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Resumo

O Estado do Para corresponde a 26% da Amazodnica brasileira, onde uma grande quantidade de
Arbovirus tem sido descrito. O presente trabalho teve como objetivo determinar a prevaléncia de
anticorpos detectados pela técnica de inibicdo de hemaglutinacdo contra nove tipos diferentes de
arbovirus da familia Bunyaviridae, sendo oito do género Orthobunyavirus: virus Guaroa, virus
Maguari, virus Tacaiuma, virus Utinga, virus Belem, virus Caraparu, virus Oropouche e virus Catu
e um do género Phlebovirus: virus Icoaraci, em soros de bufalos de 4gua no Estado do Para, Brasil.
Para todos os Arbovirus investigados houve presenca de anticorpos, com excecdo do virus Belém.
Anticorpos para o virus Maguari foram mais prevalentes (7,33%). O rebanho bubalino do presente
estudo mostrou variaveis niveis de anticorpos em reacfes heterotipicas e monotipicas podendo
indicar que ha circula¢do da maioria dos bunyavirus estudados em bufalos domésticos no estado do
Par, e que o virus Maguari é o de maior circulagdo. Por isso, Sd0 necessarios outros estudos para
investigar o papel dos bufalos de 4gua na manutencéo e dispersdo de arbovirus, assim como se esses
virus podem causar enfermidades na referida espécie, principalmente, em casos de defeitos
congénitos e abortamentos.

Palavras-chave: Bubalus bubalis; Bunyaviridae; Teste de Inibicdo da Hemaglutinagdo; virus
Maguari.

Abstract

The State of Para comprises 26% of Brazilian Amazon region where a large diversity of arboviruses
has been described. This study sought to assess the prevalence and distribution of
haemagglutination-inhibition antibodies against antigens of nine different types of arbovirus of the
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Bunyaviridae family, where eight were Orthobunyavirus: Guaroa virus, Maguari virus, Tacaiuma
virus, Utinga virus, Belem virus, Caraparu virus, Oropouche virus and Catu virus, and one
Phlebovirus: Icoaraci virus in sera samples of water buffaloes in Para State, Brazil. For all
Arboviruses investigated there were antibodies, with the exception of Belem virus. Antibodies to
Maguari virus were more prevalent (7.33%). The water buffaloes of the present study showed
variable levels of antibodies in monotypic and heterotypic reactions that may indicate there are
movements from most bunyavirus studied in domestic buffaloes in the state of Para, and the
Maguari virus presents the largest circulation. Therefore, further studies are needed to investigate
the role of water buffalo in the maintenance and dispersal of arboviruses, as well as whether these
viruses can cause disease in that species, especially in cases of birth defects and abortions.
Keywords: Bubalus bubalis; Bunyaviridae; Haemagglutination Inhibition Test; Maguari virus.
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Introducéo

Em 1942 a expressdo arthropod-borne virus foi adotada para classificar um grupo de virus de
animais que se propagam em artropodes e sdo transmitidos biologicamente aos hospedeiros
vertebrados. Duas décadas depois, 0 Subcomité Internacional para Nomenclatura Viral recomendou
a adocdo oficial do termo arbovirus (arbovirus) para designacdo dos virus que sdo mantidos em
natureza em ciclos envolvendo vetores artropodes hemat6fagos e hospedeiros vertebrados®.

A familia Bunyaviridae constitui a maior familia dos virus de acido ribonucléico (RNA), possuindo
0 maior numero de arbovirus conhecidos, com aproximadamente 305 tipos distribuidos em cinco
géneros: Orthobunyavirus (172 entre espécies, subtipos, espécies tentativas e virus ndo grupados),
Nairovirus (34 entre espécies, sorogrupos e tipos), Phlebovirus (52 entre espécies, espécies
tentativas, tipos e subtipos virais), Tospovirus (14 entre espécies e espécies tentativas) e Hantavirus
(24 espécies), afora 41 espécies e grupos ndo classificados em géneros na familia Bunyaviridae e 23
sorotipos ndo classificados e ndo agrupados. Ressalta-se que os virus do género Tospovirus sdo
virus de insetos e os virus do género Hantavirus sdo virus de roedores e ndo sdo considerados
arbovirus®.

