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Abstract

The current study describes the eco-epidemiolog-
ical aspects of arbovirus diseases in the munici-
palities (counties) of Novo Progresso and Trairdo,
Para State, Brazil, in the area affected by highway
BR-163. Hemagglutination inhibition (HI) an-
tibodies to different arboviruses were detected,
with monotypic reactions to MAYV and OROV,
two important arboviruses associated with epi-
demics in the Amazon. IgM antibodies to OROV
and MAYV were found in human sera, suggesting
recent infections by these viruses. Two DENV-3
strains were isolated from febrile patients in Novo
Progresso and identified as genotype III strains.
In general, the data suggest that the area displays
ideal conditions for maintenance and circulation
of arboviruses, plus a population with low im-
munization levels. Dynamic surveillance of local
immigrants and wild animals is thus important,
focusing on antibody prevalence and isolation
of arboviruses, thereby allowing effective control
of infections by these viral agents in the resident
population along highway BR-163 in Pard State.
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Introducao

A rodovia BR 163, que liga a capital do Estado
do Mato Grosso, Cuiabd, a cidade portudria de
Santarém no Estado do Pard, foi inaugurada em
1973, mediante os investimentos do Programa
Avanca Brasil, objetivando a reducdo dos custos
de transporte de soja do Estado do Mato Grosso
para o porto de Santarém 1. Dentre os 1.764km de
extensao da rodovia, apenas a por¢do compreen-
dida entre Cuiabd e Guaranta do Norte, no Estado
do Mato Grosso, encontra-se pavimentada, sendo
que o Governo Federal prevé a pavimentacao de
cerca de 1.000km no Estado do Pard para os pré-
Ximos anos.

A riqueza da biodiversidade na regiao refle-
te a coexisténcia de diversos biomas (florestas
densas, florestas abertas, cerrados, capoeiras) e
grandes areas de transicao entre floresta tropical
e cerrado. Trés grandes bacias hidrograficas (Rios
Teles Pires-Tapajos, Rio Xingu e Rio Amazonas)
drenam a regido. Os recursos naturais encontra-
dos ao longo da drea de influéncia da rodovia BR
163 sdo de fundamental importancia para o sus-
tento de diferentes populacdes (urbanas, agri-
cultores familiares e mais de 28 povos indigenas)
em trés estados brasileiros: Pard, Mato Grosso e
Amazonas 1.

O impacto ambiental inicial da construgao
da BR 163 corresponde a 5% de drea desmatada
dentro da faixa de 50km nas vizinhancas da rodo-
via, observando-se a conversao de floresta para
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pastagem ou agricultura, sobretudo no Estado
do Mato Grosso. O que é considerado um per-
centual baixo quando comparado ao de outras
rodovias amazonicas, que apresentam entre 26
a 58% de desmatamento 2. No entanto, a trans-
formacao continua de extensas dreas de florestas
em pastagens e/ou monocultivos agricolas tem
acontecido ao longo da ultima década, levando a
um importante processo de migracdo desordena-
da, bem como a fragmentacdo de biomas naturais
da regido, culminando em alteragdes climadticas
significativas, tais como a diminuicdo da pluviosi-
dade e aumento de temperatura 3.

Materiais e métodos
Area de estudo

A drea de influéncia da rodovia corresponde a 1,2
milhdo km2 (14,4% do territério brasileiro e 20%
da Amazonia brasileira), envolvendo municipios
do sudoeste do Pard, sudeste do Amazonas e norte
do Mato Grosso, totalizando 71 municipios cuja
economia se baseia em atividades do setor primé-
rio (agricultura, pecudria e extrativismo, extracdao
de madeira e producao de madeirados). A drea de
influéncia da BR 163 sob jurisdicao do Estado do
Mato Grosso apresenta intensa producao agrico-
la, sobretudo de soja, enquanto que a porcao do
Pard destaca-se com maior drea em potencial pa-
ra producdo florestal do Brasil. Na regido, vivem
comunidades tradicionais, populacdes urbanas e
rurais e mais de 30 povos indigenas, totalizando
cerca de dois milhdes de habitantes. Esses fato-
res mostram o grande potencial econémico e a
enorme diversidade bioldgica e social da drea de
abrangéncia da BR 163 4.

O dominio do estudo eco-epidemiolégico so-
bre arbovirus foi desenvolvido ao longo do eixo
da rodovia Cuiaba-Santarém (BR 163), na qual
foram escolhidos dois municipios situados no
Estado do Pard: Trairdo (04°34’S, 55°56’0) e Novo
Progresso (07°08’S, 55°22’0). Foram realizadas
trés viagens para a coleta de amostras bioldgicas
de populacdes humanas, bem como de vertebra-
dos (aves, répteis, morcegos, marsupiais) e inse-
tos hematéfagos silvestres, hospedeiros e vetores
em potencial de arbovirus, respectivamente. Os
periodos das viagens foram baseados de acordo
com a distribuicao das chuvas: a primeira no pe-
riodo intermedidrio entre as estacoes chuvosa e
seca (abril/maio), a segunda na estacdo de seca
(agosto/setembro) e a terceira na estagao chuvo-
sa (novembro/dezembro).
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Captura de vertebrados silvestres e
artrépodes hematéfagos

Para a captura de animais silvestres nas dreas
definidas, obteve-se autorizacao prévia do Ins-
tituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recur-
sos Naturais Renovdveis (Ibama), coordenacao
regional que expediu licenca anual para a rea-
lizacao do presente estudo, observando as leis
vigentes no pais no que tange a captura de ani-
mais incluidos na lista de animais sob risco de
extin¢do. Os vertebrados silvestres foram cap-
turados utilizando redes (aves e quirépteros),
armadilhas tipo Sherman (roedores de peque-
no porte) e tipo Tomahawk (outros mamiferos),
sendo esses, preliminarmente, identificados em
bases morfolégicas.

Em relacdo aos artrépodes hematéfagos, os
mesmos foram capturados utilizando armadi-
Ihas luminosas tipo CDC, durante a noite, e com
o auxilio de pucds e capturadores de sucg¢ado oral
(atracdo humana), durante o dia. As capturas fo-
ram realizadas ao nivel de solo e ao de copa das
arvores. Os espécimes coletados foram conserva-
dos em nitrogénio liquido (-196°C) e enviados ao
laboratério de entomologia da Se¢ao de Arbovi-
rologia e Febres Hemorrdgicas do Instituto Evan-
dro Chagas (SEARB/IEC). Ap6s identificagao, os
artropodes foram agrupados em lotes com base
na data, no local de captura e na espécie, sen-
do encaminhados para tentativas de isolamento
viral.

Amostras

Amostras de sangue total foram coletadas de
humanos residentes e de animais capturados na
drea de estudo, obedecendo as normas vigentes
de biosseguranga. Para amostras humanas, cerca
de 8 a 10mL de sangue foram coletadas de pa-
cientes clinicamente suspeitos de infeccao por
arbovirus (individuos com quadro febril agudo,
cefaléia, dor retro-orbitdria, mialgia, exantema
etc.), que procuraram, espontaneamente, 0s pos-
tos de saiide municipais, bem como por busca
ativa em residéncias, objetivando a coleta em
pessoas sauddveis e/ou assintomaticas. Amos-
tras de sangue também foram coletadas de pes-
soas assintomdticas. Todos os participantes con-
cordaram com os termos do estudo e assinaram
o termo de livre consentimento antes das coletas
de sangue.

Em relagao aos animais, a coleta foi realiza-
da obedecendo a relagdo entre peso do animal
e volume de sangue coletado (cerca de 10% do
volume sanguineo total circulante), segundo
as normas estabelecidas pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Animais do Instituto Evandro



Chagas (CEPAN/IEC). Eventualmente, visceras
de animais, que mostrassem sinais de doenca
ou fossem encontrados mortos em armadilhas
e redes de captura, foram coletadas para estudos
laboratoriais posteriores. Os animais convales-
centes foram eutanasiados, utilizando dose letal
de barbitirico (tiopental), administrada rapi-
damente via endovenosa. As amostras de soro
(tanto de humanos quanto de animais) foram
obtidas pela centrifugacdo do sangue total sem
anticoagulante, sendo estocadas a -20°C e/ou
em gelo seco até envio para os laboratdérios da
SEARB/IEC, objetivando a realizacdo de tenta-
tiva de isolamento viral e testes soroldgicos para
diferentes arbovirus.

