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RESUMO

O virus Influenza A é conhecido pela sua capacidade de infectar uma ampla
variedade de animais, como os mamiferos (humanos, suinos, equinos, cetaceos,
morcegos), aves domésticas (galinha [Gallus gallus], ganso, peru [Meleagris
ocellata]), além de aves selvagens das ordens Charadriiformes (gaivotas,
andorinhas, aves marinhas e macaricos) e Anseriformes (pato, ganso selvagem e
cisne) sendo estas seu hospedeiro natural. Compreender o movimento de longa
distancia de aves selvagens migratérias é crucial para explicar a circulacao de virus
da gripe aviaria. Este evento de circulacdo faz com que as aves atuem como
importante meio de propagacao do virus ao longo de uma rota migratoria, fato este
jA& amplamente aceito. Entre os anos de 2006 e 2007 foram coletadas 2.252
amostras (swab de traquéia e cloaca), obtidas em locais que fazem parte da rota de
migracdo do Atlantico e Mississipi, a partir de uma variedade de espécies de aves
em regides dos estados da Bahia, Pard e Pernambuco, para vigilancia
epidemiologica dos virus Oeste do Nilo e Influenza. O objetivo deste estudo foi
investigar a circulagdo de virus Influenza entre aves migratorias que utilizam as rotas
gue passam pelos estados brasileiros supracitados. Para isso, as amostras foram
analisadas através de técnicas de biologia molecular, que compreenderam duas
etapas principais: a) extracdo de DNA/RNA a partir do espécime biologico; b)
amplificacdo do gene controle codificador da Citocromooxidase pela técnica Reacao
em Cadeia mediada pela Polimerase (PCR) e amplificacdo do RNAv pela técnica de
Transcricdo Reversa seguida pela PCR em tempo real (RT-gPCR). Os resultados
obtidos mostraram que do total de amostras testadas, 7,2% (n = 158) foram positivas
por rRT-PCR para o virus Influenza A. Observou-se uma diferenca de positividade
para 0 virus entre as espécies de aves analisadas, sendo esta de 3,6% para a
ordem Charadriformes, 26,3% entre as aves da a ordem Anseriformes, 5,3% das
aves pertencentes a ordem Pelecaniformes e 10,9% para aquelas da ordem
Suliformes. Entre as amostras das ordens Passeriformes e Columbiformes,
nenhuma amostra revelou-se positiva para virus Influenza. Os dados sugerem
variacdo entre os locais de coleta, tendo o estado do Pard com o menor percentual
de positividade, a Bahia com segunda maior taxa e por fim Pernambuco
apresentando maior valor de prevaléncia absoluta. Este estudo mostra que apesar
de raras investigacdes realizadas no territério brasileiro, constata-se circulacdo de
virus Influenza A entre diversas espécies de aves migratérias que utilizam os
estados do Para, Bahia e Pernambuco como locais de parada e reproducédo de suas
espécies. Estes achados justificam novas investigacbes para compreender a
dindmica dos virus da gripe aviaria na populacdo de aves selvagens circulantes no
Brasil, e seu papel como fonte em potencial de infeccdo para outros animais,
inclusive o homem.

PALAVRAS CHAVES: Investigagdo Epidemioldgica, Virus Influenza A, Gripe Aviéria.



ABSTRACT

The Influenza virus is known for its ability to infect a wide variety of animals, such as
mammals (humans, pigs, horses, whales), domestic birds (chicken [Gallus gallus],
goose, turkey [Meleagris ocellata]) beyond wild birds of the orders Anseriformes
(duck, wild goose and swan) and Charadriiformes (seagulls, swallows, aquatic birds
and sandpipers) these being its natural host. Comprehend the movement of long
distance migratory wild birds is crucial to explain the movement of avian influenza
viruses. This event causes movement of the birds are acting as an important means
of spreading the virus along a migratory route, a fact widely accepted. During the
period 2006 and 2007, samples were collected 2,252 samples from a variety of bird
species captured in locations which are part of the Atlantic migration route and
Mississippi, in the states of Bahia, Para and Pernambuco for epidemiological
surveillance of West Nile virus and influenza. The objective of this study was to
investigate the circulation of influenza virus among migratory birds that use the
routes that pass the above states. For this, the samples were analyzed by means of
molecular biological techniques, which comprised two main steps: a) extraction of
DNA / RNA from the biological specimen; b) amplification of the gene encoding
cytochrome oxidase control of by the technical Polymerase Chain Reaction (PCR)
and amplification of the VRNA by Real time Reverse Transcripition polimerase chain
reaction (RT-qPCR). The results obtained showed that the total samples tested,
7.2% (n = 158) were positive by RT-gPCR for Influenza A virus. We observed a
difference in positivity for the virus among bird species analyzed, which is 3.58% for
Charadriformes order, 26.3% among the birds of the order Anseriformes, 5.3% of
birds belonging to the order Pelecaniformes and 10.9% for those order Suliformes.
Among the samples of the orders Passeriformes and Columbiformes, no sample was
positive for Influenza Virus. The data suggest variation among the sampling sites,
and the state of Para with the lowest percentage of positivity, the second highest rate
with Bahia and Pernambuco finally presenting higher prevalence of absolute value.
This study shows that although rare investigations in Brazilian territory, there has
been movement of Influenza A viruses among several species of migratory birds that
utilize the states of Para, Bahia and Pernambuco as stopping places and
reproduction of their species. These findings justify further investigations to
understand the dynamics of avian influenza viruses circulating in the population of
wild birds in Brazil, and its role as a potential source of infection for other animals,
including humans.

