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INTRODUCAO

O continuo processo de interiorizacdo das atividades humanas, associado ao
desmatamento e fragmentacdo da paisagem, tem provocado grandes mudancas nos habitats
naturais, afetando diretamente a estrutura das comunidades e demografia de animais e
plantas (Soulé & Wilcox,1980; Pardini et al., 2005; Pires et al., 2006). Tais perturbagdes na
demografia das populagcOes naturais, principalmente nas dreas de interface entre ambientes
peri-urbanos/rurais e ambientes silvestres, t€ém alterado os padrdes de diversidade e
abundancia das espécies, que por sua vez influenciam na dindmica natural de transmissao
de ciclos silvestres de parasitas (Kruse et al., 2004). Mills (2006) aponta para a relagdo do
fendmeno da perda da biodiversidade e a emergéncia de doencgas infecciosas. Nestas
situacdes, em habitats alterados, poucas espécies de animais (generalistas/oportunistas)
seriam favorecidas, possibilitando o incremento de suas densidades. Se estas espécies
favorecidas forem as mais competentes para a transmissao do patdégeno, no caso hantavirus,
haverd uma facilitacio e maior eficiéncia da transmissdo, aumentando as taxas de
prevaléncia entre as espécies de reservatérios e por conseqiiéncia maior risco de
transmissdo a seres humanos (processo oposto ao conhecido como “dilution effect”,
Schmidt & Ostfeld, 2001). Os processos de emergéncia de novas doencas ou
recrudescimento de outras ja controladas (re-emergéncia), principalmente de origem
zoonotica (Daszak et al., 2000; Sutherst et al., 2001), estd em sua grande maioria
relacionada a mamiferos silvestres (Mills & Childs, 1998). Nesse cenario, a hantavirose,
uma tipica zoonose “rodent-borne” causada por RNA virus (Bunyaviridae, Hantavirus),
apresenta-se como uma das principais doencas emergentes da atualidade no Brasil devido a
sua alta taxa de mortalidade, crescente ocorréncia em praticamente todo o territrio
nacional e auséncia de medicacao especifica.

Os Hantavirus tém sido reconhecidos como agentes etioldgicos de febre hemordgica
com sindrome renal (FHSR) desde a década de 50, na Asiae Europa (Lee et al., 1978; Ruo,
1994). Nas Américas, a infeccao em seres humanos por hantavirus s6 foi reconhecida em
1993, em um surto de casos humanos nos Estados Unidos (Nichol, 1993), e ainda, no Brasil
durante o mesmo ano, em casos humanos no interior de Sdo Paulo (Silva, 1997),

Entretanto, diferente do Velho Mundo, a hantavirose das Américas apresenta-se como uma



sindrome febril com complica¢des cardio-pulmonares (SCPH). No Brasil, desde os
primeiros registros em 1993, mais de 900 casos humanos foram confirmados pelo
ministério da saide, com ampla distribuicdo entre a maioria dos estados brasileiros e alta
taxa de letalidade (365 obitos - Informe Técnico do Ministério da Saide, dados ndo
publicados): Santa Catarina (178), Minas Gerais (183), Parana (163), Mato Grosso (109),
Sdo Paulo (105), Rio Grande do Sul (58), Distrito Federal (53), Para (32), Goias (25),
Maranhio (9), Amazonas (4), Rio Grande do Norte (2), Rond6nia (2) e Bahia (1).

No estado do Rio de Janeiro, apesar de evidéncias sorol6gicas em humanos (Lamas,
2006) e confirmagao de circulagdo de hantavirus patogénico entre roedores silvestres
(Pereira et al., 2005), nenhum caso clinico humano de hantavirose foi até o momento
notificado (Dados ndo publicados SVS/MS). O estado do Parand, por sua vez possui 163
casos humanos registrados de hantaviroses, com letalidade de 33,7% (55 6bitos) (Informe
Técnico Periddico — SVS/Ministério da Saude), distribuidos entre as diversas regides do
estado, além da confirmacio da circulacdo de hantavirus entre roedores silvestres (Suzuki
et al. 2004; Raboni et al. 2005).