Tentativa de isolamento

Para as tentativas de isolamento viral, foram uti-
lizadas: (i) amostras de sangue e soro coletadas
de pacientes clinicamente suspeitos de infeccao
causada por arbovirus com até cinco dias de do-
enca; (ii) amostras de sangue/soro, bem como
visceras de vertebrados silvestres; e (iii) lotes de
artrépodes devidamente identificados segundo a
espécie, o método de captura elocal de obtencao.
Todos os espécimes biolégicos foram conserva-
dos em nitrogénio liquido e, posteriormente, ino-
culados em camundongos recém-nascidos (Mus
musculus) e cultivos celulares (células C6/36 e
VERO). Tanto os animais quanto as linhagens ce-
lulares inoculadas com os espécimes biolégicos
foram observados diariamente por, no minimo,
duas semanas ou até que sinais de doenca (com-
prometimento do sistema nervoso central) ou
efeito citopatogénico fossem detectados no caso
de animais e células, respectivamente. A confir-
macao da presenca do virus em células infecta-
das foi feita pelas técnicas de imunofluorescén-
cia indireta (IFI) e fixacdo do complemento (FC),
enquanto que, em animais, foram utilizados as
técnicas de FC e o teste de neutralizacdo (TN),
conforme descrito previamente 5.

Sorologia

e Deteccdo de anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo para arbovirus

As amostras de soros humanos, bem como de
animais silvestres foram submetidas ao teste de
Inibicao da Hemaglutinagao (IH) em micropal-
cas, como descrito anteriormente 56,7, para a
pesquisa de anticorpos contra 19 tipos de arbovi-
rus: quatro alphavirus da familia Togaviridae (vi-
rus da encefalite eqiiina do Leste — VEEE; virus da
encefalite eqiiina do Oeste - VWEE; virus Mayaro
—VMAY e virus Mucambo — VMUC); nove flavivi-
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rus da familia Flaviviridae (virus Ilhéus — VILH;
virus Rocio — VROC; virus Dengue 1 - VDEN1; vi-
rus Dengue 2 - VDEN2; virus Dengue 3 —-VDEN3;
virus Dengue 4 — VDEN4; virus encefalite Saint
Louis — VSLE; virus da febre amarela [VFA] sil-
vestre, cepa H111; e o VFA vacinal, cepa 17D); e
seis orthobunyavirus da familia Bunyaviridae (vi-
rus Caraparu — VCAR; virus Catu — VCATU; virus
Guaroa — VGRO; virus Tacaiuma — VICM; virus
Maguari — VMAG; e virus Oropouche — VORO),
sendo consideradas positivas as amostras com
titulo reciproco > 1:20, quando utilizadas quatro
unidades de antigeno hemaglutinante.

e Deteccdo de anticorpos IgM

Anticorpos IgM foram pesquisados nos soros dos
pacientes, conforme a técnica adaptada a par-
tir de protocolos desenvolvidos previamente 89,
objetivando o diagndstico de infecgdes recentes
para os VDEN, VFA, VMAY e VORO, cuja metodo-
logia baseia-se na formag¢do de imunocomplexos
entre antigeno e anticorpo. As amostras positi-
vas foram consideradas aquelas cujo valor de
densidade 6tica corrigida (DO 4qs,,,,,) foi superior
ou igual ao valor de corte (DO 45, = 0,200), en-
quanto que as amostras negativas corresponde-
ram aquelas em que os valores de DO s, foram
inferiores ao valor de corte.

Caracterizacdo molecular

e Extracdo de RNA

A extracdo do RNA viral, a partir dos fluidos celu-
lares (VERO e/ou C6/36) infectados ou das amos-
tras biolégicas de humanos e animais silvestres,
foi realizada pela técnica do Trizol LS (Invitro-
gen, Estados Unidos), conforme instrucdes do
fabricante.

e Deteccdo do genoma viral, visualizagido
e purificacdo do produto amplificado

A técnica de RT-PCR em um tinico tubo 10 foi uti-
lizada para a amplificagdo do genoma de dife-
rentes arbovirus, previamente isolados, usando
iniciadores genéricos e degenerados (Tabela 1).
Ap6s a identificacao do grupo viral mediante a
utilizacdo de iniciadores de grupo, iniciadores
tipo especificos foram empregados para a ob-
tencgao de seqiiéncias especificas, e as reacdes de
RT-PCR foram realizadas conforme descrito por
Lanciotti et al. 10.

Cad. Salde Publica, Rio de Janeiro, 25(12):2583-2602, dez, 2009

2585



2586

Nunes MRT et al.

e Obtencdo das seqiiéncias

O seqiienciamento nucleotidico foi realizado
empregando os mesmos iniciadores utilizados
nareac¢ao de RT-PCR (Tabela 1) para os virus am-
plificados, bem como o kit ABI PRISM Dye Ter-
minator (Applied Biosystems, Estados Unidos),
cujas reacoes foram processadas em seqiiencia-
dor automaético, modelo ABI PRISM 377 (Applied
Biosystems, Estados Unidos), pelo emprego do
método de terminacgdo de cadeia por didesoxir-
ribonucleotideos marcados com substancias flu-
orescentes 11,

e Anilise das seqiiéncias e filogenia

As seqtiéncias obtidas foram, inicialmente, ana-
lisadas em qualidade empregando o programa
SeqMan star 5.03 (DNASTAR Inc., Madison, Es-
tados Unidos), sendo as mesmas usadas para
a montagem dos contigs utilizando o mesmo
programa. Arvores filogenéticas foram constru-
idas pelo método de Médxima Verossimilhanca
para seqiiéncias completas do gene de envelope
(E; 1.540 nt) do VDEN-3 utilizando diferentes
modelos de substituicao nucleotidica disponi-
veis no programa PAUP (Sinauer Associates;
http://paup.csit.fsu.edu/index.html), incluindo
(a) taxas de substituicdo c6don-especificas e (b)
o modelo GTR+I+I'4, em que GTR representa a
taxa de cada tipo de substituicdo nucleotidica
relativa ao modelo geral de reversibilidade, I a
proporcao de sitios invaridveis e I'4 corresponde
a forma padrao de distribui¢do gama estimada a
partir dos dados gerados. O modelo de substitui-
¢do GTR+I+I'4 também foi usado como base para
estimar drvores, empregando o método Bayesia-
no (Bayesian Markov chain Monte Carlo), com
auxilio dos programas MrBayes (http://mrbayes.
csit.fsu.edu/index.php) e BEAST (Bayesian Evo-
lutionary Analysis Sampling Trees; http://beast.
bio.ed.ac.uk). A arvore final apresentada para
a andlise foi estimada no programa BEAST (ta-
manho da cadeia = 25 milhdes, amostragem a
cada mil drvores), com valores cronolégicos cor-
respondentes ao ano de emergéncia do virus. As
taxas de substituicdes nucleotidicas e a idade do
ancestral comum mais recente foram estimadas,
para os dados gerados, usando modelos que per-
mitiram a determinacao das taxas de variacao
entre linhagens, utilizando o método de relégio
molecular relaxado 12, implementado no progra-
ma BEAST. As drvores foram enraizadas com o
VDEN-1 para melhorar a confiabilidade dos gru-
pamentos filogenéticos.
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Resultados

Estudo da fauna de vertebrados

Durante as trés expedicoes de campo realizadas
aos municipios de Trairdo e Novo Progresso, 772
animais foram capturados; dos quais, 418 foram
aves (54%), 328, mamiferos (42,5%), e 26, répteis
(3,5%). Entre as aves, foram identificadas, con-
forme a morfologia externa, cerca de 56 espécies
diferentes distribuidas em 50 géneros, 21 familias
e cinco ordens (Passeriformes, Columbiformes,
Coraciiformes, Piciformes e Strigiformes). A or-
dem Passeriformes teve maior representativida-
de, apresentando 15 familias e 47 espécies dife-
rentes, correspondendo a 91,1% (381 espécimes).
Dentro dessa ordem, a familia Thamnophilidae
(n=97) se destacou com 13 espécies, correspon-
dendo a 23,2% do total de aves capturadas. A
familia Furnariidae (n = 68) deteve 11 espécies,
equivalendo a 16,5% das aves capturadas. Duas
outras familias também foram representativas, a
familia Thraupidae (n = 46), com destaque para
a espécie Ramphocelus carbo (n = 28), e a familia
Tyrannidae (n = 15) com quatro espécies distin-
tas, sendo a Mecocerculus leucophrys a mais re-
presentativa. Dentre a classe Mammalia (n =228),
17 espécies distintas foram identificadas e distri-
buidas em nove familias e quatro ordens (Didel-
phimorphia, Chiroptera, Pilosa e Rodentia); das
quais, a ordem Rodentia foi a mais predominante
(n =159; 69,7%) com oito espécies distintas, sen-
do as espécies Proechymis guyannensis e Oxymyc-
terus amazonicus as com maior nimero de ani-
mais, totalizando 77 (33,7%) e 36 (15,7%) do total
de mamiferos capturados, respectivamente. A
ordem Didelphimorphia (n =28; 12,2%) apresen-
tou oito espécies diferentes. A espécie mais pre-
valente foi a Metachirus nudicaudatus, com nove
(32,14%) espécimes. A ordem Chiroptera (n =
49; 21,5%) teve, como representantes, morcegos
das espécies Carollia perspicillata (n = 43; 87,8%),
Glossophaga soricina (n = 3; 6,2%), Artibeus litu-
ratus (n = 1; 2%) e Phyllostomus discolor (n = 2;
2%), enquanto que a ordem Pilosa apresentou
duas espécies, Bradypus tridactylus (Bradypodi-
dae) e Choloepus didactylus (Megalonychidae).
A ordem Reptilia (n = 26), em sua maioria, foi re-
presentada por répteis da espécie Ameiva ameiva
(Teiidae), em um total de 25 animais (96,1%), e
por um unico exemplar da espécie Geochelone
denticulata (Testudinidae) (Tabela 2).

