevention, CDC — EUA (Protocolo n°® 2809SALMULX-A2)
(Anexo A);

Universidade Cat6lica Dom Bosco (Protocolo n°® 001/2017) (Anexo B);

Universidade Federal de Mato Grosso (Protocolo n° 23108.169037/20116-24) (Anexo C);

O programa de captura e coleta dos animais silvestres foi submetido e aprovado pelo Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), autorizagGes para atividades com finalidade
cientifica:

N° 54728-1 (Mato Grosso — UFMT) (Anexo D);

N°56912-1 e N° 57450-1 (Mato Grosso do Sul — UCDB) (Anexo E);
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O estudo também possui autorizagfes das secretarias estaduais de meio ambiente:

Secretaria de Meio Ambiente de Mato Grosso (SEMA), protocolo n® 61/405959/2116 (Anexo F);

Instituto de Meio Ambiente de Mato Grosso do Sul (IMASUL/SEMADE), protocolo n° 003/2017
(Anexo G).

4.3 Metodologia das Amostragens

4.3.1 Local de estudo

A regido centro-oeste, em especial as regibes metropolitanas de Cuiaba e Campo Grande, foram
escolhidas para realizacdo do estudo por (1) apresentar a maior taxa de incidéncia do pais (222 casos/100
mil habitantes) em 2016 para a febre do ZIKV (Brasil, 2017); (2) pela circulagéo silenciosa de arbovirus
de interesse médico como 0 OROV e 0 MAYYV; (3) pela proximidade com o Pantanal, area de sabida
circulacdo enzodtica de diversos arbovirus; e (4) pelas colaboracbes ja existentes com 0s centros de
pesquisa da regido. As amostragens foram conduzidas nas regides metropolitanas de Cuiaba e Campo
Grande, Centro-Oeste do Brasil (Figura 12).
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Figura 12: Localizacdo das areas de coleta em MT e MS (pontos vermelhos) na Regido Centro-Oeste do

Brasil, areas de realizagdo das amostragens (Google Maps, 2018).

Um total de 17 subsitios (localidades) foi amostrado, sendo 07 situadas na area metropolitana de
Campo Grande e 10 na area metropolitana de Cuiabd (Quadro 01, Figura 13). A amostragem de
conveniéncia foi realizada trés campanhas (abril/maio, julho/agosto e outubro/novembro) em 2017 e uma
campanha (fevereiro/margo) em 2018. Apesar das diferencas climéticas de uma sub-regido para a outra, a
regido centro-oeste apresenta duas estacdes bem definidas, a estacdo chuvosa que vai de novembro a abril

e a estacao seca entre maio e novembro (Alves, 2009).
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Figura 13: Localizacdo dos subsitios amostrados no presentre estudo. (A) Subsitios localizados na area

metropolitana de Cuiaba: (B) Subsitios localizados na area metropolitana de Campo Grande (Google
Mapas, 2018).
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Quadro 01: Localizagdo dos subsitios amostrados durante as campanhas de investigacdo de flavivirus em
animais silvestres provenientes de Campo Grande, MS e Cuiaba, MT durante 2017 e 2018.
Durante as campanhas de captura dos animais silvestres, 17 subsitios foram selecionados para a

amostragem, sendo 7 em Campo Grande e 10 em Cuiaba.

Area
metropolitana

Estado (sitio) Subsitio Latitude Longitude
Campus UFMS -20.503242° | -54.613595°
Instituto S&o Vicente -20.386024° | -54.605162°
Fazenda Escola UCDB -20.409188° | -54.615595°

th;lstgo Centro de Reabilitagdo de Animais
do Sul Campo Grande Silvestres -20.452373° | -54.563471°
(MS) Parque Estadual do Prosa -20.451225° | -54.562911°
Parque das Nacdes Indigenas -20.452423° | -54.571505°
Centro de Controle de zoonoses CCZ -20.507340° | -54.620612°
Parque Ecoldgico do Soter -20.429003° | -54.576468°
Hotel fazenda Mato Grosso -15.636444° | -56.065033°
Parque Massairo Okamura -15.565406° |-56.065150°
Parque Mae Bonifacia -15.580696° | -56.107170°
Associac¢do Voz Animal -15.578742° | -56.011290°
Mato Cuiabé Zoolégico UFMT -15.605899° | -56.062833°
Grosso Hospital Veterindrio UFMT -15.611543° | -56.065904°
(MT) Bairro Santa Cruz -15.635278° | -56.037778°
Campus UFMT -15.609270° | -56.063945°
Horto florestal Tote Garcia -15.631947° | -56.062761°
Rancho Raga Forte -15.599558° | -56.047528°
Fazenda Santo Antonio do Levenger -15.624879° | -56.072.824

4.3.2 Subsitios de amostragem em area metropolitana de Campo Grande

Fundado em 1962, o campus da UFMS situado na cidade de Campo Grande possui
aproximadamente 160 hectares de area. Bolsdes de mata nativa (Cerradd@o), dentro do perimetro do
campus, permanecem preservados com populacdes de mamiferos, aves e répteis. O Lago do Amor,
localizado na porgdo centro-oeste do campus, serve de reflgio para grupos de capivaras (UFMS, 2017).

O Instituto Salesiano S&o Vicente é parte do campus da Universidade Catolica Dom Bosco
(UCDB), situado no bairro de Lagoa da Cruz, apresenta ampla area aberta e de mata verde propicia para a

captura de morcegos, marsupiais peridomeésticos e pequenos roedores.
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A Fazenda Escola da UCDB fica situada a 2km do campus da universidade e serve de base para o
ensino e pesquisa dos cursos de graduacdo em Medicina Veterinaria, Zootecnia e Agronomia. A unidade
abriga um pequeno centro de recepcdo de animais debilitados e apresenta &rea verde ideal para a captura
de morcegos.

O Parque das Nacbes Indigenas apresenta 119 hectares de area e preserva algumas espécies de
arvores nativas, mas grande parte da vegetacdo foi desmatada em virtude do prejeto arquitetdnico
original. No centro do parque situa-se um lago formado pelas aguas do corrego do Prosa que serve de
refugio para familias de capivaras (IMASUL, 2018).

O Parque Ecoldgico do Soter apresenta area de cerca de 22 hectares e recebe diariamente centenas
de pessoas para a préatica de exercicios fisicos e atividades de lazer.

O Parque Estadual do Prosa (PEP) é uma Unidade de Conservacao estadual de protecdo integral,
situado no planalto da Serra do Maracaju, dentro do perimetro urbano de Campo Grande. Na regido do
Parque predomina o clima tropical umido ou de savana, com duas estacfes definidas, uma chuvosa de
outubro a maio e uma seca de julho a setembro. Uma extensa rede hidrografica pertencente a bacia do rio
Anhandui permeia o Parque e serve de fonte de agua potavel para as populagdes no entorno. Trés tipos
vegetacionais sao encontrados: Cerrado, Cerraddo e mata Ciliar. Locais de vegetacdo secundaria, fruto de
anos de descaracterizacao antropica com introducdo de espécies exoticas, podem ser observados. A fauna
do Parque é composta de espécies nativas e espécies introduzidas por solturas de animais apreendidos
pela Policia Florestal e pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA). Um levantamento de fauna realizado em 2011, evidenciou a presenca de 22 espécies de
mamiferos, 68 espécies de aves, 14 espécies de répteis e 8 espécies de peixes (Mato Grosso do Sul, 2011).

O Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres (CRAS) foi fundado em 1987 e pertence a
administracdo estadual. O CRAS recepciona e oferece tratamento médico veterinario aos animais
silvestres e apreendidos em operacfes de combate ao tréfico, entregues pela populagdo ou vitimas de
atropelamentos (IMASUL, 2018).

4.3.3 Subsitios de amostragem em area metropolitana de Cuiaba

O Hotel Fazenda Mato Grosso € uma propriedade privada situada a margem do rio Coxipo e
apresenta grande area verde, predominantemente de vegetacdo baixa, onde se efetuou a captura
principalmente de morcegos.

Os parques Massairo Okamura (51 hectares) e Mae Bonifacia (77 hectares) petencem a

administracdo estudual e s@o areas de protecdo ambiental, possuindo nascentes de rios e vasta area de
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mata preservada que abriga espécies nativas. Apesar de serem unidades de protecdo ambiental, ambos 0s
parques ndo apresentam plano de manejo de fauna e flora (MT, 2018a).

O zooldgico da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), fundado em 1977, possui &rea de
cerca de 12 hectares a abriga mais de 600 animais de 100 diferentes espécies. Foram amostrados neste
subsitio principalmente répteis e quatis (MT, 2018b). O hospital veterinario da UFMT situa-se dentro do
campus da universidade e recebe diversos animais debilitados, que recebem tratamento adequado e séo
reintroduzidos ao seu habitat natural. Por sua vez, o campus da UFMT apresenta area de cerca de 4.300
hectares (UFMT, 2018).

O bairro Santa Cruz ¢ localizado perto do campus da UFMT, no entanto, apresenta grande area
residencial com resquicios de mata nativa. A sua porcdo sul é cortada pelo rio Coxipd, local adequado
para a amostragem de anfibios.

O rancho Raca Forte é uma propriedade privada situada no bairro Morada dos Nobres. Durante o
periodo de amostragem o bairro sofria com um intenso processo de desmatamento para a construcdo de
complexos imobiliarios.

O Horto Florestal de Cuiaba ou Horto Florestal Tote Garcia, situado na margem esquerda do rio
Coxip6, no municipio de mesmo nome, foi instituido em 1939 e pertence a administracdo municipal.
Devido a pressao imobiliaria, o horto teve sua area inicial de 34 hectares reduzida para 15 hectares. Com
presente acdo antrépica, no horto encontram-se um viveiro de plantas medicinais € um centro de plantio
de plantas ornamentais da prefeitura. A vegetacdo predominante é de mata ciliar com espécies nativas e
exdticas. O horto ndo conta com um plano de manejo de fauna e flora (Prefeitura de Cuiaba, 2017).

A fazenda Santo Antdnio do Leverger, situada no municipio de mesmo nome, localiza-se na
regido metropolitana do Vale do Rio Cuiaba, com predominancia de caracteristicas rurais, com criacdo de

gado e vias ndo pavimentadas.

4.3.5 Captura dos animais silvestres e coleta de espécimes clinicos

As amostras de sangue dos animais foram coletadas por conveniéncia. Durante a coleta,
informagdes de cada animal acerca da espécie, idade, sexo, peso, sinais clinicos, presenca de ectoparasitas
e morfometria foram obtidas e incluidas no banco de dados do projeto CDC através de um aplicativo de
aparelho celular (Anexo L).

Para a captura dos morcegos foi utilizada uma rede de neblina com regulagem de altura dispostas

nos locais de captura a partir das 18 horas. Para a captura dos gambas, primatas e quatis foram utilizadas
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armadilhas Tomahawk (45 x 17,5 x 15 cm) com iscas de banana com preparado de cereais e sardinha
macerados. As armadilhas eram preparadas no final da tarde e ficavam armadas, sendo vistoriadas na
manha do dia seguinte. A captura das capivaras foi realizada com o auxilio de dardo tranquilizante. A
captura dos anfibios foi realizada manualmente, por busca ativa, no periodo noturno por profissionais
treinados na captura desses animais. A captura das tartatugas foi realizada com o auxilio de armadilhas do
tipo covo (1m x 0,45m) com abertura afinulada para impedir a saida do animal.

Todas os procedimentos envolvendo a captura, seda¢do ou eutanasia (apenas os morcegos foram
eutanasiados)e coleta de material clinico dos animais silvestres foram supervisionadas por veterinarios,
afim de garantir as boas praticas de bem-estar animal, de acordo com os protocolos de biosseguranca
padronizados (Mills et al., 1998; Lemos ¢ D’ Andrea, 2014).

4.4 Metodologias Moleculares
4.4.1 Extracao de acido nucleico e investigacdo por métodos moleculares

Por se tratarem de amostras de sangue de animais silvestres de vida livre, visando minimizar
exposicdo de laboratoristas aos potenciais agentes infecciosos, bem como protecdo do ambiente, todo o
procedimento envolvendo a manipulacdo das amostras e extracdo do RNA foi realizado no Laboratério de
Nivel de Biosseguranca 3 (Plataforma NB3 — Pavilhdo Hélio e Peggy Pereira) do 10C, FIOCRUZ. As
amostras de sangue total (n=685) foram submetidas a extracdo do &cido nucleico utilizando o kit
comercial ZR-96 Viral RNA kit (nimero de catdlogo R1041, ZymoResearch), especifico para extracéo de
RNA, de acordo com as recomendac0es do fabricante (Anexo H).

4.4.2 Deteccao dos flavivirus

O protocolo descrito por Moreau e colaboradores (2007) foi empregado para a deteccdo do grupo
flavivirus (Anexo I). O protocolo de PCR em tempo real (SYBR® Green) permite a amplificacdo de um
fragmento (270pb) da regido conservada NS5, utilizando 13,5 puM dos iniciadores PF1S
(TGYRTBTAYAACATGATGGG) e PF2R-bis (GTGTCCCAICCNGCNGTRTC). As condicdes de PCR
consistem de uma etapa inicial de ativacdo composta por uma incubagdo a 50°C durante 10 minutos,
seguida de outra incubacao a 95°C durante 2 minutos. Apos essa etapa de inicial, a reagdo segue com 40
ciclos de 95° por 15 segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos. A reacdo é realizada para
um volume final de 20 pL, contendo 8 plL do RNA, 10 puL do 2X QuantiNova RT-PCR Master Mix

38



(Qiagen), 0.2 uL de agua livre de RNAse e 0.8 uL de cada iniciador. A RT-PCR foi realizada no
equipamento CFX96 (BioRad, Laboratories). Os resultados obtidos nesta reacdo séo qualitativos,
baseados na curva de dissociacdo das amostras ndo havendo, portanto, a determinacdo do Ct (Cycle
threshold). Utilizou-se os critérios de positividade determinados pelo CDC, a saber: intensidade de
fluorescéncia acima de 150 RFU e temperatura de anelamento igual ou superior a 85°C. Esses critérios
sdo baseados em testes realizados com diferentes flavivirus, verificando-se semelhancas entre o0s
membros deste género que permitem utilizar os critérios descritos. O protocolo foi desenhado como uma
ferramenta de triagem para deteccdo do grupo flavivirus com subsequente sequenciamento nucleotidico
para confirmacéo especifica.

