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INTRODUCAO GERAL

A emergéncia e reemergéncia de doengas infecciosas esta relacionada a diversos fatores,
entre eles 0 aumento da degradagdo ambiental. A expansdo da agricultura, pecuaria, areas
urbanas e industria tem levado a um processo de perda e fragmentacdo do habitat,
proporcionando um contato entre as populagdes humanas e de seus animais domésticos com as
populagdes de animais silvestres. Este contato estreito facilita a disseminagcdo de agentes
infecciosos e parasitarios para novos hospedeiros e ambientes, estabelecendo-se assim novas
relacBes entre hospedeiros e parasitas e novos nichos ecoldgicos na cadeia de transmissao das
doencgas.

Minas Gerais € um estado onde a diversidade de tipos de ambiente, as diferencas
climéticas, a grande variacdo altitudinal e as variadas tipologias vegetacionais propiciam a
ocorréncia de areas com elevados indices de diversidade e endemismo de mamiferos. Os
roedores e marsupiais representam grande parte de todas as espécies de mamiferos e possuem
caracteristicas que os favorecem como reservatorios zoondticos, como alta diversidade,
proximidade com os seres humanos e capacidade de adaptagdo em novos ambientes.

Dessa forma é imprescindivel a realizacdo de estudos que visem aumentar as
informac@es a respeito da comunidade de pequenos mamiferos e o papel deles no fluxo de
viroses entre sistema natural e antrépico. Portanto, objetivo desse trabalho é analisar a
circulacdo de agentes virais zoondticos com potencial emergente em pequenos mamiferos,
distribuidos na extensdo geografica do estado de Minas Gerais e avaliar se como uma
consequéncia da degradacdo ambiental, algumas espécies de pequenos mamiferos possam estar
se aproximando de areas antrdpicas, aumentando o contato tanto com popula¢es humanas
guanto com animais domeésticos e de criacdo, com isso aumentando o fluxo de zoonoses entre
o sistema natural e antrdpico.

A dissertacdo esta estruturada em dois capitulos:

O primeiro capitulo aborda a estrutura e composicdo da comunidade de pequenos
mamiferos em trés ambientes com diferentes alteragdes ambientais nos municipios de Serro e
Rio Pomba em Minas Gerais, apresentando dados acerca da riqueza, abundancia, composicéao
e particdo da diversidade.

O segundo capitulo analisa o papel de pequenos mamiferos no fluxo de viroses entre
ambiente silvestre e antropizados nos municipios de Serro e Rio Pomba em Minas Gerais e se

abundancia, riqueza e o tipo de ambiente influenciam na prevaléncia de viroses.
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CAPITULO 1

ESTRUTURA DA COMUNIDADE DE PEQUENOS
MAMIFEROS EM DIFERENTES AMBIENTES DE AREAS
ANTROPIZADAS EM MINAS GERAIS

RESUMO

As atividades antrdpicas degradam o habitat e formam uma paisagem com fragmentos imersos
em uma matriz de pasto e agricultura. A matriz funciona como um filtro o qual algumas espécies
tem capacidade de cruzar e outras ndo. Essa alteracdo ambiental pode gerar modificacdes
distintas na estrutura de comunidade de pequenos mamiferos. Portanto, o objetivo deste
trabalho € investigar as alteracbes na estrutura e composicdo da comunidade de pequenos
mamiferos em trés ambientes com diferentes alteracbes ambientais. As capturas ocorreram
entre setembro de 2012 e setembro 2013, nos municipios de Rio Pomba e Serro, em Minas
Gerais. Capturamos 0s pequenos mamiferos em trés ambientes distintos: em fragmentos de
vegetacdo nativa; em areas de pastagem proximas as areas de vegetacdo; e nas areas
peridomiciliares. Na mata e pasto foram estabelecidos quatro transectos e dois no peridomicilio.
Em cada ponto foi colocada armadilha do tipo gaiola e uma Sherman e utilizado o método de
captura-marcacdo-recaptura. Em Rio Pomba foram capturados 163 espécimes pertencentes a
13 espécies e no Serro 45 espécimes distribuidos em 14 espécies. A abundancia foi maior no
pasto de Rio Pomba, sendo que mata e peridomicilio ndo diferiram. Ja a riqueza de espécies
ndo foi diferente entre mata e pasto neste municipio. No Serro ndo houve diferenca significativa
na abundancia e riqueza de espécies entre os ambientes. Apesar disso, a estrutura da
comunidade foi influenciada pelos diferentes ambientes, sendo que pasto e mata diferiram nos
dois municipios. As comunidades de pequenos mamiferos foram compostas,
predominantemente, por espécies florestais e tipicas de Mata Atlantica no ambiente de mata e
no pasto por espécies generalistas que ocorrem geralmente em areas abertas ou perturbadas. O
peridomicilio foi composto por espécies generalistas e adaptadas ao ambiente antropizado, além
de espécies exoticas que vivem proximo ao homem. Apesar de termos encontrados espécies
restritas as areas de mata nativa, percebemos que algumas tem uma distribuicdo mais ampla e
circulam entre todos os ambientes. Nestes casos a matriz ndo limita 0 movimento e, dependendo
da sua biologia, algumas espécies podem se beneficiar das altera¢cbes ambientais.

Palavras-chaves: fragmentacdo, marsupiais, pasto, peridomicilio, roedores.
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INTRODUCAO

A perda de habitat para estabelecimento de atividades humanas leva a fragmentacéo
local e formacao de mosaicos contendo fragmentos de habitat inseridos em uma matriz de areas
de atividade rural ou de ocupacdo humana (Fahrig, 2003). As principais causas de fragmentagéo
e perda de habitat sdo a expansdo de areas urbanas, fronteiras agricolas (Metzger et al., 2009)
e a construcdo de rodovias (Freitas et al., 2010).

Em geral a matriz funciona como um filtro de habitat, diminuindo a possibilidade de
movimento ou o estabelecimento de algumas espécies em comparacdo com a area de origem,
mas esse efeito depende da habilidade das espécies em cruzar este ambiente e de sua qualidade
(Gascon et al., 1999; Umetsu et al., 2008). A presenca de animais domésticos e a intensidade
de uso podem ser formas de medir a qualidade da matriz (Brady et al., 2011).

Algumas espécies de pequenos mamiferos generalistas podem ser beneficiadas por
alteracbes ambientais adaptando-se as condi¢des adversas, enquanto que com as espécies que
dependem da floresta isso ndo ocorre (Vieira et al., 2003; Pardini et al., 2005; Vieira e lzar,
2009). Assim, as comunidades de roedores, geralmente tornam-se restritas a um pequeno
namero de espécies oportunistas cuja densidade populacional pode aumentar dramaticamente
devido a auséncia de pressdes competitivas. Isso tem sido demonstrado repetidas vezes, em
relacdo a agricultura, a pecuaria e o desmatamento (Ruedas et al., 2004; Carrol et al., 2005;
Mills, 2005).

Assim, a alteracdo ambiental pode ter consequéncias variadas sobre as espécies de
pequenos mamiferos de uma regido e pode produzir alteragBes distintas na estrutura e
composicao das comunidades. Tais alteracdes nos padrdes de riqueza e abundancia de espécies
e ocupacdo diferencial do habitat degradado por sua vez influenciam na dinamica natural de
transmissao dos ciclos silvestres de patogenos (Kruse et al., 2004; Mills 2006).

O objetivo deste trabalho é investigar as alteragdes na estrutura e composi¢cdo da
comunidade de pequenos mamiferos ndo voadores em trés ambientes com diferentes alteracGes
ambientais nos municipios de Rio Pomba e Serro no estado de Minas Gerais. Mais
especificamente, busca-se comparar a riqueza, abundancia, composicéo de espécies e particao

da diversidade entre as areas com diferentes niveis de perturbacdo antropica.

MATERIAIS E METODOS
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O estudo foi realizado em dois municipios de Minas Gerais, Rio Pomba (21°16'29"S,
43°10'45"W), localizado na Zona da Mata, e Serro (18°36'18" S, 43°22'44"W), localizado na
mesorregido metropolitana de Belo Horizonte (Figura 1).

O municipio de Rio Pomba, inserido no dominio Mata Atlantica (IBGE, 2015), era em
grande parte recoberto por Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombrdéfila Densa.
Atualmente restam 8,32% de Floresta Estacional Semidecidual Montana e 3,46% de Floresta
Estacional Semidecidual Sub Montana (PMGIRS, 2014). O clima da regido (classificacdo de
Koppen 2013) é do tipo Cwa: clima subtropical de inverno seco e verdao quente. Na regido a
precipitagdo média anual € de 1.200 a 1.600 mm, e a temperatura média anual varia de 17,4°C
a24,7°C (Guedes, 2012). Altitudes variam de 419 m a 910 m (Prefeitura de Rio Pomba, 2015).
As capturas de pequenos mamiferos foram realizadas na propriedade rural do Campus Rio
Pomba do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia (IFET) do Sudeste de Minas
Gerais.

Serro esta localizado numa area de transicdo do Cerrado com Mata Atlantica (IBGE,
2015). A cobertura vegetal apresenta fisionomias do Dominio Atlantico, Floresta Estacional
Semidecidual Montana e Aluvial, Brejos, Campo rupestre e Vegetacdo Arbustivo-Lenhosa
sobre Canga (Pifano et al., 2010). O clima da regido (classificacdo de Képpen 2013) é do tipo
Cwhb: subtropical de altitude, com inverno seco e verdo ameno, com temperaturas media anual
variando de 14°C a 27,5°C. As chuvas ocorrem de setembro a marco com média de precipitacdo
anual de 1300 mm (EMATER, 2002). Altitudes variam de 2.002 m a 853 m (SENAC, 2015).
As capturas de pequenos mamiferos foram realizadas em duas fazendas que apresentam como

principal atividade a producéo de leite para a fabricacéo de queijo.

Captura de pequenos mamiferos

Foram realizadas seis coletas bimestrais em cada area nos dois municipios, com duragédo
de quatro noites cada, entre setembro de 2012 e setembro 2013. Em cada area 0s pequenos
mamiferos foram coletados em trés ambientes distintos: (1) em quatro transcectos estabelecidos
em fragmentos de vegetacdo nativa (Mata); (2) em quatro transectos em areas de pastagem
proximas as areas de vegetacdo (Pasto) e (3) dois transectos nas areas proximas as construgdes
(casas, paiois, estabulos, etc) das fazendas (Peridomicilio). Em cada um dos 10 transectos foram
estabelecidas 15 estacOes de coletas distantes 20 metros entre si. Em cada estacao foi colocada
uma armadilha do tipo Sherman (8 x 8 x 26 cm) e uma do tipo gaiola (50 x 21,5 x 20cm) com
isca suspensa. Na Mata, em cada estacdo de coleta, uma armadilha foi colocada no solo e a

outra no sub-bosque e a posicdo das armadilhas foi alternada entre estacfes adjacentes. No



16

pasto e peridomicilio ambas armadilhas foram colocadas no solo. No pasto as trilhas eram
proximas aos fragmentos (de 30 m a 120 m). As iscas utilizadas foram pedacos de abacaxi e

algoddo embebido em oleo de figado de bacalhau. As armadilhas foram revisadas todas as

manhas.
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Figura 1. Localizagdo dos municipios de Serro e Rio Pomba no estado de Minas Gerais e indica¢éo das
areas onde os transectos foram estabelecidos.

Os animais capturados foram marcados com brincos numerados presos a orelha. Apds
a captura e marcacao, os animais foram liberados no local de coleta. Espécimes testemunho de
cada area foram coletados e depositados na Colecdo de Mamiferos da UFMG. O sacrificio foi
realizado atraveés da administracdo de uma dose trés vezes superior a dose maxima de cetamina
e cloridrato de xilazina (240mg/Kg de cetamina e 45mg/Kg de xilazina), via intraperitoneal. A
identificacdo das espécies seguiu chaves de identificacdo (Patton et al. 2015) e comparacdo com
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material de museus. Técnicas de andlise citogenética foram também empregadas para auxiliar
na identificacdo e classificacdo das espécies (Ford e Hamerton, 1956).
Foram registradas informacBes como sexo, idade, peso e condicdo reprodutiva dos

roedores, além das medidas morfométricas (comprimentos do corpo, cauda, orelha e tarso).

Anélise de Dados

Para cada ambiente, o0 numero de individuos capturados por espécie foi usado como
indice de abundéancia relativa expresso em porcentagem do numero total de individuos
capturados (Slade e Blair, 2000). Para avaliar se 0os ambientes diferem quanto a abundéancia foi
utilizada uma ANOVA one-way. No caso de ter ocorrido diferenca significativa, o teste de
Tukey foi realizado a posteriori para verificar quais ambientes diferiam entre si.

Devido a diferenca de esforgo amostral entre os ambientes, 0 método de rarefacao foi
empregado para se comparar as riquezas. Foram construidas curvas de rarefacdo baseadas em
12 amostras para cada ambiente, com 500 aleatorizagcdes e com intervalo de confianca de 95%.
Para estimativa de riqueza dos diferentes ambientes, foi utilizado o estimador assintético
Jackknife 1. Esse método estima a riqueza total somando a riqueza observada a um parametro
calculado a partir do nimero de amostras e nimero de espécies raras (Santos, 2006). Com base
nos intervalos de confianca, é possivel comparar visualmente as diferencas entre os ambientes.
Dois ambientes serdo estatisticamente diferentes quando o limite do intervalo de confianga néo
alcancar o valor central da estimativa do outro. As analises foram feitas utilizando EstimateS
9.1.0 (Colwell, 2013).

A anélise comparativa da composicdo em espécies entre os ambientes foi realizada
através do teste de ordenacdo ndo paramétrico de escalonamento multidimensional NMDS
(Non-Metric Multidimensional Scaling), obtido por matriz de similaridade calculada pelo
coeficiente de Bray-Curtis. Em seguida foi realizada uma analise de comparacao de similaridade
entre os ambientes usando a funcdo ANOSIM (Analysis of Similarities) One-way. Para ambas
analises foi utilizado o programa PAST 2.16 (Hammer et al., 2001).