Estudo de artrépodes hematéfagos

Em relacdo aos artrépodes, o total de 28.315 es-
pécimes foram capturados, 21.018 (74,2%) pro-
venientes de Novo Progresso, e 7.297 (25,8%), de



Tabela 1
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Iniciadores utilizados para a amplificagéo de diferentes arbovirus que comumente circulam na regido Amazonica brasileira.

Familia/Género/virus Iniciadores Seqiiéncia (5' —3’) Regido Produto
Bunyaviridae/Orthobunyavirus * BUNS F AGTAGTGTACTCCAC SRNA
BUNS R AGTAGTGTGCTCCAC 900 a 1000 nt
Bunyaviridae/Orthobunyavirus/ ORO 1A AGTAGTGTACTCCACTAT
Oropouche ORO 25 AGTAGTGTGGCTCCACAT SRNA 754 nt
Bunyaviridae/Orthobunyavirus/sorogrupo BUNW S1 AGTAGTGTACTCCACACTA
Bunyamwera BUNW S2 AGTAGTGTGCTCCACCTAAAACTT SRNA 800 e 900 nt
Bunyaviridae/Phlebovirus Ph-P-F GGGGGGGGGGACACAAAG
Ph-P-R-RVF GCAAAGCTGGGGTGCATCAT SRNA 500 nt
Rhabdoviridae/Vesiculovirus * VN 55F CCIGCMAATGARAYCCW
VN 560R GTCARTTGYCCCCAGAARTG Nucleoproteina 500 nt
Reoviridae Ancor primer ** AGGTCTCGTAGACCGTGCACC Genoma completo NE
Primer (B) GGTGCACGGTCTACGAGACCT
Flaviviridae/Flavivirus * Flav100F AAYTCIACICAIGARATGTAY
Flav200R CCIARCCACATRWACCA NS5 800 a 1000 nt
Flaviviridae/Flavivirus/Dengue-1 D1 -E237F AGCCACACTGGTGGAAGAAC
D1-E1025R TCATCTTGGGTCGAAAAAGG Envelope 789 nt
Flaviviridae/Flavivirus/Dengue-2 D2/1171/F GAACCCAGTCTAAATGAA
D2/2023/R TATCTTTTTCTGTTACGA Envelope 853 nt
Flaviviridae/Flavivirus/Dengue-3 D3ENV 953F GGAAACAGAGATTTTGTGGA
DEN3 2492R AATTTGTATTGCTCTGTCCAGGT Envelope 1538 nt
Flaviviridae/Flavivirus/Febre Amarela YFENV 995-1013F GACAGGGATTTCATTGAGG
YFENV 1645-1664R GATGATGCATCTCTCTCCAC Envelope 670 nt
Togaviridae/Alphavirus * M2WF YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW
cM3WR ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC NS1 434 nt
Togaviridae/Alphavirus/Mayaro MAYE2 8366F GAAACAGTTCAAGGTCGAAG
MAY E2 9492R GACAATGGTTGTCGTAGGAT Envelope 1126 nt

* Iniciadores genéricos ou degenerados;

** Iniciador dncora amino-bloqueado na extremidade 3'; F: forward; R: reverso, D (A/G/T), K (G/T), N (A/C/G/T), R (A/G), V (A/C/G), W (A/T) and Y (C/T).

Trairdo, e distribuidos em 241 e 631 lotes, respec-
tivamente. Os insetos capturados foram distri-
buidos em trés familias: Culicidae, Psychodidae
e Ceratopogonidae. Os membros da familia Culi-
cidae foram os mais prevalentes (24.963; 88,2%),
distribuidos em 17 géneros e mais de 70 espécies
diferentes. O género Culex apresentou a maioria
dos mosquitos (n = 17.274), dos quais, a espécie
Culex (Mel.) sp. foi a mais prevalente com 13.693
(79,2%), seguido do género Coquillettidia (n =
1.969), sendo a espécie Coquillettidia venezue-
lensis representada por 288 espécimes (14,6%)
(Tabela 3).

No Municipio de Trairao, dos 7.297 espéci-
mes coletados, 6.771 (92,8%) foram obtidos ao
nivel do solo (atragdo humana, n = 2.795; isca

luminosa-CDC, n = 3.976), e 526 (7,2%), ao ni-
vel da copa das drvores. Quanto a distribuicao
por periodo de coleta, observou-se que o maior
numero de espécimes capturados ocorreu no pe-
riodo intermedidrio de chuva e seca (n = 3.764),
seguido dos periodos de seca (n = 1.925) e chu-
va (n = 1.607). Foram coletados 2.145 espécimes
da familia Ceratopogonidae e 700 da familia
Psychodidae, ambas com maior freqiiéncia nas
capturas noturnas. Em relacdo a familia Culici-
dae, foram capturados 4.452 (61,%) espécimes,
cujas espécies mais freqiientes, nos trés periodos
de coleta, foram Wyeomyia sp. (n = 1.558; 34,9%)
e Culex (Mel.) sp. (n = 838; 18,8%), ambas cap-
turadas com maior freqiiéncia no solo. Outras
espécies apresentaram percentual significativo
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Tabela 2

Relagdo de animais capturados em Trairdo e Novo Progresso na drea de abrangéncia da rodovia BR 163, Estado do Paré, Brasil.

Local Classe Ordem Familia Género/Espécie Espécimes Espécimes Espécimes
(Familia) (Ordem)
Trairdo Aves Passeriformes Cardinalidae Saltator coerulescens 3
Habia rubica 1 4
Conopophagidae Conopophaga aurita 3 3
Emberizidae Arremon taciturnus 25 25
Formicariidae Formicarius analis 5 5
Fringillidae Passerina cyanoides 9 9
cyanoides
Furnariidae Automolus infuscatus 4
Automolus rufipileatus 1
Deconychura longicauda 3
Dendrocincla fuliginosa 1
Xiphorhynchus picus 1
Glyphorynchus spirurus 16
Hylexetastes perrotii 2
Philydor pyrrhodes 4
Sclerurus mexicanus 5
Synallaxis gujanensis 1
Xiphorhynchus spixii 10 48
Muscicapidae Turdus fumigatus 3 3
Passeroidea Geothlypis aequinoctialis 1 1
Pipridae Pipra fasciicauda 35 35
Thamnophilidae Thamnophilus aethiops 3
Thamnophilus amazonicus 1
Thamnomanes caesius 8
Taraba major 4
Pyriglena leuconota 11
Pygiptila stellaris 1
Phlegopsis nigromaculata 16
Percnostola rufifrons 3
Myrmotherula longipennis 2
Myrmoborus myotherinus 3
Hypocnemis cantator 2
Hylophylax naevia 2
Cercomacra nigrescens 2 58
Thraupidae Ramphocelus carbo 22
Tachyphonus rufus 6
Thraupis palmarum 2 30
Troglodytidae Thryothorus genibarbis 1 1
Tyrannidae Mecocerculus leucophrys 1
Onychorhynchus coronatus 1
Pipra rubrocapilla 2
Attila spadiceus 2 6
Certhiidae Microcerculus marginatus 9 12 237
(continua)
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Tabela 2 (continuagéo)

ESTUDO ECO-EPIDEMIOLOGICO SOBRE ARBOVIRUS

Local Classe Ordem Familia Género/Espécie Espécimes Espécimes Espécimes Espécimes
(Familia) (Ordem) (Classe)
Trairao Aves Columbifor- Columbidae Leptotila rufaxilla 1 1
mes
Columbina passerina 2 2
Geotrygon montana 3
Geotrygon violacea 2 5 8
Coraciiformes Momotidae Momotus momota 2 2
Chloroceryle Chloroceryle inda 1 1 3
Piciformes Picidae Dryocopus lineatus 1 1
Bucconidae Malacopitila rufa 5 5 6
Strigiformes Strigidae Glaucidium brasilianum 2 2 2 256
Mammalia  Didelphimor- Didelphidae Metachirus nudicaudatus 3
phia
Philander opossum 2
Didelphis albiventris 4 9
Caluromyidae Caluromys phylander 1 1 10
Chiroptera Phyllostomidae Carollia perspicillata 20
Glossophaga soricina 3
Phyllostomus discolor 1 24 24
Pilosa Bradypodidae Bradypus tridactylus 1 1
Megalonychidae Choloepus didactylus 1 1 2
Rodentia ? Proechymis guyanensis 5 5
Cricetidae Oryzomys goeldi 10
Nectomis squamipes 15 25
Caluromyidae Caluromys phylander 15 15
Muridae Rattus rattus 3 3 48 84
Reptilia Squamata Teiidae Ameiva ameiva 6 6 6 6
Novo Aves Passeriformes Cardinalidae Saltator maximus 5
Progresso
Habia rubica 2 7
Emberizidae Arremon taciturnus 1
Sporophila caerulescens 10
Oryzoborus angolensis 8 19
Furnariidae Automolus infuscatus 3
Automolus rufipileatus 1
Deconychura longicauda 1
Dendrocincla fuliginosa 4
Xiphorhynchus picus 2
Glyphorynchus spirurus 1
Hylexetastes perrotii 1
Philydor pyrrhodes 3
Sclerurus mexicanus 1
Synallaxis gujanensis 2
Xiphorhynchus spixii 1 20
(continua)
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Tabela 2 (continuagéo)