Utilizou-se como controle positivo da reacdo um RNA extraido de um isolado de DENV-2,
gentilmente cedido pelo LABFLA. Optou-se pela utilizacdo do DENV-2, pois este virus apresenta
essencialmente um ciclo urbano e ndo comumente detectado em animais silvestres no Brasil, 0 que

facilitaria a identificacdo de resultados falso-positivos em caso de contaminacao pelo controle.

4.4.3 Deteccdo de ZIKV

As amostras positivas na triagem para detec¢do de flavivirus foram submetidas a uma RT-PCR em
tempo real para deteccdo especifica do ZIKV. O protocolo empregado utiliza um par de iniciadores
(Zikal087 — CCGCTGCCCAACACAAG; Zikall163c — CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT) e uma
sonda (Zikal108pr-FAM — AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA) especifica para uma
regido do gene NS5 (Lanciotti et al., 2008).

As condicbes de RT-PCR consistem de uma etapa inicial de ativagdo composta por uma
incubacdo a 50°C durante 30 minutos, seguida de outra incubacdo a 95°C durante 15 minutos. Apos essa
etapa de inicial, a reacdo segue com 45 ciclos de 95° por 15 segundos e 60°C por 60 segundos. A reacdo é
realizada para um volume final de 50 uL, contendo 5 pLL do RNA, 25 uL do Quantitect Probe RT-PCR
2X Master Mix (Qiagen), 18,2 uL de agua livre de RNAse e 0.5 pulL de cada iniciador (Zikal087 e
Zikal163c, concentracdo de 13,5 100 uM). A RT-PCR foi realizada no equipamento 7500 (Applied
Biosystems) (Anexo J).
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4.4.4 Purificagao dos produtos

Os produtos da RT-PCR foram submetidos a purificacdo através do kit (QIAquick PR purification
kit, Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante e entdo submetidas a reacdo de sequencimento
utilizando-se Big Dye V3.1 kit (Applied Biosystems).

4.4.5 Quantificacdo da massa dos produtos

Os produtos da RT-PCR ja purificados foram submetidos a quantificacdo utilizando-se o
equipamento NanoDrop 2000 (®ThermoFisher), gentilmente cedida pela Dra. Patricia Bozza do
Laboratdrio de Imunofarmacologia do I0C. Uma vez quantificados, os produtos foram entdo diluidos em
agua para obtencdo de 6 a 10 nanogramas de massa como sugerido pela Plataforma de Sequenciamento

nucleotidico da Fiocruz [plataformas.fiocruz.br], em um volume final de 6,5 microlitros.

4.4.6 Reacao de sequenciamento

As amostras positivas na triagem para deteccdo molecular de flavivirus foram selecionadas para
sequenciamento nucleotidico utilizando o0 mesmo iniciador senso da RT-PCR para flavivirus. Utilizou-se
0 protocolo da reagdo de sequenciamento nucleotidico empregado pela Plataforma de Sequenciamento da
Fiocruz. A reacdo consistiu em uma etapa inicial de incubacao de 95°C por 15 segundos, seguida de 52°C
por 30 segundos e 60°C por 4 minutos; 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 52°C por 30 segundos e 60°C

por 4 minutos (Anexo K).

4.4.7 Sequenciamento nucleotidico

Os produtos amplificados foram enviados para a Plataforma de Sequencimento da Fiocruz — RJ
[plataformas.fiocruz.br], onde foram precipitadas de acordo com protocolo interno e submetidos ao
sequenciamento de Sanger pelo equipamento ABI 3730 (®ThermoFisher). As sequéncias obtidas foram
editadas e analisadas, utilizando os programas BLAST [www.nbci.nimlgov/BLAST], e MEGA v.7.0.14

[www.megasoftware.net], e alinhadas com sequéncias correspondentes obtidas do GenBank.

40



4.5 Metodologia Soroldgica

4.5.1 Teste de neutralizacédo por reducdo de placas (PRNTg) para ZIKV

Das amostras dos 685 animais que compde a presente casuistica, 174 (25,4%) tiveram amostras de
plasma submetidas ao PRNTgo para detec¢do de anticorpos neutralizantes para ZIKV. A realiza¢do dos
ensaios de PRNT do projeto CDC foi dividida em dois segmentos, sendo o primeiro composto por
amostras das duas primeiras campanhas (abril/maio e julho/agosto de 2017) e o segundo composto por
amostras das duas Ultimas campanhas (outubro/novembro de 2017 e fevereiro/marco de 2018). Dentro da
casuistica do presente estudo, 174 amostras coletadas nas duas primeiras campanhas foram submetidas ao
PRNTg. Os ensaios foram realizados pelo Laboratorio de Tecnologia Virologica (LATEV) de Bio-
Manguinhos/Fiocruz sob superviséo da Dra. Sheila Lima e Emily Miranda.

Antes do inicio dos testes, todas as amostras de plasma foram inativadas a 56°C por 30 min para
minimizar a reacdo inespecifica de componentes do sistema complemento e inativacdo eventual de
agentes patogénicos.

Amostras de plasma inativadas e diluidas a 1:5 foram incubadas por uma hora a 37°C com 5% de
atmosfera CO2 com suspenséo viral em igual volume, resultando em dilui¢do final de 1:10. Ao fim da
incubacdo, 100 pL foram inoculados em monocamadas de células Vero (ATCC CCL 81) com 200.000
células por po¢o (1ml) mantidas em placas de 24 pocos. Uma segunda incubacdo pelo mesmo periodo e
condicdes foi realizada para adsorcéo viral. Ao final da segunda incubacdo, aplicou-se 3mL de uma
solucdo composta de CMC (carboximetilcelulose a 2% - Sigma) e meio de manutencdo celular antes da
terceira e ultima incubacéo, desta vez por quatro dias em mesmas condi¢cdes de temperatura e CO2, para
formacdo das placas de lise de ZIKV. Ao final de terceira incubacéo, fixou-se as monocamadas celulares
com solugdo de formaldeido a 5% por 24 horas. Para coloragdo, ao final do processo, desprezou-se a
solucdo de formaldeido e CMC e inoculou-se 1mL de solu¢do de metanol com cristal violeta a 2% para
manutencdo por 12 horas. Apds descarte da solucdo de metanol, as placas foram lavadas com agua
corrente e secadas em estufa por 12 horas.

As amostras de plasma em diluicdo Unica de 1:10 que apresentaram 10% ou menos do nimero de
placas em comparacdo ao controle da suspensdo viral foram submetidas a um segundo ensaio em iguais
condicBes, mas desta vez em duplicatas e em seis diluicBes seriadas de 1:10 até 1:320. O titulo de
anticorpos de cada amostra foi determinado como o inverso da diluicdo sérica em que foram observados

90% ou mais de reducdo do numero de UFP observado no controle da suspensao viral utilizado no ensaio
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(PRNTgp). As amostras de plasma que apresentaram 10% ou menos do nimero de placas em comparagao
ao controle da suspensdo viral na diluicdo 1:320 foram submetidas a um novo ensaio diluidas em
duplicatas de 1:10 até 1:20480 (Figura 14).

Diluicdes
1:10 até
1:20480

Diluicoes
1:10 até 1:320

em duplicata

Amostra de
plasma

-.

PRNT,,
Triagem para

Inativaciio
ZIKV

Diluicdo 1:10 \ -
Negativo

Figura 14: Esquema representativo do fluxo de testagem das amostras por PRNTgo (Elaboracdo propria).

56*C/30min

Apds a inativacdo (56°C/30min), as amostras de plasma foram diluidas 1:10 e submetidas a PRNT de
triagem para o ZIKV. Caso soropositivas, seguem para a confirmacao, sendo submetidas a uma nova PRNT
de 1:10 até 1:320. Amostras de plasma com titulo >320 foram submetidas a um terceiro ensaio em diluigdes

de 1:10 até 1:20480 para determinacdo do titulo.
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5. RESULTADOS

5.1 Captura de mamiferos silvestres nos parques florestais urbanos localizados em areas
metropolitanas de Cuiaba, MT e Campo Grande, MS

Durante as quatro campanhas nos anos de 2017 e 2018, em uma amostragem por conveniéncia,

foram coletadas amostras de sangue de 685 animais silvestres de 20 espécies diferentes (Figura 15).

,’ T e S |

-

Figura 15: Captura de mamiferos silvestres e coleta de material clinico em parques florestais urbanos
localizados em areas metropolitanas de Cuiabd, MT e Campo Grande, MS, 2017 e 2018. (A) Captura de
anuros; (B) Captura de primatas; (C) Captura de quirdpteros; (D) Captura de marsupiais; (E) Captura de

roedores; (F) Captura de testudines. Foto: Alex Pauvolid-Corréa.
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As estratégias de coleta para os pequenos mamiferos terrestres utilizando armadilhas Tomahawk,
para os grandes roedores utilizando dardos tranquilizantes, dos morcegos por rede de neblina, dos anuros
por busca ativa e dos queldnios por covos permitiu a obtencdo da casuistica analisada neste estudo. O
esforco de captura do presente estudo esta inserido dentro do esfor¢o de captura do projeto CDC, que
totalizou nas quatro campanhas nos dois sitios de captura 510 armadilhas Tomahawk dispostas em 48
dias, 45 covos dispostos em 12 dias e 128 redes de neblina dispostas em 37 noites (média de 4,2 horas por
noite).

Do total amostrado (n=685), 61% (n=418) foram provenientes de Campo Grande, MS e 39%
(n=267) de Cuiaba, MT. Dos 685, 54,3% (n=372) foram de mamiferos, 31,1% (n=213) de répteis e 14,6%
(n=100) de anfibios.

De acordo com a classificacdo taxondmica, 132 (19,3%) individuos eram da ordem Chiroptera,
119 (17,4%) Squamata, 100 (14,6%) Anura, 88 (12,8%) Carnivora, 71 (10,3%) Didelphimorphia, 60
(10,4%) Testudines, 59 (8,6%) Primate, 34 (4,9%) Crocodilia e 22 (3,2%) Rodentia (Quadro 02).

Quadro 02: Distribuicdo das espécies capturadas nas areas metropolitanas de Cuiaba e Campo Grande de

acordo com a classificagdo taxondmica.

Classe Ordem Espécie N
Anura Leptodactylus labyrinthicus 11

Amphibia Anura Rhinella marina 24
Anura Rhinella schneideri 65

Chiroptera Artibeus lituratus 37

Chiroptera Artibeus planirostris 38

Chiroptera Carollia perspicillata 36

Didelphimorphia Didelphis albiventris 71

Mammalia Rodentia Hydrochoerus hydrochaeris 22
Primate Mico melanurus 48

Chiroptera Molossus molossus 12

Carnivora Nasua nasua 88

Chiroptera Platyrrhinus lineatus 9

Primate Sapajus cay 11

Squamata Bothrops alternatus 23

Reptilia Squamata Bothrops mattogrossensis 11
Squamata Bothrops moojeni 37

Crocodilia Caiman yacare 34
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Squamata Crotalus durissus 48
Testudines Phrynops geoffroanus 49
Testudines Trachemys dorbigni 11
TOTAL 685

A distribuicdo das espécies de acordo com o subsitio de coleta é apresentada no quadro 03. Dos
685 animais amostrados, 5 de Campo Grande (1 Rhinella schneideri, 1 Cayman yacare e 3 Nasua nasua)
e 3 de Cuiabéa (2 Nasua nasua e 1 Didelphis albiventris) ndo apresentavam informac6es da localizacdo do
subsitio.

Quadro 03: A distribuicao das espécies de acordo com os sitios e subsitios de coleta.

Sitio Subsitio Espécies capturadas N por espécie tol;lal
Artibeus lituratus 10
Artibeus planirostris 29
Carollia Perspicilata 14
Campus UFMS Hydrochoerus hydrochaeris 12 124
Molossus molossus 4
Phrynops geoffroanus 45
Platyrrinus lineatus 8
Trachemys dorbigni 2
Artibeus lituratus 5
Artibeus planirostris 1
Instituto Sdo Vicente C?m”la. Persplcnat_a L 15
Didelphis albiventris 3
Molossus molossus 4
8?2:1%2 Platyrrinus lineatus 1
Artibeus lituratus 3
Artibeus planirostris 2
Bothrops alternatus 23
Bothrops mattogrossensis 11
Fazenda Escola UCDB Bothrops moojeni 37 164
Crotalus durissus 48
Didelphis albiventris 3
Molossus molossus 3
Rhinella schneideri 34
e Rtinicao L
Artibeus planirostris 1
Parque Estadual do Prosa Didelphis albiventris 10 90

45



Nasua nasua

79

Parque das Nacdes

do Levenger

Indi Hydrochoerus hydrochaeris 8 8
ndigenas
Parque Ecologico do Hydrochoerus hydrochaeris 1 1
Soter
Rhinella marina 24
Artibeus lituratus 16
Hotel fazenda Mato Artibeus planirostris 5 50
Grosso Carollia perspicillata 2
Didelphis albiventris 2
Molossus molossus 1
. Carollia perspicillata 13
Parque Massairo Didelphis albiventris 41 77
Okamura -
Mico melanurus 23
Artibeus lituratus 3
Parque Mée Bonifécia Carollia perspicillata 6 31
Mico melanurus 22
Nasua nasua 4
- , . Caiman yacare 33
Cuiaba Zoolégico UFMT 49
Phrynops geoffroanus 3
Trachemys dorbigni 9
) o Didelphis albiventris 1
Hospltzdlgll\%;_ermano Hydrochoerus hydrochaeris 1 3
Phrynops geoffroanus 1
. Leptodactylus labyrinthicus 1
Bairro Santa Cruz - — 5
Rhinella schneideri 4
Leptodactylus labyrinthicus 10
Campus UFMT P - Y y_ - 16
Rhinella schneideri 6
Horto florestal Tote Didelphis albiventris 10
X - 13
Garcia Mico melanurus 3
Rancho Raga Forte Rhinella schneideri 15 15
Fazenda Santo Antonio Rhinella schneideri 5 5

De acordo com a idade do animal, os individuos foram classificados em jovem, subadulto, adulto
e idoso, observando as caracteristicas morfométricas dos mesmos, como condi¢do dentaria e/ou
reprodutiva (carnivoros, marsupiais, anfibios e roedores) e ossificagdo das epifises (morcegos) (Wilson e
Reed, 1993; Anthony, 1988) A distribuicdo por idade no sitio Campo Grande foi a seguinte: 3 (1%)
jovens, 93 (22%) subadultos, 292 (70%) adultos e 30 (7%) n&o tiveram informacg0es de idade coletadas
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(Figura 18). Em Cuiab4, 3 (1%) foram considerados jovens, 46 (17%) subadultos, 192 (72%) adultos, 1
(1%) idoso e 25 (9%) sem informacdo (Figura 16).