O método SIMPER (Similarity Percentage) foi usado para definir quais foram as
espécies que determinaram o grau de distancia de similaridade entre os ambientes. O método
indica as espécies que mais contribuiram para as dissimilaridades e similaridades entre os
ambientes, ordenados pelo NMDS e significativamente separados pelo ANOSIM (Clarke,
1993). O SIMPER calcula a dissimilaridade Bray-Curtis média entre todos os pares de amostras

intra-grupo para identificar as caracteristicas de discriminacao.
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A diversidade beta (variacdo da composicao de espécies das comunidades) pode ocorrer
de duas formas: por aninhamento (ganho e perda de espécies) ou turnover (substituicdo de
espeécies entre os locais) (Baselga, 2010). Para testar se as diferencas (beta diversidade) entre
os ambientes sdo por aninhamento ou turnover, foi realizada a decomposicao do beta. Para isso
foi utilizado o teste de dissimilaridade de Sorensen, que produz trés indices: o de Simpson
(Bsim) que representa o componente de substitui¢do de espécies, o de Sorensen (Psor) que
representa o total da beta diversidade, e o de fracdo aninhada resultante (Bsne) que representa o
aninhamento (Baselga, 2010, 2012; Baselga e Orme, 2012). Para essas analises foi utilizado o

pacote betapart (Baselga et al., 2012) no Programa R 3.2.0 (R Core Team, 2015).

RESULTADOS

Com um esforco amostral de 7200 armadilhas.noite em cada municipio, foram
capturados 163 espécimes em Rio Pomba, pertencentes a 13 espécies (4 Didelphimorphia e 9
Rodentia), e 45 espécimes no Serro, distribuidos em 14 espécies (4 Didelphimorphia e 10
Rodentia). No total foram capturadas 21 espécies de pequenos mamiferos, sendo duas delas
exoticas (Rattus rattus e Mus musculus). O sucesso amostral em Rio Pomba foi 2,26% e no
Serro 0,68%. O esforgo foi distribuido de maneira desigual entre as ambientes amostradas
dentro dos municipios, sendo 2880 armadilhas.noite na mata, igual valor no pasto e 1440
armadilhas.noite no peridomicilio.

Nenhuma recaptura ocorreu entre ambientes diferentes. Em Rio Pomba Calomys tener
foi a espécie mais recapturada e todas as recapturas ocorreram no mesmo transecto. No Serro a
mais recapturada foi Didelphis aurita e apenas um Trinomys setosus foi recapturado em
transecto diferente, resultando em um deslocamento de aproximadamente 1,33 km entre 0s
transectos.

Em Rio Pomba, a espécie mais abundante foi Calomys tener com 72 espécimes
capturados. As espécies dominantes em cada ambiente, no entanto, foram diferentes. Na mata,
a espécie mais capturada foi Gracilinanus microtarsus (26,92%); no pasto, Calomys tener
(54,55%); e no peridomicilio, Oligoryzomys nigripes (60%) (Figura 2). No peridomicilio do
Serro Didelphis aurita (35,71%) foi a espécie mais abundante, também foram capturadas duas
espécies exaticas de roedores, Mus musculus e Rattus rattus, com abundéancia relativa de
17,65% cada. Na mata, a espécie mais abundante foi Trinomys setosus (39,13%), ja no pasto
foi Calomys spp. (44,44%) (Figura 3 e Tabela 1).
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Figura 2. Distribuicdo de abundancia das espécies de pequenos mamiferos capturados nos trés
ambientes em Rio Pomba/MG.
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Figura 3. Distribui¢do de abundancia das espécies de pequenos mamiferos capturados nos trés
ambientes no Serro/MG.

Algumas espécies foram encontradas em mais de um dos ambientes. Em Rio Pomba, O.
nigripes foi encontrado nos trés ambientes, A. cursor na mata e no pasto e D. aurita na mata e
no peridomicilio. No Serro, G. agilis e Marmosops incanus foram detectadas tanto na mata
quanto no pasto e D. aurita em todos ambientes (Figura 4).

Com relacdo a abundéncia, em Rio Pomba somente o pasto apresentou diferenca
significativa (F2;15= 16,11; p<0,001), com maior abundancia que os outros ambientes. No Serro,

ndo houve diferenca significativa entre os ambientes (F2;15=1,98; p=0,17) (Figura 5).
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Tabela 1. Esforgo amostral, sucesso amostral, nimero de individuos e de espécies de pequenos mamiferos
capturados por ambiente nos municipios de Serro e Rio Pomba/MG. Os nimeros entre parénteses representam
abundancia relativa em porcentagem de cada espécie no ambiente amostrado. *Espécies exdticas.

Rio Pomba Serro
Mata Pasto Peridomicilio Mata Pasto Peridomicilio
Esforco Amostral (armadilhas noite) 2880 2880 1440 2880 2880 1440
Sucessoe amestral 0.90% 4.58% 0.35% 0.80% 0.31% 1.18%
Espécies Nimero de individuos (Abundéncia relativa)
Ordem Didelphimorphia
Caluromys phitander (Linnaeus, 1758) 1(3.85) - - 1(4.54) - -
Didelphis surits (Wied-Neuwied, 1826) 6 (23.08) - 2 (40} 3(13.63) 1(11.11) 5(35.71)
Graciinanus agiis (Burmeister, 1554) - - - 1(4.54) T(11.11) -
Graciinanus microtarsus (Wagner, 1842) 7 (26.92) - - - - -
Marmosops incanus (Lund, 1340) - - - §(27.27) T{11.11) -
Monodeiphis americana (Muller, 1776) 1(3.85) - - - - -
Ordem Rodentia
Akodon cursor (Winge, 1887) 6(23.08)  14010.61) - 1(4.54) - -
Akodon of. mystax (Hershkovitz, 1998) - 28 (21.21) - - - -
Calomys expulsos (Lund, 1841) - - - - 2(22.22) -
Calomys tener (Winge, 1837) - T2 (54.55) - - 2(22.22) -
Cerradomys subflavus (Wagner, 1842) - - - - T{11.11) -
Guerfinguetus ingrami (Thomas, 1901) 1(3.85) - - - - -
Juliomys pictipes (Osgeed, 1933) 2(7.69) - - - - -
Necromys lasivrus (Lund, 1841) - 14 (10.61) - - - -
Nectomys squamipes (Brants, 1827) - 11(0.78) - - T(11.11) -
Oecomys catherinae (Thomas, 1909) - - - 1(4.54) - -
Oligoryzomys nigripss (Olfers, 1818) 2(7.69) 2(1.52) 3 (B0) - - 3(21.42)
Oxymycterus dasyirichus (3chinz, 1821) - 1(0.76) - - - -
Trinomys sefosus (Desmarest, 1817) - - - 9 (40.90) - -
Mus musculus* (Linnaeus, 1758) - - - - - 3(21.42)
Rattus rattus* (Fisher, 1803) - - - - - 3 (21.42)
Total de individuos 26 132 5 22 9 14
Total de espécies a8 7 2 7 7 4
Rio Pomba Serro

PASTO PASTO
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Figura 4. Diagrama de Venn ilustrando espécies exclusivas e compartilhadas entre os trés ambientes.
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Figura 5. Média (+ desvio padrdo) da abundéncia de pequenos mamiferos em trés ambientes diferentes
nos municipios de Rio Pomba e Serro/MG. Letras diferentes indicam diferenca significativa para o =
5%.

As curvas de rarefacdo obtidas sugerem que o esforco amostral ndo atingiu uma
estabilizacdo na amostragem de espécies, pois a curva nao atingiu a assintota. (Figura 6). Com
os resultados da rarefacdo para 12 amostras em cada ambiente, em Rio Pomba, ndo houve
diferenca significativa na riqueza entre a mata (5,68 +1,54) e o pasto (5,73 + 1,16), somente
entre esses ambientes e o peridomicilio (2 £0). No Serro, ndo houve diferenca significativa

entre os ambientes.
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Figura 6. Curvas de rarefacdo baseada em amostras (intervalo de confianca de 95%) comparando a riqueza de
pequenos mamiferos em diferentes ambientes de Rio Pomba e Serro/MG. Mata: verde, Pasto: Vermelho,
Peridomicilio: cinza.

Em Rio Pomba, o Jackknife estimou 12 espécies para a Mata, nove no Pasto e trés no
Peridomicilio. Os intervalos de confianga gerados mostram que ndo houve diferencga entre Mata
e Pasto, mas entre essas e 0 Peridomicilio. No Serro, para a Mata foram estimadas 11 especies,

12 no Pasto e cinco no Peridomicilio. Pelos intervalos de confianga gerados, os resultados foram
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semelhantes aqueles encontrados em Rio Pomba. Ndo houve diferenga significativa entre o

ambiente de mata e pasto, mas estes foram diferentes do peridomicilio (Figura 7).

Riqueza Estim ada (Jacknife fator 1)

Mata Pasto Pendomicilio Mata Pasto Peridomicilio
Rio Pomba Serro

Figura 7. Riquezas estimadas de pequenos mamiferos obtidas pelo estimador assintdtico Jackknife 1 e intervalos
de confianca de 95%.

A anélise de similaridade (ANOSIM) realizada por meio do indice de Bray-Curtis
revelou que em Rio Pomba a estrutura da comunidade entre os ambientes € significativamente
diferente (Rglobal= 0,67; p< 0,05). A estrutura das comunidades na mata e pasto € diferente,
ndo possuindo nenhuma relacdo de similaridade (p=0,02). Mas a diferenca entre o peridomicilio
e mata (p=0,59) ndo foi significativa, 0 mesmo aconteceu entre peridomicilio e pasto (p=0,19).
No Serro, também foi evidente a diferenca significativa na estrutura entre os ambientes
(Rglobal= 0,5457; p< 0,01). Na mata e pasto, houve uma diferenca significativa da estrutura
(p=0,02), mas a diferenca entre o peridomicilio e os outros dois ambientes ndo foi significativa
(mata p=0,06; pasto p=0,19).

A andlise produz valores de R gerados para cada associacdo entre ambientes. Estes

valores de R variam de -1 e +1 (Tabela 2).

Tabela 2. Valores do R gerados pela Analise de Similaridade (ANOSIM) das abundancias das espécies de
pequenos mamiferos entre os ambientes dos municipios de Rio Pomba e Serro/MG.

Rio Pomba Serro
Ambientes Mata Pasto Peridomicilio | Mata Pasto Peridomicilio
Mata 0 0,7396 -0,1667 0 0,4844 0,9107
Pasto 0,7396 0 1 0,4844 0 0,3571
Peridomicilio | -0,1667 1 0 0,9107 0,3571 0
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Para comparar a estrutura dos distintos ambientes, foram produzidos gréficos a partir da
analise multivariada NMDS, utilizando os dados de abundéancia com coeficiente de similaridade
Bray-Curtis. Nos dois municipios a representacdo indica um afastamento ordenado da
similaridade entre a mata e o pasto, indicando que nestes ambientes a estrutura entre as
comunidades é diferente (Figuras 8 e 9).

A andlise SIMPER indica a posi¢cdo das espécies com maior relevancia para a
diferenciacdo da composicdo das espécies de pequenos mamiferos entre os ambientes nos dois
municipios. A contribui¢do de cada espécie para dissimilaridade dos ambientes é grande. Em
Rio Pomba, foram necessarias 4 espécies para ultrapassar 80% de dissimilaridade cumulativa,
utilizando dados de abundancia, entre todos os pares de ambientes. A espécie que mais
influenciou na dissimilaridade dos pares mata/pasto e do pasto/peridomicilio foi C. tener, ja
para mata/peridomicilio foi O. nigripes. No Serro, para 0s pares mata/pasto e
mata/peridomicilio sdo necessarias 6 espéecies e para o par pasto/peridomicilio sdo necessarias
5 espécies para chegar aos 80% de dissimilaridade cumulativa. Para o par mata/pasto a espécie
que mais influenciou foi Trinomys setosus, para 0s outros dois pares foi Didelphis aurita
(Tabela 3).



0.36

0.304

0.24+

0.184

0.12 4

Coordinate 2

0.06

0.00

-0.064

-0.124

-0.184

AB

A8

A4

MA1

-0.40

T T
-0.32 -0.24

T
-0.16

T T T
-0.08 0.00 0.08
Coordinate 1

24

Figura 8. Projecéo da analise NMDS da comunidade de pequenos mamiferos nos diferentes ambientes (MA: mata,
PA: pasto, PE: peridomicilio) de Rio Pomba/MG, baseadas na abundancia das espécies (utilizando o coeficiente
de similaridade Bray-Curtis). Stress = 0,2503.
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Figura 9. Projecéo da andlise NMDS da comunidade de pequenos mamiferos nos diferentes ambientes (MA: mata,
PA: pasto, PE: peridomicilio) no Serro/MG, baseadas na abundancia das espécies (utilizando o coeficiente de
similaridade Bray-Curtis). Stress = 0,42.



25

Tabela 3. Anélise de SIMPER com as espécies que contribuiram para mais de 80% dissimilaridade
cumulativa entre os diferentes ambientes em Rio Pomba e Serro/MG, utilizando dados de abundancia

(coeficiente de similaridade de Bray-Curtis).

Dissimilaridade entre os ambientes (%)

Mata X Pasto Mata X Peri Pasto x Peri

Rio Pomba

Calomys tener 56,64 56,01
Akodon cf. mysfax 11,46 11,18
Akodon cursor 858 15,37 9,88
Necromys lasiuris 599

Oligoryzomys nigripes 37,05 923
Gracilinanus microtarsus 17,71

Didelphis aurita 13,03

Total 8268 83,15 86,31

Serro

Trinomys setosus 30,29 18,71

NMarmosops incanus 18,41 11,67

Didelphis aurita 13,78 2067 25,61
Calomys expulsos 7,29 5,76
Calomys tener 7,09

Gracilinanus agilis 521

Oligoryzomys nigripes 14,02 18,96
Rattus rattus 13,32 17,69
Nus musculus 12,63 16,43
Total 82,09 91,02 84 46

A particdo aditiva da diversidade em termos proporcionais a diversidade total, para Rio

Pomba teve a diversidade local (al) maior que o esperado, isto €, ocorreram mais espécies por

transecto do que o esperado. A diversidade entre os locais (f1) foi menor do que o esperado, a

diversidade entre os ambientes (2) foi igual ao esperado € o que mais contribui com a

diversidade (Figura 10). No Serro, al foi igual ao esperado, a diferenga entre os transectos do

mesmo ambiente (1) foi menor do que o esperado e 32 foi maior que o esperado, sendo assim

a diferenca entre os ambientes ¢ maior do que o esperado. Assim como em Rio Pomba, o 32 foi

que contribuiu mais com a diversidade (Figura 11 e Tabela 4).
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Figura 10. Parti¢do aditiva da diversidade total de espécies de pequenos mamiferos em Rio Pomba,
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Figura 11. Parti¢do aditiva da diversidade total de espécies de pequenos mamiferos no Serro/MG, y =
al +B1+ B2, a2 =al+pl1.