Local Classe Ordem

Familia

Género/Espécie

Espécimes

Espécimes
(Familia)

Espécimes
(Ordem)

Espécimes
(Classe)

Novo Aves Passeriformes

Progresso

Columbifor-
mes

Piciformes

Mammalia  Didelphimor-

phia

Rodentia

Thamnophilidae

Thraupidae

Tyrannidae

Certhiidae
Muscicapidae
Conopophagidae
Formicariidae
Icteridae
Passeroidea
Pipridae
Certhiidae

Fringillidae

Troglodytidae
Columbidae

Bucconidae

Caluromyidae

Didelphinae

Cricetidae

Echimyidae

Thamnophilus aethiops

Thamnophilus amazonicus
Thamnomanes caesius
Taraba major
Pyriglena leuconota
Pygiptila stellaris
Myrmoborus myotherinus
Hypocnemis cantator
Hylophylax naevia
Cercomacra nigrescens
Ramphocelus carbo
Tachyphonus rufus
Thraupis palmarum
Thraupis episcopus
Mecocerculus leucophrys
Onychorhynchus coronatus
Pipra rubrocapilla
Attila spadiceus
Microcerculus marginatus
Turdus fumigatus
Conopophaga aurita
Formicarius analis
Cacicus cela
Geothlypis aequinoctialis
Pipra fasciicauda
Microcerculus marginatus

Passerina cyanoides
cyanoides

Thryothorus genibarbis

Leptotila rufaxilla

Columbina passerina

Geotrygon montana

Geotrygon violacea
Malacopitila rufa

Caluromys phylander

Monodelphis americana
Marmosa cinerea
Didelphis marsupialis
Metachirus nudicaudatus
Oxymycterus amazonicus
Neacomys guianae
Proechymis guyanensis

Proechimys longicaudatus

VNN W

w A W bk w ot w N -

-

a N W W

39

87

124

144

18

211

162

(continua)
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Tabela 2 (continuagéo)

ESTUDO ECO-EPIDEMIOLOGICO SOBRE ARBOVIRUS

Local Classe Ordem Familia Género/Espécie Espécimes Espécimes Espécimes Espécimes
(Familia) (Ordem) (Classe)
Novo Mammalia Chiroptera Phyllostomidae Carollia perspicillata 14
Progresso
Phyllostomus discolor 1
Artibeus lituratus 1 15 15 244
Reptilia Squamata Teiidae Ameiva ameiva 19
Testudines Testudinidae Geochelone denticulata 1 20 20
Total 772

?: ndo identificado.

Tabela 3

Artrépodes hematdfagos capturados nos sitios de estudo ao longo da area de abrangéncia da rodovia BR 163, Estado do Par4, Brasil.

Localidade Familia Género ou Espécie Espécimes Total (Familia) Total (localidade)
subfamilia
Trairdao Culicidae Anopheles Anopheles mediopunctatus 1
Anopheles nimbus 2
Anopheles oswaldoi 2
Anopheles (Anopheles) sp. 2
Anopheles (Nyssorhynchus) sp. 55
Coquillettidia Coquillettidia (Rhy.) arribazagae 120
Coquillettidia albicosta 3
Coquillettidia (Rhynchotaenia) sp. 124
Coquillettidia lynchi 96
Coquillettidia venezuelensis 288
Culex Culex (Carrollia) sp. 7
Culex coronator 32
Culex declarator 8
Culex (Culex) sp. 106
Culex (Melanoconion) sp. 838
Haemagogus Haemagogus leucocelaenus 3
Haemagogus janthinomys 118
Johnbelkinia Johnbelkinia longipes 21
Limatus Limatus sp. 34
Limatus durhamii 35
Limatus flavisetosus 46
Mansonia Mansonia humeralis 4
Mansonia (Mansonia) sp. 3
Ochlerotatus Ochlerotatus hastatus 1
Ochlerotatus hortator 2
Ochlerotatus scapularis 1
Ochlerotatus serratus 13
Ochlerotatus (Howardina) sp. 1
Phoniomyia Phoniomyia sp. 5
(continua)
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Tabele 3 (continuacéo)

Localidade Familia Género ou Espécie Espécimes Total (Familia) Total (localidade)
subfamilia
Trairdo Culicidae Psorophora Psorophora albipes 14
Psorophora cingulata 5
Psorophora ferox 3
Psorophora lutzii 3
Sabethes Sabethes belisarioi 131
Sabethes cyaneus 20
Sabethes chloropterus 41
Sabethes forattinii 4
Sabethes glaucodaemon 75
Sabethes quasicyaneus 18
Sabethes tarsopus 56
Sabethes (Sabethes) sp. 32
Sabethes intermedius 1
Trichoprosopon Trichoprosopon digitatum 117
Uranotaenia Uranotaenia calosomata 22
Uranotaenia (Uranotaenia) sp. 206
Uranotaenia geometrica 83
Uranotaenia hystera 11
Wyeomyia Wyeomyia melanocephala 81
Wyeomyia sp. 1.558 4.452
Ceratopogonidae  Culicoides Culicoides paraensis 2.145 2.145
Psychodidae Phlebotominae Flebétomos 700 700 7.297
Novo Progresso Culicidae Aedeomyia Aedeomyia squamipennis 3
Anopheles Anopheles mediopunctatus 7
Anopheles (Anopheles) sp. 1
Anopheles nimbus 1
Anopheles nuneztovari 1
Anopheles oswaldoi 13
Anopheles triannulatus 306
Anopheles (Nyssorhynchus) sp. 382
Coquillettidia Coquillettidia albicosta 242
Coquillettidia (Rhynchotaenia) sp. 227
Coquillettidia alynchi 59
Coquillettidia venezuelensis 810
Culex Culex (Carrollia) sp. 3
Culex coronator 610
Culex declarator 1
Culex pedroi 24
Culex (Culex) sp. 1.945
Culex (Melanoconion) sp. 13.693
Culex spissipes 7
Haemagogus Haemagogus leucocelaenus 4
Haemagogus janthinomys 100

(continua)
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Tabele 3 (continuacéo)

ESTUDO ECO-EPIDEMIOLOGICO SOBRE ARBOVIRUS

Localidade Familia Género ou Espécie Espécimes Total (Familia) Total (localidade)
subfamilia
Novo Progresso Culicidae Johnbelkinia Johnbelkinia longipes 6
Limatus Limatus sp. 15
Limatus durhamii 18
Limatus flavisetosus 10
Mansonia Mansonia titillans 6
Mansonia pseudotitillans 52
Mansonia (Mansonia) sp. 163
Mansonia argyrothorax 1
Ochlerotatus Ochlerotatus fulvus 2
Ochlerotatus scapularis 28
Ochlerotatus serratus 66
Ochlerotatus (Howardina) sp. 7
Orthopodomyia Orthopodomyia fascipes 1
Psorophora Psorophora albipes 730
Psorophora cingulata 187
Psorophora ferox 40
Psorophora lutzii 7
Psorophora (Janthinosoma) sp. 13
Sabethes Sabethes cyaneus 7
Sabethes chloropterus 12
Sabethes quasicyaneus 7
Sabethes tarsopus 3
Trichoprosopon Trichoprosopon digitatum 18
Uranotaenia Uranotaenia calosomata 10
Uranotaenia (Uranotaenia) sp. 93
Uranotaenia geométrica 1
Wyeomyia Uranotaenia hystera 1
Wyeomyia melanocephala 18
Wyeomyia sp. 540 20.511
Ceratopogonidae Culicoides Culicoides paraensis 36 36
Psychodidae Phlebotominae Flebétomos 471 471 21.018
Total 28.315

de captura em, pelo menos, um dos periodos de
coleta especificos, tais como: Haemagogus (Hag)
Jjanthinomys (n = 118; 2,6%) no periodo interme-
didrio; C. (Rhy) venezuelensis (n = 288; 6,5%) e
Uranotaenia (Ura) sp. (n = 206; 4,6%) no periodo
de seca; e Coquillettidia (Rhy) arribazagae (n =
120; 2,7%) no periodo chuvoso (Tabela 3).