Com relacdo ao sexo dos animais amostrados em Campo Grande, 54% (n=225) eram fémeas, 36%
(n=150) machos e 10% (n=43) nado tiveram essa informacdo registrada, principalmente em virtude da
dificuldade de sexagem em algumas espécies (Figura 19). Em Cuiaba, 52% (n=140) eram machos, 30%

(n=80) fémeas e 18% (n=47) n&o tiveram essa informacao registrada.

5.2 Investigacdo de flavivirus por RT-PCR em tempo real

Por se tratarem de amostras sangue de animais silvestres de vida livre, incluindo morcegos e
roedores eutanasiados e visando a minimizacdo da exposi¢édo a agentes infecciosos pelos manipuladores,
demais membros da equipe e protecdo do ambiente, todo o procedimento envolvendo a manipulacdo para
a extracdo do RNA foi realizado no Laboratdrio de Nivel de Biosseguranca 3 (Plataforma NB3 — Pavilhao
Hélio e Peggy Pereira) do 10C, FIOCRUZ (Figura 16).

Figura 16: A Extracdo de RNA realizada no Laboratorio de Nivel de Biosseguranca 3 (IOC, Fiocruz).

Foto: Alex Pauvolid-Corréa.
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Do total de 685 amostras submetidas a RT-PCR, foi possivel identificar amplificacdo em 43
(6,3%), que foram seguidamente submetidas & RT-PCR para ZIKV e sequenciamento nucleotidico para
confirmacgdo. De acordo com o sitio de coleta, 26 (n=267; 9,7%) amostras positivas foram provenientes
de Cuiaba e 17 (n=418; 4%) de Campo Grande. A Fazenda Escola UCDB (n=164; 10%) foi o Unico
subsitio de Campo Grande com amostras positivas. Em Cuiaba, sete subsitios apresentaram amostras
positivas, a saber: Fazenda Santo Anténio do Levenger (3/5; 60%), Campus da UFMT (7/16; 44%),
Rancho Raca Forte (6/15; 40%), Bairro Santa Cruz (1/5; 20%), Hotel Fazenda Mato Grosso (6/50; 12%),
Parque Massairo Okamura (2/77; 3%) e Zoologico UFMT (1/49; 2%), Figura 17.
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Figura 17: Gréfico da curva de dissociacdo da RT-PCR em tempo real para deteccdo de flavivirus,
demonstrando o controle positivo e trés amostras positivas. Em 43 amostras foi observado amplificacéo

segundos os critérios adotados.

Dentre o total de amostras positivas, a distribuicdo da classe taxonémica foi de 53,4% (n=23)
anfibios, 2% (n=18) répteis e 4,6% (n=2) mamiferos. Considerando a divisdo por sitio, Cuiaba apresentou
23 (53,5%) anfibios, 2 (4,7%) mamiferos e 1 réptil (2,3%) positivo. J& nas amostras de Campo Grande, 17

(39,5%) anfibios foram positivos.

Dentre o grupo dos positivos na triagem, a espécie com maior numero de individuos positivos foi
Rhinella schneideri (12/65), seguida de Crotalus durissus (10/48), Rhinella marina (6/24), Bothrops
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moojeni  (6/37), Leptodactylus labyrinthicus (5/11), Carollia perspecillata (2/36), Bothrops
mattogrossensis (1/11) e Trachemys dorbigni (1/11) (Figuras 18 e 19).

Leptodactylus labyrinthicus 45,5%

Rhinella marina 25,0%

Crotalus durissus 20,8%

Rhinella schneideri 18,5%

Bothrops moojeni 16,2%

e

Bothrops mattogrossensis - 9,1%

Trachemys dorbigni

Carollia perspicillata . 5,6%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0% 80,0% 90,0% 100,0%

Figura 18: Distribuicdo das espécies no grupo de amostras positivas por RT-PCR em tempo real para
detecc¢do de flavivirus provenientes do Centro-oeste.
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Figura 19: Espécies com individuos RT-PCR positivos para o grupo flavivirus. (A) Rhinella schneideri;
(B) Crotalus durissus; (C) Rhinella marina; (D) Leptodactylus labyrinthicus; (E) Trachemys dorbigni;
(F) Bothrops moojeni; (G) Bothrops mattogrossensis; (H) Carollia perspecillata. Fonte: Google, 2018.
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5.3 Detecgdo do ZIKV por RT-PCR em tempo real

As 43 amostras RT-PCR positivas na triagem para deteccdo do grupo flavivirus foram submetidas a
RT-PCR em tempo real especifica para deteccdo de RNA do ZIKV. Nenhuma amostra mostrou-se

positiva nos ensaios realizados.

5.4 Sequenciamento nucleotidico

As 43 amostras reativas por RT-PCR em tempo real para flavivirus e negativas para ZIKV foram
submetidas ao sequenciamento nucleotidico pelo método de Sanger para confirmacdo da presenca de
genoma de flavivirus. As sequéncias geradas ndo apresentaram homologia as sequéncias de flavivirus
disponiveis no banco de dados internacional. Algumas sequéncias apresentaram homologia a sequéncias

de genes enddgenos dos hospedeiros, sugerindo inespecificidade (Figura 20).

Score Expect Identities Gaps Strand
272 bits(147) 4e-69 159/165(96%) 0/165(0%) Flus/Flus
Query 25 AGCTETGGACTGCCTTTTOGATTCTAAGTORECASAGECTAAGASAGGAGAALAAGCTCT 54
il e
Query 85 OTTTACAACTCGAGAGTCAATAGTGRATTATTATAACALACTTCTARAGAAACAGTTTTT 144
i il
Query 145 TCACCGAGCACTASAAGTOATEAASATOARACCTEACAAGEACAC 1359

o o OB R

Figura 20: Alinhamento da sequéncia amplificada da amostra positiva AG0459 (Bothropos
mattogrossensis) com Protobothrops mucrosquamatus SEC62 homolog, preprotein translocation factor
(SEC62), mMRNA. Nota-se que a sequéncia amplificada tem alta identidade com um gene de uma espécie

de vibora pertencente a ordem Squamata.
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5.5 PRNTgo para ZIKV

Foram submetidas ao PRNTgo para ZIKV, amostras de plasmas de 174 (25,4%) individuos, sendo
112 (64,4%) da regido metropolitana de Campo Grande e 62 (35,6%) de Cuiaba (Quadro 04). As
amostras elencadas para a triagem sdo referentes as 1% e 22 campanhas, realizadas em marco e julho de
2017. Os animais capturados nas 32 e 42 campanhas ainda ndo foram submetidos a triagem inicial para
ZIKV por PRNT na diluicdo 1:10.

Quadro 04: Distribuicdo das espécies submetidas a PRNTgo para ZIKV.

Sitio Espécie N Sororreatividade
Bothrops alternatus 5 0
Bothrops mattogrossensis 1 0
Bothrops moojeni 5 0
n Carollia perspicillata 3 0
Regiao -
. Crotalus durissus 21 0
Metropolitana de Didelonis albi .
Campo Grande idelp |§ albiventris . 4 0
Hydrochaeris hydrochaeris 12 3 (25%)
Nasua nasua 35 1 (2,%)
Phrynops geoffroanus 16 0
Sapajus cay 10 1 (10%)
Artibeus lituratus 13 0
Artibeus planirostris 3 1 (33,3%)
. Caiman yacare 24 0
Regido Didelphis albiventris 17 1 (5,9%)
Metropolitana de Lentodactvlus labvrinthi 1
Cuiaba epto a_cty us labyrinthicus 0
Mico melanurus 1 0
Nasua nasua 2 0
Rhinella marina 1 0
Total | 174 7 (4,2%)

Das 174 amostras de plasma submetidas ao PRNTgo, 20 (11,5%) foram consideradas soropositivas
(titulo de PRNTg > 1:10) e 154 (88,5%) foram consideradas soronegativas (<1:10).

As amostras consideradas soropositivas (titulo de PRNTg >1:10) na triagem (N = 20) foram
submetidas a um novo PRNTg para ZIKV, desta vez em duplicatas com dilui¢fes de 1:10 até 1:320. Das
20 amostras soropositivas na triagem em dilui¢cdo Unica, 13 (65%) ndo confirmaram soropositividade,

apresentando titulo de PRNTg <1:10 no segundo ensaio e foram consideradas soronegativas. Das sete
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amostras que se confirmaram soropositivas (titulo de PRNTg >1:10), 4 (57,1%) apresentaram titulo de
PRNTgo 1:10, uma (14,3%) 1:20, uma (14,3%) 1:160 e uma (14,3%) apresentou titulo de PRNTgo>1:320.
Essa Gltima amostra foi entdo submetida a um terceiro ensaio em duplicata com dilui¢des seriadas de 1:10
até 1:20480 apresentando titulo de PRNTgo 1:2560, Ao final, das 174 amostras de plasma testadas, sete

(4,2%) apresentaram anticorpos neutralizantes para ZIKV (Figura 21).

Soropositivo (7; 4,2%)

Soronegativo (167; 95,8%)

Figura 21: Soropositividade por PRNTgo para ZIKV dos animais silvestres capturados nas areas

metropolitanas de Campo Grande e Cuiaba.

Dentre as amostras soropositivas, 0s subsitios com maior nimero de animais soropositivos foram o
Campus UFMS (MS) com trés (n=29; 10,3%) amostras soropositivas, seguido do Centro de Reabilitacdo
de Animais Silvestres (MS) com uma amostra (n=10; 10%), Parque Massairo Okamura (MT) com uma
amostra (n=15; 6,7%), Hotel Fazenda Mato Grosso (MT) (n=17; 5,9%) e Parque Estadual do Prosa (MS)
(n=39; 2,6%) (Figura 22).
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Figura 22: Subsitios amostrados com detec¢do de amostras soropositivas. (A) Subsitios na regido
metropolitana de Cuiaba, MT; (B) Subsitios na regido metropolitana de Campo Grande, MS.
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Em relacdo as espécies soropositivas, trés (25%; n=12) foram capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris), um (33,3%; n=3) morcego (Artibeus planirostris), um (2,7%; n=37) quati (Nasua nasua),
um (100%; n=1) primata (sapajus cay) e um (4,7%; n=21) gamba (Didelphis albiventris) (Quadro 05,
Figura23).

Quadro 05: Amostras de animais silvestres de &reas metropolitanas de Campo Grande e Cuiaba
soropositivas para ZIKV.

Cddigo
das Titulo Sitio Espécie Subsitio Idade | Sexo
amostras
AEU042 | 1:2560 Cuiaba Artibeus planirostris Hotel 2?323061 Mato Adulto | Macho
AU0485 | 1:20 Cuiaba Didelphis albiventris Parque Massairo Adulto | Macho
Okamura
. Campo Hydrochoerus
AGO0185 | 1:10 Grande hydrochaeris Campus UFMS Adulto | Macho
AG0417 | 1:10 | &amPpo Hydrachoerus Campus UFMS Adulto | Fémea
Grande hydrochaeris
. Campo Hydrochoerus
AGO0419 | 1:10 Grande hydrochaeris Campus UFMS Adulto | Macho
AGO0186 | 1:10 g?g%g Nasua nasua Parque Estadual do Prosa | Subadulto| S.R
, Campo . Centro de Reabilitacdo .
AG0297 | 1:160 Grande Sapajus cay de Animais Silvestres Adulto | Fémea

SR: Sem registro
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Figura 23: Espécies com individuos soropositivos no PRNTgo. (A) Hydrochoerus hydrochaeris; (B) Nasua
nasua; (C) Artibeus planirostris; (D) Sapajus cay; (D) Didelphis albiventris. Fonte: Google, 2018.

No grupo dos soropositivos, de acordo com a idade, seis (85,7%) animais eram adultos e um (14,3%)
subadulto. Em relacdo ao sexo, quatro (57,1%) eram machos, dois (28,6%) fémeas e um (14,3%) sem

registro.
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Do total de 19 amostras de morcegos testadas, incluindo trés espécies, Artibeus lituratus (n=13),
Carollia perspicillata (n=3) e Artibeus planirostris (n=3), uma (cédigo AEU042, A. planirostris) foi
considerada soropositiva com alto titulo de 1: 2560 (Figura 24).

AMOSTRA AEU042 1:10 ATE 1:20480

DUPLICATAS

DUPLICATAS

CONTROLE VIRAL

Figura 24: PRNTg para ZIKV com a amostra do plasma do morcego da espécie Artibeus planirostris
(codigo AU042) em 12 diluicBes (1:10 até 1:20480). O titulo de PRNTgo para ZIKV desta amostra foi de
1:2560. O controle viral demonstra as placas de lise na monocamada celular. Fonte: Emily Miranda.
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6. DISCUSSAO

Ja foi reportada no Brasil a circulacdo de doze flavivirus de interesse médico, além de outras
espécies sem registro de infecgdes em humanos. No entanto, pouco se sabe sobre os hospedeiros
vertebrados que participam da manutencdo desses virus em natureza. Alguns estudos tém contribuido
para este entendimento, mas ainda séo incipientes diante da complexidade dos ciclos de transmisséo e
da escasses de informacéo (Karabatsos, 1985; Vasconcelos et al., 1989; Kuno et al., 2017).

No presente estudo, investigamos a presenca de infeccdo por flavivirus em amostras de animais
silvestres, incluindo mamiferos, répteis e anfibios de MT e MS entre 2016 e 2017. Estudo recente de
Moreira-Soto e colaboradores (2018) analisou amostras de PNH nas regides nordeste e centro-oeste
do Brasil, visando a deteccédo de flavivirus, empregando o0 mesmo protocolo molecular utilizado neste
estudo, porém nenhuma amostra foi positiva. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados na
presente pesquisa, em que dos 59 primatas testados (Sapajus cay, n=11; Mico melanurus, n=48),
nenhum apresentou RNA de flavivirus. Esses resultados ndo sdo surpreendentes, uma vez que para
deteccdo de infeccdo aguda de flavivirus seria necessaria a coleta de amostra de sangue durante o
periodo virémico, que normalmente é fulgaz mesmo nos hospedeiros amplificadores. Além disso,
muitos desses animais poderiam participar apenas como hospedeiros terminais em ciclos abortivos de
transmisséo, apresentando uma viremia ainda mais curta e com baixa carga viral tornando ainda mais
dificil a deteccdo de RNA viral na corrente sanguinea.