As hantaviroses sdo zoonoses associadas a roedores silvestres e sinantropicos, e
segundo descobertas recentes a insectivoros mussaranhos (Song, 2007). Nas Américas, os
hantavirus causadores da SCPH estio, até o momento, associados exclusivamente a
roedores da subfamilia Sigmodontinae (Cricetidae) e apresentando uma especificidade
entre a variante viral e a espécie de roedor. Esta associacdo estrita refor¢a a necessidade de
se realizar uma identificacdo taxondmica correta e inequivoca das espécies de roedores
consideradas reservatdrios. A alta especificidade é considerada decorrente de longa histéria
co-evolutiva entre este grupo de roedores e os hantavirus (Plyusnin et al. 1996, Spiropoulou
et al. 1994). Dessa forma, diversos hantavirus, amplamente distribuidos na América do Sul
e muitos comprovadamente causadores da hantavirose humana, tem sido descritos
associados a diferentes sigmodontineos: no Paraguai - Calomys laucha X Laguna Negra
virus (Yahnke et al. 2001); na Argentina Oligoryzomys longicaudatus X Andes virus, O.
flavescens X And Cent Lec virus e Akodon azare Pergamino virus (Padula et al. 2002,
Gonzdlez della Valle et al. 2002, Suarez et al. 2003); no Peru e Bolivia Oligoryzomys

microtis X virus Rio Mamoré (Bharadwaj, 1997), entre muitos outros.



No Brasil até a presente data, seis genotipos de hantavirus foram descritos: 1)
caracterizados a partir de roedores e pacientes - Juquitiba (JUQ) associado a Oligoryzomys
nigripes e Araraquara (ARA) associado a Necromys (=Bolomys) lasiurus;, (Romano-Lieber
et al. 2001; Suzuki et al., 2004); 2) caracterizados somente a partir de roedores, e portanto,
sem papel conhecido na epidemiologia da hantavirose humana - Rio Mearim (RM)
associado a Holochilus sciureus, Anajatuba (ANAJ) associado a Oligoryzomys fornesi
(Romano-Lieber et al. 2001; Suzuki et al., 2004; Rosa et al.,, 2005) e Jabora (JAB)
associado a Akodon montensis (Oliveira et al., 2007), 3) caracterizados a partir de pacientes
humanos, porém sem reservatério roedor conhecido até o momento - Castelo dos Sonhos
(CAS), associados a casos humanos no Pard e no Mato Grosso (Johnson et al. 1999) e
Araucidria, considerado um virus “Juquitiba-like”, e associado a casos humanos no Parand
(Raboni et al. 2005). Evidéncias soroldgicas, porém sem deteccdo e caracterizacdo
molecular, foram também encontradas em Calomys tener € em Oxymycterus rutilans
(Suzuki et al. 2004).

Estudos em campo e laboratério mostraram que os roedores infectados com
hantavirus sdo reservatérios estdveis, mantendo infec¢io por toda sua vida, e
aparentemente, sem comprometimento de seu “fitness” geral. A transmissao dos hantavirus
para os seres humanos ocorre, principalmente, de maneira acidental pela inalacdo de
aerossois contaminados provenientes das fezes e urina dos roedores infectados. Outras vias
de infec¢do menos freqiientes sao através de mordeduras de roedores infectados, além da
infeccdo por contato pessoa-pessoa pelo virus Andes, também bem documentada na
Argentina (Lee et al. 1981, Le Duc 1987, Padula et al. 1998, Meyer and Schmaljohn 2000,
Martinez et al. 2005, Ferres et al. 2007). Os surtos desta virose no Brasil tém sido
freqiientemente relacionados a periodos de altas populacionais de roedores silvestres em

areas agricolas e peri-domiciliares rurais (Pereira 1999, Figueiredo et al. 2001).