Em relacdo ao Municipio de Novo Progresso,
dos 21.018 artrépodes coletados, 20.755 (98,7%)
foram obtidos em coletas diurnas ao nivel do so-
lo (atracdo humana, n = 2.700) e noturnas (isca
luminosa-CDC, n = 18.055), e apenas 269 (0,3%),

na copa das drvores (periodo diurno). A maior
freqiiéncia de captura foi durante o periodo chu-
voso (n = 12.549; 59,7%). O maior nimero de es-
pécimes coletados foi pertencente a familia Culi-
cidae (n = 20.511; 97,5%), seguido das familias
Psychodidae (n = 471; 2,2%) e Ceratopogonidae
(n = 36; 0,3%), capturados com maior freqiiéncia
em coletas noturnas. Na familia Culicidae, desta-
caram-se as espécies Culex (Mel.) sp. (n = 13.693;
65,14%) e Culex (Cux.) sp. (n = 1.945; 9,2%) por
apresentarem percentuais de capturas significa-
tivos nos trés periodos de coleta, além das es-
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pécies Anopheles (Nys.) triannulatus, Anopheles
(Nys.) sp., Coquillettidia (Rhy) albicosta, Coquil-
lettidia (Rhy) sp., C. (Rhy) venezuelensis, Culex
(Cux.) coronator, Mansonia (Man.) sp., Psoropho-
ra (Jan.) albipes, Psorophora (Gra.) cingulata e
Wyeomyia sp., as quais foram capturadas em, pe-
lo menos, um dos periodos de coleta (Tabela 3).

Prevaléncia de anticorpos para arbovirus
em humanos

Quanto aos humanos, o total de 1.398 soros de in-
dividuos residentes em Novo Progresso (n = 744)
e Trairao (n = 654) foram coletados; dos quais,
536 soros (38,3%) foram obtidos durante o peri-
odo intermedidrio de chuva e seca; 405 (28,9%),
durante a estacdo de seca; e 427 (32,8%), ao longo
da estacdo chuvosa.

Em relagdo a prevaléncia de anticorpos IH
na populacdao humana estudada, anticorpos TH
foram detectados para diversos arbovirus per-
tencentes aos géneros Flavivirus, Alphavirus e
Orthobunyavirus, principalmente em individuos
do sexo feminino entre a faixa etdria de 30 a 40
anos. Em 298 (23,3%) das 1.398 amostras, foram
encontrados anticorpos para arbovirus do géne-
ro Flavivirus, sendo 165 (55,3%) de Novo Progres-
so e 133 (44,7%) de Trairdo. Dessas, dez amostras
corresponderam a individuos que apresentaram
reagdes monotipicas para, pelo menos, um dos
sorotipos do VDEN, 31 para VFA vacinal e um pa-
ra o VSLE (Figura 1a). Ndo se observou correlagao
estatistica significante (32 =1,512; p = 0,4532) en-
tre positividade para anticorpos anti-flavivirus e
os periodos de coleta. Vinte e quatro individuos
apresentaram anticorpos contra virus do géne-
ro Orthobunyavirus, dos quais, 83,3% procede-
ram do Municipio de Trairao (Figura 1b), sendo
observadas reagées monotipicas para os VORO,
VMAG, VGRO, VICM, VCATU e VCAR. Dentre
os alphavirus, 79 reacdes tipo especificas foram
observadas para o VMAY, quatro para o VMUC,
trés para o VEEE e cinco para VWEE em ambos os
municipios (Figura 1c). Observou-se que, tanto
em Novo Progresso quanto em Trairdo, um maior
nidmero de pessoas apresentaram anticorpos IH
para os VMAY e VORO nos periodos intermedia-
rio e estacdo chuvosa (Figura 1d).

No que tange a deteccao de anticorpos IgM
em amostras IH positivas para flavivirus coleta-
das nos dois municipios paraenses incluidos no
estudo, 19 foram IgM positivas para dengue. Des-
sas, dez foram procedentes de Novo Progresso
(52,6%) e nove de Trairao (47,4%), todas coleta-
das no periodo intermedidrio de chuvas. Dentre
as amostras que apresentaram reacao monotipi-
caparaoVMAY (n=78), 10 (12,8%) apresentaram
anticorpos da classe IgM anti-VMAY, sendo seis
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procedentes de Novo Progresso e quatro de Trai-
rdo. Das amostras de Trairao que apresentaram
reacdo monotipica para o VORO no IH (n = 35),
apenas uma (2,8%) apresentou anticorpo IgM
anti-VORO.

Prevaléncia de anticorpos para arbovirus
em animais silvestres

Das 181 amostras de soro de animais silvestres
testadas (aves, mamiferos e répteis), 85 (46,9%)
foram procedentes de Novo Progresso e 96
(53,1%) de Trairao. Dessas, amostras obtidas de
dois répteis (A. ameiva) capturados em Novo Pro-
gresso foram IH positivas, sendo uma delas posi-
tiva para o VSLE e VCAR e a outra apresentando
reacao cruzada para flavivirus. Trés amostras de
aves (Phlegopsis nigromaculata) apresentaram
reacdo monotipica para o VSLE. Das amostras
coletadas em Trairao, cinco soros obtidos de aves
apresentaram reacdoes monotipicas para arbovi-
rus, sendo uma da espécie Pyriglena leuconota
(IH positivo para VWEE), uma ave da espécie
P nigromaculata (IH positivo para o VCAR e trés
aves IH positivas para o VSLE - duas aves da
espécie P nigromaculata e uma da espécie Ge-
otrygon montana). Anticorpos IgM anti-VDEN,
anti-VFA, anti-VMAY e anti-VORO nao foram
detectados.

Isolamento viral e obtencdo de seqiiéncias
nucleotidicas

Das amostras submetidas a tentativa de isola-
mento viral, apenas dois soros humanos cole-
tados em Novo Progresso (H 704898 e H 704785)
foram positivos, sendo os virus identificados co-
mo VDENS3 pelo teste de IFI. Os isolamentos vi-
rais foram confirmados pelo teste de RT-PCR. As
cepas isoladas foram amplificadas, inicialmente,
com iniciadores genéricos Flav 100F e Flav 200R
e, posteriormente, com iniciadores especificos
para o VDEN3 (Tabela 1), sendo obtidas seqiién-
cias completas do gene de envelope das mesmas
correspondendo a um produto com 1.543 nt.

Andlise das seqiiéncias e filogenia

A andlise das seqiiéncias completas do gene E
das duas cepas revelou alto grau de homologia
entre si e com outras cepas do VDEN3 (98,7%)
isoladas de diferentes regioes do Brasil, das Amé-
ricas e do mundo, sendo que as cepas estudadas
foram identificadas como membros do genétipo
11T, mais conhecido como genétipo do subconti-
nente indiano, comumente encontrado no Bra-
sil. A andlise Bayesiana subdividiu as amostras
em quatro grupos principais, identificadas como
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Figura 1

Distribuicdo das amostras que apresentaram anticorpos anti-flavivirus com relagao ao periodo de coleta e municipio de procedéncia (1a); Distribuicdo das amostras
que apresentaram anticorpos anti-orthobunyavirus por municipio (1b); Distribuicdo das amostras que apresentaram anticorpos anti-alphavirus por municipio (1c);

Distribuicdo das amostras positivas para os VORO e VMAY, segundo o municipio de origem e periodo de coleta das amostras (1d).

70
I Diversos flavivirus
I VDEN
60 I VFA vacinal
VESL
50 Anticorpos totais para o
— género Flavivirus
40
30
20
<= 10
s
e
B
£
< 0 1 1 1 1 -
1o 20 30 1o 20 Periodo de coleta/Municipio
Trairao Novo Progresso
1b)
25
I Novo Progresso
I Trairdo
20
15
10
s 5
£
Py
e
£ 0 | | e . - )
Ortobunyavirus VORO VCATU VCAR VGRO VMAG VICM Género
(continua)

Cad. Saude Publica, Rio de Janeiro, 25(12):2583-2602, dez, 2009



2596 Nunes MRT et al.

Figura 1 (continuacéo)
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Nota: 12 coleta no periodo intermediario de chuva; 22 coleta durante a estagdo de seca; 3a coleta durante a estagdo chuvosa.

* Anticorpos totais anti-orthobunyavirus.