Tabela 4. Valores da particdo aditiva da diversidade gama (y) de pequenos mamiferos em Rio Pomba
e Serro/MG.

Rio Pomba Serro
Diversidade alfa por transecto - a1 0,24786 0,20000
Diversidade alfa por ambiente - a2 0,43590 0,42857
Diversidade beta entre os transectos do mesmo ambiente - B1 0,18803 0,22857
Diversidade beta entre os ambientes - f2 0,56410 0,57143
Diversidade gama - y 1 1

A maior parte da diversidade beta total (Bsor) de Rio Pomba reflete a substitui¢do (Bsim

= 0,7538) de espécies de pequenos mamiferos e uma pequena parte reflete a diversidade beta
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devido ao aninhamento (Bsne = 0,0877). No Serro a composi¢do também muda mais por

substitui¢ao de espécies (Bsim = 0,8426) do que por aninhamento (Bsne = 0,0366).

DISCUSSAO

As comunidades de pequenos mamiferos nos dois municipios foram compostas,
predominantemente, por espécies florestais e tipicas de Mata Atlantica no ambiente de mata, e
no pasto por espécies generalistas que ocorrem geralmente em areas abertas ou perturbadas. O
peridomicilio foi composto por espécies generalistas e adaptadas ao ambiente antropizado,
também ocorreram espécies exoticas que vivem préximo ao homem. Espécies de pequenos
mamiferos endémicos da Mata Atlantica tendem a ocupar vegetacdo de mata nativa, enquanto
que espécies de biomas abertos tendem a ocupar habitat mais perturbados (Umetsu e Pardini
2007; Godoi et al., 2010; Braga et al., 2015).

Na mata de Rio Pomba, Gracilinanus microtarusus foi a espécie mais abundante, sendo
exclusiva desse ambiente. Essa espécie € tipicamente florestal e possui preferéncia pelo estrato
arboreo (Rossi et al., 2006). Segundo Pires et al. (2002) essa espécie ndo é capaz de atravessar
matrizes constituidas na sua maior parte por gramineas exéticas. Juliomys pictipes, Caluromys
philander e Guerlinguetus ingrami também foram exclusivos da mata, sendo que as duas
primeiras sdo arboricolas e a Gltima escansorial (Paglia et al., 2012) e, portanto, sdo espécies
que dependem do estrato arbdreo. Além disso, C. philander e G. ingrami possuem habito
alimentar frugivoro. Provavelmente, a matriz de pasto esta funcionando como um filtro
ambiental, impedindo 0 movimento e estabelecimento dessas espécies. Portanto, essas espécies
ficam confinadas a um fragmento de vegetacdo nativa.

Necromys lasiurus e Calomys tener, espécies tipicas do Cerrado, foram abundantes no
pasto de Rio Pomba. Em outros estudos, essas espécies também foram mais frequentes em areas
abertas, como pastagens, plantacfes, borda de matas (Umetsu e Pardini, 2007; Santos-Filho,
2008; Braga, 2011; Martin et al., 2012; Assis, 2014). Segundo Rocha (2007), C. tener esta
associada positivamente com a quantidade de gramineas e negativamente com o namero de
arvores. Portanto, essas espécies podem estar sendo beneficiadas nesse tipo de ambiente
alterado, uma vez que sdo tipicas de Cerrado que se caracteriza por vegetacdes abertas, e na
area de Mata Atlantica com a degradagdo ambiental tem disponivel esse tipo habitat.

No mesmo trabalho também foi observado que houve um maior nimero de capturas de
C. tener nas trilhas préximas a cupinzeros. No pasto de Rio Pomba, C. tener representou mais

de 50% da abundancia total, e no Serro Calomys spp. foram dominantes, isso pode estar
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associado a alta produtividade primaria encontrada nos pastos e a presenca de Varios
cupinzeiros que podem servir de lugar para nidificagdo e até mesmo como recurso alimentar
para as espécies insetivoras. Como Oxymycterus dasytrichus que possui uma dieta
especializada e que 25% dos insetos que consomem sdo cupins (Oliveira e Bonvicino, 2006).

Apesar de Marmosops incanus e Gracilinanus agilis explorarem primeiramente o
estrato arbdreo (Rossi et al., 2006), além da mata também foram capturados no pasto, no Serro.
O transecto no qual foram capturados era préximo ao fragmento de mata e apenas um individuo
de cada espécie foi capturado no pasto, entdo ndo é possivel afirmar que esses individuos dessas
espécies tenham capacidade de atravessar longas distancias na matriz de pasto.

Nos dois municipios Didelphis aurita foi capturada na mata e no peridomicilio, no Serro
foi capturado também no pasto. D. aurita é considerada generalista e adaptada a perturbacdes
antropicas e € encontrada até mesmo em cidades (Rossi et al., 2006). Oligoryzomys nigripes
também foi encontrada nos dois municipios nos ambientes antropizados. No contexto de
perturbacdes ambientais as espécies generalistas e adaptadas podem ser favorecidas, porque
além de usar o ambiente natural, podem procurar recursos, muitas vezes abundantes (lixo
domeéstico, armazéns de colheitas) em areas antropizadas.

As espécies exoticas Mus musculus e Rattus rattus foram capturadas apenas no
peridomicilio no Serro. Essas espécies sdo encontradas geralmente préximas a plantagoes,
habitacbes humanas, armazens de grdos e entre pavimentos (Umetsu e Pardini, 2007; Braga,
2011), sendo registradas poucas vezes longe de habitacdes humanas, como em estradas por
onde sejam transportados grdos ou outros itens que sirvam de alimento (Oliveira e Bonvicino,
2006).

Apesar de A. mystax ser considerado endémico do Maci¢o do Capara0, na divisa de
Minas Gerais e Espirito Santo, e restrito aos campos de altitude, que ocorrem entre 1800-2890m
(Hershkovitz, 1998; Gongalvez et al., 2007), os individuos de A. cf. mystax foram capturados
no pasto de Rio Pomba numa altitude de 536 m. Embora parecam seguir a descri¢do da espécie,
optamos por deixar a espécie a confirmar.

Em Rio Pomba a abundéancia geral foi maior no pasto, isso pode ter ocorrido por que as
espécies dominantes nesse municipio (C. tener, A. cf. mystax) sdo tipicas de areas abertas.
Também pode estar associada a produtividade priméaria do pasto e ao tipo de dieta dessas
especies. No Serro, a abundancia néo foi diferente entre os ambientes.

O peridomicilio de Rio Pomba, como esperado, teve uma riqueza menor, provavelmente
por se tratar de um ambiente perturbado em que poucas espécies sdo capazes de se adaptar ou

mesmo de atravessar a matriz até as proximidades de habitagdes. No entanto, no Serro a riqueza
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do peridomicilio ndo foi estatisticamente diferente, provavelmente devido ao sucesso amostral
geral ter sido baixo (0,68%) e a presenca de duas espécies exoticas.

Quanto a comparacao da riqueza entre 0s ambientes baseada no Jackknife de 12 ordem,
somente os valores estimados para os ambientes de peridomicilio foram semelhantes aos
detectados, para os outros ambientes o valor detectado foi menor que o estimado. As curvas
obtidas néo estabilizaram, sugerindo que esfor¢co amostral ndo atingiu uma estabilizacdo na
amostragem de espécies. Provavelmente, nesse estudo ndo foram capturadas todas as espécies
da area.

A estrutura da comunidade de pequenos mamiferos foi influenciada pelos diferentes
ambientes, sendo pasto e mata diferentes entre si nos dois municipios. Essas diferencas devem
estar relacionadas a complexidade de cada ambiente e também a situacdo destes ambientes em
relacdo a antropizacao, sendo a mata um ambiente mais complexo e preservado e o pasto um
ambiente antropizado, no qual parte das espécies ndo tem capacidade de se estabelecer. As
espécies dominantes foram as que contribuiram mais para a dissimilaridade entre os ambientes.
Apesar do numero de espécies ser semelhante entre os ambientes, as espécies dominantes de
cada ambiente diferiram.

A diversidade beta descreve as mudancgas na composicdo de espécies entre locais em
uma regido. A diversidade entre os ambientes (2) foi a que mais contribuiu para diversidade
total nos dois municipios e também foi maior que o esperado. Assim como previsto, uma vez
gue os ambientes possuem estruturas muito diferentes, espécies florestais ficariam restritas a
mata; no pasto, estariam presentes espécies generalistas e tipicas de areas abertas, e no
peridomicilio apenas espécies generalistas e adaptadas a antropizacdo. A diversidade maior,
expressa a diferenca na composicao local e que as espécies tem restricdes diferentes. A
diversidade entre os transectos (1) foi menor que o esperado nos dois municipios. Pode ser
que as caracteristicas de micro-habitat de cada transecto ndo tenham uma influéncia
significativa na comunidade de cada ambiente. As espécies podem estar mais ligadas a estrutura
geral do ambiente do que do micro-habitat.

Os padrdes de diversidade B sdo gerados a partir do mesmo mecanismo nas duas areas,
substituicdo de espécies (turnover). Essa troca de espécies pode ter sido determinada pela
diferenca estrutural do habitat e pelas restricdes de algumas espécies aos ambientes alterados.

Apesar de termos encontrados espécies restritas as areas de mata nativa, percebemos
gue algumas espécies (O. nigripes, D. aurita, A. cursor) sdo capazes de usarem o habitat mais
amplamente e circulam entre dois ou mais ambientes. Para essas espécies, a matriz nao limita

0 movimento e, dependendo da sua biologia, algumas espécies podem se beneficiar das
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alteragBes ambientais. A circulagdo desses animais silvestres por ambientes antropicos pode ter
diversas consequéncias, inclusive a transmissdo de viroses emergentes, ja que aumenta a

probabilidade de contato entre 0 homem e seus animais domesticos.



31

REFERENCIAS

ASSIS, T. O. 2014. Utilizacdo de matriz de pasto e matriz de café por pequenos mamiferos
em uma paisagem fragmentada no sul de Minas Gerais. Dissertacéo de Mestrado. Programa

de Pos-Graduacdo em Ecologia Aplicada, Lavras, MG. 87p.

BASELGA, A. 2010. Partitioning the turnover and nestedness components of beta diversity.
Global Ecology and Biogeography. 19: 134-143.

BASELGA, A. 2012. The relationship between species replacement, dissimilarity derived
from nestedness, and nestedness. Global Ecology and Biogeography. 21: 1223-1232.

BASELGA, A.; ORME, C. D. L. 2012. Betapart: an R package for the study of beta diversity.
Methods in Ecology and Evolution. 3: 808-812.

BRADY, M. J.; MCALPINE, C. A.; POSSINGHAM, H. P.; MILLER, C. J.; BAXTER, G. S.
2011. Matrix is importante for mammals in landscapes with small amounts of native forest
habitat. Landscape Ecology. 26: 617-628.

BRAGA, C. A. DE C.; PREVEDELLUO, J. A,; PIRES, M. R. S. 2015. Effects of cornfields on
small mammal communities: a test in the Atlantic Forest hotspot. Journal of Mammalogy.
XX (x): 1-8.

CACERES N. C.; BORNSCHEIN, M. R.; LOPES, W. H.; PERCEQUILLO, A. R. 2007a.
Mammals of the Bodoguena Mountains, southwestern Brazil: an ecological and conservation

analysis. Revista Brasileira de Zoologia. 24(2): 426-435.

CARROLL, D. S.; MILLS, J. N.; MONTGOMERY, J. M.; BAUSCH, D. G., BLAIR P. J.;
BURANS, J. P., FELICES, V.; GIANELLA, A.; IIHOSHI, N.; NICHOL, S. T.; OLSON, J.
G.; ROGERS, D. S.; SALAZAR, M.; KSIAZEK, T. G. 2005. Hantavirus pulmonar syndrome
in central Bolivia: relationships between reservoir hosts, habitats, and viral genotypes.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene. 72: 42-46.

CLARKE, K. R. 1993. Non-parametric multivariate analyses of change incommunity

structure. Australian Journal of Ecology. 18: 117-143.



32

COLWELL, R. K. 2013. Estimates: statistical estimation of species richness and shared
species from samples. Version 9.1.0. Disponivel em: <http://viceroy.eeb.uconn.edu/estimates

>, Acesso em: ago. 2015.

DASZAK, P.; CUNNINGHAM, A. A.; HYATT, A. D. 2001. Anthropogenic environmental

change and the emergence of infectious diseases in wildlife. Acta Tropica. 78: 103-116.

EMATER. Empresa de Assisténcia Técnica e Extensao Rural do Estado de Minas Gerais.
2012. Documento de caracterizacao da regido do Serro/MG como produtora de queijo Minas
artesanal. Disponivel em:
<http://www.emater.mg.gov.br/doc/intranet/upload/queijo_historico/dossi%C3%AA%20d0%
20serro%20def2.pdf >. Acesso em: set. 2015.

FAHRIG, L. 2003. Effects of Habitat Fragmentation on Biodiversity. Annual Review of
Ecology, and Systematics. 34: 487-515.

FORD, C. E.; HAMERTON, J. L. 1956. A colchicines hypotonic citrate squash sequence for

mammalian chromosomes. Stain Technology. 31(6): 247-251.

FORERO-MEDINA, G.; VIEIRA. 2007. Conectividade funcional e a importancia da

interacdo organismo-paisagem. Oecologia Brasiliensis. 11(4): 493-502.

GASCON, C.; LOVEJOY, T. E.; BIERREGAARD, R. O.; MALCOLM, J. R.; STOUFFER,
P.C.; VASCONCELOQOS, H. L.; LAURANCE, W. F.; ZIMMERMAN, B.; TOCHE, R. M.;
BORGES. S. 1999. Matrix habitat and species richness in tropical forest remmants.

Biological Conservation. 9: 223-229.

GODOI, M. N.; CUNHA, N. L. DA; CACERES, N. C. Efeito do gradiente floresta-
cerradocampo sobre a comunidade de pequenos mamiferos do Alto do Maci¢o do Urucum,
oeste do Brasil. Mastozoologia Neotropical. 17(2): 263-277.