O género Orthobunyavirus apresenta os seguintes arbovirus que causam doenca em animais
domeésticos: Virus Akabane (AKAV), Virus do Cache Valley (CVV), Virus da febre hemorragica
da Crimean-Congo (CCHFV), Virus aino (AINV) e Virus peaton (PEAV); o género Nairovirus
apresenta arbovirus Virus da doenca dos ovinos de Nairobi (NSDV), que causa doenca em animais
domeésticos; e 0 género Phlebovirus que apresenta arbovirus Virus da febre do Rift Valley (RVFV),
que causa doenca em animais domésticos. Esses arbovirus manifestam principalmente quadro de
abortamento e anomalias congénitas, assim como casos de gastrenterite hemorragica nos animais
doentes®; no entanto, ndo ha descricdes da circulago desses arbovirus na América do Sul®.

A familia Bunynaviridae apresenta dez sorogrupos, com representantes isolados em animais
silvestres ou mosquitos hematofagos na Amazonia brasileira, que sdo: Grupo C (ex. virus
Caraparu-CARV), Grupo Anopheles A (ex. virus Tacaiuma-TCMV), Grupo Bunyamwera (ex.
virus Maguari-MAGV), Grupo California (ex. virus Guaroa-GROV), Grupo Capim (ex. virus

Cienc. anim. bras. v.16,n.3, p. 428-436 jul./set. 2015



430 CASSEB, AR. etal.

Capim), Grupo Gamboa (ex. virus Gamboa), Grupo Guama (ex. virus Catu-CATUV), Grupo
Pacora, Grupo Simbu (ex. virus Oropouche-ORQV e virus Utinga-UTIV) e Grupo Turlock, assim
como Vvarios virus ndo agrupados. O género Phlebovirus apresenta um Unico grupo denominado
Phlebotomus Fever (ex. virus lcoaraci-ICOV), com 22 tipos diferentes®. N&o ha relato de
enfermidades em animais domésticos relacionadas com arbovirus da familia Bunyaviridae no
territorio brasileiro, apesar de haver algumas enfermidades humanas. A circulacdo dos virus desta
familia ja fora identificada em animais silvestres na Amazonia Brasileira®.

A floresta amazbnica € uma das maiores reservas de arbovirus do mundo, ndo s6 devido as
condigdes climaticas favoraveis, mas também a grande diversidade da fauna e flora, com abundante
variedade de artropodes hematofagos e vertebrados silvestres, que constituem os elementos
fundamentais para a manutencgdo desses virus e o estado do Para, com 1.248.042 km? de extenso,
representa 16,66% do territorio brasileiro e 26% da Amazonia brasileira; é cortado pela linha do
Equador no seu extremo norte, sendo dividido em 144 municipios, onde vivem cerca de seis
milhdes de pessoas®.

Dos arbovirus registrados no Catalogo Internacional sdo conhecidos aproximadamente cem que
infectam humanos e quarenta que infectam animais domésticos. Alguns desses arbovirus causam
somente infecgBes subclinicas detectadas pela presenca de anticorpos®™. Tais infeccbes nao
provocam um efeito evidente na satde, mas podem indicar que um arbovirus esta circulando e que
0s animais com viremia podem servir de fonte de infeccdo para vetores artropodes hematofagos(”.
Por até onde se sabe, ndo existem registros de estudos sobre bufalos de agua voltados para
investigar a prevaléncia de anticorpos nem avaliacdo sobre o possivel papel que esses animais
desempenham no ciclo de manutencdo e sua importancia na dispersdo de arbovirus da familia
Bunyaviridae e este foi o direcionamento deste estudo.

Material e Métodos

O presente trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
Evandro Chagas (IEC), sob o numero 054/2009 CEPAN/IEC. Neste estudo, as mesorregides foram
agrupadas em trés macrorregides: Nordeste, composta pelas mesorregides do Marajo, Metropolitana
de Belém e Nordeste Paraense propriamente; Oeste, composta pelas mesorregides do Baixo
Amazonas e Sudoeste Paraense; e Sudeste, composta pela mesorregido do Sudeste Paraense.