VDEN: virus Dengue; VFA: virus da febre amarela; VESL: virus encefalite Saint Louis; VORO: virus Oropouche; VCATU: virus Catu; VCAR: virus Caraparu;
VGRO: virus Guaroa; VMAG: virus Maguari; VTCM: virus Tacaiuma; VMAY: virus Mayaro; VMUC: virus Mucambo; VEEE: virus da encefalite eqiina do Leste;
VWEE: virus da encefalite eqtiina do Oeste.
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gendtipos (I a IV). Dentro do grupo de interes-
se (gendtipo III), sete subclades foram formadas
(III-a, II-b, II-c, I11-d, III-e, ITI-f e ITI-g), sendo as
cepas de Novo Progresso incluidas na subclade
III-c e geneticamente mais relacionadas as cepas
isoladas em Belém durante a epidemia ocorrida
em 2008 (Figura 2). A subclade III-a incluiu cepas
de outras localidades do Brasil (Nordeste, Cen-
tro-Oeste e Sudeste brasileiros), cepas isoladas
de outros municipios do Estado do Para (Igarapé
Acgu, Parauapebas e Santarém), bem como cepas
isoladas no Paraguai, no ano de 2003. A subclade
III-b agrupou uma cepa de Roraima, isolada em
2002, e cepas das ilhas de Martinica e Cuba, iso-
ladas em 2000. As subclades I1I-d e III-e agrupa-
ram, respectivamente, cepas exclusivamente dos
Estados de Roraima e Rondonia, isoladas duran-
te o ano de 2005. As cepas venezuelanas foram
agrupadas juntamente com uma cepa do México
na subclade III-f, enquanto que as cepas isoladas
no subcontinente indiano (Sri Lanka, Samoa e
India) foram incluidas na subclade III-g.

A aplicacao do método de relégio molecular
permitiu verificar o periodo de emergéncia das
cepas em estudo, levando em consideracdo a taxa
meédia de substituicao nucleotidica por sitio e por
ano calculada em 4x10-4, estando a mesma den-
tro do valor observado para outros flavivirus 13.
Em relacdo as cepas paraenses isoladas em Novo
Progresso no ano de 2005, estimou-se a data de
emergéncia em 5,2 anos e sua associagao evolu-
tiva com as cepas do VDEN-3 que circularam em
Roraima e Rond6nia no mesmo ano, bem como
na Venezuela e no México entre os anos de 2000
e 2001, cujos periodos médios de emergéncia fo-
ram estimados em 10,5 (+ 4,2) anos (Figura 2).

Discussao

A regido amazonica brasileira, dentro de sua
vasta abrangéncia territorial, apresenta uma
enorme biodiversidade ainda pouco conhecida.
Nesse ambiente complexo, coabitam inimeras
espécies de vertebrados silvestres e de artrépo-
des hematéfagos que servem como hospedeiros
e vetores, respectivamente, para muitos agentes
patogénicos, dentre os quais, os arbovirus as-
sumem grande importancia em saude publica
na regido 1415. A acdo antrépica indiscriminada
desse ecossistema tem provocado, ao longo dos
anos, o surgimento de vérias arboviroses e de ou-
tras doengas virais. Durante o periodo de 1954 a
2006, foi possivel o isolamento de, pelo menos,
196 tipos diferentes de arbovirus, dos quais, 160
foram isolados, pela primeira vez, no Brasil (prin-
cipalmente na Amazonia brasileira), com, pelo
menos, 100 tipos novos para o mundo 16.

ESTUDO ECO-EPIDEMIOLOGICO SOBRE ARBOVIRUS

O crescimento populacional, a urbaniza¢do
desordenada e o desflorestamento produzem sé-
rios impactos ambientais, levando ao desequili-
brio do ecossistema, muitas vezes de forma irre-
versivel. Este desequilibrio ambiental observado
durante a abertura e asfaltamento de importantes
rodovias na Amazonia (Belém-Brasilia, Transama-
zoOnica e PA 150), e que vem sendo registrado ao
longo da rodovia Cuiabd-Santarém (BR 163), pode
proporcionar a emergéncia de diferentes arbovi-
rus, tornando possivel o contato direto do homem
com esses agentes 17,18,

No Brasil, cerca de 36 arbovirus tém sido as-
sociados a doenc¢a humana, alguns, inclusive,
ocasionando quadros graves que podem levar a
morte 14,17,18,19, Desses, cinco sdo de grande im-
portancia em termos de satide ptblica, pois estao
associados com epidemias, quais sejam: VDEN,
VORO, VMAY, VROC e VFA. Os VDEN e VORO
encontram-se associados a epidemias em areas
urbanas, enquanto que os VMAY, VROC e VFA a
doenca humana em dreas silvestres 20. Assim, a
investigacdo eco-epidemioldgica das arboviro-
ses na drea da BR 163 é de grande importancia
para verificar fatores possivelmente associados a
emergéncia e/ou reemergéncia de arbovirus pa-
togénicos ao homem.

Entre os artrépodes, um grande nimero de
insetos hematoéfagos foram identificados como
potenciais transmissores de arbovirus, princi-
palmente aqueles pertencentes as familias Culi-
cidae, Ceratopogonidae e Psychodidae. Dentre
os espécimes capturados e identificados como
membros da familia Culicidae, muitos tém sido
associados a isolamentos de arbovirus, bem co-
mo a transmissdao em natureza desses agentes
virais, como no caso do género Coquillettidia
com as espécies Coquillettidia arribazagae e Co-
quillettidia lynchi, das quais, o virus Una (Toga-
viridae, Alphavirus) e o virus Oriboca (VORI) e
virus Wyeomyia (VWYE), familia Bunyaviridae
do género Orthobunyavirus, tém sido isolados,
respectivamente. Outra espécie do género (C.
venezuelensis) também tem sido associada com
isolamentos e transmissao de diferentes arbovi-
rus dos géneros Flavivirus (VBSQ), Orthobunya-
virus (VGMA, VCATU, VORI, VORO e virus Moju
[VMOY])), Alphavirus (VMUC) e o virus Itaporan-
ga [VITP] um membro do género Phlebovirus 21.

Mosquitos do género Culex, que foram os
espécimes mais prevalentes principalmente no
Municipio de Novo Progresso, sdao reconhecidos
como vetores de diferentes arbovirus, tais como
Culex pedroi (virus Ananindeua — VANA, virus
Capim - VCAP, VEEE, VWEE, VGMA, VOR]I, virus
Ttaqui - VITQ), Culex coronator (VSLE, VCAR, e
VTUC), e Culex declarator (VSLE, VMO], Turlo-
ck [VTUR], VBSQ e VCATU). Outras espécies de
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Figura 2

Arvore filogenética construida pelo método Bayesiano para as cepas do VDEN-3 isoladas no Municipio de Novo Progresso,
Paré, Brasil, em 2005.
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culicideos pertencentes aos géneros Haemago-
gus, Ochlerotatus e Psorophora também sdo tidas
como importantes transmissoras de arbovirus,
principalmente H. janthinomys, Ochlerotatus
serratus, Psorophora albipes, Psorophora ferox,
e diferentes espécies de mosquitos do género
Sabethes (Sabethes), dos quais, o VFA tem sido
isolado 21. Ademais, outro importante arbovirus,
o VMAY (Togaviridae, Alphavirus), tem sido fre-
qiientemente isolado de H. janthinomys 21. Den-
tre os Ceratopogonidae, o Culicoides paraensis é
considerado o principal transmissor do VORO,
um orthobunyavirus que causa também uma
doenca febril aguda nao exantemadtica de gran-
de impacto socioecondémico em regioes tropicais
das Américas Central e do Sul, principalmente na
regido Amazodnica brasileira 22,23,24,25,26,

Os flebotomineos estdo amplamente asso-
ciados a transmissao de flebovirus (Phlebovirus,
Bunyaviridae). Esse género é composto por 53
flebovirus 27, dentre os quais, pelo menos, 21 fle-
bovirus foram isolados na Amazoénia brasileira
entre 1954 e 1994, dos quais, os virus Candiru,
Alenquer, Serra Norte e Morumbi tém sido asso-
ciados a doenca em humanos 15,28,

Em relacao aos vertebrados (mamiferos, rép-
teis e aves), os marsupiais (Didelphis marsupialis
e Caluromys phylander), roedores (P guyanensis,
Oryzomys goeldi) e edentatas (B. tridactylus e C.
didactylus) foram os principais mamiferos captu-
rados nas dreas estudadas, dos quais, diferentes
arbovirus ja foram isolados, tais como membros
pertencentes aos géneros Alphavirus (virus Pixu-
na [VPIX)]), Flavivirus (VBSQ,VSLE), Orthobunya-
virus (VORO, virus Utinga [VUTG], virus Macaua
[VMAC], VMOJ, virus Mirim [VMIR], virus Guaja-
ra [VGJR], VCAP, VGMA, virus Timboteua [VTBA])
e Phlebovirus (virus Itaituba [VITA], virus Belter-
ra [VBELT], virus Bujaru [VBU]J] e virus Urucuri
[VURU]), esses ultimos exclusivos de roedores
do género Proechymis 15. Arbovirus pertencentes
ao grupo Changuinola (virus Irituia, virus Jari e
virus Monte Dourado), bem como rhabdovirus
(Rhabdoviridae) pertencentes aos grupos antigé-
nicos Timb6 (virus Timbd, virus Chaco e virus Se-
na Madureira) e Mossuril (virus Marco) que tém
sido exclusivamente associados a répteis, e, no
caso dos virus do grupo Timbé, principalmente
a espécie A. ameiva 15. Em relacdo aos morce-
gos, as espécies A. literatus e membros do género
Carollia tém sido associados a isolamentos dos
virus Nepuyo (orthobunyavirus, grupo C) e Ta-
caribe (arenavirus), bem como ao isolamento do
herpesvirus Agua preta 15.