GUEDES, H. A. S,; SILVA, D. D. DA; ELESBON, A. A. A;; RIBEIRO, C. B. M.; MATQOS,
A. T.DE; SOARES, J. H. P. 2012. Aplicacao da analise estatistica multivariada no estudo da
gualidade da 4gua do Rio Pomba, MG. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e
Ambiental. 16(5): 558-563.


http://viceroy.eeb.uconn.edu/estimates
http://viceroy.eeb.uconn.edu/estimates
http://www.emater.mg.gov.br/doc/intranet/upload/queijo_historico/dossi%C3%AA%20do%20serro%20def2.pdf
http://www.emater.mg.gov.br/doc/intranet/upload/queijo_historico/dossi%C3%AA%20do%20serro%20def2.pdf

33

HAMMER, O.; HARPER, D. A. T.; RIAN, P. D. 2001. PAST: Palaeonthological statistics
software package for education and data analysis. Version 2.16. Disponivel em:

<http://palaeo-electronica.org/2001_1/past/issuel_01.htm>. Acesso em: jun. 2015.

HERSHKOVITZ, P. 1998. Report on some sigmodontine rodents collected in southeastern
Brazil with descriptions of a new genus and six new species. Bonner Zoologicher Beitrage.
47: 193-256.

IBGE. 2015. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Cidades@. Informacdes sobre 0s
municipios brasileiros. Disponivel em:
<http://www.cidades.ibge.gov.br/painel/painel.php?lang=&codmun=316710&search=minas-
gerais|serro|infograficos:-dados-gerais-do-municipio>. Acesso em: out. 2015.

JONES, K. E.; PATEL, N. G.; LEVY, M. A.; STOREYGARD, A.; BALK, D,;
GITTLEMAN, J. L.; DASZAK, P. 2008. Global trends in emerging infectious diseases.
Nature. 451: 990-993.

KRUSE H, KIRKEMO AM, HANDELAND K. 2004. Wildlife as source of zoonotic

infections. Emerging infectious diseases. 10: 2067-2072.

LYRA-JORGE, M. C.; PIVELLO, V. R.; MEIRELLES, S. T.; VIVO, M. 2001. Riqueza e
abundancia de pequenos mamiferos em ambientes de cerrado e floresta, na reserva de Cerrado
Pé-de-Gigante, Parque Estadual de VVassununga (Santa Rita do Passa Quatro, SP). Naturalia.
26: 287-302.

MACKENZIE, J. S., JEGGO, M. 2013. Reservoirs and vectors of emerging viruses. Current
opinion in virology. 3(2): 170-179.

MARTIN, P. S.; GHELER-COSTA, C.; LOPES, P. C.; ROSALINO, L. M.; VERDADE, L.
M. 2012. Terrestrial non-volant small mammals in agro-silvicultural landscapes of
Southeastern Brazil. Forest Ecology and Management. 282(2012): 185-195.

METZGER, J. P.; MARTENSEN, A. C.; DIXO, M.; BERNACCI, L. C.; RIBEIRO, M. C;;
TEIXEIRA, A. M. G.; PARDINI, R. 2009. Time-lag in biological responses to landscape
changes in a highly dynamic Atlantic forest region. Biological Conservation. 142(6): 1166-
1177.


http://palaeo-electronica.org/2001_1/past/issue1_01.htm
http://www.cidades.ibge.gov.br/painel/painel.php?lang=&codmun=316710&search=minas-gerais|serro|infograficos:-dados-gerais-do-municipio
http://www.cidades.ibge.gov.br/painel/painel.php?lang=&codmun=316710&search=minas-gerais|serro|infograficos:-dados-gerais-do-municipio

34

MILLS, J. N. 2005. Regulation of rodent-borne viruses in the natural host: implications for human
disease. Archives of Virology, Supplement. 19: 45-57.

MILLS, J. N. 2006. Biodiversity loss and emerging infectious disease: An example from the

rodent-borne hemorrhagic fevers. Emerging Infectious Diseases 7: 9-17.

MYERS, N.; MITTERMEIER, R. A.; MITTERMEIER, C. G.; FONSECA, G. A. B.; KENT,
J. 2000. Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature. 403: 853-858.

OLIFIERS, N.; GENTILE, R.; FISZON, J. T. 2005. Relation between small-mammal species
composition and anthropic variables in the brazilian atlantic forest. Brazilian Journal of
Biology. 65(3): 495-501.

OSTFELD, R. S.; KEESING, F. 2000. Biodiversity and disease risk: the case of Lyme
disease. Conservation Biology. 14: 722-728.

PABLO RODRIGUES GONCALVES, P. R.; MYERS, P.; VILELA, J. F.; OLIVEIRA, J. A.
DE. 2007. Systematics of species of the genus Akodon (Rodentia: Sigmodontinae) in
southeastern Brazil and implications for the biogeography of the campos de altitude. Museum

of Zoology, University of Michigan. 197.

PAGLIA, A. P.; FONSECA, G. A. B. DA; RYLANDS, A. B.; HERRMANN, G.; AGUIAR,
L. M. S,; CHIARELLO, A. G.; LEITE, Y. L. R.; COSTA, L. P.; SICILIANO, S,;
KIERULFF, M. C. M.; MENDES, S. L.; TAVARES, V. DA C.; MITTERMEIER,R. A. &
PATTON J. L. 2012. Lista Anotada dos Mamiferos do Brasil / Annotated Checklist of
Brazilian Mammals. 22 Edicéo / 2nd Edition. Occasional Papers in Conservation Biology,

No. 6. Conservation International, Arlington, VA. 76p.

PARDINI, R.; SOUZA, S. M.; BRAGA-NETO, R.; METZGER, J. P. 2005. The role of forest
structure, fragment size and corridors in maintaining small mammal abundance and diversity

in an Atlantic forestn landscape. Biological Conservation. 124: 253-266.

PATTON, J. L.; PARDINAS, U. F. J.; D’ ELIA, G. 2015. Mammals of South America,
Volume 2: Rodents. Chicago. 1384p.

PIFANO, D. S; VALENTE, A. S. M; ALMEIDA, H. S.; MELO, P. H. A. de; CASTRO, R.
M. de; BERG, E. V. D. 2010. Caracterizacao floristica e fitofisionémica da Serra do Condado,
Minas Gerais, Brasil. Biota Neotropica. 10(1): 55-71.


http://journalseek.net/cgi-bin/journalseek/journalsearch.cgi?field=issn&query=0939-1983

35

PIRES, A. S., LIRA, P. K., FERNANDEZ, F. A. S., SCHITTINI, G. M., OLIVEIRA, L. C.
2002. Frequency of movements of small mammals among Atlantic Coastal Forest fragments

in Brazil. Biological Conservation. 108: 229-237.

PMGIRS. Plano Municipal de Gestdo Integrada de Residuos Sélidos Rio Pomba. 2014.
Disponivel em: < http://ceivap.org.br/saneamento/mg/rio-pomba-produto?.pdf > Acesso em:
out. 2015.

PREFEITURA DE RIO POMBA. Dados demogréaficos. Portal de Rio Pomba. 2016.
Disponivel em: <http://www.riopomba.mg.gov.br/dados-demograficos.php>. Acesso em:
abr. 2016.

R CORE TEAM. 2015. R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. Disponivel em: < https://www.r-

project.org/>. Acesso em: jun. 2015.

ROCHA, C.R. 2007. Utilizacao de microhabitat por trés espécies de roedores cricetideos em
um Cerrado do Brasil Central. Dissertacdo de Mestrado. Programa de P6s-Graduagdo em

Ecologia. Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Brasilia, UNB. 46p.

ROSSI, R. V.; BIANCONI, G.V.; PEDRO, W. A. 2006. Ordem Didelphimorphia. In: Reis, N.
R.; Peracchi, A. L.; Pedro, W. A.; Lima, I. P. (eds). Mamiferos do Brasil. Londrina. 27-66.

RUEDAS, L. A.; SALAZAR-BRAVO, J.; TINNIN, D. S.; ARMIEN, B.; CACERES, L.;
GARCIA, A;; DIAZ, M. A.; GRACIA, F.; SUZAN, G.; PETERS, C. J.; YATES, T. L,
MILLS, J. N. 2004. Community ecology of small mammal populations in Panama following

an outbreak of Hantavirus pulmonary syndrome. Journal of Vector Ecology. 29: 177-191.

SANTOS, A. J. DOS. 2006. Estimativas de riquezas em espécies. In: CULLEN JR., L.;
RUDRAN, R.; PADUA, C. V. (Org.). Métodos de Estudos em Biologia da Conservacao e
Manejo da Vida Silvestre. 2.ed. Curitiba. Editora Universidade Federal do Parana. 1: 19-42.

SANTOS-FILHO, M.; SILVA, D. J. DA.; SANAIOTTI, T. M. 2008. Edge effects and
landscape matrix use by a small mammal community in fragments of semideciduous

submontane forest in Mato Grosso, Brazil. Brazilian Journal of Biology. 68(4): 703-710.

SENAC. Servico Nacional de Aprendizagem Comercial. 2015. Informag6es sobre municipios

mineiros. Disponivel em:


http://academic.research.microsoft.com/Journal/5938/biol-conserv-biological-conservation
http://www.riopomba.mg.gov.br/dados-demograficos.php
http://www.scielo.br/bjb

36

<http://descubraminas.com.br/Turismo/DestinoPagina.aspx?cod_destino=19&cod_pgi=2034>
Acesso em: nov. 2015.

SIAM. Sistema Estadual de Meio Ambiente. Disponivel em:

<http://www.siam.mg.gov.br/siam/login.jsp>. Acesso em: nov. 2015.

SLADE, N. A.; BLAIR, S. M. 2000. An empirical test of using counts of individuals captured
as indices of population size. Journal of Mammalogy. 81(4): 1035-1045.

TEIXEIRA, B. R. 2013. Estudo Longitudinal da infec¢cdo por hantavirus em roedores
silvestres no estado do Parana. Tese de Doutorado. Programa de Pds-Graduagdo em Biologia

Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ. 139p.

UMETSU, F.; METZGER, J. P.; PARDINI, R. 2008. Importance of estimating matrix quality
for modeling species distribution in complex tropical landscapes: a test with Atlantic forest

small mammals. Ecography. 31(3): 359-370.

UMETSU, F.; PARDINI, R. 2007. Small mammals in a mosaic of forest remnants and
anthropogenic habitats-evaluating matrix quality in an Atlantic forest landscape. Landscape
Ecology. 22: 517-530.

VIEIRA, M. V.,; MONTEIRO-FILHO, E. L. A. 2003. Vertical stratification of small
mammals in the Atlantic Rain Forest of South-eastern Brazil. Journal of Tropical Ecology.
9(5): 501-50.


http://descubraminas.com.br/Turismo/DestinoPagina.aspx?cod_destino=19&cod_pgi=2034
http://www.siam.mg.gov.br/siam/login.jsp

37

CAPITULO 2

VIROSES EMERGENTES: RELACOES ENTRE PEQUENOS
MAMIFEROS HOSPEDEIROS E SEUS HABITAT

RESUMO

As alteragdes ambientais influenciam a dispersdo de animais de ambientes silvestres para areas
proximas as construcfes humanas e agricultura e, com isso, aumentam as chances de contato
destes com o homem e animais domesticos, e consequente transmissdo de patdgenos. Diante
disto, o objetivo deste trabalho foi analisar o papel de pequenos mamiferos no fluxo de viroses
entre ambiente silvestres e antropizados e se abundéncia, riqueza e tipo de ambiente influenciam
na prevaléncia de viroses. Nos municipios de Rio Pomba e Serro, em Minas Gerais, entre
setembro de 2012 e setembro 2013, os pequenos mamiferos foram capturados em trés ambientes
diferentes: em fragmentos de vegetacdo nativa, em areas de pastagem proximas as areas de
vegetac&o, e no peridomicilio. Na mata e pasto foram estabelecidos quatro transectos e dois no
peridomicilio. Em cada ponto foi colocada uma armadilha do tipo gaiola e uma Sherman e
utilizado o método de captura-marcacao-recaptura. Coletamos sangue por puncdo cardiaca e
alguns espécimes foram sacrificados e eviscerados para a prospec¢do de ortopoxvirus,
coronavirus, hantavirus e flavivirus. A abundancia, riqueza e tipo de ambiente (mata, pasto,
peridomicilio) ndo influenciaram na prevaléncia de infectados. Calomys tener foi a espécie de
pequeno mamifero mais central da nossa rede de interacdo de Rio Pomba, sendo infectado por
todos os virus testados. Ortopoxvirus teve maior prevaléncia de infectados e 0 maior nimero
de espécies de pequenos mamiferos positivas nos dois municipios. Pequenos mamiferos
capturados em ambientes silvestres e antropizados apresentaram resultados positivos para todos
os virus testados, mostrando potencial circulacdo desses virus entre mata nativa, pasto e

peridomicilio.

Palavras-chaves: degradacdo ambiental, doencas infecciosas, roedores, transmisséo, virus.
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INTRODUCAO

A expansdo das atividades antrdpicas destrdi habitat, diminui sua qualidade e facilita o
contato entre animais silvestres, homem e animais domeésticos. Uma das consequéncias da
degradacdo ambiental € o aumento das possibilidades de disseminacdo de doengas emergentes
(Karesh et al., 2012).

As doencas infecciosas emergentes sdo um dos principais problemas de satde publica
mundial e estdo relacionadas a determinantes sociais, econdmicos e ambientais.
Aproximadamente 60% sdo zoonoses e, destas, cerca de 70% sdo causadas por patdgenos de
origem silvestres (Jones et al., 2008). O surgimento de uma doenca infecciosa zoonotica
depende de fatores que propiciam a dinamica do agente patogénico de explorar outros nichos e
adaptar-se a novos hospedeiros. As causas subjacentes que criam ou fornecem acesso a estes
novos nichos parecem ser mediadas por a¢Ges antropogénicas, que incluem, na maioria dos
casos, a exploracdo do solo, desmatamento, extracdo de recursos naturais e sistemas intensos
de producdo pecuaria (Karesh et al., 2012). Estas condi¢bes propiciam a introducdo de um
patdgeno a uma nova populacéo e a sua disseminacgdo neste novo ambiente, estabelecendo um
novo ciclo de vida em seres humanos, predispondo a emergéncia de uma nova doenga (Daszak
etal., 2001).