O sangue dos animais foi obtido em 2009 nas seis mesorregides do estado do Para, conforme
descricdo a seguir: Mesorregido do Baixo Amazonas (100), nos municipios de Santarém, Prainha e
Alenguer; Mesorregido do Marajo (154), nos municipios de Salvaterra e Soure; Mesorregido
Metropolitana de Belém (100), nos municipios de Belém, Castanhal e Bujaru; Mesorregido do
Sudoeste Paraense (100) nos municipios de Altamira, Brasil Novo e Vitdria do Xingu; Mesorregiao
do Sudeste Paraense (100), nos municipios de Redencdo, Paragominas, Tucurui e Xinguara; e
Mesorregido do Nordeste Paraense (100), nos municipios de Nova Timboteua, Capitdo Poco,
Capanema, Tailandia, Tomé-Acu, Peixe Boi, Braganca e Ipixuna do Para (Figura 1).

A coleta foi por pungéo venosa jugular a vacuo, sem uso de anticoagulante, e os animais submetidos
a sangria eram bufalos de agua (Bubalus bubalis), independente de sexo ou raga. Foram obtidas 654
amostras de animais adultos (idade superior a dois anos), nascidos e criados na regido. Apos a
adequada contencdo do animal e assepsia local. O sangue colhido, de 5 a 10 mL, foi deixado em
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repouso por cerca de 90 minutos para a coagulacdo e separacdo do soro e, em seguida, submetido a
centrifugacdo a 2.000 xg por 5 minutos. O soro separado foi transportado em gelo e posteriormente
armazenado a -70 °C até a realizacao do teste sorolégico.

O teste de inibicdo de hemaglutinacdo (IH) foi realizado de acordo com o protocolo adaptado para
microplacas descrito por Shope®. O teste foi realizado usando-se antigenos de arbovirus isolados
no Brasil, em um painel constituido de nove tipos diferentes de arbovirus (Tabela 1), pertencentes
ao acervo da Secdo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas,
Ananindeua-PA, Brasil. Esses antigenos foram preparados a partir de cérebros, figados ou soros
infectados de camundongos recém-nascidos, pela técnica de extracdo por sucrose-acetona, € 0S
soros foram testados (dilui¢do inicial 1:20) contra 4 unidades dos antigenos®.
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Figura 1- Mapa do estado do Par4, indicando as mesorregides € Municipios da area de estudo
em bufalos de agua, Brasil, 20009.

Fonte: Adaptado de IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) Divisao MAPAS33441148189.
[2006b] Banco de dados agregados. Sistema IBGE de recuperacdo automatica — SIDRA. Disponivel em
<http://www.sidra.ibge.gov.br>, Acesso em 10/10/2013.

O critério de positividade foi o recomendado por Rodrigues et al.!?, sendo as reac@es positivas
classificadas como monotipicas (quando a reatividade ocorreu para apenas um antigeno ou reagao
para um dos antigenos foi pelo menos 4 vezes maior que para 0s demais antigenos de membros do
mesmo género viral), heterotipicas (quando a reatividade para antigenos de um mesmo género de
virus demonstrou titulos semelhantes ou o predominio para um dado antigeno foi menor que 4
vezes 0s demais) e reacOes totais (reagdes monotipicas e heterotipicas).

Os resultados foram tabulados e confrontados pelo teste do Qui-quadrado de aderéncia, cujos
escores amostrais foram mensurados admitindo-se nivel de significancia (a) de 0,05 para rejei¢ao
da hipétese de nulidade (p< «) implementado pelo programa BioEstat 5.0,
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Tabela 1: Antigenos de nove tipos diferentes de arbovirus da familia Bunvaviridae 1solados
no Brasil e pertencentes ao acervo da Secdo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas do
Instituto Evandro Chagas. Ananindena-PA . Brasil

Géneros Antigenos Virais Cepa
virus Guarea (GROV) Be H 22063
virus Maguari (MAGV) Be AR 7272
virus Tacaiuma (TCMV) Be AN T3

Orthoburyavirus virus Utinga (UTIV) Be AN 84785
virus Belem (BLMV) Be AN 141106
virus Caraparu (CARV) Be AN 3994
virus Orapouche (OROV) Be AN 19991
virus Catu (CATUV) Be H 151