KEYWORDS: Epidemiological investigation, Influenza A virus and Avian Influenza.
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1- INTRODUCAO

O virus Influenza A é conhecido pela sua capacidade de infectar uma
ampla variedade de animais, como os mamiferos (humanos, suinos, equinos,
cetaceos, morcegos), aves domésticas (galinha [Gallus gallus], ganso, peru
[Meleagris ocellata]), além de aves selvagens das ordens Charadriiformes (gaivotas,
andorinhas, aves aquéticas e macaricos) e Anseriformes (pato, ganso selvagem e
cisne) sendo estas seu hospedeiro natural. Analises genéticas indicam que estes
virus apresentam um estado de mudancas evolutivas dentro de seu reservatorio
natural, com a maioria dos genes que codificam para as proteinas virais internas
apresentando elevada conservacao e o0s codificadores das glicoproteinas de
superficie com maior taxa de mutacdo (WRIGHT et al. 2007; HARRIS et al., 2010).

As aves selvagens, especialmente as migratorias, sdo os hospedeiros
mais relatados dos virus Influenza o que representa grande potencial de
disseminacdo viral a outras aves e animais aquaticos (KIM et al., 2009).

Compreender o movimento de longas distancias de aves migratorias é
crucial para explicar a circulacéo de virus da gripe aviaria. Este evento de circulacéo
faz com que as aves atuem como importante meio de propagacao do virus ao longo
de uma rota migratoria, fato este jA amplamente aceito (STALLKNECHT e BROWN
2008).

Por interacGes genéticas entre cepas de diferentes origens, um novo virus
pode formar-se a partir da troca de segmentos génicos (rearranjo genético). De fato,
a natureza segmentada do genoma de RNA do Influenza favorece este tipo de
evolucdo genética, evento que pode gerar virus mais facilmente adaptaveis ao
homem, o0 que pode ser o gatilho para produzir pandemias (ANDRADE, 2009;
ALEXANDER et al., 2009).
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2- JUSTIFICATIVA

O Brasil faz parte das rotas migratérias de aves selvagens vindas do norte
do continente americano. O monitoramento de infec¢do pelos virus Influenza em
aves selvagens, principalmente, aves aqudticas migratérias, é de fundamental
importancia, ndo somente devido as implicacbes econdmicas, mas
fundamentalmente devido implicacfes na saude da populacdo humana.

O conhecimento dos padrdes que definem a circulacao do virus Influenza
A entre populacbes de aves nas rotas migratérias € necessario para melhor
compreensao e previsdo de possiveis riscos de propagacéo viral de forma direta ou
indireta para outros animais e até mesmo ao homem. Através da pesquisa de virus
Influenza A em aves silvestres sera possivel obter informagdes sobre sua circulacéo
em populacdes aviarias, que anualmente visitam o territorio brasileiro. Pelo
analisado, fica evidente a importancia da vigilancia dos possiveis virus da gripe
aviaria circulante em nosso meio, principalmente, por trazer uma resposta ao servi¢co
de epidemiologia, direcionando a melhor estratégia do servico de saude publica para
medidas de controle, tais como: eventos de contencdo de surtos, epidemias ou

pandemia.
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3- OBJETIVOS

3.1- GERAL

Detectar o virus Influenza A em aves migratérias capturadas em regides

litoraneas dos estados da Bahia, Para e Pernambuco.