A degradacdo do habitat por atividades antropicas e consequente fragmentacao, pode
levar as espécies restritas ao ambiente florestal ao desaparecimento local, caso o habitat ndo
tenha a qualidade suficiente para sustentar populacdes viaveis. Ja espécies generalistas podem
ser favorecidas, como pelo fornecimento de alimentos introduzidos pela agricultura, resultando
no aumento de densidades populacionais. Por outro lado, o adensamento populacional em areas
com restricdes ambientais pode levar ao estresse social, o que diminui a resisténcias dos animais
adoencas. A circulacdo zoondtica pode ser entdo potencializada pelo aumento da probabilidade
de contato de animais silvestres com humanos e animais domésticos (Mills, 2006). No caso das
espécies favorecidas serem as mais eficientes para transmissdo de patdgenos, podem ser
aumentadas as prevaléncias entre as espécies hospedeiras e, por fim, aumentar o risco de
transmissdo ao homem (Teixeira, 2013). Existe tambem uma aparente relagéo entre a infecgéo
e a riqueza das espécies, de modo que em locais com alta riqueza de espécies em geral
apresentam menor prevaléncia de infeccdo nas espécies hospedeiras devido a uma maior
pressao de competicdo interespecifica (Mills, 2006).

A maioria dos animais reservatorios de doencas infecciosas zoonoticas pertence ao

grupo dos mamiferos (Mackenzie e Jeggo, 2013). Os roedores apresentam fatores que 0s
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classificam como bons reservatorios para transmissdo de doencgas zoondticas, como alta taxa de
fecundidade, rapida reproducéo, sdo mais frequentes em locais habitado pelo homem que outros
animais silvestres. Portanto, favorecem o contato e a transmissdo a populacdo humana de
patdgenos intrinsecos aos roedores (Mills, 2006). Muitos desses patdgenos sao virais e novos
virus pertencentes as familias Poxviridae, Coronaviridae, Bunyaviridae e Flaviviridae tem sido
descritos a partir de animais silvestres (Mackenzie e Jeggo, 2013).

O género Orthopoxvirus pertencente a familia Poxviridae contém virus capazes de
infectar humanos (Variola virus), roedores (Ectromelia virus) e outros que infectam mdaltiplos
hospedeiros, como Vaccinia virus (VACV) (Shchelkunov, 2013). O VACYV leva ao surgimento
de les@es pustulares, ulcerativas na pele que afeta principalmente o gado e humanos (Trindade
et al., 2003). A transmissao ocorre pelo contato com as lesGes, e em alguns experimentos por
fezes e leite (Abrahdo et al., 2009a; D’ Anunciagdo et al., 2012).

O género Hantavirus, pertencente a familia Bunyaviridae, consiste em mais que 80 virus
geneticamente relacionados. As infecgdes humanas causadas pelos hantavirus ocorrem
principalmente pela inalacdo de aerossois de particulas virais, formados a partir de excretas de
roedores infectados, manifestando-se sob duas diferentes patologias clinicas: a Febre
Hemorragica com Sindrome Renal (FHSR) e a Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus
(SCPH) (Oliveira et al., 2014). No Brasil, nove gendtipos de hantavirus foram identificados em
12 espécies de roedores pertencentes aos géneros: Akodon, Calomys, Holochilus,
Oligoryzomys, Oxymycterus, Necromys e Rattus (Oliveira et al., 2014). A infeccdo por
hantavirus nos roedores resulta em uma infeccdo crénica e aparentemente assintomatica
(Oliveira et al., 2014). Formas alternativas de transmissdo foram descritas: através de
escoriagdes na pele ou mordeduras de roedores, contato do virus com o tecido conjuntivo da
boca, olhos e nariz (Pereira, 2006).

Os coronavirus da familia Coronaviridae infectam uma grande variedade de animais,
causando doengas respiratorias, entéricas, hepaticas e neuroldgicas de gravidade variavel (Lau
et al., 2014). Esses virus encontram-se amplamente distribuidos entre os seres humanos, outros
mamiferos e aves (Masters e Perlman, 2013). O género Betacoronavirus compreende virus que
infectam humanos (HCoV-HKU1 e HCoVOC43) e roedores (MHV e RCoV) entre outros
(Masters e Perlman, 2013).

O género Flavivirus, da familia Flaviviridae, é constituido por aproximadamente 50
virus, que causam encefalites, febres hemorragicas e hepatites em humanos. Dentre 0s
flavivirus que ocorrem no Brasil destacam se os virus do dengue 1-4 (DENV) e virus da Febre

Amarela (YFV). Os culicideos vém sendo descritos como potenciais vetores para os flavivirus,
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e se infectam apds realizar o repasto sanguineo em animais silvestres ou humanos (Figueiredo
et al., 2010). Entre os vetores de importancia médica, estdo os mosquitos dos géneros Aedes,
Psorophora e Culex (Laporta et al., 2012). O homem ou animais podem ser infectados quando
entram em contato com ambientes silvestres, no qual os virus sdo mantidos em ciclos silvestres
(Figueiredo, 2000).

A crescente degradacdo ambiental contribui para disseminacao de doengas infecciosas,
uma vez que o contato de animais silvestres com homem e animais domésticos sdo
intensificados pelas mudangas que ocorrem na paisagem. Diante desse contexto, o objetivo
deste trabalho é analisar o papel de pequenos mamiferos no fluxo de viroses entre ambiente
silvestres e antropizados de Rio Pomba e Serro, em Minas Gerais, e analisar se a abundancia e
riqueza de pequenos mamiferos e o tipo de ambiente influenciam na prevaléncia de viroses.

As hipdteses avaliadas sdo que (1) a degradacdo ambiental permite que espécies de
pequenos mamiferos com habitos de vida generalistas se aproximem de areas antropicas,
potencializando o fluxo de viroses entre o sistema natural e antropico, e essas espécies tem
papel importante na rede de interacdo hospedeiro-virus (2) a prevaléncia de infeccao por viroses
é influenciada pela abundancia e riqueza de pequenos mamiferos e pelo tipo de ambiente (mata,

pasto e peridomicilio).

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado em dois municipios de Minas Gerais, Rio Pomba (21°16'29"S,
43°10'45"W), localizado na Zona da Mata, e Serro (18°36'18" S, 43°22'44"W), localizado na
mesorregido metropolitana de Belo Horizonte (Figura 1).

O municipio de Rio Pomba, inserido no dominio Mata Atlantica (IBGE, 2015), era em
grande parte recoberto por Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombroéfila Densa.
Atualmente restam 8,32% de Floresta Estacional Semidecidual Montana e 3,46% de Floresta
Estacional Semidecidual Sub Montana (PMGIRS, 2014). O clima da regido (classificacdo de
Koppen 2013) é do tipo Cwa: clima subtropical de inverno seco e verdao quente. Na regido a
precipitacdo média anual é de 1.200 a 1.600 mm, e a temperatura média anual varia de 17,4°C
a 24,7°C (Guedes, 2012). Altitudes variam de 419 m a 910 m (Prefeitura de Rio Pomba, 2015).
As capturas de pequenos mamiferos foram realizadas na propriedade rural do Campus Rio
Pomba do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia (IFET) do Sudeste de Minas

Gerais.
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Serro estd localizado numa éarea de transi¢cdo do Cerrado com Mata Atlantica (IBGE,
2015). A cobertura vegetal apresenta fisionomias do Dominio Atlantico, Floresta Estacional
Semidecidual Montana e Aluvial, Brejos, Campo rupestre e Vegetacdo Arbustivo-Lenhosa
sobre Canga (Pifano et al., 2010). O clima da regido (classificacdo de Képpen 2013) € do tipo
Cwhb: subtropical de altitude, com inverno seco e verdo ameno, com temperaturas média anual
variando de 14°C a 27,5°C. As chuvas ocorrem de setembro a marco com média de precipitagdo
anual de 1300 mm (EMATER, 2002). Altitudes variam de 2.002 m a 853 m (SENAC, 2015).
As capturas de pequenos mamiferos foram realizadas em duas fazendas que apresentam como

principal atividade a producdo de leite para a fabricagdo de queijo.
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Figura 1. Localizagdo dos municipios de Serro e Rio Pomba no estado de Minas Gerais e indica¢do das
areas onde os transectos foram estabelecidos.

Captura de pequenos mamiferos
Foram realizadas seis coletas bimestrais em cada area nos dois municipios, com duragao

de quatro noites cada, entre setembro de 2012 e setembro 2013. Em cada area 0s pequenos



42

mamiferos foram coletados em trés ambientes distintos: (1) em quatro transcectos estabelecidos
em fragmentos de vegetacdo nativa (Mata); (2) em quatro transectos em areas de pastagem
préximas as areas de vegetacdo (Pasto) e (3) dois transecto nas areas proximas as construgoes
(casas, paiois, estabulos, etc) das fazendas (Peridomicilio). Em cada um dos 10 transectos foram
estabelecidas 15 estacOes de coletas distantes 20 metros entre si. Em cada estacao foi colocada
uma armadilha do tipo Sherman (8 x 8 x 26 cm) e uma do tipo gaiola (50 x 21,5 x 20cm) com
isca suspensa. Na Mata, em cada estacdo de coleta, uma armadilha foi colocada no solo e a
outra no sub-bosque e a posicdo das armadilhas foi alternada entre estagdes adjacentes. No
pasto e peridomicilio ambas armadilhas foram colocadas no solo. No pasto as trilhas eram
préximas aos fragmentos (de 30 m a 120 m). As iscas utilizadas foram pedagos de abacaxi e
algoddo embebido em 0leo de figado de bacalhau. As armadilhas foram revisadas todas as
manhas.

Os animais capturados foram anestesiados na regido intramuscular do membro inferior
com cetamina e cloridrato de xilazina (80 mg/kg de cetamina e 12 mg/kg de xilazina) (Ramirez
et al., 2003). Em seguida, 10% do sangue foi coletado por puncdo cardiaca. Os animais
sacrificados foram eviscerados para a prospeccao dos virus de interesse a partir das visceras. O
sacrificio foi realizado através da administracdo de uma dose trés vezes superior & dose maxima
de cetamina e cloridrato de xilazina (240 mg/kg de cetamina e 45 mg/kg de xilazina), via
intraperitoneal.

Apds a captura e marcacdo, os animais foram liberados no local de coleta. Espécimes
testemunho de cada area foram coletados e depositados na Colecdo de Mamiferos da UFMG.
A identificacdo das espécies seguiu chaves de identificacdo (Patton et al. 2015) e comparagédo
com material de museus. Técnicas de analise citogenética foram também empregadas para

auxiliar na identificacdo e classificacdo das espécies (Ford e Hamerton, 1956).

Prospeccao de virus em pequenos mamiferos

A prospeccdo de ortopoxvirus, hantavirus, coronavirus e flavivirus foi realizada pelas
equipes dos Laboratorios de Virus da UFMG e UFJF. Foram utilizados soro e érgdos dos
pequenos mamiferos coletados nos municipios de Rio Pomba e Serro, que foram armazenados
a -70° C, para extracdo de DNA e RNA. O DNA da amostra foi extraido com a utilizacdo do
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™), de acordo com as instruc¢des do fabricante.
Para a extracdo do RNA total foi utilizado o QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, USA),
de acordo com instrucfes do fabricante. A quantificacdo do DNA e RNA foram avaliadas

através da utilizacdo do espectofotdmetro NanoDrop® (Thermo Scientific).
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Para a deteccdo dos virus de RNA foi realizada a sintese de uma cadeia complementar
de DNA (cDNA) com oligonucleotideos aleatorios. A reacdo de transcricdo reversa foi
realizada utilizando-se a enzima SuperScript Il (Invitrogen), seguindo as instrucdes do
fabricante. Os cDNAs obtidos foram diluidos na proporcao 1:5 e utilizados no PCR em tempo
real (QPCR).

Foi realizada a qPCR para prospeccdo de ortopoxvirus, hantavirus, coronavirus e
flavivirus. Para ortopoxvirus a amostra Western Reserve (WR) de Vaccinia virus foi utilizada
para extracdo do DNA usado como controle positivo para ensaios de gPCR. Para controle
positivo das reacBes de qPCR de coronavirus, flavivirus e hantavirus foram sintetizados
fragmentos de DNA. Os iniciadores utilizados nos ensaios de gPCR sdo descritos na tabela 1.
Os iniciadores desenhados, as condi¢fes das qPCRs, assim como os DNA sintéticos foram
estabelecidos pelo pesquisador colaborador, Pedro A. Alves (Alves, 2015). Como controle
interno da reacdo de gPCR, foram utilizados iniciadores que amplificam a regido do gene
codificador para a beta actina de Mus musculus (Tabela 1).

Tabela 1. Iniciadores utilizados em ensaios de PCR em tempo real. Descri¢do para sequéncias, alvos,
tamanho da sequéncia amplificada e temperatura de desnaturacéo.

Tamanho esperado do Tm eperado do
Iniciadores Sequéncia (5'-3") Virus Alvo produto produto
Coronavirus HCoV F CCT GTAATG GCC ATAAGA TTG AAG HKU1 78pb 70°C
HCoV R CTG TAC GAT AAA CAT TAG AGT ATAAGC G
Flavi-1 F CAA CAT GAT GGG GAA AAG AGA GAA GAA G YFV, DENV-2, 113 pb 78°C
Flavivirus Flavi-1 R GCT CCAAGC CAC ATG TAC CAT ATG WNV, JEV
Flavi-2 F ATG ATG GGG AAG CGT GAG AA DENV1,3E4 109pb 78°C
Flavi-2 R GCT CCC AAC CAC ATG TAC CA SLEV,
Hantavirus HAN F CCA GAT GAC GTT AAC AAG AGC ACATTAC Segmento S 164pb 81,05°C
HAN R CAA GCC CTG TTG GAT CAACTG GT
Gene C11R de
PAF CGC TAC AAC AGA TAT TCC AGC TAT CAG OPVs 80pb
Ortopoxvirus PAR AGC GTG GAT ACA GTC ACC GTG TAA
Gene AS6R de
HAF AAC CAC CGATGATGC GGAT OPVs 158pb (VACV grupo 2) ou
HAR TGC CAC GGC CGA CAA TAT AA 140pb (VACV grupo 1)
Controle
interno B-actina F AAATCG TGC GTG ACATCAAAG A 64pb 76°C
B-actina R GCC ATC TCCTGC TCG AAGTC

A mistura de reacdo com o par de iniciadores era composta por 5,0 pl de SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,8 pl de cada iniciador (800 nM) para coronavirus e
hantavirus, 0,2 uM de cada iniciador (0,2 ul) para ortopoxvirus e para flavivirus 0,6 pul de cada
iniciador (600 nM), 1,0 ul do DNA sintético diluido (1ng/ul) e agua ultra pura (g.s.p. 10 pl).
Os testes das amostras foram realizados posteriormente a repeticdo da curva padrdo. As
amostras foram testadas em duplicata e cada placa continha o controle negativo (agua de

injecéo) e o controle positivo, em duplicata.
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Todas as reagdes de qPCR foram feitas no termociclador StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) com o seguinte ciclo: desnaturagéo inicial a 95°C, por 10
minutos, seguida de 40 ciclos com desnaturacdo a 95°C, por 15 segundos e pareamento e
extensdo, a 60°C, por 1 minuto. A curva de dissociacéo foi realizada apés os 40 ciclos da PCR.
Para isso, a temperatura, que partiu de 60°C, aumentava gradativamente, até que chegasse a
99°C. Todos os dados gerados foram registrados pelo software e analisados ao término da
reacao pelo StepOnmne Software v2.3 (Applied Biosystems).