Todavia, apesar dos resultados negativos reportados aqui e por Moreira-Soto e colaboradores
(2018), dois estudos realizados no Brasil detectaram RNA de ZIKV em PNH, sugerindo exposicdo de
PNH neotropicais ao ZIKV e potencial para estabelecimento de um ciclo enzoo6tico de transmisséo
no pais (Favoretto et al., 2016; Terzian et al., 2018). Além disso, infeccdes experimentais com ZIKV
em PNH do novo mundo suportam a hipotese de que este grupo de animais reproduzem as alteracdes
patoldgicas identificadas em humanos e, assim poderiam atuar como hospedeiros amplificadores em
natureza (Chiu et al., 2017; Vanchiere et al., 2018; Seferovic et al., 2018).

Considerando os critérios de detec¢do adotados na RT-PCR em tempo real para flavivirus, 43
amostras foram consideradas positivas. No entanto, o sequenciamento nucleotidico revelou se
tratarem de reagdes inespecificas. O posterior alinhamentos dos iniciadores no BLAST evidenciou
que os mesmos também hibridizam em regides inespecificas de DNA endogeno. Esta ligacdo
inespecifica pode ter ocorrido em virtude da presenca de nucleotideos degenerados na sequéncia dos

iniciadores.
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Em virtude da ndo utilizacdo de uma sonda, o sistema SYBR green apresenta menor
especificidade, quando comparado com outros sistemas que utilizam sonda, como por exemplo o
sistema TagMan. Em contrapartida, 0 SYBR apresenta alta sensibilidade, caracteristica desejada em
protocolos utilizados como triagem (Yang et al., 2010; Romeiro et al., 2016a, Romeiro et al., 2016b;
Vina-Rodriguez et al., 2017). Essa alta sensibilidade e menor especificidade pode ter influenciado
0s resultados encontrados. Uma vez que de 43 amostras positivas na triagem por SYBR, nenhuma se
confirmou positiva para flavivirus.

Outro fator que pode ter influenciado os resultados foi o tipo de espécime utilizado. Amostras
de sangue total sdo ricas em acido nucléico celular o que pode ter facilitado a ligacéo inespecifica dos
primers a0 DNA enddgeno da amostra. No presente estudo, algumas amostras positivas no SYBR
para flavivirus apresentaram sequéncias nucleotidicas de alta similaridade com DNA de vertebrados.
Talvez em virtude disso, 95,3% (41/43) das amostras positivas no SYBR para flavivirus eram de
anfibios e répteis, grupos que apresentam hemacias nucleadas e consequentemente amostras ainda
mais ricas em material genético.

Optou-se por utilizar o protocolo de deteccdo descrito por Moreau e colaboradores (2007) pela
preferéncia de um protocolo com alta sensibilidade, com o intuito de detectar um maior nimero de
flavivirus e pela descricdo prévia de deteccao de flavivirus ainda desconhecidos da ciéncia com este
mesmo protocolo. E oportuno destacar que o NHUV foi identificado no Pantanal a partir do pool de
Cx. chidesteri com base na detecgcdo pelo mesmo protocolo utilizado no presente trabalho e que o
sequenciamento nucleotidico revelou se tratar de um novo flavivirus, indicando que o protocolo é
eficiente para os objetivos propostos (Pauvolid-Corréa et al., 2015).

A deteccdo ou ndo de infeccdo aguda por ZIKV e outros flavivirus em primatas pode estar de
fato estar relacionada ao curto periodo de viremia. Neste caso, técnicas sorolégicas de pesquisa de
anticorpos talvez se apresentem como uma valiosa ferramenta, uma vez que teriam a capacidade de
evidenciar infeccBes passadas. Moreira-Soto e colaboradores (2018) detectaram anticorpos
neutralizantes para ZIKV por PRNTge em PNH das regides nordeste e centro-oeste do Brasil. Apesar
dos baixos titulos de anticorpos (1:40), individuos das familias Atelidae, Callitrichidae e Cebidae
foram soropositivos.

O presente estudo corrobora parte desses resultados, uma vez que um cebideo da espécie
Sapajus cay, popularmente conhecida como macaco-prego, capturado no Centro de Reabilitacdo de

Animais Silvestres em 2017, foi soropositivo com titulo de PRNTgo de 1:160.
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Infecgbes experimentais com ZIKV também vém sendo realizadas em diferentes grupos
taxondmicos, incluindo espécies silvestres e domésticas. Estudo recente investigou a capacidade de
amplificacdo de ZIKV de diferentes espécies da América do Norte, incluindo cobras, tatus e sapos,
cabras, suinos, gado, pato, galinhas e coelhos. Apoés infeccdo experimental, ZIKV foi isolado de tatu-
galinha (Dasypus novemcintus) e rd-leopardo (Lithobates sp.) sugerindo viremia por ZIKV nessas
espécies. Além disso, anticorpos neutralizantes anti-ZIKV puderam ser detectados em cabras,
coelhos, patos, réds e porcos (Ragan et al., 2017). Desta forma, além dos animais silvestres, deve-se
considerar outros potenciais hospedeiros susceptiveis, amplificadores ou ndo, como por exemplo, 0s
animais domesticos, e 0s seus papeis na manutencdo do ZIKV no contexto urbano e silvestre,
analisando o nicho ecolégio de cada um (Yasri e Wiwanitkit, 2017).

Em outro estudo realizado no Brasil, Bittar e colaboradores (2018) realizaram investigacdo de
flavivirus em morcegos, incluindo as espécies A. planirostris, A. lituratus e C. perspicillata, as
mesmas que compde a casuistica da presente dissertacdo, em areas densamente povoadas de SP e BA
e os resultados foram concordantes com os dados do presente estudo, uma vez que das 132 amostras
de sangue de cinco espécies de morcegos testadas (A. planisrostris, n=38; A. lituratus, n=37; C.
perspicillata, n=36; M. molossus, n=12; P. lineatus, n=9), todas foram negativas para RNA de ZIKV.
No entanto, em nosso estudo uma amostra de plasma de um espécime de morcego da espécie
Artibeus planirostris (codigo AEU042) apresentou alto titulo de anticorpos por PRNTgo para ZIKV
de 1:2560, sugerindo potencial exposicdo do individuo para ZIKV. Todavia, apesar do PRNTgo ser
considerada a técnica mais especifica para o diagnostico sorolégico de infeccdo por flavivirus,
reacOes cruzadas sdo comumente observadas no grupo e por isso novos estudos estdo em andamento,
como a realizacdo de PRNTgo para outros flavivirus, para descartar potencial reagdo heteréloga.

A detecc¢do de alto titulo de anticorpos neutralizantes para ZIKV em um morcego capturado na
regido de Cuiaba deve ser motivo de atencdo, uma vez que morcegos sdo considerados um
importante grupo amplificador e dispersor de arbovirus, incluindo os flavivirus. Os virus Saboya,
virus Uganda, virus Yokose e o virus da encefalite japonesa ja foram isolados de diferentes espécies
de quirdpteros na Africa e Asia (Kading e Schountz, 2016).

Apesar da auséncia de deteccdo viral nas amostras testadas, as evidéncias soroldgicas
reportadas no presente estudo sdo achados importantes. Evidéncias soroldgicas eventuais reportadas
em investigacOes ativas podem indicar precocemente a circulagdo viral durante periodos de baixa
circulacdo viral em auséncia de epidemias e epizootias. A primeira evidéncia soroldgica da

circulagio do WNV no Brasil, por exemplo, foi reportada a partir da deteccdo de anticorpos
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neutralizantes anti-WNV em soro de cavalos no Pantanal de MS em 2011 (Pauvolid-Correa et al.,
2011). Sete anos mais tarde, WNV foi isolado a partir do tecido cerebral de cavalos com desordem
neuroldgica no ES (Martins et al., 2018). Desta forma, estudos de investigacdo ativa como descrito
no presente estudo devem ser incentivados.

O presentre trabalho analisou um total de 174 amostras de plasma por PRNTgo para ZIKV,
resultando na deteccdo de 7 (4%) amostras soropositivas. Cinco especies compdem 0 grupo dos
soropositivos, sendo trés (n=22) capivaras, um (n=3) morcego, um (n=37) quati, um (n=21) gambd e
um (n=1) PNH. As evidéncias soroldgicas encontradas para a circulacdo do ZIKV nas populacdes
estudadas sugerem exposicdo desses hospedeiros ao ZIKV. Ressalta-se que apesar da utilizacdo de
uma técnica altamente especifica e do critério de soropositividade conservador, outros onze flavivirus
antigenicamente relacionados circulam no Brasil e por isso testes adicionais estdo em andamento para
confirmacéo de reacBes monotipicas.

A deteccdo de anticorpos neutralizantes para ZIKV em populacdes de capivaras, morcegos,
gambéas e quatis sdo a primeira evidéncia soroldgica da circulagdo do ZIKV nessas espécies no
Brasil. No continente africano, onde ZIKV foi originalmente isolado, outros grupos taxonémicos
também j& foram encontrados naturalmente infectados pelo ZIKV, como carnivoros, artiodactilos,
anseriformes, roedores e também quiropteros (Bueno et al., 2016).

A localizacdo dos sitios e subsitios elencados para a realizacdo da captura dos animais, todos
situados dentro das areas metropolitanas de Cuiaba e Campo Grande, reforca o papel deste trabalho
em pesquisar a circulagcdo de flavivirus na casuistica. Os parques florestais urbanos e demais
subsitios, como os campi da UFMS e UFMT, o hotel fazenda Mato Grosso e o zooldgico da UFMT,
recebem milhares de pessoas por dia, incluindo visitantes, funcionarios e estudantes, todos expostos a
uma densa populacéo de vetores (Cruz et al., 2015; Serra et al., 2016).

Os animais silvestres, incluindo principalmente os marsupiais, capivaras e morcegos s&o
reservatorios de diversos agentes zoondticos. Adicionalmente, dada a incidéncia e morbidade das
doencas provocadas por flavivirus, o diagnostico e investigacdo precoce nestes grupos de animais
tornam-se cada vez mais relevante, visto que as populacfes desses animais convivem em
proximidade com os humanos (de Albuquerque et al., 2017; Bittar et al., 2018).

A manifestagdo epizoodtica de um grande nimero de arboviroses esta relacionada com fatores
ambientais, como padr@es climaticos, densidade populacional de hospedeiros vertebrados, incluindo
0 homem, e artropodes vetores (Vasconcelos et al., 2001; Lorenz et al., 2017; Mackenzie et al.,
2017).
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Apesar da expressiva reducdo da incidéncia da infeccdo pelo ZIKV nos ultimos dois anos
(Brasil, 2017, 2018), acredita-se que o virus tenha potencial para se mantiver circulando em ciclos
enzodticos silenciosos no pais, como se observa com o YFV, com eventuais reemergéncias
resultando em epidemias (Brasil, 2018). Como observado para 0o DENV, a massiva epidemia da febre
do zika pode ter produzido uma grande parcela da populacdo imunizada pela primo-infeccdo. A
recrudescéncia da circulagdo viria quando uma nova parcela da populacdo estiver susceptivel,
gerando uma nova onda epidémica. Nos periodos interepidémicos, o virus ficaria sendo mantido em

ciclos inaparentes de circulagcdo em espécies de vertebrados e invertebrados (Kuno et al., 2017).

O Brasil apresenta territdrio vasto e de dimensdes continentais, com aproximadamente
8.516.000 km? divididos em cinco macroregifes: Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste. Os
biomas Pampa, Mata Atlantica, Serrado, Caatinga, Amazonia e Pantanal constituem a grandiosa
diversidade bioldgica brasileira. O cerrado, bioma predominante na regido do presente estudo, sofre
um profundo processo de desmatamento e perda de areas virgens, principalmente em face a intensa
pressdo agropecuaria e imobiliaria (Sano et al., 2008; Bonilla-Bedoya et al., 2018). Os grandes
parques com areas verdes nas capitais Cuiabd e Campo Grande sdo, na verdade, de administracdo
estadual e apresentam um plano de conservacdo e criacdo de espacos para o lazer da populacéo.
Portanto, ha intima relacdo entre a reducdo de areas verdes, com frequente interferéncia na dindmica
ecologica, expondo a populacdo a agentes de circulacdo enzooOtica e potencialmente zoondticos
(Ulisses et al., 2014; Romero-Alvarez & Escobar, 2017).

E pertinente reforcar a grande diversidade de artropodes vetores, em especial os culicideos, no
Brasil. Estima-se que 470 espécies de Culicidae tenham sido identificadas no pais, entre silvestres e
antropicas. Uma parcela significativa, no entanto, seja de invertebrados ou vertebrados, ainda
permanece desconhecida e intocada no interior das matas virgens, aumentando a complexidade da

ecoepidemiologia das arboviroses no Brasil (Guedes, 2012).

J& foram isolados de animais e artropodes vetores centenas de virus e, desde sua criacdo em
1936, a época Instituto de Patologia Experimental do Norte, o Instituto Evandro Chagas (IEC) ja
catalogou mais de 210 novas espécies de virus, a maioria na regido amazonica (Causey et al., 1961;
Pinheiro et al, 1962; Shope et al., 1966; Travassos da Rosa et al., 1998; Casseb et al., 2013, 2015;
IEC, 2018).

Além da regido Amazodnica, arbovirus de circulacdo enzoltica vém sendo detectados em
diferentes regides do Brasil. Na regido do Pantanal de MS ja foram detectadas evidéncias da
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circulacdo de dezenas de arbovirus em animais, incluindo flavivirus, alfavirus e ortobuniavirus
(Pauvolid-Correa et al., 2010, 2013, 2015, 2017). Esses achados sugerem a Regido Centro-Oeste

como também uma importante area de circulacao de arbovirus em ciclos silvestres no pais

Dentre as centenas de arbovirus que circulam no Brasil, cerca de 30 espécies tém potencial de
causar doenca em humanos. Além dos arbovirus de importancia medica ja circulantes no pais, como
DENV, YFV, ZIKV e CHIKV, destacam-se ainda 0s MAYV e OROV pelos recentes surtos em areas
urbanas, pela circulacdo silenciosa em diferentes regibes do pais e pelo potencial de emergéncia
(Lopes, Nozawa e Linhares, 2014; Donalisio, Freitas e Zuben, 2017; Weaver et al, 2017).