Phlebovirus virus Ieoaraci (ICOV) Be AN 24262

Resultados e Discussao

No presente estudo, foi determinada a prevaléncia de anticorpos IH para nove tipos de virus da
familia Bunyaviridae em bdfalos de agua. Foram detectados anticorpos contra oito arbovirus
analisados e ndo houve positividade para o Virus Belém (Tabela 2). Na mesorregido Metropolitana
de Belém ndo houve deteccdo de anticorpos para o ICOV e OROV; na mesorregido do Nordeste
Paraense ndo foram detectados anticorpos para 0 OROV; na mesorregido do Sudeste Paraense ndo
foram encontrados anticorpos nos animais analisados para 0 CARV. O encontro dessas rea¢des para
o0s virus estudados comprova a circulacdo desses arbovirus da familia Bunyaviridae no estado do
Pard, Amazonia brasileira, em bufalos de agua.

Esses achados, em bufalos de agua, sdo importantes, pois sdo raras as evidéncias incriminando esses
animais as infec¢fes por arbovirus, embora esses virus encontrem condicGes favoraveis a sua
manuten¢do em natureza dada a grande biodiversidade na regido Amazonica do Brasil e 0 héabito da
espécie que vive em terras alagadas onde ha grande niimero de insetos hematdfagos. E interessante
notar, também, que a positividade estava presente muitas vezes para diferentes virus em um mesmo
soro animal (reacOes heterotipicas), sugerindo que estes se infectaram por mais de um arbovirus,
assim como um elevado numero de reagdes monotipicas demonstrando infec¢cdo por um Unico
virus.

As enfermidades causadas por arbovirus da familia Bunyaviridae em animais domésticos que
causam, principalmente, abortamento com anomalias congénitas, diferem das doencas causadas
pelos arbovirus da familia Togaviridae e Flaviviridae, que causam sindromes sistémicas,
enceféalicas ou hemorragicas™. Os agentes virais sdo importantes causadores de abortamento em
bovinos e anomalias congénitas®? %),
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Tabela 2: Distribuicdo da prevaléncia de anticorpos IH para antigenos de nove arbovirus da
familia Bunyaviridae de soro de bufalos de agua com reacdes heterotipicas, reagoes
monotipicas € reacdes totais, Estado do Para. Brasil, 2009

Bufalos de agua

N=654

Virus RH %RH RM %RM RT %RT
GROV 01 0.15 06 0.91 07 1.07
MAGV 05 0.76 43 6.64 48 7.33
TCMV 01 0.15 08 1.22 09 1.37
ICOV --- --- 15 2.33 15 2.33
UTIV --- --- 03 0.45 03 0.45
BLMV --- --- --- --- --- ---
CARV --- --- 06 0.91 06 0.91
OROV 02 0.30 01 0.15 03 0.45
CATUV 01 0.15 06 0.91 07 1.07

RH- Reacdes heterotipcas; RM- Reaces monotipicas; RT- Reacdes totais; GROV- virus Guaroa; MAGV- virus
Maguary; TCMV- virus Tacaiuma; ICOV- virus Icoaract; UTIV- virus Utinga; BLMV- virus Belem; CARV-
virus Caraparu; OROV- virus Oropouche; CATU- virus Catu.

O MAGYV é antigenicamente relacionado com os arbovirus CVV, KRIV e MDV® ¥ que sio
sabidamente causadores de febre, abortos, anomalias congénitas e encefalites em animais na
América do Norte (CVV e MDV) e América do Sul e Central (KRIV), ja foi isolado de equinos na
Guiana Francesa® e Colombia®®, bem como foi descrita imunidade em bufalos, equinos, ovinos e
bovinos e em humanos no Brasil e Argentina2Y. O MAGV foi o virus com maior prevaléncia de
anticorpos IH neste estudo e reforga-se a necessidade de que novos estudos sejam realizados para
determinar a sua patogénese nesses animais assim como sua importancia epidemiol6gica. Em um
estudo realizado no pantanal brasileiro, Iversson et al.%? encontraram anticorpos neutralizantes para
0 MAGV em 28% dos equinos testados e Monath et al.*®, em estudo conduzido em equinos da
Argentina, obtiveram uma prevaléncia de anticorpos neutralizantes de 80% para o0 MAGV, sem,
porém, terem sido registradas epidemias de encefalites ou ocorréncia de defeitos congénitos por
esse arbovirus.