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram produto amplificado em
ambas as duplicatas, com temperatura de dissocia¢do (Tm — melting temperature) semelhante
ou igual a Tm esperada.

As amostras positivas e algumas amostras indeterminadas foram selecionadas para
amplificacdo por PCR convencional com outros iniciadores. O produto das reacGes foi
analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata (Rezende,
2015; Amaral, 2015; Miranda, 2016; Pengo, 2016; dados néo publicados).

O sequenciamento dos produtos purificados foi realizado por uma empresa terceirizada
pelo método de Sanger em plataforma AB13130 (Life Technologies). Em seguida, as sequéncias
foram lidas e analisadas em programas especificos.

As amostras que foram testadas para ortopoxvirus e hantavirus, além dos ensaios
moleculares foram realizados ELISA para ambos e PRNT para ortopoxvirus. O protocolo de
ELISA para pequenos roedores detecta anticorpos anti-OPV do tipo IgG e foi padronizado por
Borges (2013). Foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo reto do tipo Nunc maxisorp
(Apogent, USA). As placas continham dois controles negativos em duplicata (soro de Balb/c
ndo infectado), um controle positivo em duplicata (Balb/c infectado com os virus GP1 ou
GP1/GP2), dois pocos brancos (sem soro), as amostras foram testadas em duplicata e a proteina
AJG (Pierce, USA) foi utilizada como conjugado. As placas foram sensibilizadas com particulas
totais do virus VACV-WR diluidas em tampéo carbonato (0,01M e pH 9,6) a uma quantidade
final de 10° p.f.u. por poco. Em luz UV por 15 minutos as particulas virais foram inativadas e
as placas foram incubadas a 4 °C por volta de 16 horas. Em seguida os pocos foram lavados 3
vezes em tampdo PBS-Tween 0,5%. Para o bloqueio cada pogo recebeu 100 ul de solucdo de
bloqueio (leite desnatado 5% em PBS-Tween) e as placas foram incubadas por duas horas a 37
°C. Apos 3 lavagens em PBS-Tween foram adicionados os soros diluidos 100 vezes em solugédo
de leite em po diluido em PBS-Tween a 0,5%. Apds incubacdo por 1 hora a 37 °C as placas
foram lavadas 3 vezes, receberam o conjugado diluido10000 vezes em solugéo de leite em PBS-

Tween a 0,5% e foram novamente incubadas outra vez a 37 °C por 1 hora. Apos 5 lavagens, as
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placas foram reveladas com o substrato 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) (SigmaAldrich,
EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante e a reacdo foi interrompida pela adicéo de
acido sulfarico 1M. Foi realizada a leitura da placa a 450 nm no equipamento Multiskan
Spectrum (Thermo Scientific). As amostras foram analisadas com relacdo a variagdo entre as
réplicas e quando esta foi maior que 20% a amostra foi testada novamente.

Nos testes de ELISA para a deteccdo de anticorpos IgG e IgM anti-Hantavirus foi
utilizada a proteina recombinante N (rN) do virus Araraquara. Para o teste, microplacas de
poliestireno de fundo chato (CORNING, USA) foram sensibilizadas com rN purificados, na
concentracdo de 4pg/ml, diluidos em solugdo tampédo carbonato-bicarbonato (0,1M; pH 9,6)
100 pL por poco. Como controle negativo foi utilizado extrato bruto de Escherichia coli ndo
induzida, purificada, em solucdo tampdo carbonato-bicarbonato (0,1M; pH 9,6). As
microplacas foram incubadas a 4°C por 24 horas em camara Umida para sensibilizacdo. Depois
as placas foram lavadas trés vezes com PBS pH 7,4; acrescido de Tween 20 a 0,05 % (PBST).
Para o bloqueio cada poco recebeu 150 ul de solucdo bloqueadora (leite em p6 desnatado a 10%
em PBST), seguida de incubacéo das microplacas a 37 °C por 2 horas. As placas foram lavadas
novamente com PBST por 4 vezes. Posteriormente, foram adicionados as microplacas 50 pL
dos soros teste, na diluicdo padrdo (1:100). O diluente dos soros e conjugado foi 0 mesmo
utilizado no blogueio das microplacas. Como controle positivo foram utilizados MIAFs virus-
especificos ao rN do teste, na dilui¢do de 1:100. Em seguida, as microplacas foram incubadas
em camara Umida por uma hora a 37 °C. Apo6s esse periodo, as microplacas foram novamente
lavadas com PBST 4 vezes. Em seguida, foram adicionados 50ul de imunoglobulina anti-1gG
humano conjugada a peroxidase (SIGMA, USA) na diluicdo 1:2000. Nos pocos
correspondentes aos controles positivos, contendo MIAF, foi utilizada imunoglobulina caprina
anti-lgG de camundongo conjugada a peroxidase (SIGMA, USA) na diluicdo 1:2000. Apds
incubacdo em camara Umida por 1 hora a 37 °C e 4 lavagens com PBST, foram adicionados
100pI da solucéo reveladora TMB, seguindo-se de uma incubacdo por 20 minutos a temperatura
ambiente. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 40uL de &cido sulfurico 2M. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro de placa no comprimento de onda de 405nm.

O ponto de corte foi definido como a média dos controles negativos mais 3 vezes o
desvio padrdo dos mesmos.

Para as amostras testadas para ortopoxvirus, alem do ELISA, foi realizado o ensaio
sorolégico PRNT. O ensaio de soroneutralizacdo por reducdo de placa detecta anticorpos
neutralizantes que séo protetores (OIE 2008). Foi utilizado o protocolo adaptado a partir do

proposto por Newman (2003). O teste foi realizado em duplicata, apds a desnaturacdo do
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complemento a 56°C por 30 minutos em banho maria, os soros foram diluidos 20 vezes em
MEM sem adigéo de soro fetal bovino. O mesmo volume de MEM contendo 30 a 300 p.f.u. de
VACV-WR foi adicionado e a mistura foi incubada a 37°C por 16 horas em atmosfera de 5%
de CO2. O mesmo protocolo foi adotado, para o controle de virus com substituicdo dos soros
testes por soro fetal bovino. As solugfes foram inoculadas em placas de 6 pogos contendo
celulas BSC-40 com 90 a 100% de confluéncia. A placa continha um pogo de controle de virus
e outro de células. Para a adsorcao viral as placas foram mantidas a 37°C em atmosfera de 5%
de CO», sob agitagdo em intervalos de 10 minutos. Depois de 1 hora, foram adicionados 2 mL
de MEM com 2% de SFB a cada poco e as placas incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera
de 5% de CO>. As células foram fixadas com solucdo de formalina 10% (formaldeido 37%) por
30 minutos e entdo coradas com cristal violeta 1%. As placas de lise foram contadas
visualmente e o numero de placas gerados em cada amostra foi determinado como a média dos
pocos da duplicata. A positividade foi definida com reducdo de 50% ou mais do nimero de

placas observados em cada amostra com relacdo ao controle de virus.

Analise de infec¢do de pequenos mamiferos por virus zoonéticos

A prevaléncia total de infecgdo para ortopoxvirus, hantavirus, coronavirus e flavivirus
foi avaliada dividindo-se 0 nimero de pequenos mamiferos infectados pelo nimero total de
pequenos mamiferos analisados para cada ambiente. Também foi calculado a prevaléncia por
espécie, dividindo o nimero de infectados daquela espécie, pelo numero de individuos testados
desta mesma espécie.

Para identificar se 0 ambiente (mata, pasto e peridomicilio), riqueza de espécies e
abundancia (varidveis explicativas) influenciam a prevaléncia de infecgdo (varidvel
dependente), foram construidos modelos lineares generalizados (GLM) no Programa R 3.2.0

(R Core Team, 2015), com distribuicdo binomial.

Anélise de Redes de Interacéo

A teoria de redes complexas vem sendo usada para estudo com doencas infecciosas. As
conexdes entre os individuos que permitem que uma doenca se propague, naturalmente define
uma rede, e essa rede nos fornece uma compreensdo sobre a dindmica epidemiologica. O
entendimento da estrutura da rede de transmissao nos permite melhorar as previsoes sobre a
distribuicdo das infecgbes (Danon et al., 2010). Na rede de interacGes cada espécie é
representada por um vértice e a ligagdo entre dois vértices representa a interacdo entre duas

especies diferentes, possibilitando analisar a interdependéncia entre elas (Newman, 2003).
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Com os dados obtidos foram construidas matrizes adjacentes com “hospedeiro” (H)
como linhas e “virus” (V) como colunas e elaborados grafos para cada municipio (Rio Pomba
e Serro) usando o software Pajek 4.07 (Batagelj e Mrvar, 1998). Para o célculo do tamanho da
rede foram somados os numeros de hospedeiros e virus. Assim o tamanho da rede € o nimero
de vértices.

A conectancia (C), proporcdo das conexdes possiveis que de fato sdo observadas na
rede, é definida como a razéo entre o numero de interagcdes observadas e o nimero de interacfes
possiveis, dado pelo produto do nimero de hospedeiros e virus da rede (Dormann et al., 2007).
Portanto, essa métrica nos diz o quanto virus e hospedeiros estdo interagindo.

As centralidades sdo métricas referentes a importancia relativa de cada veértice para a
estrutura da rede, baseando se no nimero e o padrdo de conexdes do vértice (Estrada, 2007). A
centralidade por grau avalia a importancia de um vértice analisando a quantidade de vértices a
que ele é ligado, isto é, quanto mais vértices ligados, maior a importancia para rede, portanto,
maior o valor atribuido para este vértice pela centralidade (Ronqui, 2014). Logo, essa medida
nos diz qual a relevancia de um virus ou hospedeiro para a circulacdo da doenca.

A centralidade por intermédio quantifica a participacdo de um vértice no caminho mais
curto entre quaisquer pares de vértices da rede. Essa medida pode ser utilizada para avaliar a
importancia tanto de vértices quanto de ligacGes da rede (Ronqui, 2014). O valor numérico da
centralidade por intermédio, para um dado vértice i, corresponde ao somatério das razdes entre
a quantidade de caminhos mais curtos entre um vértice s e um vértice t que passam i e a
guantidade total de caminho mais curtos existentes entre s e t (Newman, 2010), expresso por:

i
C.(i) = Z Nst
s Ist

Os célculos das métricas de centralidade e conectancia foram realizados utilizando o
programa Pajek 4.07 (Batagelj e Mrvar, 1998) e o Programa R 3.2.0 (R Core Team, 2015).

Para investigar a existéncia de modulos na rede hospedeiro-virus foi utilizado um

método otimizado, baseado no arrefecimento simulado (Guimera e Nunes Amaral, 2005) e
calculado um indice de modularidade (M) com base no algoritmo modificado por Barber para
redes bipartidas (Barber 2007). Para estimar a significancia de M, a medida das redes reais foi
comparada com 1000 matrizes aleatorizadas a partir da matriz real, usando os modelos nulos
Erdds e Rényi (Erdds e Rényi, 1959) que gera redes de mesmo tamanho e conectancia, mas
com arestas distribuidas aleatoriamente entre os vértices e o “modelo nulo 2” de Bascompte et
al. (2003) que considera a heterogeneidade na distribuicdo das arestas entre os vértices

observada na rede original, mantendo assim parte da estrutura da rede sem aleatoriza-la
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totalmente. Os valores de M gerados variam de 0 a 1, sendo que com valor 1 a rede é formada
por subgrupos separados. Essas analises foram realizadas no programa Modular (Marquitti et
al., 2013). Essa medida nos mostra se o0s virus e hospedeiros estdo formando grupos dentro da

rede, esses grupos podem ocorrer, por exemplo, devido as caracteristicas filogenéticas.

RESULTADOS

As amostras de todos os pequenos mamiferos capturados em Rio Pomba foram testadas
para ortopoxvirus e hantavirus. Das 163 amostras testadas para ortopoxvirus 44 (26,99%) foram
positivas, 41 para roedores de cinco espécies: Calomys tener, Akodon cf. mystax, A. cursor,
Necromys lasiurus, Guerliguetus ingrami e trés marsupiais de duas espécies: Caluromys
philander e Didelphis aurita. Somente uma amostra de Calomys tener capturado no pasto foi
positiva para hantavirus em Rio Pomba.

Ainda em Rio Pomba, foram testadas para coronavirus amostras de 137 individuos,
sendo que 12 (8,75%) roedores foram positivos, pertencentes as seguintes espécies: C. tener,
Juliomys pictipes, A. cf. mystax, A. cursor e Oligoryzomys nigripes.

Das 134 amostras testadas para flavivirus, cinco (3,73%) foram positivas. Foram quatro
amostras positivas de C. tener e uma de N. lasiurus, todos os individuos positivos de ambas as
espécies foram capturados no pasto.