Como visto para a febre amarela, em que a circulacdo do virus foi detectada em parques
urbanos de S&do Paulo, provocando a interdicdo temporaria dos mesmos e levantando o alerta de que
essas areas verdes poderiam atuar como potenciais sitios de manutencdo e dispersdo do YFV, o
mesmo pode ocorrer com outros flavivirus. A presenca de potenciais vetores do YFV, como
Haemagogus leucocelaenus e Ae aegypti, em parques florestais na cidade de Sao Paulo reforcaram a

preocupacdo no papel destas areas na manutencéo viral (Mucci et al., 2016; Heinisch et al., 2018).

A excecdo do virus da febre amarela, eventualmente detectado em primatas ndo humanos
durante epizootias no Brasil, a circulacdo dos outros 11 flavivirus de interesse em salde publica em
outros mamiferos silvestres de vida livre no pais é ainda pouco conhecida. Desta forma, estudos de
investigacdo ativa como descrito no presente trabalho visando a detec¢do precoce da circulacao
silenciosa de arbovirus patogénicos, antecedendo a ocorréncia de epizootias e casos humanos
contribuem para a vigilancia do pais e devem ser incentivados. Adicionalmente, este estudo, mesmo
com resultados moleculares negativos, contribui com dados epidemioldgicos sobre a ndo circulacdo
de flavivirus na casuistica durante o periodo de amostragem.

Por outro lado, a detecgdo de animais silvestres soropositivos sugere que esses hospedeiros
possam ter sido expostos ao ZIKV. Os testes de sorologia iniciais foram realizados somente para a
pesquisa de anticorpos neutralizantes para o ZIKV, entretando, esta em andamento a realizagdo de
PRNTg para as outras onze espécies de flavivirus que circulam no Brasil, com um critério de
positividade a diferenca de quatro vezes entre os titulos de anticorpos para todos os flavivirus

testados, evidenciando reagcdes monotipicas e heterotipicas.
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7. CONCLUSOES

= A estratégia de coleta de mamiferos silvestres utilizada no estudo foi bem-sucedida e permitiu a
captura de vinte diferentes espécies de interesse para a investigacdo de flavivirus;

= Nao foi possivel a deteccdo de ZIKV e outros flavivirus em amostras sanguineas de vertebrados
testadas de areas urbanas de Cuiaba e Campo Grande.

= A evidéncia de animais silvestres soropositivos para ZIKV por PRNTgem regides metropolitanas
de Cuiab4 e Campo Grande pode indicar potencial exposi¢do de animais silvestres ao ZIKV. No

entanto, testes adicionais dever&o ser realizados para descartar reagdes cruzadas.
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ANEXO A (continuagao)

Printed By: Salyer, Stephanie
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Amendment Reason 1.1

Include a brief summary of the amendment in the space below.
Amend the appropriate portions of the protocol to complete the amendment and submit for review.

January 24, 2017

The following protocol is being amended to include:

Additional field staff who will be collecting samples, training field staff on biosafety procedures, and monitoring anesthesia;
Additional samples, as we are going to be taking additional non-invasive samples (ex. oral swabs and fecal samples) from
animals to be released and tissue samples from animals that will be euthanized;

Marking animals that are going to be released. This will be done to prevent sampling the same animal multiple times during
a collection period;

Additional species (ex. rabbits, donkeys, green iguanas) that were not previously included as well as two additional orders
of animals that were not previously included (Lagomorph and Sirenia). As the animal numbers are currently broken down by
Taxonomic Order no numbers were assigned to the newly included Orders; however, we do not believe this addition of
species will increase the over all number of animals currently allocated to study as we do not anticipate collecting samples
from more that 400-500 animals of any one species or more than 10000 animals in total over the next year. We will
reassess these estimates after the first two planned field collections (February and April);

Additional anesthesia and euthanasia medications not previously included that are more readily available in the study
countries.

Clarification on proportion of animals to be euthanized within specific taxonomic orders (Rodentia and Chiroptera).

April 26, 2017

The following protocol is being amended to further include:

Additional field staff that will be colleccting, training field staff on biosafety procedures, and monitoring anesthesia.
Additional field site that had not been previously listed (Mato Grosso do Sul, Brazil).

Additional information regarding domestic animal restraint and rodent baits being used in the field.

Additional species (ex. snakes), an additional class (Amphibia), and several orders of animals that were not previously
included (ex. Testudines, Columbifornes, Struthiformes, Passeriformes, Tucaniformes, Anura, Urodela, and Apoda - see
species section for full list). Given recent evidence that other species of mammals and amphibians may play a role in
transmitting zika virus (Ragan lzabela K., et. al. Investigating the Potential Role of North American Animals as Hosts for
Zika Virus. Vector-Borne and Zoonotic Diseases. March 2017, 17(3): 161-164. doi:10.1089/vbz.2016.2099.) our funded
partners would like to start including species like cane toads as well as additional species of birds during their field
collections. As the animal numbers in our protocol are currently broken down by Taxonomic Order, no animal numbers
were previously assigned to this newly included Orders, thus we would like to increase the overall animal numbers
allocated to this study by 10,400 animals (8400 Category C and 2000 Category D given that some of these newly included
species will need to be euthanized to obtain an adequate blood sample for testing). While we are increasing the overall
numbers of the study, we do not anticipate collecting samples from more that 400-500 animals of any one species or more
than 10,000 animals in total over the next year, based on our current numbers collected and the timeline associated with
this project.
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Certificamos que a proposta intitulada “Mamiferos silvestres da area urbana de Campo

Grande e Corumba (MS) como reservatérios de parasitas emergentes.", registrada com o

n? 001/2017, sob a responsabilidade de Grasiela Edith de qliveira Porfirio, que envolve a

produgdo, manuten¢do ou utilizagdio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo

Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
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da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Dados do titular Titulo do Projeto: Ecologia de virus Zika em vertebrados e mosquitos

neotropicais do Brasil

Nome: Renata Dezengrini Slhessarenko CPF: 006.990.439-13

Nome da Instituigdo : FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO CNPJ: 33.004.540/0001-00

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Amostragem 01/2017 12/2017
2 | Andlise laboratorial 03/2017 06/2018
3 | Resultados, relatérios e publicagdes 01/2018 12/2018

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecgas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difusio ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

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

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢do Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instru¢éo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para
atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

4 | A autorizagdo para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronic o www.ibama.gov.br (Servigos on-line
Licenga para importagéo ou exportagéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢co de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condig¢ao in situ.

O titular de autoriza(;éo ou de licenga permanente assim como os membros de sua equipe, quando da violagéo da legislacéo vigente, ou quando da inadequagéo,
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na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucéo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO D (continuagao)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBIio
Sistema de Autorizacéo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 54728-1 Data da Emissao: 08/06/2017 12:22 Data para Revalidagao*: 08/07/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Este documento néo dispensa o cumprlmento da Ieglslac;ao que dlspoe sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na

rimonio gnnnhr\n para fins-de- nocnlllcn cientifica;

bloprospecgao e desenvolwmento tecnologlco. Veja malores |nformac;oes em www.mma.gov.br/cgen.

8—TEmT T . T i T daumdade a fimde CONFIRMAR
AS DATAS das expedi¢des, as condicdes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

As redes de neblina utilizadas para a captura de morcegos deverédo ser checadas no minimo a cada 20 minutos. As armadilhas utilizadas para
1 |captura de mamiferos deverdo ser vistoriadas pelo menos duas vezes ao dia (matutino e vespertino) para minimizar a morte devido a hipo ou
hipertermia. Nao esta autorizada a coleta, transporte de fémeas gravidas ou em processo de amamentagao.

2 | 1. O volume de sangue coletado ndo deve ultrapassar o equivalente a 1% da massa corporal da ave. Em coletas consecutivas, ndo deve
ultrapassar 2% a cada 14 dias.

Equipe

# Nome Funcéo CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 [ Andressa Zelenski de Lara Pinto auxilio em coleta de amostra | 025.066.001-67 16752996 SSP-MT Brasileira

biol6gica

2 | Thais Oliveira Morgado coleta de amostra biol6gica 019.218.641-84 15690970 SSP-MT Brasileira

3 | SANDRA HELENA RAMIRO CORREA coleta de amostra biol6gica 826.530.979-15 3979647-3 SSP/PR-PR Brasileira

4 | ALEX PAUVOLID-CORREA investigador principal 068.829.447-25 6996 CRMV-RJ-RJ Brasileira

5 [ Daniel Moura de Aguiar colaborador 603.780.181-91 923514 SSP-MT Brasileira

Dados do titular Titulo do Projeto: Ecologia de virus Zika em vertebrados e mosquitos

neotropicais do Brasil

Nome: Renata Dezengrini Slhessarenko CPF: 006.990.439-13

Nome da Instituicdo : FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO CNPJ: 33.004.540/0001-00

| 6 | Gilberto Sabino-Santos Jr contengdo de animais

003.544.035-08 871334151 SSP-BA Brasileira
selvagens

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF | Descri¢ao do local Tipo

1 | CUIABA MT Zoologico de Cuiaba Fora de UC Federal

2 | VARZEA GRANDE MT Policia Ambiental de Varzea Grande Fora de UC Federal

3 | CUIABA MT Parque Massairo Okamura Fora de UC Federal

4 | CUIABA MT Area urbana de Cuiaba Fora de UC Federal

5 |CUIABA MT Hotel Fazenda Mato Grogso. | Forade UC Federal .
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na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base
na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO D (continuagao)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBIio
Sistema de Autorizacéo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 54728-1 Data da Emissao: 08/06/2017 12:22 Data para Revalidagao*: 08/07/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

# Atividade Taxons

T Cofetartransporte te amostras biotdgicas ex Sita Tayassuidae, AVES, Diteiphidae, Bradypodidae, Procyonidae, Boi TA i X i X
Cervidae, Viperidae, Amphibia, Canidae, Testudinidae

2 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Rodentia, Sapajus libidinosus, Sapajus apella, Chiroptera, Mico melanurus

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Chiroptera (*Qtde: 30), Rodentia (*Qtde: 30), Culicidae (*Qtde: 5000)

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 | Amostras biol6gicas (Anfibios) Secregdo, Sangue

2 | Amostras biolégicas (Aves) Sangue, Fezes, Outras amostras biolégicas(suabe oral)

3 | Amostras biolégicas (Carnivoros) Outras amostras biolégicas(suabe oral), Fezes, Sangue

4 | Amostras bioldgicas (Invertebrados Terrestres) Secregao

5 | Amostras biolégicas (Outros mamiferos) Secregdo, Sangue, Fezes

6 | Amostras biolégicas (Primatas) Sangue, Animal encontrado morto ou partes (carcaga)/osso/pele, Outras amostras biologicas(Para os
primatas do genero Mico serao coletados de 1 a 3 ml de sangue e suabes orais), Fezes

7 | Amostras biolégicas (Répteis) Sangue, Fezes, Secrecdo

8 [ Método de captura/coleta (Anfibios) Captura manual

9 Método de captura/coleta (Aves) Outros métodos de captura/coleta(nao serao capturadas aves livres, somente animais de cativeiro)

10 | Método de captura/coleta (Carnivoros) Outros métodos de captura/coleta(serao amostrados 30 animais por especie encontrada em area
urbana de cuiaba), Armadilha tipo gaiola com atragéo por iscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman”)

11 | Método de captura/coleta (Invertebrados Terrestres) Armadilha luminosa, Puca, Coleta manual, Outros métodos de captura/coleta(aspirador de Nasci para

amostrar mosquitos em area urbana de cuiaba), Captura manual

Rede de neblina, Pugd, Captura manual, Armadilha tipo gaiola com atragdo por iscas (“Box
12 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Trap/Tomahawk/Sherman”), Outros métodos de captura/coleta(somente serao amostrados 30 animais
por espA@cie presentes em area urbana de cuiabAj)

Outros métodos de captura/coleta(Os primatas do genero Mico serao capturados com puAfASAfA;

13 | Método de captura/coleta (Primatas) Sapajus), Armadilha tipo gaiola com atracéo por iscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman”), Pugd,
Captura manual

14 | Método de captura/coleta (Répteis) Outros métodos de captura/coleta(nao serao capturados,somente serao amostrados jacarA©s de
cativeiro.)

Método de marcagao (Aves) Corantes

Método de marcagéo (Carnivoros) Outros métodos de marcagdo(nao sera necessario marcar o animal)

Método de marcagéo (Invertebrados Terrestres) Outros métodos de marcagdo(nao se aplica marcacao)

Método de marcagéo (Outros mamiferos) Outros métodos de marcagé@o(nao sera necessario marcar o animal, a coleta sera unica)

Dados do titular Titulo do Projeto: Ecologia de virus Zika em vertebrados e mosquitos

neotropicais do Brasil

Nome: Renata Dezengrini Slhessarenko CPF: 006.990.439-13

de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO D (continuagao)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBIio
Sistema de Autorizacéo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 54728-1 Data da Emissao: 08/06/2017 12:22 Data para Revalidagao*: 08/07/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas

devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nome da Instituicao : FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO CNPJ: 33.004.540/0001-00
T
19 [ Método de marcagéo (Primatas) Outros métodos de marcagao(tricotomia em Ajrea visA-vel da cau+a para evitar a recaptura na
TTTESTITA c»\pcdlr?\§r?\£u)

Método de marcagéo (Répteis) Outros métodos de marcagao(nao sera necessario marcar o animal, a coleta sera unica)

D 'stino do material biol6gico coletado

# Nome local destino Tipo Destino

1 | FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO - USP

de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO D (continuagao)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBIio
Sistema de Autorizacéo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 54728-1 Data da Emissao: 08/06/2017 12:22 Data para Revalidagao*: 08/07/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Dados do titular Titulo do Projeto: Ecologia de virus Zika em vertebrados e mosquitos

neotropicais do Brasil

Nome: Renata Dezengrini Slhessarenko CPF: 006.990.439-13

Nome da Instituigdo : FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO CNPJ: 33.004.540/0001-00

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instrucdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato néo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido
da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material
biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida anotacdo. O
material biolégico coletado de forma imprevista, deverd ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colec¢éo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colec¢des Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

de autenticacdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regulcftridade deste documento, por meio ¢la pagina do Si:Tbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO D (continuagao)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBIio
Sistema de Autorizacéo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 54728-1 Data da Emissao: 08/06/2017 12:22 Data para Revalidagao*: 08/07/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas

devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO E

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac&o e Informacé@o em Biodiversidade — SISBIO

Nimero: 57450-1 | Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 ‘ Data para Revalidagao*: 25/05/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a
contar da data do aniverséario de sua emissao.