Oligoryzomys nigripes X hantavirus

No Brasil, existem pelo menos oito espécies pertencentes ao género Oligoryzomys,
com representantes em praticamente todos os biomas brasileiros: O. nigripes, O. flavescens,

0. fornesi, O. microtis, O. stramineus, O. chacoensis, O. rupestris, O. moojeni (Lima et al.,



2003; Weksler e Bonvicino, 2005) (Fig. 01). Espécimes deste género com sorologia
positiva para hantavirus foram encontrados em diversas dreas: O. nigripes em quatro areas
endémicas (Sao Paulo, Paran4d, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), bem como em areas
sem ocorréncia de casos humanos (Rio de Janeiro e Espirito Santo); O. fornesi no estado do
Maranhio e O. microtis no estado de Mato Grosso (Romano-Lieber et al., 2001; Suzuki et
al., 2004).

A espécie O. nigripes habita florestas primdrias e secunddrias na Mata Atlantica,
incluindo as Florestas de Araucdaria, de Pernambuco ao Rio Grande do Sul, ocorrendo
também ao sul do Cerrado nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais e no Distrito Federal. O.
nigripes, que € associado a variante viral Juquitiba-like (JUQ-like), é a tnica espécie
reconhecida como reservatério de casos humanos de hantavirose no bioma Mata Atlantica.
Assim como outras espécies de Oligoryzomys, O. nigripes ¢ uma das primeiras espécies
oportunistas a se instalar em dreas agricolas e de interface silvestre/alterada, e em
instalagdes rurais e peri-domiciliares.

Apesar da vasta distribuicdo geografica do O. nigripes, e da detecc¢do de circulacio
silvestre do hantavirus associado em grande parte dessa distribuicdo, o perfil
epidemiolégico da hantavirose neste cendrio (Mata Atlantica) é bastante complexo e
variado, observando-se, por exemplo, em algumas regides, auséncia de casos humanos de
hantavirose apesar da ocorréncia do reservatério e do hantavirus patogénico associado.
Dessa maneira, o entendimento da variacao regional na abundancia, distribuicdo espacial e
possiveis variacdes genéticas intra-especificas podem ser determinantes para explicar essa

complexidade do perfil epidemioldgico.



Distribui¢ao das espécies de Oligoryzomys no Brasil.

JUSTIFICATIVA

A hantavirose € uma doenca emergente de crescente ocorréncia no territdrio
nacional, e ainda pouco investigada. No Brasil, com excecdo dos esforcos do Ministério da
Saude (SVS) e de algumas secretarias estaduais de saide em &reas de ocorréncia de casos
humanos, poucos grupos de pesquisa vém realizando estudos mastozooldgicos que
investigam a participacdo dos roedores na transmissdo do hantavirus, ou mesmo, outras
Zoonoses.

No estado do Rio de Janeiro, esforcos do nosso grupo demonstraram evidencia
sorolégica e molecular da circulacdo de hantavirus patogénico em roedores da espécie
Oligoryzomys nigripes no Parque Nacional da Serra dos Orgdos (Pereira et al., 2005) e
evidéncia soroldgica em humanos no municipio do Rio de Janeiro, regido de Jacarepagua

(Lamas, 2006). Ainda, para o estado do Rio de Janeiro, Silva et al. (2005), encontraram



evidéncia sorologica da presenca de hantavirus em roedores silvestres coletados pelo
Servico de Controle da Peste na Serra dos Orgdos. Entretanto, apesar da auséncia de casos
clinicos da doenca no estado do Rio de Janeiro, por ser uma doenca emergente e pelas
evidéncias inequivocas da circulagdo de hantavirus observadas até o momento, €
fundamental uma vigilancia constante também nessas dreas de ndo ocorréncia.

No estado do Parand, além dos casos humanos de hantaviroses, foram registradas
evidéncias da circulacdo de hantavirus entre roedores silvestres dos géneros Oligoryzomys,
Akodon, Thaptomys e Oxymycterus (Informe Técnico Periédico - SVS/Ministério da
Satde). Nosso grupo ja realizou uma expedicdo piloto para a regido de General
Carneiro/PR, aonde foi encontrada evidéncia sorolégica em 02 Akodon montensis e 01
Oxymycterus gr. Judex.