No Serro, para todos os animais capturados foram feitos testes para prospecgdo de
ortopoxvirus e hantavirus. Das 45 amostras testadas, 15 (33,33%) foram positivas para
ortopoxvirus. Dentre essas 14 eram provenientes de roedores, capturados nos trés ambientes,
das seguintes espécies: Trinomys setosus, A. cursor, C. expulsos, Nectomys squamipes,
incluindo as espécies exodticas Mus musculus e Rattus rattus. Uma das amostras positivas era
do marsupial C. philander capturado na mata. Apenas uma amostra (2,22%) que pertencia a um
O. nigripes capturado no peridomicilio foi positiva para hantavirus. As amostras do Serro ndo
foram testadas para coronavirus e flavivirus (Tabela 2). A prevaléncia total por ambientes nos
dois municipios esta representada na tabela 3.

Os Modelos Lineares Generalizados (GLMs) para testar a relacdo entre prevaléncia de
infeccdo e as variaveis explicativas foram realizados apenas para ortopoxvirus e coronavirus
em Rio Pomba e ortopoxvirus no Serro, os demais ndo foram modelados devido ao baixo
numero amostral. N&o encontramos influéncia significativa de nenhuma variavel avaliada sobre

a prevaléncia dos virus (Tabela 4).
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Tabela 2. Espécies e nimero de individuos positivos pelo nimero de animais testados para distintos
virus, em trés tipos de ambientes dos municipios de Rio Pomba e Serro/MG. Entre parénteses o valor
da prevaléncia em (%). (-) N&o foram testados.

Rio Pomba
Ambiente Espécies Ortopoxvirus Hantavirus Coronavirus Flavivirus
Mata Caluromys philander 11 (100) 0/1 01 0N
Mata Didelphis aurita 216 (33.3) 0/6 0/3 0/3
Mata Akodon cursor 4/6 (66.7) 0/6 1/6 (16.7) 0/6
Mata Guerlinguetus ingrami 111 (100) 0/1 0M 01
Mata Juliomys pictipes 02 0/2 1/2 (50) 0/2
Mata Oligoryzomys nigripes 012 0/2 1/2 (50) 02
Pasto Akodon cf mystax 7128 (25) 0/28 3123 (13) 0/23
Pasto Akodon cursor 4/14 (28.6) 0/14 110 (10) 0/9
Pasto Calomys tener 15/72(208) 172(1.4) 4/63(6.3) 4/61(6.6)
Pasto MNecromys lasiurus 10114 (71.4) 014 0M13 112 (8.3)
Peridomicilio Oligoryzomys nigripes 0/3 0/3 1/2 (50) 0/3
Serro
Ambiente Espécies Ortopoxvirus Hantavirus Coronavirus Flavivirus
Mata Caluromys philander 11 (100) 0M1 - -
Mata Akodon cursor 1/1 (100) 0/1 - -
Mata Trinomys setosus 9 (77.7) 0/9 - -
Pasto Calomys expulsus 1/2 (50) 0/2 - -
Pasto Mectomys squamipes 11 (100) 0/1 - -
Peridomicilic Qligoryzomys nigripes 0/3 1/3(33.3) - -
Peridomicilio Mus musculus 2/3 (66.6) 0/3 - -
Peridomicilio Rattus rattus 213 (66.6) 0/3 - -

Tabela 3. Numero total de individuos positivos por individuos testados nos diferentes ambientes em
Rio Pomba e Serro/MG.

Rio Pomba
Ambiente Ortopoxvirus  Hantavirus Coronavirus  Flavivirus
Mata 8/26 (30.79) 0 3/22 (13.63) 0
Pasto 36/132 (27.27)  1/132(0.75) 8/112 (7.14)  5/110 (4.54)
Peridomicilio 0 0 1/3 (33.33) 0
Serro
Ambiente Ortopoxvirus  Hantavirus Coronavirus  Flavivirus
Mata 9/22 (40.90) 0 - _
Pasto 2/9(22.22) 0 - -
Peridomicilio 4/14 (28.57) 1/14 (7.14) - -
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Tabela 4. Valores de p resultantes dos modelos lineares generalizados.

Modelo Rio Pomba Serro
Ortopoxvirus Coronavirus Ortopoxvirus

prevaléncia ~ ambiente p=0.18 p=0.28 p=0.76
prevaléncia ~ abundancia p=027 p=0.23 p=0.79
prevaléncia ~ riqueza p=0.28 p=0.35 p=0.76

A rede de interagdo hospedeiro-virus de Rio Pomba teve um tamanho igual a 15 e 18
interacOes foram observadas. Nove espécies de pequenos mamiferos estavam infectadas, sendo
que quatro espécies foram infectadas por dois ou mais virus. O virus com mais interacdes na
rede foi o ortopoxvirus (grau= 8) e a espécie de pequeno mamifero que teve mais interacdes foi
C. tener (grau= 4), interagindo com todos virus. A conectancia de Rio Pomba, medida de
densidade das interagdes na rede, foi de 0,409. A modularidade da rede foi baixa 0,34 e nédo foi
significativa (p > 0.05) (Tabela 5).

Tabela 5. Métricas da rede de interacdo hospedeiro-virus de Rio Pomba e Serro/MG. Modularidade da
rede (M).

Redes Hospedeiros Virus Tamanho Conectincia No Modulos M p(M)
Rio Pomba 9 4 15 0,409 3 0.34258 p=005
Serro 8 2 10 0,50 2 021875 p=0.05

A partir dos dados de centralidade por grau da rede de Rio Pomba podemos observar
que ortopoxvirus tem valor igual 1, portanto é o vértice mais central na rede. Seguido por
coronavirus (0.87) e C. tener (0.5). Para a centralidade por intermédio, assim como na outra
métrica de centralidade, ortopoxvirus teve o maior valor (0,54), seguido por coronavirus (0,45)
e C. tener (0,29) (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores das métricas de centralidade da rede de Rio Pomba/MG.

Rio Pomba

Ambiente Centralidade por grau Centralidade por intermédio
Akodon cursor Mata 0.250 0.052
Caluromys philander Mata 0.125 0.000
Didelphis aurita Mata 0.125 0.000
Guerlinguetus ingrami Mata 0.125 0.000
Juliomys pictipes Mata 0.125 0.000
Oligoryzomys nigripes Mata 0.125 0.000
Calomys tener Pasto 0.500 0.292
Akodon cf. mystax Pasto 0.250 0.052
Akodon cursor Pasto 0.250 0.052
Necromys lasiurus Pasto 0.250 0.032
Oligoryzomys nigripes  Peridomicilio 0.125 0.000
Ortopoxvirus 1.000 0.546
Coronavirus 0.875 0.456
Flavivirus 0.250 0.019
Hantavirus 0.125 0.000

O tamanho da rede do Serro foi igual a 10 e ocorreram 8 interagdes. Assim como em
Rio Pomba, ortopoxvirus foi o que mais teve interacGes, interagindo com sete espécies de
pequenos mamiferos. Apenas O. nigripes interagiu com hantavirus. Nenhuma espécie de
pequenos mamiferos foi infectada por mais de um virus. A conectancia da rede foi de 0,50. A
rede ndo apresentou modularidade significativa (p > 0.05) com valor baixo de 0,21 (Tabela 5).
As métricas de centralidade da rede do Serro tiveram o ortopoxvirus como veértice com

0s maiores valores. Os demais ndo diferiram nos valores (Tabela 7).

Tabela 7. Valores das métricas de centralidade da rede do Serro/MG.

Serro

Ambiente Centralidade por grau Centralidade por intermédio
Trinomys setosus Mata 0.142 0.000
Caluromys philander Mata 0.142 0.000
Akodon cursor Mata 0.142 0.000
Calomys expulsus Pasto 0.142 0.000
Nectomys squamipes Pasto 0.142 0.000
Mus musculus Peridomicilio 0.142 0.000
Rattus rattus Peridomicilio 0.142 0.000
Oligoryzomys nigripes  Peridomicilio 0.142 0.000
Ortopoxvirus 1.000 0.583

Hantavirus 0.142 0.000
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Em Rio Pomba, O. nigripes e A. cursor foram as unicas espécies nas quais individuos
infectados foram capturados em mais de um ambiente. Individuos de O. nigripes infectados
com coronavirus foram capturados na mata e no peridomicilio. Ja os individuos de A. cursor,
quatro foram capturados na mata e quatro no pasto infectados por ortopoxvirus e por

coronavirus um individuo de cada ambiente (Figura 2).
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Figura 2. Rede de interacdo hospedeiro-virus em Rio Pomba/MG. Circulos sdo os pequenos mamiferos infectados e quadrados
o0s virus. A cor do circulo representa o tipo de ambiente onde a espécie foi capturada (mata: cinza claro, pasto: cinza médio e
peridomicilio: cinza escuro). Akocur: Akoodon cursor, Akomys: Akodon mystax, Calten: Calomys tener, Calphi: Caluromys
philander, Didaur: Didelphis aurita, Gueing: Guerlinguetus ingrami, Neclas: Necromys lasiurus, Julpic: Juliomys pictipes,
Olinig: Oligoryzomys nigripes, Corona: coronavirus, Flavi: flavivirus, Hanta: hantavirus, Ortho: ortopoxvirus.

2

No municipio do Serro ndo observamos interacdes entre hospedeiro e mais de um virus.
Devido aos poucos dados, inclusive porque foram feitos testes apenas para ortopoxvirus e

hantavirus, nossa rede foi muito pequena (Figura 3).
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Figura 3. Rede de interacdo hospedeiro-virus no Serro/MG. Circulos sdo os pequenos mamiferos infectados e quadrados os
virus. A cor do circulo representa o tipo de ambiente onde a espécie foi capturada (mata: cinza claro, pasto: cinza médio e
peridomicilio: cinza escuro). Akocur: Akoodon cursor, Calexp: Calomys expulsus, Calphi: Caluromys philander, Mus: Mus
musculus, Necsqu: Nectomys squamipes, Olinig: Oligoryzomys nigripes, Rattus: Rattus rattus, Hanta: hantavirus, Ortho:
ortopoxvirus.

DISCUSSAO

Individuos de espécies de pequenos mamiferos capturadas tanto em ambientes silvestres
quanto em areas antropizados foram positivos para ortopoxvirus, coronavirus, flavivirus e
hantavirus, mostrando potencial circulacdo desses virus entre mata nativa, pasto e
peridomicilio. Calomys tener, a espécie mais abundante no pasto (ver Capitulo 1 dessa
dissertacdo), foi a espécie mais central da nossa rede de interacdo de Rio Pomba, sendo
infectado por todos o0s virus testados.

Entre os individuos capturados dois espécimes foram positivos para o hantavirus
Juquitiba-like, sendo um C. tener no municipio de Rio Pomba e um O. nigripes no Serro. Uma
dessas espécies, O. nigripes, é reconhecida como o reservatdrio primario para virus Juquitiba
(JUQV), com varios casos positivos registrados em outros trabalhos realizados tanto na Mata
Atlantica quanto em areas de transicdo Mata Atlantica e Cerrado (Suzuki et al., 2004; Pereira
et al., 2007; Oliveira et al., 2009; Raboni et al., 2012; Oliveira et al., 2014; Teixeira et al.,
2014). Esta espécie de roedor esta presente em areas antropizadas, assim como em areas bem
preservadas, habitando formacgdes florestais e formacgdes vegetais abertas (Oliveira e
Bonvicino, 2006), assim como encontrado no nosso estudo.

No Brasil, o JUQV geralmente estd associado as seguintes espécies de roedores

reservatorios: O. nigripes, A. montensis, Oxymycterus judex, A. paranaenses (Guterres et al.,
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2014). Nao existem registros da infecgdo de C. tener por JUQV. No entanto, esta espécie foi
reportada sororreativa para hantavirus em Uberlandia/MG (Limongi et al. 2013) e infectada
pelo Araraquara virus (ARAV) em Ribeirdo Preto/SP (Figueiredo et al., 2010). Sabendo que
no pasto onde foi capturado o C. tener positivo para hantavirus haviam espécies reservatorio de
JUQV, isso pode ser um indicativo de ter ocorrido uma transmissdo entre as espécies de
roedores.

Em Rio Pomba e no Serro o ortopoxvirus teve a maior prevaléncia de individuos
infectados, com respectivamente 27% e 33,3%. Todas as amostras sequenciadas pertenciam ao
grupo Il de Vaccinia virus brasileiros. Embora tenha sido detectado esse grupo de virus,
considerado virulento em modelo murino, nenhum animal apresentou sinal clinico de doenca
exantematica. No trabalho realizado por Schatzmayr et al. (2011) no estado do Rio de Janeiro
foram confirmadas infeccdes por ortopoxvirus em 17,9% dos roedores testados. Entre as
espécies positivas estavam A. cursor e N. squamipes, assim como no nosso trabalho. M.
musculus capturados proximos a plantacdo de milho (Abrahdo et al., 2009a) e D. aurita (Peres
et al., 2013) também foram detectados com indicios de circulacdo de Vaccinia virus (VACV),
corroborando com 0s nossos resultados.

Dos 14 especimes de N. lasiurus capturados em Rio Pomba 71,4% foram positivos para
ortopoxvirus, todos capturados no pasto. E provavel que a abundancia nio seja a Unica
explicagdo para a alta prevaléncia em N. lasiurus, visto que a prevaléncia em C. tener, espécie
bem mais abundante coletada no mesmo ambiente, € menor. Assim, outros fatores
desconhecidos, como a biologia do animal, estejam atuando para essa alta prevaléncia.

No Serro, dos nove espécimes de T. setosus capturados na mata, sete foram positivos
para ortopoxvirus (77,7%). Apesar da alta prevaléncia no nosso trabalho, ndo foram
encontrados outros relatos dessa espécie como hospedeira de ortopoxvirus.

Mesmo que ndo tenha sido encontrado O. nigripes infectado com ortopoxvirus em
nenhuma das duas areas de estudo, em outros trabalhos foram constados O. nigripes infectados
com ortopoxvirus (Schatmayr et al., 2011; Peres et al., 2013). Portanto, essa espécie pode ser
uma transmissora nessas areas. Além disso, por se tratar de uma espécie generalista e bem
adaptada aos locais antropizados, com ocorréncia nos trés ambientes neste estudo, O. nigripes
pode atuar como um dispersor da doenca, da area de mata para o peridomicilio, aumentando as
chances de transmisséo para animais domésticos e 0 homem.