No que tange as aves, diversas espécies da
drea, pertencentes principalmente as ordens
Passeriforme e Piciforme, encontram-se asso-
ciadas com isolamentos de diferentes arbovirus,

ESTUDO ECO-EPIDEMIOLOGICO SOBRE ARBOVIRUS

com destaque para as espécies R. carbo (28 es-
pécimes) e Arremon taciturnus (26 espécimes),
ambas encontradas tanto em Novo Progresso
quanto em Trairdo, das quais, os VEEE e os ar-
bovirus VCPC, VGRO, VILH, VITP, VMAY, VORO,
VSLE, VTCM, VTUR e VWEE tém sido isolados,
respectivamente 29.

Os resultados sugerem a presenca de uma
rica biodiversidade animal com uma fauna apre-
sentando diferentes espécies de artrépodes e
vertebrados silvestres coexistindo em uma mes-
maregiao, o que sugere uma drea propicia para a
circulacdo e manutencao de arbovirus.

A prevaléncia de anticorpos IH para arbo-
virus, tanto em humanos quanto em animais
silvestres (maior prevaléncia para flavivirus), a
ocorréncia de reacdes monotipicas para o VMAY
e VORO, presenca de reacoes cruzadas para di-
ferentes orthobunyavirus e alphavirus, além do
baixo percentual de anticorpos IgM, sugere que a
maioria da populacao (humana e vertebrados sil-
vestres) ndo foi recentemente infectada por arbo-
virus, mas sim em um passado dificil de precisar,
indicando que a maioria se encontra suscetivel
a esses arbovirus. Vale ressaltar, no entanto, que
o encontro de anticorpos IgM para os VMAY e
VORO indicam infecgdes recentes. E importante
ressaltar que esses arbovirus sao associados com
epidemias na Amazonia, e é possivel que as alte-
racdes em curso na drea de influéncia da BR 163
venham a favorecer a dispersdo epidémica des-
ses virus como jd foi previamente documentado
na Amazonia 18,

Por outro lado, a andlise genética compa-
rativa das cepas do VDEN-3 isoladas em Novo
Progresso permitiu um melhor entendimento a
respeito da epidemiologia molecular desse agen-
te viral no que tange a dindmica evolutiva e de
dispersao desse virus na regiao. Demonstrou-se
um padrao heterogéneo de dispersao com a pre-
senca de duas portas principais de entrada do
VDEN-3 no Brasil entre 2000 e 2008: (i) pela fron-
teira Brasil-Venezuela, cujas cepas tiveram suas
emergeéncias estimadas em 12,1 (+ 6) anos, cau-
sando epidemias em diferentes estados da Re-
gido Norte (Pard, Roraima e Rondonia), incluindo
as cepas de Novo Progresso (sul do Estado do Pa-
rd), e dispersando-se no sentido Oeste (Rondo-
nia) — Norte (Pard), e (ii) pelas Ilhas Caribenhas,
principalmente Cuba, Repiblica Dominicana,
Martinica e Porto Rico, cuja emergéncia estima-
se em, aproximadamente, 11,2 (+ 5), com disper-
sdo multipla originando-se na Regido Sudeste,
no Estado do Rio de Janeiro 30,3132, em direcdo a
diferentes localidades das regides Centro-Oeste,
Nordeste e Norte e paises vizinhos do Cone Sul
(Figura 2).
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Em termos gerais, os dados obtidos (fauna,
sorologia e biologia molecular) sugerem que a
populacdo da drea em estudo encontra-se pouco
imunizada para arbovirus, o que requer um apro-
priado manejo do ambiente e medidas de pre-
vencao e controle, na tentativa de evitar a emer-
géncia de arbovirus que possam acarretar graves
problemas de satde ptiblica e s6cio-econémicos

Resumo

O presente estudo descreve os aspectos eco-epidemiolo-
gicos sobre arbovirus nos Municipios de Novo Progres-
so e Trairdo, Estado do Pard, Brasil, na drea de influ-
éncia da BR 163. Anticorpos IH foram detectados para
diferentes arbovirus, com reagées monotipicas para os
VMAY e VORO, dois importantes arbovirus associa-
dos a epidemias na Amazonia. Anticorpos IgM para o
VORO e VMAY foram detectados em soros humanos,
sugerindo infecgdo recente por esses arbovirus. Duas
cepas do VDEN-3 foram isoladas de pacientes febris
residentes em Novo Progresso e identificadas como
gendtipo III. Em termos gerais, os dados obtidos suge-

Cad. Saude Publica, Rio de Janeiro, 25(12):2583-2602, dez, 2009

paraaregiao, o que pode vir a ocorrer com a pavi-
mentacao da BR 163. Portanto, é importante um
monitoramento dindmico das populagdes locais
e de imigrantes quanto a presenca de anticorpos
para arbovirus, o que permitird um efetivo con-
trole das infec¢Ges por esses agentes virais nas
populacoes residentes na drea da rodovia dentro
do territorio paraense.

rem uma drea propicia para a circulagdo e manuten-
¢ao de arbovirus e uma populagdo pouco imunizada.
Portanto, é importante um monitoramento dindmico
das populagoes locais e de imigrantes e de animais sil-
vestres quanto a presencga de anticorpos e isolamentos
de arbovirus, o que permitird um efetivo controle das
infecgbes por esses agentes virais em residentes da drea
da rodovia dentro do territorio paraense.

Monitoramento Ambiental; Vetores de Doengas; Arbo-
virus; Surtos de Doengas; Doengas Transmissiveis



Colaboradores

M. R. T. Nunes participou da concepg¢ao do projeto,
amplificacao do genoma de arbovirus, do seqiiencia-
mento nucleotidico, da andlise dos dados e elaboracao
do artigo. T. E S. Barbosa e L. M. N. Casseb analisaram
os dados referentes aos morcegos, revisaram critica-
mente e aprovaram a versao final para publicagao. J. P.
Nunes Neto e N. O. Segura contribuiram com a andlise
dos dados referentes a captura de artrépodes hematé-
fagos nas dreas estudadas, revisao critica e aprovacao
da versao final para publicacdo. H. A. O. Monteiro rea-
lizou a anélise dos dados referentes a classificacao en-
tomoldgica dos espécimes de artrépodes capturados e
participou da elabora¢@o do artigo, revisdo critica do
manuscrito e aprovac¢ao da versao final para publica-
¢ao. E. V. Pinto participou da andlise dos dados refe-
rentes ao isolamento viral, da revisao critica do artigo e
aprovacao da versao final para publicagao. S. M. Casseb
contribuiu com a anélise dos dados genéticos (seqiien-
ciamento nucleotidico), revisao critica e aprovacao da
versao final para publicagao. J. O. Chiang participou da
andlise dos dados referentes a detec¢ao de anticorpos
IgM para arbovirus, da revisao critica e aprovacao da

Referéncias

1. Soares Filho B, Alencar A, Nesptad D, Cerqueira G,
Diaz MDYV, Rivero S, et al. Simulation the response
of land-cover changes to the roads paving and
governace along a major highways: the Santarem-
Cuiaba corridor. Glob Chang Biol 2004; 10:745-64.

2. Nepstad D, Carvalho G, Barros AC, Alencar A, Ca-
pobiaco JP, Bishop J, et al. Road paving, fire regime
feedbacks, and future of Amazon forests. For Ecol
Manage 2001; 154:395-407.

3. Roselem R. O impacto do desmatamento no ciclo
hidrolégico: um estudo de caso para a rodovia Cui-
abd-Santarém [Dissertacao de Mestrado]. Piracica-
ba: Escola Superior de Agricultura, Universidade de
Sao Paulo Luiz de Queiroz; 2005.

4. Ministério do Meio Ambiente. O Brasil e a conser-
vagao da Floresta Amazonica. InforMMA Especial
2006; jan.

5. Beaty BJ, Calisher CH, Shope RE. Arboviruses.
In: Schmidt NJ, Emmons RW, editors. Diagnostic
procedure for viral, rickettsial and chlamydial in-
fections. 6th Ed. Washington DC: American Public
Health Association; 1989. p. 795-855.

ESTUDO ECO-EPIDEMIOLOGICO SOBRE ARBOVIRUS

versao final para publicacao. L. C. Martins participou
da andlise e interpretacao dos dados referentes a testes
sorolégicos, deteccdo de anticorpos IH para arbovirus,
revisdo critica e aprovacgao da versao final para publi-
cagao. D. B. A. Medeiros analisou os dados referentes
a amplificacdo e ao seqiienciamento do genoma de
arbovirus e participou da elaboracao do artigo, revisao
critica e aprovagao da versao final. P. E C. Vasconcelos
contribuiu com a concepc¢ao do projeto, andlise e inter-
pretacao dos dados clinico-epidemiolégicos, redagao
do artigo, revisao critica e aprovacao da versao final
para publicacao.