Os dados gerados nesse projeto irdo fornecer importantes informacdes nao sé para
estudos epidemioldgicos sobre a transmissdo de hantaviroses nos estados do Parand e Rio
de Janeiro, como também para estudos taxondmicos e ecoldgicos de pequenos mamiferos
dessas regioes.

Uma das principais particularidades dos trabalhos realizados por nosso grupo € a
interdisciplinaridade dos projetos integrando areas como a ecologia, zoologia, genética,
parasitologia e epidemiologia, proporcionando uma melhor compreensdo do fend6meno
parasitismo do hantavirus em seus reservatérios e dos processos de emergéncia da
hantavirose. Nesse sentido, além dos diversos especialistas de nosso laboratério (Dr. Luis
Rey, Dra. Rosana Gentile e Dr. Claudio Bidau), contamos com forte cooperagao com a Dra.
Elba Regina Sampaio de Lemos, do Laboratorio de Referéncia Regional de Hantaviroses e
Nacional de Rickettsioses, com o Dr. Hermann Schatzmayr do Laboratério de Flavivirus
(do Instituto Oswaldo Cruz), com a Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino, do Instituto Nacional
do Cancer, nos estudos taxonOmicos e de sistematica dos roedores, € com a Dra. Claudia
Nunes Duarte dos Santos, do Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP/FIOCRUZ).
Essas cooperacoes traduzem-se em coordenagdo conjunta de projetos, aquisicao e utilizacao
compartilhada de equipamentos e materiais, e orientacdo conjunta de alunos. Outra
cooperacao importante € com o Programa de Vigilancia Eco-epidemiolégica de Hantavirus
da Secretaria de Vigilancia em Sadde (SVS), Ministério da Sadde, na execugdo dos

trabalhos de campo e na identificacdo taxondmica dos roedores reservatorios, que tem nos



possibilitado o estudo de importante e abundante material zoolégico de diversas regides do
Brasil, onde se constata casos humanos de hantaviroses. Os dados gerados nesse projeto
irdo integrar a base de dados que vem sendo acumulada em nivel nacional e ird fornecer
importantes informag¢des ndo s6 para estudos taxonOmicos e ecolégicos de pequenos
mamiferos, como também para estudos epidemiolégicos sobre a transmissdo de
hantaviroses.

Outro aspecto importante, ¢ que apesar dos muitos estudos realizados com os
pequenos mamiferos, com as mais distintas abordagens, a diversidade de espécies deste
grupo ndo € ainda completamente conhecida e a sua sistemdtica apresenta-se bastante
confusa. A utilizacdo neste projeto de técnicas citogenéticas (cariotipagem) integradas a
estudos morfoldgicos na identificagdo em nivel especifico dos roedores vai possibilitar o

esclarecimento de problemas taxonOmicos, principalmente por permitirem reconhecer

espécies morfologicamente semelhantes.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar um estudo comparativo do papel dos roedores sigmodontineos como
potenciais reservatorios de hantavirus em uma regido com ocorréncia de casos humanos da
hantavirose (estado do Parand) e em uma regido sem ocorréncia de casos humanos (estado

do Rio de Janeiro).

Objetivos especificos

1. Caracterizar a fauna de pequenos mamiferos nas areas de estudo.

2. Estudar comparativamente a composi¢do e abundancia relativa das espécies de pequenos
mamiferos nas dreas de estudo.

3. Determinar o status da infecc@o por hantavirus nos roedores silvestres coletados, através
de diagnéstico indireto (sorologia) e direto (RT-PCR).

4. Caracterizar as variantes virais de hantavirus em roedores sigmodontineos.



5. Realizar uma andlise filogeografica e populacional de Oligoryzomys nigripes, usando
como marcador o gene mitocondrial citocromo b, ao longo de sua distribui¢do nos estados
do Parand e Rio de Janeiro, visando esclarecer sua estruturacdo populacional, e analisar o
potencial desta espécie como reservatorio silvestre de Hantavirus.

7. Estabelecer uma colec¢do zooldgica de referéncia de peles e esqueletos dos espécimes

coletados.