Devemos nos atentar para alta prevaléncia de animais infectados com VACV no Serro.
Uma vez que a base econémica desse municipio se fundamenta na exploracéo da pecuéria de

leite (EMATER, 2012) e o queijo Minas Artesanal “Serro” ¢ produzido tradicionalmente na
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regido. Alem das fezes e saliva de roedores, o leite cru e seus derivados podem ser uma via de
transmissao, jd que foram encontradas particulas virais viaveis ap0s processamento desses
produtos (Oliveira et al., 2010). Rehfeld et al. (2015) demonstraram que a contaminacdo do
leite por VACV pode ser uma rota de transmissdo viral para ratos BALB/c, em laboratorio,
apesar de ndo apresentarem sinais clinicos.

As espécies de coronavirus associadas aos roedores sdo Murine coronavirus (De Groot
et al., 2011) que inclui o virus da hepatite murina (MHV) e o coronavirus de rato (RCoV) que
causa doengas respiratérias (Miura e Holmes, 2009). Lau et al. (2014) detectaram em R.
norvegicus na China um novo coronavirus, ChRCoV HKU24. Na China, também Wang et al.
(2015) identificaram mais trés coronavirus em roedores; LRNV, LAMV e LRLV. Individuos
de cinco espécies capturadas em Rio Pomba foram positivas para o coronavirus humano HKU1.:
C. tener, J. pictipes, A. cf. mystax, A. cursor e O. nigripes, ndo ha outros relatos da circulacao
do HCoV-HKUL1 em roedores silvestres.

Jé foi sugerido que o HCoV-HKUL1 representa um agente zoonético, ainda que ndo tenha
sido detectado em nenhuma amostra de animal silvestre (Yuen et al., 2012; Gées, 2012). Apesar
disso, no presente trabalho, as amostras de roedores positivas para coronavirus humanos HCoV-
HKU1, sdo um indicio da circulagdo de coronavirus humanos nestes animais.

Para as amostras de Rio Pomba, foram detectados flavivirus em quatro individuos de C.
tener e um de N. lasiurus, confirmando que roedores devem fazer parte da cadeia de
manutencdo e/ou transmissao de flavivirus nesta regido de Minas Gerais. Alguns mamiferos
silvestres também ja foram descritos como reservatorios de diversos flavivirus (Root, 2013;
Levinson et al., 2013; Thoisy et al., 2009; Weaver e Barrett, 2004).

No Brasil, o primeiro relato de sorologia e virologia positivas para 0 virus dengue em
roedores e marsupiais foi realizado por Azara (2013). Foram detectados os quatro sorotipos
conhecidos de DENV em duas espécies de pequenos mamiferos, D. albiventris e Cerradomys
subflavus. Esses animais podem ser hospedeiros secundarios ou acidentais ou ainda que possam
atuar como reservatorios permitindo a manutencao do virus no local, sendo fonte para infeccao
dos mosquitos e para transmissao interepidémica da doenca (De Thoisy et al. 2009).

No nosso estudo apenas C. tener e N. lasiurus foram detectados com flavivirus. Apesar
disso, varias espécies com registros na literatura como positivas para flavivirus foram
capturadas na mata e no peridomicilio de Rio Pomba, sendo assim elas podem ser transmissoras.

Um estudo realizado no Reino Unido, mostrou que o risco do roedor (Microtus agrestis)
se infectar com ortopoxvirus (Cowpox virus) era positivamente correlacionado com a densidade

do hospedeiro (Burthe et al., 2006). Apesar disso, as prevaléncias de ortopoxvirus nos dois
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municipios e a prevaléncia de coronavirus em Rio Pomba, ndo foram relacionadas a abundancia
de pequenos mamiferos no nosso estudo. A auséncia de relacdo entre a abundancia de
hospedeiros e a prevaléncia de infectados, tambem ja ocorreu em alguns trabalhos (Mills et al.,
1997; Owen et al., 2010; Oliveira et al., 2014).

As nossas hipéteses de que a prevaléncia de infeccdo estaria relacionada a abundancia
e riqueza de pequenos mamiferos ndo foram corroboradas, provavelmente, porque como
apresentado no capitulo anterior, ndo houve diferenca significativa entre as riquezas da mata e
do pasto. E no Serro ndo houve diferenca significativa das abundancias entre os trés ambientes.

Em Rio Pomba, a abundancia de pequenos mamiferos foi significativamente maior no
pasto que nos outros ambientes, e esse foi 0 Unico ambiente no qual foram capturados roedores
infectados com os quatro virus estudados. Além disso, a abundancia relativa de C. tener no
pasto foi de 54,5% e essa foi a Unica espécie a ter amostras positivas para todos o0s virus
estudados. Portanto, isso pode ser um indicativo de que maior abundancia permite maior
contato entre os roedores, favorecendo a transmissdo do virus para roedores suscetiveis.

O tipo de ambiente (mata, pasto ou peridomicilio) nédo teve relagdo com a prevaléncia
de infeccgdo, refutando nossa hipdtese. Resultados distintos foram encontrados por Oliveira et
al. (2014) mostrou que a localidade foi uma importante variavel para a infeccéo.

Embora, as modularidades das nossas redes ndo tenham sido significativas é possivel
observar, pelos grafos, que coronavirus e ortopoxvirus parecem formar grupos, isto pode estar
ligado a especialidade do virus em infectar determinadas espécies (Bellay et al., 2011).

Nas nossas redes os mais centrais foram o ortopoxvirus e das espécies de pequenos
mamiferos foi C. tener. Nas duas redes o ortopoxvirus teve mais interagdes, e também as
maiores prevaléncias de infecgdo, confirmando assim a importancia desse vértice. A
centralidade do ortopoxvirus (VACV) nas nossas redes pode ter ocorrido porque o estudo foi
realizado em &reas rurais onde haviam criagdes de bovinos, fatores propicios para disseminacédo
do virus. Além disso, o Serro ¢é sabidamente foco de transmissao de vaccinia bovina.

J& C. tener foi a Unica espécie infectada por todos virus e também teve maior abundancia
relativa, portanto, essa espécie tem um papel importante na manutencdo e transmissdo de
viroses no municipio de Rio Pomba.

No nosso trabalho, um individuo de A. cursor da mata e um do pasto e um individuo de
O. nigripes da mata e outro do peridomicilio foram positivos para coronavirus. Os testes
apontaram que o virus detectado é o coronavirus humano HKU1, se tratando de um virus que

acomete humanos e que no nosso trabalho foi detectado em animais em ambientes silvestres, €
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possivel que o virus esteja circulando, por meio de roedores, entre 0 ambiente antrépico e
silvestre.

Ja os individuos positivos para flavivirus foram provenientes apenas do pasto. Levando
em consideracdo o ciclo de transmissao do virus ocorre por meio de vetores da familia Culicidae
(Pauvolid-Corréa et al., 2010b), ndo podemos descartar a possibilidade de circulagcdo de
flavivirus por todos ambientes. Embora, ndo tenha sido coletado vetores nesse trabalho, animais
positivos sdo um indicativo da presenga dos mesmos.

O. nigripes infectado com Juquitiba-like no Serro foi capturado no peridomicilio.
Apesar dessa espécie ter sido capturada somente no peridomicilio nesse municipio, ela pode
estar circulando pelos outros ambientes, ja que € uma espécie que ndo apresenta tantas
dificuldades em transpor ambientes antropizados e em Rio Pomba foi capturada em todos
ambientes. Assim, é possivel que O. nigripes tenha um papel importante na transmissao de
hantavirus ja que é considerada reservatorio primario para JUQV.

Em Rio Pomba, as amostras positivas para VACV de D. aurita pertenciam aos
individuos que foram capturados na mata, apesar disso essa espécie pode ser uma transmissora
de VACV para os outros ambientes, uma vez que D. aurita também foi capturado no
peridomicilio de Rio Pomba e nos trés ambientes no Serro. Em um trabalho realizado na Mata
Atlantica foi registrado uma média de area de vida para D. aurita de 3,47 ha com média de
distancia percorrida de 394 metros (Cerboncini et al., 2011). Na area de estudo em Rio Pomba,
o peridomicilio se encontrava imerso na matriz de pasto, mesmo que D. aurita ndo tenha sido
capturado nesse ambiente é provavel que tenha circulado pelo mesmo. Cerboncini et al. (2009)
observaram um individuo de D. aurita com area de vida de 9,52 ha, o qual tinha o sitio de
dormida em uma “ilha” de vegetacdo inserida na pastagem e utilizava corredores de vegetagédo
e culturas de milho. Considerando a capacidade de dispersdo de D. aurita, e sabendo que a
distdncia entre o local de captura dos individuos infectados e as constru¢cdes humanas e
plantacGes eram proximos, esse animal é um potencial transmissor.

Individuos de A. cursor positivos para VACV foram capturados na mata e no pasto de
Rio Pomba. D’ Anunciagdo et al. (2012) mostrou que camundongos podem se infectar quando
expostos a fezes de bovinos infectados com VACV e que roedores podem transmitir através de
suas fezes contaminadas VACYV para outros roedores (Abrah&o et al., 2009a). Assim, pode ser
que os roedores presentes no pasto estejam adquirindo o virus pelas fezes dos bovinos e levando
esse virus para o interior da mata, dando continuidade a um ciclo silvestre da doenga, ou
reservatorios silvestres da mata que circulam no pasto poderiam infectar os bovinos e

consequentemente os humanos. No Serro também pode estar ocorrendo algo parecido a esse
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ciclo de transmiss&o, ja que encontramos roedores positivos para VACV nos trés ambientes e
também ha presenca de bovinos no pasto.

Saber se existe uma direcdo predominante da circulacdo viral € questdo fundamental
para novos estudos. Contudo, com a metodologia que usamos e a auséncia de recapturas entre
ambientes, ndo foi possivel indicar a direcéo.

A destruicdo e consequente fragmentacdo do habitat permitiu que esses animais
silvestres explorassem outras areas além do seu habitat natural, como ambientes rurais e locais
habitados pelo homem, aumentando as chances de disseminacdo de zoonoses. Por isso
compreender melhor a respeito dos hébitos e distribuicdo geografica dos principais

reservatorios se torna essencial para a compreensdo da dindmica de transmissao.
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ANEXO

Lista de espécimes tombados na Colecdo de Mamiferos da UFMG

UFMG ESPECIE SEXO  MUNICIPIO
4593 Akodon cf. mystax Fémea Rio Pomba
4594 Akodon cf. mystax Fémea Rio Pomba
4595 Akodon cf. mystax Fémea Rio Pomba
4596 Akodon cf. mystax Fémea RioPomba
4597 Akodon cf. mystax Fémea Rio Pomba
4598 Akodon cf. mystax Macho Rio Pomba
4599 Akodon cf. mystax Fémea Rio Pomba
4600 Akodon cf. mystax Fémea RioPomba
6001 Akodon cf. mystax Fémea Rio Pomba
6002 Akodon cf. mystax Fémea RioPomba
6003 Akodon cf. mystax Macho Rio Pomba
6004 Akodon cf. mystax Macho Rio Pomba
6005 Akodon cf. mystax Fémea Rio Pomba
6006 Akodon cf. mystax Macho Rio Pomba
6007 Akodon cf. mystax Macho Rio Pomba
6008 Akodon cf. mystax Fémea RioPomba
6009 Akodon cf. mystax Macho Rio Pomba
6010 Akodon cf. mystax Macho Rio Pomba
6087 Trinomys setosus Macho Serro
6088 Trinomys setosus Fémea Serro
6089 Calomys tener Macho Serro
6090 Necromys lasiurus Macho Rio Pomba
6092 Monodelphis americana Macho Rio Pomba
6093 Calomys tener Macho Rio Pomba
6094 Calomys tener Macho Rio Pomba
6095 Oligoryzomys nigripes Macho Rio Pomba
6096 Oligoryzomys nigripes Macho Rio Pomba
6097 Necromys lasiurus Fémea Rio Pomba
6098 Calomys expulsos Macho Serro
6099 Mus musculus Macho Serro
6100 Oligoryzomys nigripes Fémea Serro
6101 Oligoryzomys nigripes Macho Serro
6102 Calomys tener Fémea Serro
6103 Nectomys squamipes Macho Serro
6104 Calomys tener Macho Rio Pomba
6105 Calomys tener Fémea Rio Pomba
6106 Oligoryzomys nigripes Fémea Rio Pomba
6107 Oligoryzomys nigripes Macho Rio Pomba
6108 Calomys tener Macho Rio Pomba
6109 Calomys tener Fémea Rio Pomba
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6110
6111
6112
6113
6114
6115
6116
6117
6118
6119
6120
6121
6122
6123
6124
6125
6126
6127
6128
6129
6130
6131
6132
6133
6134
6135
6136
6137
6138
6139
6140
6141
6142
6143
6144
6145
6146
6147
6148
6149
6150
6151
6152
6153
6154
6155

Oligoryzomys nigripes
Akodon cursor
Calomys tener

Trinomys setosus
Mus musculus
Trinomys setosus
Rattus rattus
Calomys tener
Calomys tener

Nectomys squamipes
Akodon cursor
Calomys tener

Rattus rattus
Trinomys setosus
Akodon cursor
Calomys tener
Necromys lasiurus
Calomys tener
Calomys tener
Calomys tener
Akodon cursor
Necromys lasiurus
Akodon cursor
Akodon cursor
Akodon cursor
Akodon cursor
Calomys tener
Calomys tener
Calomys tener
Calomys tener
Akodon cursor
Akodon cursor
Caluromys philander
Trinomys setosus
Rattus rattus
Caluromys philander

Cerradomys sbflavus
Mus musculus
Akodon cursor
Calomys tener

Guerlinguetus ingrami
Calomys tener
Calomys tener
Calomys tener

Juliomys pictipes

Oligoryzomys nigripes

Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Fémea
Macho
Macho
Fémea
Macho
Macho
Fémea
Macho
Macho
Macho

Macho
Macho
Fémea
Macho
Macho
Macho
Fémea
Macho
Macho
Macho

Fémea
Macho
Macho
Fémea
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Fémea
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Fémea

Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Serro
Serro
Serro
Serro
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Serro
Serro
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Serro
Serro
Serro
Serro
Serro
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
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6156
6157
6158
6159
6160
6161
6162
6163

Calomys tener
Calomys tener
Calomys tener
Necromys lasiurus
Oxymycterus dasytrichus
Juliomys pictipes
Gracilinanus microtarsus
Akodon cursor

Fémea
Macho
Macho
Fémea
Macho
Fémea
Macho
Macho

Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Rio Pomba
Serro
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