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Dados do titular

Nome: Jaire Marinho Torres CPF: 028.989.481-60

Titulo do Projeto: OCORRENCIA DE ZIKA VIRUS EM MORCEGOS DE FRAGMENTOS URBANOS DE DOIS MUNICIPIOS DO MATO GROSSO

DO

SUL

Nome da Instituicio : MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO CNPJ: 03.226.149/0015-87

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Licencgas e autorizacdes 02/2017 03/2017

2 | Captura e coleta de material biolégico 03/2017 12/2017

3 | Andlises laboratoriais 04/2017 02/2018

4 | Relatério Parcial 06/2017 06/2017

5 | Relatério Final 03/2018 03/2018

# Nome Funcéo CPF Doc. Identidade Nacionalidade

de| SipsifiREEAB BYAR®. qualquer cidadao podera VEAfEFeAUtenticidade ou rERdARHEE déste dpRRHAMABL 58P-MBio da paginBre®!idbio/ICMBio
2 [ ALEX PAUVOLID-CORREA Pesquisador 068.829.447-25 6996 CRMV-RJ-RJ Brasileira

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucéo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO E (continuacéo)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 57450-1 Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 Data para Revalidagao*: 25/05/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

3 | Gabriel Carvalho de Macedo Médico Veterinario 008.981.562-97 001506668 SSP/MS-MS Brasileira
4 | Heitor Miraglia Herrera Pesquisador 444.869.871-87 049724503 IFP-RJ Brasileira
5 [ Wanessa Teixeira Gomes Barreto Pesquisador 013.418.161-17 001451636 ssp-MS Brasileira

Observacodes e ressalvas

RS dLIVI dade
1 [ materiais, tendo por objeto coletar dados, materlals espécimes blologlcos e mlnerals pecas |ntegrantes da cultura nativa e cultura popular presente e passada
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
, |como do consentimento do responséavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgédo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatéario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéo
federal cujo processo de regularizagéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo N ormativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para
atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

4 | A autorizagdo para envio ao exterior de material biolédgico ndo consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line
Licenga para importagéo ou exportagéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

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

O titular de autorizacéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacéo da legislag&o vigente, ou quando da inadequagao,

6 | omissdo ou falsa descricdo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedi¢&o do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacédo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBIo, nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informacdes em www.mma.gov.br/cgen.

8 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

1 [Asredes de neblina utilizadas para a captura de morcegos deverdo ser checadas no minimo a cada 20 minutos.
N&o esta autorizada a coleta e o transporte de fémeas gravidas ou em processo de amamentacgao.

Equipe
Dados do titular
Nome: Jaire Marinho Torres CPF: 028.989.481-60

Titulo do Projeto: OCORRENCIA DE ZIKA VIRUS EM MORCEGOS DE FRAGMENTOS URBANOS DE DOIS MUNICIPIOS DO MATO GROSSO

DO

ﬁyhutenticagéo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Cddigo de autenticacéo: 73781888
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ANEXO E (continuacéo)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac&o e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 57450-1 Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 Data para Revalidagao*: 25/05/2018
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.
Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nome da Instituicio : MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO CNPJ: 03.226.149/0015-87
Locals onde as atividades de campo serao executadas |

m Municinic UE_ | Daseriedo-dolocal [ TTine

" ARl s = i A A Hi i

1 | CAMPO GRANDE MS Campo Grande Fora de UC Federal

2 | CORUMBA MS Corumbéa Fora de UC Federal
Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

1 | Captura de animais silvestres in situ Chiroptera

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Chiroptera

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Chiroptera (*Qtde: 120)

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 [ Amostras bioldgicas (Outros mamiferos) Secrecgdo, Sangue, Fragmento de tecido/6rgéo

2 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Rede de neblina

Destino do material bioldgico coletado

# Nome local destino Tipo Destino

1 | MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO

Dados do titular
Nome: Jaire Marinho Torres CPF: 028.989.481-60

de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO E (continuacéo)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 57450-1 Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 Data para Revalidagao*: 25/05/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Titulo do Projeto: OCORRENCIA DE ZIKA VIRUS EM MORCEGOS DE FRAGMENTOS URBANOS DE DOIS MUNICIPIOS DO MATO GROSSO

SUL

Nome da Instituicio : MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO CNPJ: 03.226.149/0015-87

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instru¢do Normativa n°® 03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato n&do
contemplado na autorizac¢éo ou na licenga permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido
da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material
bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida anotacédo. O

material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo hioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO E (continuacéo)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac&o e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 57450-1 Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 Data para Revalidagao*: 25/05/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Dados do titular
Nome: Jaire Marinho Torres CPF: 028.989.481-60

Titulo do Projeto: OCORRENCIA DE ZIKA VIRUS EM MORCEGOS DE FRAGMENTOS URBANOS DE DOIS MUNICIPIOS DO MATO GROSSO

DO

SUL

Nome da Instituicio : MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO CNPJ: 03.226.149/0015-87

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO E (continuacéo)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac&o e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 57450-1 Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 Data para Revalidagao*: 25/05/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Dados do titular
Nome: Jaire Marinho Torres CPF: 028.989.481-60

Titulo do Projeto: OCORRENCIA DE ZIKA VIRUS EM MORCEGOS DE FRAGMENTOS URBANOS DE DOIS MUNICIPIOS DO MATO GROSSO

DO

SUL

Nome da Instituicio : MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO CNPJ: 03.226.149/0015-87

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Licencgas e autorizacdes 02/2017 03/2017

2 | Captura e coleta de material biolégico 03/2017 12/2017

3 | Andlises laboratoriais 04/2017 02/2018

4 | Relatério Parcial 06/2017 06/2017

5 | Relatério Final 03/2018 03/2018

# Nome Funcéo CPF Doc. Identidade | Nacionalidade

de| SpsiiREEHD BYER®. qualquer cidadao podera VEAfEFeAUtenticidade ou re¥iRdAGedE déste doRRHARIRELS6PMEio da Dégi‘wﬁ'@ﬁi'@ﬁ@bio/ICMBio
2 | ALEX PAUVOLID-CORREA Pesquisador 068.829.447-25 6996 CRMV-RJ-RJ Brasileira

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Cddigo de autenticacéo: 73781888
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ANEXO E (continuacéo)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 57450-1 Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 Data para Revalidagao*: 25/05/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

3 | Gabriel Carvalho de Macedo Médico Veterinario 008.981.562-97 001506668 SSP/MS-MS Brasileira
4 | Heitor Miraglia Herrera Pesquisador 444.869.871-87 049724503 IFP-RJ Brasileira
5 [ Wanessa Teixeira Gomes Barreto Pesquisador 013.418.161-17 001451636 ssp-MS Brasileira

Observacodes e ressalvas

RS dLIVI dade
1 [ materiais, tendo por objeto coletar dados, materlals espécimes blologlcos e mlnerals pecas |ntegrantes da cultura nativa e cultura popular presente e passada
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
, |como do consentimento do responséavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatéario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéo
federal cujo processo de regularizagéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo N ormativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizacéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para
atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

4 | A autorizagdo para envio ao exterior de material bioldgico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigos on-line
Licenga para importagéo ou exportagéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 |ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢co de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigao in situ.

O titular de autorizagéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacéo da legislagdo vige nte, ou quando da inadequag&o,

6 | omissdo ou falsa descricdo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedi¢éo do ato, poder4, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBIo, nos termos da legislag&o brasileira em vigor.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimodnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informacdes em www.mma.gov.br/cgen.

8 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

1 [Asredes de neblina utilizadas para a captura de morcegos deverdo ser checadas no minimo a cada 20 minutos.
N&o esta autorizada a coleta e o transporte de fémeas gravidas ou em processo de amamentacgao.

Equipe
Dados do titular
Nome: Jaire Marinho Torres CPF: 028.989.481-60

Titulo do Projeto: OCORRENCIA DE ZIKA VIRUS EM MORCEGOS DE FRAGMENTOS URBANOS DE DOIS MUNICIPIOS DO MATO GROSSO

DO

ﬁyhutenticagéo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO E (continuacéo)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac&o e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 57450-1 Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 Data para Revalidagao*: 25/05/2018
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.
Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nome da Instituicio : MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO CNPJ: 03.226.149/0015-87
Locails onde as atividades de campo serao executadas |

m Municinic UE_ | Daseriedo-dolocal [ TTine

" ARl s = i A A Hi i

1 | CAMPO GRANDE MS Campo Grande Fora de UC Federal

2 | CORUMBA MS Corumbéa Fora de UC Federal
Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

1 | Captura de animais silvestres in situ Chiroptera

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Chiroptera

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Chiroptera (*Qtde: 120)

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 [ Amostras bioldgicas (Outros mamiferos) Secrecgdo, Sangue, Fragmento de tecido/6rgéo

2 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Rede de neblina

Destino do material bioldgico coletado

# Nome local destino Tipo Destino

1 | MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO

Dados do titular
Nome: Jaire Marinho Torres CPF: 028.989.481-60

de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO E (continuacéo)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 57450-1 Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 Data para Revalidagao*: 25/05/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Titulo do Projeto: OCORRENCIA DE ZIKA VIRUS EM MORCEGOS DE FRAGMENTOS URBANOS DE DOIS MUNICIPIOS DO MATO GROSSO

SUL

Nome da Instituicio : MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO CNPJ: 03.226.149/0015-87

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instru¢do Normativa n°® 03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato n&do
contemplado na autorizacéo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido
da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material
bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida anotagdo. O

material biolégico coletado de forma imprevista, deverd ser destinado & instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo hiolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢c8es Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO E (continuacéo)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac&o e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Nimero: 57450-1 Data da Emissao: 25/04/2017 09:51 Data para Revalidagao*: 25/05/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas
devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Dados do titular
Nome: Jaire Marinho Torres CPF: 028.989.481-60

Titulo do Projeto: OCORRENCIA DE ZIKA VIRUS EM MORCEGOS DE FRAGMENTOS URBANOS DE DOIS MUNICIPIOS DO MATO GROSSO

DO

SUL

Nome da Instituicio : MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO CNPJ: 03.226.149/0015-87

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

de autenticacéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio

na Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base

na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO F

AUTORIZACAO AMBIENTAL PARA PESQUISA EM
UNIDADES DE CONSERVACAO N° 001/2017
PROCESSO IMASUL N°61/405959/2016
VALIDADE: MARCO 2017/ MARCO 2018.

A Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Desenvolvimento Econémico - SEMADE, no
uso de suas atribui¢des que lhe siio conferidas de acordo com a Lei n°2268 de 31 de julho
de 2001 e Resolugio SEMADE n° 09/2015, expede a presente Autorizacio a Grasiela
Edith de Oliveira Porfirio.

INFORMACOES GERALIS:
Institui¢do: Universidade Catélica Dom Bosco
Enderego: Avenida Tamandaré, 6000.

DO PROJETO:

Titulo: Mamiferos silvestres da area urbana de Campo Grande e Corumba (MS) como
reservatorios de parasitas emergentes.

Local do Projeto: (Unidades (s) de conservagdo) Parque Estadual do Prosa

Municipio: Campo Grande, MS.

OBJETIVO GERAL:
Avaliar o papel de mamiferos silvestre (roedores, marsupiais, tatus, mesocarnivoros e
primatas ndo-humanos) na manutengdo de parasitas emergentes (tripanossomatideos e
Zika Virus) na area urbana de Campo Grande e Corumba/MS.

OBJETIVO ESPECIFICO
l. Avaliar a exposi¢do de mamiferos silvestres aos tripanossomatideos e ao Zika Virus em
Campo Grande e Corumba/MS;
2. Verificar as taxas de infecgdes por tripanossomatideos e Virus Zika em mamiferos
silvestres das duas dreas urbanas;
3. Caracterizar as populagdes de Leishmania spp. e sub-populagdes de T.cruzi que
infectam mamiferos silvestres das duas areas;

METODOLOGIA:

O estudo serd desenvolvido em remanescentes florestais das areas urbanas de Campo Grande
(um deles o Parque Estadual do Prosa-UC Estadual) e Corumba, Mato Grosso do Sul. em
fragmentos determinados a partir do grau de urbanizagdo de seu entorno. Serdo utilizados
fragmentos presentes nos vazios urbanos do municipio (além da UC Prosa) que contemplem
areas privadas, e que terdo seu nivel de urbanizagdo do entorno avaliado segundo indice de
Area de Superficie Impermedvel. Serdo escolhidos fragmentos que representam quatro classes
de urbanizagdo:1) Baixa; 2) Média-Baixa; 3) Média-Alta; 4) Alta.
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ANEXO F (continuagéo)

EQUIPE:

1- Jaire Marinho Torres
2- Felipe Martins Santos
3- Heitor Miraglia Herreira

4-
5-
6-
g B
8-

Alex Paulvolid

Gabriel Carvalho de Macedo
Wanessa Teixeira Gomes Barreto
Leonardo Franga do Nascimento
Paula Helena Santa Rita

DAS OBSERVACOES/CONDICIONANTES:

1.

Esta Autorizagdo ¢ valida APENAS para as atividades descritas acima, durante o
periodo de vigéncia estabelecido.

Esta autorizagdo ¢ valida por 1(um) ano, podendo ser renovada, caso necessario.
através de pedido a GUC/IMASUL/SEMADE.

Fica estabelecido que os componentes da equipe deverdo se apresentar ao (a) gerente
ou responsavel pela Unidade de Conservagdo todas as vezes que for necessario o
acesso a Unidade de Conservagdo, portando a presente autorizagio.

O responsavel pelo projeto deveri apresentar relatério parcial das atividades de
campo semestral, que deverd conter, no minimo: as atividades desenvolvidas,
equipe envolvida, resultados alcancados e demais informacgdes julgadas
necessarias e/ou solicitadas pela GUC/IMASUL/SEMADE.