METAS

1) Contribuir para a compreensdo da dinamica de transmissao silvestre dos hantavirus entre
os roedores silvestres do Estado do Rio de Janeiro e do Estado do Paran4;

2) Avaliar o risco de emergéncia da Hantavirose no Estado do Rio de Janeiro e no Estado
do Parana considerando a estruturagdo das comunidades de pequenos mamiferos (riqueza
de espécies e abundancia) e distribuicdo espacial dos reservatérios potenciais, variantes
virais associadas e unidades de paisagem.

3) Contribuir para o conhecimento sobre a fauna de pequenos mamiferos do estado do Rio
de Janeiro e do Estado do Parand e para o incremento do acervo cientifico da cole¢cao
zoolodgica de pequenos mamiferos do Museu Nacional, UFRJ e da cole¢do mastozooldgica

do Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana;

4) Fomentar uma base de dados que vem sendo acumulada em nivel nacional e que ird
fornecer importantes informag¢des ndo s6 para estudos taxondmicos e ecoldgicos de
pequenos mamiferos, como também para estudos epidemioldgicos sobre a transmissdo de

hantaviroses.

AREAS DE ESTUDO

Serdo estudadas quatro dreas no Estado do Rio de Janeiro: 1) Parque Nacional da
Serra dos Orgios e arredores, municipio de TeresGpolis; 2) Parque Estadual da Pedra
Branca, localizado na regido de Jacarepagud, municipio do Rio de Janeiro, 3) Municipio de
Cordeiro e Conservatoria; 4) Fragmentos florestais localizados no Reservatério de Ribeirdo

das Lajes, municipio de Pirai. Nestas dreas de trabalho no estado do Rio de Janeiro, temos



desenvolvido projetos de pesquisa sobre a fauna de pequenos mamiferos e seu parasitismo
por Schistosoma mansoni, Trypanosoma cruzi, Poxvirus, garantindo para este projeto
facilidades logisticas e operacionais, além de cooperacdes com secretarias municipais e
outras institui¢des ja estabelecidas. Além disto, estes projetos prévios tem possibilitado a
formacdo de um importante banco de dados preliminar.

No estado do Parand serdo estudadas as seguintes unidades de paisagem: 1)
Norte/Oeste — Floresta Estacional Semidecidua; 2) Centro/Sul - Floresta Pluvial
Subtropical (Floresta de Araucéria); 3) Manchas no sul e Nordeste — Savana (Campos); 4)
Litoral —Floresta Tropical Pluvial Atlantica. Nestas unidades de paisagem, as dreas de
estudo estdo em definicdo, pois dependem ainda de acertos finais de cooperagdo com as

secretarias municipais de saude.

METODOLOGIA

Nas dreas escolhidas, serdo estabelecidos 10 transectos lineares com 20 estagdes de
captura em cada. Todos os transectos serdo geo-referenciados utilizando-se um GPS,
obtendo-se trés coordenadas geograficas de cada (inicio, meio e fim). Nestas estacoes,
serdo dispostas armadilhas do tipo live-trap, modelos Tomahawk (40,64cm x 12,70cm x
12,70cm) e do tipo Sherman (7,62cm x 9,53cm x 30,48cm), apropriadas para a captura de
pequenos mamiferos vivos com até 3Kg. Cada coleta terd duragdo de cinco dias e a isca
utilizada é uma mistura composta de bacon, aveia, banana e pasta de amendoim. A
periodicidade das expedicdes serd semestral e obedecerd a estacionalidade (época seca e
época chuvosa) de cada regido estudada havendo, portanto, a previsdo de duas expedicoes
de coleta em cada &4rea, por ano. A escolha dos sitios de amostragem onde serdo
estabelecidos os transectos levard em consideragdo as diversas situacdes eco-
epidemioldgicas da regido, considerando-se a influéncia humana (tipo de atividade
antrdpica, épocas de plantio e colheita, etc) e a fitofisionomia.