O CVV pertence ao sorogrupo Bunyamwera, estd associado a defeitos congénitos de ovinos em
rebanhos na América do Norte™® e ja foi isolado de um equino com encefalite nos EUA®®. Um
arbovirus isolado de um equino febril na Argentina foi identificado como Kairi virus (KRIV),
também, pertencente ao sorogrupo Bunyamwera®®. O arbovirus Main Drain virus (MDV) também
ja foi isolado de equinos com encefalite na Califérnia, EUA(?) e ovelhas gestantes inoculadas
experimentalmente produziram teratogénese*®).

O RVFV é causa importante de doenca humana e apresenta importancia considerdvel na
mortalidade de animais recém-nascidos; é também causa de abortos em animais domésticos em
especial em ovinos, bovinos e bubalinos, sendo endémico no sul e leste da Africa®®. Esse arbovirus
do género Phlebovirus € relacionado geneticamente ao ICOV, que apresentou a segunda maior
prevaléncia de anticorpos IH em reacOes totais (2,33%) no presente estudo. O ICOV foi isolado
pela primeira vez em roedores silvestres em uma floresta proxima a Belém, Estado do Para, em
1960, e anticorpos IH sdo frequentemente detectados em pequenos animais da floresta,
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especialmente roedores, porém, nio tem sido encontrado na populagdo humana de Belém®®,
Destaca-se que ndo foram detectados anticorpos nos bufalos no municipio de Belém no presente
estudo. Os demais arbovirus da familia Bunyaviridae apresentaram baixa prevaléncia de anticorpos
IH nos bufalos de 4gua analisados neste estudo.

No presente estudo, foram analisados anticorpos IH para dois arbovirus do Grupo Simbu, que ainda
ndo foram associados como causadores de doenca em animais domesticos. Esses arbovirus
apresentaram reacGes monotipicas que incluiram o UTIV e o OROV, porém com uma prevaléncia
abaixo de 1%. Os AKAV, AINV e PEAV acometem bovinos e ovinos, pertencem ao sorogrupo
Simbu, ocorrem em regides tropicais e subtropicais do Velho Mundo e estéo associados a defeitos
congénitos (artrogripose e hidrocefalia) e abortamento em animais domésticos® 2> 2%, Surtos de
artrogripose e hidrocefalia em bovinos na Austrélia foram associados ao encontro de altos titulos de
anticorpos IH para o AKAV@): entretanto, casos de infeccio pelo AKAV ainda ndo foram
relatados no Brasil®®. Por outro lado, estudos prévios realizados no Brasil sobre defeito congénito,
como artrogripose, em fetos abortados de bovinos e ovinos demonstram auséncia de um agente
etiologico especifico®. Sendo assim, ha necessidade de pesquisas com outros agentes etioldgicos
gue possam causar abortamento e anomalias congénitas e que ainda ndo tenham sido relatados.

Conclusdes

Os resultados de estudos sorolégicos como este resultam em conhecimento da prevaléncia dos
arbovirus da familia Bunyaviridae de maior circulacdo em bufalos de 4gua no estado do Para, sendo
de fundamental importancia para a Salde Publica, pois esses animais em geral sdo hospedeiros
finais e, em alguns casos, podem servir como fonte de amplificacdo desses arbovirus, como possivel
fonte de infecgdo. Por isso, sdo necessarios outros estudos para investigar o papel dos bufalos de
adgua na manutencdo e dispersdo de arbovirus, assim como se esses Vvirus podem causar
enfermidades na referida espécie, principalmente, em casos de defeitos congénitos e abortamentos
dos quais ndo se sabe a etiologia. Finalmente, é importante investigar a ocorréncia de epizootias e
ou de possiveis epidemias que afetem o homem e bufalos de agua por arbovirus, principalmente
pelo MAGV que apresentou maior prevaléncia.
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