O responsivel pelo projeto deveri apresentar relatério final, em duas vias
impressas e digital no midximo 90 (noventa) dias apés o término da validade
desta autorizagio, além de encaminhar cépia das publicacdes resultantes dos
trabalhos objeto da presente autorizac¢io.

O responsavel pelo projeto deveri entregar cépia de trabalho cientifico
produzido ou quaisquer publicacdes oriundas desta autorizagio a
GUC/IMASUL/SEMADE.

O pesquisador ¢ a equipe deverdo sujeitar-se as normas internas da UC apresentadas
pelo GUC/IMASUL/SEMADE, como portar esta autorizagio durante a permanéncia
da equipe na drea.

Quaisquer inclusdes e/ou exclusdes de membros da equipe deverdio ser comunicadas.
com antecedéncia, por escrito a GUC/IMASUL/SEMADE. |
|

/

1
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ANEXO F (continuagéo)

9. Todos os custos operacionais ficam a cargo do responsavel pelo projeto, exceto
eventuais apoios da GUC/IMASUL/SEMADE, claramente estabelecidos nesta
Autorizagdo.

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

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

12. Cumprir o preconizado na Resolugdo CFBio n°® 302/2012 e portaria CFBio n°148/2012:

13. Adogdo se cuidados necessarios para que o processo de coleta nio promova redugdo
excessiva da fauna local;

14.0s exemplares capturados e identificados no local que ndo necessitam serem
sacrificados deverdo ser manuseados em tempo necessério para sua devolugdo ao meio
ambiente em condig¢des de sobrevivéncia;

15. Todas as armadilhas deverdo ser georreferenciadas e ao final das coletas deverdo ser
recolhidas;

16. Quando as armadilhas ndo estiverem sendo usadas, deverdo permanecer fechadas para
evitar que animais sejam capturados.

17. Esta Autorizagdo ndo permite o uso do material biologico para acessar informagdo de
origem genética, contido no todo ou parte de espécime vegetal, fingico, microbiano
ou animal, em substancias provenientes do metabolismo desses seres vivos e de
extratos obtidos desses organismos vivos ou mortos, encontrados em condigdes in
situ, no territorio sul-mato-grossense, visando atividade exploratéria para identificar
componentes do patrimdnio genético ¢ informagdo sobre o conhecimento tradicional
associado, com potencial de uso comercial (Medida proviséria n® 2.186-14 de 28 de
Jjunho de 2001; Decreto 4946/03 de 31 de dezembro.).

18.0 ndo cumprimento das disposi¢des constantes nesta Autorizagio Ambiental de
Pesquisa e na Resolugdo SEMADE 09/2015, ou a violagdo de quaisquer condicionantes
estabelecidos ou ainda, a violagdo ou inadequagdo de normas legais, importara na
suspensdo ¢/ou cancelamento da Autorizagdo expedida, sem prejuizo da aplicagdo de
multa e providéncias judiciais cabiveis.

Campo Grande, 14 de margo de 2017.

B < =

Jaime Elias Vefruek .~
Diretor-Presidente do IMASUL

7
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ANEXO G (continuagéo)




ANEXOH

Whole blood Extraction with ZR-96 Viral RNA extraction kits (for whole blood samples
only)

These methods are adapted from the manufacturer extraction methods (accessible at
http://www.zymoresearch.com/downloads/dl/file/id/148/r1040i.pdf)

Buffer Preparation

(1 Before starting, add beta-mercaptoethanol (user supplied) to the Viral RNA Buffer to a final
dilution of 0.5%(v/v). 500 pL of beta-mercaptoethanol per 100 mL of Viral RNA Buffer.

1 Add 198 ml 100% ethanol (204 ml 95% ethanol) to the 48 ml Viral Wash Buffer concentrate.

Protocol

All centrifugation steps should be performed at 3,000 — 5,000 x g (5200 rpm) unless otherwise noted.
The entire protocol is performed at room temperature (24-26C).

1. Add 450 pL of Viral RNA Buffer to an RNAase/DNAase-free tube. Prior to removing blood
for extraction, mix the entire whole blood sample with pipetting or brief vortexing. Add 150
uL of sample to the Viral RNA buffer.

a. Notes: when adding the sample to the buffer, clotting may occur. Do your best to mix
using a pipette or vortex if necessary. Quickly mixing with the pipet seems to reduce the
amount of clotting that occurs. If present, the clot does not need to be completely
dissolved for successful extraction.

2. Incubate at room temperature (24-26C) for 90 minutes.

3. Biriefly, vortex each sample and then centrifuge the sample at 12,000 rpm (26611 x g) for 5
minutes.

4. After centrifugation, there will be a supernatant (550 uL) and a small pellet. Transfer only the
supernatant to the Zymo-Spin™ I-96 Plate mounted on an Collection Plate and centrifuge at
top speed (5650 rpm) for 20 minutes. Discard the flow-through. Note: the pellet is hard to
distinguish from supernatant, be extra careful with the transfer not to include any of the pellet.

a. If the sample does not pass through the column, or the column is still strongly
discolored, centrifuge for an additional time at the top speed.

5. Add 250 pL Viral Wash Buffer to the column and centrifuge for 10 minutes. Discard the
flow-through. Pour the collection plate onto an absorbent paper to remove excess.

6. Repeat step 5.

7. Then, carefully transfer the column plate onto an Elution Plate. Add <80 nL. DNase/RNase-
Free Water directly to each well and centrifuge for 5 minutes.
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ANEXO H (continuacao)

8. Eluted RNA can be used immediately or stored at -70 °C.

9. Atthe end, cover the plate with an adhesive film.
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ANEXO |

Real Time PCR for Flaviviruses

Moureau G., Temmam S., Gonzalez JP., Charrel RN., Grard G., De Lamballerie X. A Real-Time RT-
PCR method for the universal detection and identification of Flaviviruses. Vector-borne and zoonotic
diseases 2007; 7(4): 467-477.

Reagents:

e Quantinova SYBR® Green RT-PCR
e Oligo Resuspension and Storage

All DNA oligonucleotides that are provided dry are ready for use upon resuspension, with the
exception of Thiol modified oligos. We recommend resuspending oligos in a weak buffer such as TE
buffer (10 mM Tris, pH 7.5 - 8.0, 1 mM EDTA, diluted from Product No. T9285). In applications in
which TE is not suitable, sterile nuclease-free water (Product No. W4502) may be used. However, high
grade water may be slightly acidic and is not recommended for long-term storage. In RNA-related
applications, DEPC treated water may be used, but residual DEPC may inhibit subsequent enzymatic
reactions. Single-stranded RNA oligos should be resuspended as decribed above for DNA oligos.

For all oligos a 100 uMolar stock solution may be obtained by using the following guideline. Take the
number of nanomoles (nm) provided (information found on the tube label and/or quality assurance
document) and multiply the number of nanomoles by ten. The result provides the number of microliters
of liquid (TE, Tris, water or other buffer as required) to add to the tube for reaching a final
concentration of 100 pMolar. Note that this is equivalent to a stock solution of 100 pmol/uL. The stock
solution may then be further diluted as necessary based upon the application requirements. Store the
stock solution at - 20 °C in a non-frost-free freezer, and avoid multiple freeze-thaw cycles. Single-
stranded RNA oligos should be stored at - 80 °C.

Primers dilution

PF2R-BIS PF1S

Concentration: 62831 picomoles = 62,83 nmoles  Concentration: 126572 picomoles = 126,57
nmoles

Volume: 628uL of of water (Elution buffer better) Volume: 1266uL of water (Elution buffer better)

62,83 nmoles + 628uL water = 100uM 126,57 nmoles + 1266uL water = 100uM
Working dilution 1:9,05 = 11,04pM/pL Working dilution: 1:9,05 = 11,04pM/puL
11,04uM in a 20-pL final volume = 0,55uM 11,04uM in a 20-pL final volume = 0,55uM
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ANEXO I (continuagéo)

Primers:

PF1S: TGY-RTB-TAY -AA C- ATG-ATG-GG

PF2R-bis GTG-TCC-CA I-CCN-GCN-GTR- TC

20-pL final volume:

e 8uL of RNA

e 10pL of 2X Quantinova® RT- PCR Master Mix

e 0,2uL of Quantinova RT Mix

e 0,8uL PF1S of working dilution at 1:9,05 (0.55 pM)

e 0,8uL PF2R-bis of working dilution at 1:9,05 (0.55 uM)
e 0,2uL of water

The cycling program

e 50°C for 10 min

e 95°C for 2 min

e 40 cycles consisting of:

e 94°C for 15 seconds

e 50°C for 30 seconds

e 72°C for 45 seconds

e Melting curve 55°C to 95°C, increasing 0.5°C and staying in each step for 30 seconds (Data
collection)

Analysis of the melting curve of specific PCR products was performed by slowly raising the
temperature of 85°c by means of regular fluorescence measurements.
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ANEXO J

Protocolo de deteccéo de ZIKV

Lanciotti RS, Kosoy OL, Laven JJ, Velez JO, Lambert AJ, Johnson AJ, et al. Genetic
and serologic properties of Zika virus associated with an epidemic, Yap State,
Micronesia, 2007. Emerg Infect Dis. 2008;14:1232—-1239.

Ressuspensdo dos iniciadores e sonda:

Zikal087
63,41 nmoles
Adicionar 634 uL de H20

Zikall163c

102,42 nmoles

Adicionar 1025uL de H20
Concentracéo final de 100uM

Zikall08 pr-FAM

29,5 nmoles

Adicionar 1180uL
Concentracéo final de 25uM

Volume para uma reacdo (50ulL):

10,2uL water

25uL Quantitec probe RT-PCR master mix
0,5uL RTMIX

0,5 zikal087 [100uM]

0,5 zikal163a [100uM]

0,3uL zikal108 pr-FAM [25uM]
SuL RNA

Ciclagem:

45 ciclos

50°C por 30min

95°C por 15min

95°C por 15seg

60°C por 1min
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ANEXO K

Protocolo de sequenciamento

Os produtos das amostras reativas na RT-PCR genérico para flavivirus serdo submetidas a
purificagdo seguida de reacdo de sequenciamento e sequenciamento nucleotidico.

Purificacao
1- Protocolo para produto de 100 bp até 10000 bp.

2- Na primeira vez, adicionar 220 mL de etanol (96-100%) em 55 mL de tamp&o de lavagem (Buffer PE
— wash buffer) e marcar na tampa do frasco.

3- Centrifugar a 13,000 rpm (17,900 x g).

4- Adicionar 1:250 do indicador de pH | ao tampéo PB (tampa vermelha). Como o frasco de PB tem 150
mL, retirar 600 microlitros de PB e adicionar 600 microlitros do indicador de pH | e marcar no frasco. O
tampao ficara amarelo se o pH <7.5, que ¢ quando a adsor¢@o do DNA na membrana ¢ eficiente.

5- Adicionar o tampdo PB em volume de 5X o volume do produto do RT-PCR. Exemplo: para 20
microlitros de produto de RT-PCR, adicione 100 microlitros do tampé&o PB. Se a coloracdo ficar laranja
ou violeta, adicionar 10 microlitros de acetato de sodio, pH 5, e vortexar. O volume ficara amarelo.

6- Coloque a coluna com a membrana em um tubo de 2 mL, e adicione o volume final de produto de RT-
PCR mais o tampé&o PB e centrifugue por 1 minuto, e depois descarte o centrifugado.

7- Para lavagem, adicione 750 microlitros de tampdo PE e centrifugue por 1 minuto. Descarte 0
centrifugado e coloque a coluna com a membrana de volta no mesmo tubo.

8- Centrifugue mais uma vez a coluna com membrana no tubo de 2 mL por 1 minuto para remover tampé&o
de lavagem residual.

9- Coloque a coluna com a membrana em um novo tubo de 1.5mL.

10- Para eluicdo do DNA adicione 30 microlitros de tamp&o EB e deixe por 1 minuto e entéo
centrifugue. Opcionalmente, adicione 50 microlitros de tampdo EB ou agua no centro da coluna com
membrana, e centrifugue por 1 minuto.

11- Para submeter o DNA purificado em eletroforese em gel, adicionar 1 volume de loading dye em 5
volumes de DNA purificado, e homogeneize com micropipeta antes de colocar no gel.

Reacdo de sequenciamento a ser realizada na Plataforma de sequenciamento da Fiocruz

1- Para reacOes de sequenciamento, sdo recomendados de 3 a 10 nanogramas de massa de produto
para fragmento entre 200 e 500 pares de bases. Como o fragmento do protocolo genérico para
flavivirus é de 270, utilizaremos 10 nanogramas em até 6,5 microlitros de volume de produto
por reacdo. Opcionalmente, pode-se utilizar de 6 a 10 nanogramas de massa.
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ANEXO K (continuacéo)

2- Para quantificacdo utiliza-se a maquina nanodrop@ para se descobrir a concentragdo de
nanogramas por microlitro do produto. Caso a concentragdo esteja acima de 10 nanogramas por
microlitro sera necessaria diluicio em EB antes da reacdo de sequenciamento®. Caso esteja abaixo
de 10 nanogramas por microlitro, utiliza-se de 1,1 a 6,5 microlitros de volume na reacdo de
sequenciamento®. Opcionalmente, utiliza-se como padrdo 3 microlitros de produto.

@Laboratdrio de Imunofarmacologia da Patricia Bozza no Pavilhdo 108 gentilmente permite a utilizag&o.

Para leitura do nanodrop utiliza-se 2 microlitros do volume final de 30 microlitros de DNA eluido.
Desta forma, para calcular a diluicdo caso necessaria deve-se considerar um volume restante final
de 28 microlitros de DNA.

$ Por exemplo, uma amostra que apresentou concentragéo de 18,6 nanogramas por microlitro tem 520,8
nanogramas de massa total em 28 microlitros. Assim, divide-se a massa total de 520,8 por 10 (que é a
concentracdo final que se quer chegar) para se chegar ao volume final de DNA necessario para
concentracdo de 10 nanogramas por microlitro. Desta forma, adiciona-se aos 28 microlitros de DNA
eluido 24,1 microlitros de EB, resultando em 52,1 microlitros de volume final resultando em concentracéo
final de 10 nanogramas por microlitro. Neste caso, para rea¢do de sequenciamento entdo serdo utilizados
1 microlitro de DNA diluido (10 nanogramas) com 5,5 microlitros de d&gua. Como se pode ver abaixo,
para reacao de sequenciamento utiliza-se 6,5 microlitros de &gua mais DNA para completar 10 microlitros
de reacdo.