3.2- ESPECIFICOS

v' Detectar 0 genoma do virus da Influenza em amostras bioldgicas de aves
migratérias capturadas nos estados da Bahia, Para e Pernambuco;

v Descrever o perfil de distribuicdo das amostras positivas no territorio
estudado;

v’ Verificar as espécies de aves com maior prevaléncia de infeccao pelo virus
Influenza nas regifes estudadas;

v Associar aspectos ornitolégicos das aves com infeccdo pelo virus Influenza.
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4- REFERENCIAL TEORICO

4.1- O VIRUS Influenza

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV- International
Committee on Taxonomy of Viruses), o virus Influenza pertence a familia
Orthomyxoviridae, a qual abriga cinco géneros diferentes: Influenzavirus A, B e C,
Thogotovirus e lzavirus. (PALESE e SHAW 2007; SWAYNE e HALVORSON 2008;
CALISHER, 2009).

4.2- NOMENCLATURA

Em 1953, o Comité de especialistas em Influenza da OMS recomendou
gue as cepas virais fossem classificadas em tipos A, B e C, com base em seus
antigenos da ribonucleoproteina. Foi recomendado também que elas fossem
designadas de acordo com um cddigo uniforme que deve conter: a) o tipo viral, b)
lugar de origem, c) numero de registro laboratorial e d) ano de isolamento. Como
exemplo: A/lnglaterra/1/53, onde “A” refere-se ao tipo, “Inglaterra”, para o lugar de
origem, “1” para o numero de registro no laboratério e “53” para o ano de isolamento.
A nomenclatura dos virus Influenza A de animais seguiu um padrdo semelhante,
com a designacdo de tipo especifico de origem e da espécie que esta sendo
mostrado. Muitas vezes, uma designacdo subtipo foi incluido, por exemplo,
Alequine-2/Miami/1/63, mas este foi revisto para aplicacdo do virus de outras
espécies hospedeiras (COUCEIRO e ALBUQUERQUE, 2008; SULLIVAN et al.,
2010).

4.3- ESTRUTURA VIRAL

A morfologia primaria do virus Influenza é pleomorfica, os quais, apés
passagens in vitro, mostraram-se esféricos, com diametro de 80 a 120 nm. No
entanto, particulas filamentosas com estrutura alongada (mais de 300 nm) tém sido
observadas, particularmente em isolados clinicos a fresco. Na Figura 1, ambas as
formas encontram-se ilustradas (PALESE e SHAW, 2007).
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Figura 1: Micrografia eletrénica de transmisséo do virus Influenza A (H1N1), cultivado em
cultura de células de rim de canino (MDCK). A. Morfologia pleomorfico apresentando as
projecOes da superficie viral. B. As particulas virais apresentando a forma filamentosa de
mais de 1uM de comprimento.

Fonte: Figura 1.A, Laboratério de Virus Respiratérios e Unidade de microscopia eletrénica
do Instituto Evandro Chagas. Figura 1.B, NEUMANN et al., 2009.

Os subtipos virais do tipo A sao classificados de acordo com as
caracteristicas sorolégicas de suas duas glicoproteinas de superficie: a
Hemaglutinina (HA) e a Neuraminidase (NA). Foram descritos dezessete tipos de
HA, denominados H1- H17 e nove subtipos de NA, denominados N1- N9
(FOUSHIER et al., 2005; TONG et al., 2012). A proteina HA 17 foi descrita pela
primeira vez em 2012 em um virus isolado de morcego e até 0 momento ndo se tem
informacfes de sua presenca em virus isolados de outros animais (TONG et al.,
2012).

4.4- ORGANIZACAO DO GENOMA VIRAL

O genoma do virus Influenza A é composto de oito segmentos de RNA de
fita simples, polaridade negativa, com 13.588 nucleotideos (nt), que codificam onze
proteinas (quadro 1). A particula viral de aproximadamente de 10 a 14 nm de
comprimento, possui uma estrutura complexa com membrana lipidica derivado da
célula do hospedeiro (figura 2). Este envelope abriga a Hemaglutinina (HA),
Neuraminidase (NA) e a proteina M2 que se projetam a partir da superficie do virus.
A proteina da matriz (M1) esté logo abaixo do envelope. O nucleo da particula viral €
composto do complexo ribonucleoproteico (RNP), composto de segmentos de RNA
viral, as proteinas da polimerase (PB1 [polimerase basica 1], PB2 [polimerase basica
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2], e PA [polimerase &cida]), e a nucleoproteina (NP). A NEP/NS2 (proteina de
exportacdo nuclear / proteina ndo estrutural 2) também esta presente em amostras
observadas de preparacdes virais purificadas (PALESE e SHAW, 2007; PALESE e
BOUVIER, 2008).