Os transectos serdo percorridos diariamente pela manha para checagem das
armadilhas quanto a presenca de animais. As armadilhas contendo os animais serao

transportadas, imediatamente apds sua remocdo dos transectos, para uma base laboratorial

de campo, aonde os animais sdo processados e as amostras coletadas segundo normas



estritas de biossegurancga, com toda a equipe paramentada com equipamentos individuais de
protecdo de nivel 3 (filtros motorizados, mdscaras com pressdo positiva, e demais
acessorios), e segundo normas estabelecidas pelo Ministério da Saude (FNS, 1998; Mills et
al., 1995; Lemos & D’Andrea, 2006) que garantem a seguran¢a dos membros da equipe de
campo contra zoonoses de transmissao por aerossois. Todos os membros da equipe sao
treinados para observar os protocolos de biosseguranga no manuseio de animais silvestres
preconizados pela Comissdao de Biosseguranca do Instituto Oswaldo Cruz, incluindo
treinamento para a utilizacdo de equipamentos de protecdo individual e de protecao

respiratoria (EPIs Nivel 3).

Na base laboratorial de campo, os animais sdo anestesiados com cloridato de
ketamina, conforme orientacdo veterindria, e t€ém seus dados biondmicos coletados (peso
corporeo e medidas de corpo e cauda), verificados quanto ao sexo e atividade reprodutiva.
A atividade reprodutiva € constatada pela ocorréncia de gestacdo nas fémeas de roedores
(presenca de embrides), e pela ocorréncia de lactacdo nas fémeas de marsupiais (presenca
de filhotes na bolsa ou pelo intumescimento das tetas indicando presenga de leite e
desmame recente). E também observado como indicadores de atividade reprodutiva nas
fémeas de roedores a condi¢do externa da vagina (fechada ou aberta, e presenca de
secrecdo) e o estado de desenvolvimento do tutero; e nos machos a posi¢do dos testiculos
(escrotais ou abdominais). A idade dos animais é estimada nos marsupiais pelo estidgio de
desenvolvimento da denti¢do (condicdo do terceiro pré-molar e nimero de molares

eclodidos), e nos roedores pelo peso corpéreo relativo.

Todos os espécimes coletados terdo seu sangue coletado para o diagndstico
sorolégico de infeccdo por hantavirus. Os animais sdo submetidos a coleta de sangue por
puncdo cardiaca, com o uso de seringas de 1-3 ml de acordo com o tamanho do animal. Sao
também coletados amostras de 6rgaos e visceras dos espécimes (rim, figado, bago, pulmao
e coragdo), fixados em nitrogénio liquido para confirmagdo da infeccao por hantavirus,
através de diagnostico molecular e tipagem dos virus por sequenciamento do RNA viral,
realizado em cooperacdo pelo Laboratério de Referéncia Nacional em Ricketisioses e
Regional de Hantaviroses, I0OC, Fiocruz/RJ, sob a coordenacdo da Dra. Elba Regina S.

Lemos.



Amostras de figado sdo também fixadas e preservadas em etanol para posteriores
estudos moleculares, filogenéticos e filogeogrificos, dos animais. Amostras de medula
Ossea sdo obtidas para estudos citogenéticos e realizacdo da cariotipagem dos roedores
segundo técnica descrita em Bonvicino et al., 2002. A identificacdo taxonOmica serd

baseada na morfologia externa, morfometria craniana e na andlise cariotipica.

A eutandsia dos animais serd realizada, preferencialmente, por exanguinacio
(sangria total) dos animais em anestesia profunda. No caso de impossibilidade de sua
realizagdo, serd realizada inoculagdo intra-cardiaca de Cloridrato de Ketamina, numa super-

dosagem acima de 50 mg/Kg de peso, conforme descrito em Rivera (2006).

Todos os animais coletados serdo taxidermizados e seus esqueletos preparados, para
serem depositados como material testemunho na colec¢do cientifica do Museu Nacional,
UFRIJ. Todas as expedi¢des de coleta estdo de acordo com licenca de captura para todo o
territorio nacional (IBAMA, licenca nimero 225/2006 — CGFAU), e licencas especificas
para as unidades de conservacdo (IBAMA, licenca nimero 084/2007 e IEF/RJ/PR 16/2006)

Todos os procedimentos com animais seguem protocolo experimental submetido a

Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundagio Oswaldo Cruz.