& Por exemplo, uma amostra que apresentou concentracdo de 7,2 nanogramas por microlitro tem 201,6
nanogramas de massa total em 28 microlitros. Assim, divide-se 10 (que é a concentragdo final que se quer
chegar) por 7,2 que é a concentracdo da amostra para se chegar ao volume de DNA necessério para
concentracdo de 10 nanogramas por microlitro. Neste exemplo, serdo utilizados 1,4 microlitros de DNA
(10 nanogramas) com 5,1 microlitros de agua. Como se pode ver abaixo, para rea¢do de sequenciamento
utiliza-se 6,5 microlitros de &gua mais DNA para completar 10 microlitros de reacéo.

A plataforma da Fiocruz pede 10 microlitros de volume final para reacdo de sequenciamento. Desta forma,
sugere-se a seguinte reacao por amostra com os dois iniciadores:

Big dye 1 microlitro Big dye
Tampao (5X Buffer Big dye)*? 1,5 microlitros de tampé&o
Iniciador (PF1S*) 3.2 micromolar 1 microlitro

Produto De 1 a 6,5 microlitros (10 ng)
Agua gs 10 microlitros De 0 a 5,5 microlitros
Big dye 1 microlitro Big dye
Tampaéo (5X Buffer Big dye)*? 1,5 microlitros de tampé&o

Iniciador (PF2R-bis*) 3.2 micromolar 1 microlitro
Produto De 1 a 6,5 microlitros (10 ng)

Agua gs 10 microlitros De 0 a 5,5 microlitros
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ANEXO K (continuacéo)

*Iniciador a 100 micromolar, 1/31,25 em EB = 3,2 micromolar por microlitro.

Como exemplo, para um volume final de primer de 70 microlitros dilui-se 3 microlitros de primer
da solucdo estoque em 90,75 microlitros de EB

*2 Buffer 5X terminator é mantido na geladeira e ndo junto com o kit no congelador

Termociclagem

Considerando o protocolo de sequenciamento usado no CDC, o protocolo de sequenciamento utilizado
pela plataforma de sequenciamento e a RT-PCR para flavivirus que originou o produto, o seguinte
protocolo de 40 ciclos foi elaborado:

A reacdo esta gravada no termociclador LABFLAQ175:

e User: Alex
e Run: Sequ-CDC

Duracdo:

e Aproximadamente 3h e 10 minutos

Ciclos de temperatura:

1- Ramp 1 grau por segundo até 96C
2- 95 C por 15 segundos
3- Ramp 1 grau por segundo até 50C

4- 52 C por 30 segundos

5- Ramp 1 grau por segundo até 60C
6- 60C por 4 minutos

Go to 39X

1- Ramp 1 grau por segundo até 96C
2- 95 C por 15 segundos

3- Ramp 1 grau por segundo até 50C

4- 52 C por 30 segundos

5- Ramp 1 grau por segundo até 60C
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ANEXO K (continuacéo)

6- 60C por 4 minutos
7- Ramp 1 grau por segundo até 4C
8- 4C mantendo

Cobrir a placa com filme, envolver em aluminio e submeter ao sequenciamento. Caso a reacao
termine ap6s o prazo de entrega, deixar a placa congelada a -20C até a entrega no dia seguinte.

Para utilizagdo da plataforma de sequenciamento da Fiocruz, informar que apenas a reacdo de big dye foi
feita e por isso havendo necessidade da plataforma fazer a precipitacdo e dar continuidade ao
sequenciamento nucleotidico.

Plataforma de sequenciamento nucleotidico da Fiocruz

Telefone:
e 3865-8121
Local:

e Pavilhdo 26 sala 110
Recebimento das placas:

e Segundas, Quartas, Quintas e Sextas-feiras entre 10:00h e 11:30h
e Tercas-feiras entre 11:00h e 12:00h
e Levar os formulérios preenchidos (ID: LIV)

Caso a reacdo termine ap6s o prazo de entrega, deixar a placa congelada a -20C até a entrega no dia
seguinte.

Resultados:

e Até 15 dias para os resultados
e A partir de 7 dias ja se pode ligar para saber se ja esta pronto.

No dia da busca deve-se levar um CD para gravagédo dos resultados.
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ANEXO L

Aplicativo do Estudo ecolégico de virus Zika no Brasil

Formulario de coleta de amostras:

Nomes dos manipuladores:

Sdo dados retrospectivos (dados de uma coleta anterior)?

Ndo( ) Sim( ) Data da coleta: /
Pais:

Brasil () Colombia( ) Peru( )

Sitios:

Cuiabd ( ) Campo Grande( )  Outro:

Nome do local de coleta:

Coleta de amostra:

b)

a)

b)

d)

Mesmo local que o animal foi capturado (

Local diferente do local de captura (

Coordenadas de GPS:

Latitude:

)

Longitude:

Elevagdo:

Acuracia (m):

Temperatura ambiental:
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

ANEXO L (continuacao)

Clima

Chuvoso ()

Nublado ()

Parcialmente nublado ( )

Ventando ( )

Ensolarado( )

Noite ( )

Processamento ndo realizado ao arlivre ()

Umidade relativa:

Captura:

Sherman( )

Tomahawk ()

Mist net ()

Gaiola ou rede com isca em plataforma acima dosolo( )
Dardo com anestésico ()

Zarabatana( )

Captura manual ()

Corvo:

Cdédigo de barras da armadilha ou transecto:

Recaptura:
Nao( )
Sim( ) Espécie do animal e nimero/marcagdo:

Sendo recaptura ndo precisa responder as outras perguntas

Cédigo de barras do animal:

Respira¢do do animal:
Normal ( )
Anormal ( )

a. Espirrando( ) Quantos espirros por minuto?

b. Tossindo( ) Quantas tosses por minuto?

c. Respiracdo ruidosa( )
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16.

17.

d. Narina com secrecao (

Atividade do animal:

Agitado ( )

Normal

()

Letargico anormal (

Letdrgico natural para a biologia ou periodo de atividade da espécie (

Imével ()

Ferido (

Foi utilizada anestesia/sedac¢do para captura?

)

Zoletil ()
Quetamina (
Midazolam (

Xilazina ( )

)

ANEXO L (continuagéo)

)

Qual ferimento?

)
)

Acepromazina (

Detomidina (

)

Medetomidina (

Diazepam (
Isoflurano (

Halotano (

Propofol ( )

)
)
)

)

)

)

Dose por kg:
Dose por kg:
Dose por kg:
Dose por kg:
Dose por kg:
Dose por kg:
Dose por kg:
Dose por kg:
Dose por kg:
Dose por kg:

Dose por kg:
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ANEXO L (continuagao)

18. Alguma outra medigdo?
Nao( )
Sim( )
Adrenalina ( ) Dose por kg:
Atropina( ) Dose por kg:

Dexametasona ( ) Dose por kg:

Doxapram( ) Dose por kg:

Glicopirrolato () Dose por kg:

Antibidtico ( ) Qual e dose por kg:
AINES( ) Qual e dose por kg:
Lidocaina( ) Dose por kg:
Fluidoterapia ( ) Volume:
19. Tirou foto do animal?
Nao( ) Sim( ) Nome:
20. Animal: Numero Registro local:
Doméstico de abrigo () Nome animal:
Nome abrigo:
Domeéstico de protetor(a) ( ) Nome animal:

Nome protetor(a):

Domeéstico instituicdo publica ( ) Nome animal:

Nome instituicao:

Domeéstico de vida livre ()

Domeéstico propriedade privada( ) Nome animal:

Nome proprietario:

Animal silvestre em vida livre ()
Animal silvestre em cativeiro ( ) Cativeiro desde quando?

De onde foi trazido?

Nome do animal?
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21.

22.

23.

Classe do animal:
Mamifero( )
Anfibio ()
Réptil ()

Ave( )

Idade exata?

Sim( )
Nao( )
Filhote ( )

Jovem sub-adulto (

Adulto( )
Idoso ( )

Ndosei( )

Sexo:

Macho ( )
Inteiro( )
Castrado (

Fémea( )

Cio( )

Prenhe( )

)

ANEXO L (continuagéo)

)

Lactante (com leite) (

Com filhote (

Castrada (

Desconhecido estado reprodutivo (

Sexo Desconhecido (

)

)

)

)

Nome do local:
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Espécie:
Espécie:
Espécie:

Espécie:

Idade:




24,

25.

26.

ANEXO L (continuagao)

Mobilidade dos membros e cauda:
Normal ( )
Anormal ()

Ferimento aparente ( )

Membro afetado:

Tipo:

Completamente ndo utilizado ()

Parcialmente n3o utilizado ()

Pelo do animal:
Normal ( )
Anormal ( )
1-25% afetado ( )
26-50% afetado ()
51-75% afetado ( )
76-100% afetado ( )
Cor em escala de 0-claro até 4-escurecido (
Brilho em escala de 0-brilhoso até 4-opaco (

Maciez em escala de 0-macio até 4-aspero (

Ectoparasitas:

Nao( )
Sim( )
Pulgas( )

Carrapatos( )
Piolhos ( )

Outro:

)
)
)
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27.

28.

29.

ANEXO L (continuagao)

Condigdo corporal:

Muito magro( )

Um pouco abaixo do peso normal ()
Pesoideal ( )

Um pouco acima do peso( )

Obeso( )

Comentarios que devem incluir marcas, cicatrizes, ferimentos, auséncia de membros
ou cauda, etc.

Amostras:
N&o coletadas ( )
Sangue:
Citrato de sédio ()
EDTA( )
Sem anticoagulante ( )

Outro:

Swab oral ()
Swab fecal ()
Urina ()
Pele ( )

Ectoparasitas () Qual?

Outro:
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ANEXO L (continuagao)

30. Eutandsia:

Nao( )

Morreu durante procedimento ()

Sim( )
Exsanguinacdo ( )
Quetamina/xilazina( )
Beuthanasia/Euthanex ( )
Pentobarbital sédico ()
Secobarbital ()
T61( )
Cloreto de potassio ()
co2( )
Arma defogo( )

Cervical dislocation ()

31. Amostras de tecidos coletadas:
Nao( )
Sim( )

Cérebro( )

Figado ( )

Bagco( )

Rins( )

Org3dos reprodutivos ()
Pulmdes ( )

Mdasculo ()

Coragdo( )

Olhos ou glandulas lacrimais ()
Intestino ()

Fetos( )

Outros:
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10.

f)

ANEXO L (continuacéo)

Formulario de checagem de armadilhas para vertebrados:

Nomes dos manipuladores:

Data da checagem da armadilha:

Horario da checagem da armadilha:

Sdo dados retrospectivos (dados de uma checagem anterior)?

Nao( ) Sim( ) Data da coleta:
Pais:

Brasil () Colombia( ) Peru( )
Sitios:

Cuiaba ( ) Campo Grande( )  Outro:

Nome do local de coleta:

Area do local de coleta (m?):

Temperatura ambiental:

Clima

Chuvoso ( )

Nublado ( )
Parcialmente nublado ()
Ventando ( )
Ensolarado ()

Noite ()
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11.

12.

13.

14.

15.

Umidade relativa:

ANEXO L (continuacéo)

Terreno

Montanhas ( )
Vale( )
Planalto ( )
Planicie ( )
Outro:

Caracteristica ambiental

Urbano ( )
Peri-urbano ( )
Rural ()

Area n3o habitada (

Parque florestal dentro da cidade ( )
Fazenda de turismo/agropecudaria ( )

Area de restinga (
Outro:

Cobertura florestal

Floresta de conifera (

Floresta decidua (

Floresta Semi-decidua (

Floresta tropical (
Area urbanizada (
Outro:

)

Aspecto de conservagao da drea

Mata primaria (
Mata secunddria (
Pastagem ( )
Capinzal ()
Beira de mata (
Outro:
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16.

17.

ANEXO L (continuacéo)

Sinais de antropizagao

a) Trilhas( )

b) Estradasdeterra( )

c) Estradas pavimentadas (
d) Residéncias( )

e) Areade construcdo( )
f) Prédios comerciais ( )

g) Animais domésticos ( )
h) Lixo( )

i) Sinais de queimada ( )
j) Nenhum ( )

k) Outro:

)

Localizagdo das armadilhas

a) Individual ( )

# local: # do CDC:
e latitude:

e Longitude:

e Elevacdo:

e Acurécia (m):

Residéncia? Enderego:

# local: # do CDC:
e Latitude:

e longitude:

e Elevacgdo:

e Acurdcia (m):

Copa de arvore (

) altura aproximada:
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Residéncia? Endereco:

# local:

Residéncia? Endereco:

ANEXO L (continuacéo)

Latitude:

#do CDC:

Longitude:

Elevacdo:

Copa de arvore (

Acuracia (m):

# local:

Residéncia? Enderego:

) altura aproximada:

Latitude:

# do CDC:

Longitude:

Elevacao:

Copa de arvore (

Acuracia (m):

# local:

Residéncia? Endereco:

) altura aproximada:

Latitude:

# do CDC:

Longitude:

Elevacdo:

Copa de arvore (

Acuracia (m):

# local:

) altura aproximada:

Latitude:

# do CDC:

Longitude:

Elevagdo:

Copa de arvore (
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

ANEXO L (continuacao)

Acurdcia (m):

Tipo de armadilha

Sherman( )

Tomahawk ()

Mist net ()

Gaiola ou rede com isca em plataforma ( )
Corvo para répteis ()

Manual ()
Outra:
Utilizada isca? Nao( ) Sim( ) Qual?

Armadilha encontrada no mesmo local em que foi deixada?
Sim( )

Nao( ) Onde foi encontrada?

Armadilha estava ainda armada?
Sim( )

Nao( ) Qual problema?

Foto tirada da armadilha

Sim( ) Numero da foto:

Nao( )

Armadilha contém animais?

Sim( ) Qual?

138



24.

25.

20.

21.

ANEXO L (continuacéo)

Armadilha estd sendo rearmada agora?
Sim( )
Nao( )

Vai manter o # do CDC?

Ndo( ) Qual o novo # do CDC?

Sim( ) Numero da foto:

Comentarios finais:
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