Agradecimentos

A coordenacao do projeto BR 163 na drea de abrangén-
cia do Estado do Pard agradece aos técnicos Osvaldo
Vaz da Silva, Orlando Vaz da Silva, Basilio Buna Silva, El-
pidia, Ercilia, Maxuwel Furtado de Lima, Mario Ferro e
Maria pelo apoio técnico de trabalho de campo no que
tange a captura de animais e artrépodes de campo, co-
leta de amostras para sorologia, tentativa de isolamento
viral e deteccdo do genoma viral.

6. Clarke DH, Casals J. Technique for hemaggluti-
nation and hemagglutination inhibition with ar-
thropod-borne viruses. Am J Trop Med Hyg 1958;
7:561-73.

7. Shope RE. The use of a microhemagglutination-
inhibition test to follow antibody response after
arthropod-borne virus infection in a community
of forest animals. An Microbiol (Rio J.) 1963; 11:
167-71.

8. Kuno G, Gomez J, Gubler DJ. Detecting artificial
antidengue IgM immune complexes using an en-
zymelinked immunosorbent assay. Am J Trop Med
Hyg 1987; 36:153-9.

9. Vasconcelos PFC, Travassos-da-Rosa JFS, Rodri-
gues SC, Dégallier N, Travassos-da-Rosa APA.
Primeiro registro de epidemias causadas pelo virus
Oropouche nos estados do Maranhao e Goids, Bra-
sil. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 1989; 4:271-8.

Cad. Saude Publica, Rio de Janeiro, 25(12):2583-2602, dez, 2009

2601



2602

Nunes MRT et al.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Lanciotti RS, Calisher CH, Gubler DJ, Chang GJ,
Vorndam AV. Rapid detection and typing of den-
gue viruses from clinical samples by using reverse
transcriptase-polymerase chain reaction. J Clin
Microbiol 1992; 30:545-51.

Sanger E Nicklen S, Coulson AR. DNA sequencing
with chain-terminating inhibitors. Proc Natl Acad
Sci USA 1977; 74:5463-7.

Drummond AJ, Ho SYW, Phillips MJ, Rambaut A.
Relaxed phylogenetics and dating with confidence.
PLoS Biol 2006; 4:e88.

Jenkins GMR. Rates of molecular evolution in RNA
viruses: A quantitative phylogenetic analysis. ] Mol
Evol 2002; 54:156-65.

Travassos-da-Rosa APA, Travassos-da-Rosa JFS,
Pinheiro FP, Vasconcelos PFC. Arboviroses. In:
Leao RNQ, organizador. Doengas infecciosas e
parasitdrias — enfoque Amazonico. Belém: Editora
Cejup/Universidade do Estado do Pard/Instituto
Evandro Chagas; 1997. p. 207-25.
Travassos-da-Rosa JFS, Travassos-da-Rosa APA,
Vasconcelos PFC, Pinheiro FP, Rodrigues SG,
Travassos-da-Rosa ES, et al. Arboviruses isolated
in Evandro Chagas Institute, including some de-
scribed for the first time in the Brazilian Amazon
Region, their known hosts, and their pathology for
man. In: Travassos-da-Rosa APA, Vasconcelos PFC,
Travassos-da-Rosa JFS, organizadores. An over-
view of Arbovirology in Brazil and neighbouring
countries. Grafica e Editora Santo Antonio: 1998.
p- 19-31.

Martins LC, Diniz JAP, Silva EVP, Barros VLRS,
Monteiro HAO, Azevedo RSS, et al. Characteriza-
tion of Minacu virus (Reoviridae: Orbivirus) and
pathological changes in experimentally infected
newborn mice. Int J Exp Pathol 2007; 88:63-73.
Vasconcelos PFC, Travassos-da-Rosa APA, Degal-
lier N, Travassos-da-Rosa JFS, Pinheiro FP. Clini-
cal and ecoepidemiological situation of human
arboviruses in Brasilian Amazon. Ciénc Cult 1992;
44:117-24.

Vasconcelos PFC, Travassos-da-Rosa APA, Rodri-
gues SG, Travassos-da-Rosa ES, Monteiro HAO,
Cruz ACR, et al. Yellow fever in Para State, Amazon
region of Brazil, 1998-1999. Entomological and
epidemiological findings. Emerg Infect Dis 2001;
7:565-9.

Pinheiro FP, Travassos-da-Rosa APA, Vasconcelos
PFC. Arboviroses. In: Veronesi R, Foccacia R, orga-
nizadores. Tratado de infectologia. Sao Paulo: Edi-
tora Ateneu; 1997. p. 169-80.

Vasconcelos PFC, Travassos-da-Rosa APA, Hervé
JP, Travassos-da-Rosa JFS. Febre amarela silvestre
no Estado do Pard, Brasil, 1984. Inf Epidemiol SUS
1984; 16:97-104.

Travassos-da-Rosa APA, Travassos-da Rosa ES, Tra-
vassos-da-Rosa JES, Dégallier N, Vasconcelos PFC,
Rodrigues SG, et al. Os arbovirus no Brasil: gen-
eralidades, métodos e técnicas de estudo. Belém:
Instituto Evandro Chagas; 1994. (Documento Téc-
nico, 1994).

Cad. Saude Publica, Rio de Janeiro, 25(12):2583-2602, dez, 2009

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Pinheiro FP, Travassos-da-Rosa APA, Vasconcelos
PFC. Oropouche fever. In: Feigin RD, Demmler GJ,
Kaplan SL, editors. Textbook of pediatric infectious
diseases. 5th Ed. Philadelphia: Saunders; 2004. p.
2418-23.

Nunes MRT, Martins LC, Rodrigues SG, Chiang JO,
Azevedo RSS, Travassos-da-Rosa APA, et al. Oro-
pouche virus isolation, Southeast Brazil. Emerg
Infect Dis 2005; 11:1610-3.

Azevedo RSS, Nunes MRT, Chiang JO, Bensabath G,
Vasconcelos HB, Pinto AYN, et al. Reemergence of
Oropouche fever in Northern Brazil. Emerg Infect
Dis 2007; 13:912-5.

Nunes MRT, Vasconcelos HB, Medeiros DBA. Ro-
drigues SG, Azevedo RSS, Chiang JO, et al. A febre
do Oropouche: uma revisdao dos aspectos epide-
miolégicos e moleculares na Amazonia Brasileira.
Cad Satde Colet 2007; 15:303-18.

Vasconcelos HB, Azevedo RSS, Casseb Nunes-
Neto JP, Chiang JO, Cantudria PC, Segura MNO, et
al. Oropouche fever epidemic in Northern Brazil:
epidemiology and molecular characterization of
isolates. J Clin Virol 2009; 44:129-33.

Fauquet CM, Mayo M, Maniloff ], Desselberger U,
Ball LA. Virus taxonomy classification and nomen-
clature of viruses. 8th Ed. San Diego: Elsevier Aca-
demic Press; 2005.

Rodrigues SG, Travassos-da-Rosa APA, Vasconcelos
PFC, Tesh RB, Travassos-da-Rosa JFS. Character-
ization of two new phleboviruses associated with
human illness from the Amazon region of Brazil.
In: Travassos-da-Rosa APA, Vasconcelos PFC, Tra-
vassos-da-Rosa JFS, organizadores. An overview of
arbovirology in Brazil and neighbouring countries.
Belém: Gréfica e Editora Santo Antonio; 1998.
p. 100-5.

Nicolas D, Travassos-da-Rosa APA, Silva JMC, Ro-
drigues SG, Vasconcelos PFC, Travassos-da-Rosa
JES, et al. As aves como hospedeiras de arbovirus
na Amazodnia Brasileira. Bol Mus Para Emilio
Goeldi, Zool 1992; 8:69-111.

Nogueira RMR, Miagostovich MP, Filippis AMB,
Pereira MAS, Schatzmayr HG. Dengue virus type
3 in Rio de Janeiro, Brazil. Mem Instituto Oswaldo
Cruz 2001; 96:925-6.

Aquino VH, Anatriello E, Gongalves PE Silva EV,
Vasconcelos PE Vieira DS, et al. Molecular epi-
demiology of dengue type 3 virus in Brazil and
Paraguay, 2002-2004. Am J Trop Med Hyg 2006;
75:710-5.

Aquino JD, TangWE Ishii R, Ono T, EshitaY, Aono H,
et al. Molecular epidemiology of dengue virus se-
rotypes 2 and 3 in Paraguay during 2001-2006: the
association of viral clade introductions with shift-
ing serotype dominance. Virus Res 2008; 137:266-
70.

Recebido em 10/Fev/2009

Versao final reapresentada em 14/Jul/2009
Aprovada em 20/Jul/2009