Anaélise filogeografica de Oligoryzomys nigripes

As amostras de tecidos terdo o ADN isolado com técnicas apropriadas (Sambrook et
al., 1989). O gene mitocondrial citocromo b sera amplificado utilizando os iniciadores
L14724 (Irwin et al, 1991) e MVZ 14 (Smith e Patton 1993). Os produtos serdo
seqiienciados em um seqiienciador automéatico de ADN ABI Prism ™ 377 com os mesmos
iniciadores e com iniciadores internos quando necessdrio. As seqiiéncias serdo editadas
utilizando o programa "Sequence Navigator" (Applied Biosystems, Inc. 1994) e
depositadas no GenBank.

Diferentes procedimentos serdo realizados para minimizar os efeitos de saturacao
resultantes da alta taxa de substitui¢cdo de nucleotideos do ADN mitocondrial. A estimativa
de divergéncia genética entre as seqiiéncias (em porcentagem) serd obtido pelo algoritmo

de distancia p com o programa ‘“Molecular Evolution Genetics Analyses” (MEGA3; Kumar



et al., 2004). As relagdes entre hapldtipos representativos de populagdes serdo examinadas
pelo método de maxima parcimOnia através da busca heuristica (adi¢des passo-a-passo, 10
réplicas adicionadas ao acaso) com diferentes taxas de transi¢do transversdo (PAUP 4.0b;
Swofford 1993) para confirmar as relacdes filogenéticas. As andlises de maxima
verossimilhanga serdo realizadas por busca heuristica com 10 replicas adicionadas ao acaso
e com o algoritmo TBR (tree-bisection-reconnection) também obtidos com o PAUP 4.0b.
Os pesos a serem utilizados se baseardo nas taxas de transi¢do transversdo obtidas pelo
MEGA3. Suporte para os nés das arvores obtidas serd acessado por valores de Bootstrap
estimados a partir de 1.000 réplicas. Para andlise filogeografica sera utilizado o programa

NETWORK (Bandelt er al., 1999; http://www.fluxus-engineering.com). Esta andlise sera

realizada apenas com os caracteres varidveis.

Diagndstico de infeccdo por hantavirus

O diagnéstico para infec¢do por hantavirus € realizado por teste soroldgico e por
deteccao molecular do RNA viral, sendo executado em colaboragdo com a Dra. Elba
Regina Sampaio de Lemos, do Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses, Departamento
de Virologia e com a Dra. Claudia N. Duarte dos Santos do Instituto de Biologia Molecular
do Parana — FIOCRUZ.

I) Sorologia: O soro obtido dos animais € submetido a0 imunoensaio enzimatico
(ELISA) para deteccdo de anticorpos anti-hantavirus da classe IgG, utilizando o antigeno
Andes (Argentina), constituido pelo antigeno especifico (nucleoproteina Andes
recombinante) e pelo antigeno inespecifico recombinante, seguindo as recomendacdes do
protocolo descrito por P.J. Padula do Instituto Carlos Malbran de Buenos Aires, Argentina
(Padula et al. 2000). A Imunoglobulina anti —IgG (Peromyscus leucopus) produzida em
cabra e o substrato para peroxidase ABTS da Kirkegaard and Perry Laboratories, Maryland
(KPL) sdo os reagentes utilizados.

IT) Diagnéstico molecular: Amostras de figado, rim, coracdo, pulmao e bago sdo
criopreservadas para andlises moleculares na tentativa de detectar o RNA viral, entretanto,
somente 0s animais com sorologia positiva t€ém seus Orgaos submetidos a diagndstico

molecular. Subseqiientemente a extracdo do material gendmico, € realizada a técnica de



RT-PCR. Siao utilizados oligonucleotideos descritos por Jonhson et al (1997) referentes a
regides conservadas de diferentes hantavirus associados com roedores da subfamilia
Sigmodontinae. Para a sintese e amplificacio do cDNA sao utilizados random primers -
Random Hexamers [50 ng/uL] (GIBCO®/Life technologies) e o Mini Kit SuperScript II™

Reverse Transcriptase (Invitrogen®/Life technologies).
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