Neuraminidase Hemaglutinina

Canal
16nico
‘_. : ',.(/\/\/\/\/\/\/\/\/\ 2.4
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Bicamada Lipidica 5 O\ /NN A
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Complexo
Ribonucleoproteico

Proteina da Matriz

Figura 2: Representacdo esquematica da particula viral do virus Influenza do tipo A e
suas respectivas proteinas: PB1; PB2; PA; PB1-F2, HA; NP; NA; M1- M2; NS1 e NS2.
Adaptado de KAISER, 2006.
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Polipeptidio  Tamanho

codificado (aa**)
Componente da RNA polimerase, inicia &

Polimerase . . .
1 2341 basica 2 759 transcricio do RNAm viral, através do
: reconhecimento e ligacdo do cap dos mRNAs dog

(PB2) .
hospedeiro.

Componente da RNA polimerase, catalisa a adi¢cao
sequencial dos  nucleotideos  durante 0
alongamento da cadeia de RNA. PB1 também €
Polimerase responsavel pela ligagdo com as extremidades

757 terminais de ambos os RNAv e RNAc para 4
iniciacdo da transcricdo e replicacdo. A interacéo
com a extremidade 3' do RNAv ativa a atividade
endonucleasica da PB1, gerando o iniciadorn
requerido para a sintese do RNAm.

PB1- frame 2 87 Pode ter um papel na modulacdo na resposta do
(PB1-F2) hospedeiro acelerando a morte de células imunes.
Componente do complexo polimerase, sua funcéo
Poli - especifica ainda ndo estd clara, mas tém sidg
3 2.233 CITETEES S 716 descritas mutacdes que afetam a transcricdo e

(PA) Critas mutacoes q , ¢
replicacdo, indicando o possivel papel em ambos
0S pProcessos.
Ligacdo aos receptores da célula hospedeira e
550 fusdo entre o envelope viral e membrana

5 2341 basica 1 (PB1)

4 1778 Hemaglutinina

(HA)
endossomal.
Nucleoproteina Ligacéo e encapsidacdo do RNA viral associada as
5 1.565 498 N - .
(NP) trés proteinas do complexo polimerase.
- Facilita a liberagéo do virus das células infectadas
Neuraminidase . L - . .
6 1.413 454 pela clivagem do &cido sialico, libera a progénie
(NA) - , ;
viral dos receptores da célula hospedeira.
Proteina de Forma um escudo em torno do nucleocapsideo,
matriz 1 252 embaixo do envelope viral. Desempenha um papel
(M1) importante na montagem e empacotamento viral.
7 1.027 . Parece agir como um canal de prétons
Proteina de :
: controlando o pH do Complexo de Golgi durante a
matriz 2 97 - d - idificacio d
(M2) sintese de HA e perm|,t|r a acidificacdo durante|
desencapsulamento do virus
Proteina nédo E abundante na célula infectada, principalmente no
estrutural 1 230 ndcleo, onde regula a exportagdo nuclear de
(NS1) RNAmM; proteina antagonista do interferon
8 890 - =
Proteina nao
estrutural 2 121 Exportagdo de RNAv do nucleo para o citoplasma
(NS2 / PEN)

Quadro 1: Proteinas codificadas pelos segmentos de RNA do virus Influenza A. Fonte:
PALESE e SHAW, 2007, COUCEIRO e ALBUQUERQUE, 2008.

*nt: nucleotideos,

**aa: aminoacidos.
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4.5 - REPLICACAO DO VIRUS Influenza A

Os virus Influenza ligam-se a célula hospedeira através da HA que
reconhece os receptores de &cido sidlico presentes na superficie da célula. Os
acidos sialicos (N-acetilneuraminico) estdo presentes em muitos tipos de células e
em varias espécies de animais. A interagdo desses virus com a molécula de acido
sidlico é limitada, pois as HA de virus que replicam em diferentes espécies, mostram
especificidade com os &cidos sialicos com diferentes ligacbes (PALESE E SHAW,
2007; BASLER E AGUIAR, 2008; BOUVIER e PALESE, 2008).

Os virus Influenza de origem humana ligam-se, preferencialmente, aos
receptores onde o &cido sidlico (AS) se liga a galactose subjacente através da
ligacdo 02,6 (ASa2,6Gal), enquanto que os virus Influenza aviarios reconhecem,
preferencialmente, os receptores ASa2,3Gal. A ligacao ASa2,6Gal predomina nas
células epiteliais da mucosa nasal humana, faringe, traquéia e bronquios. Ja o
epitélio intestinal de aves aquaticas possui essencialmente a ligagdo a2,3. Contudo,
estudos mostraram que receptores do tipo aviario podem estar presentes em células
epiteliais humanas que revestem o0s bronquiolos respiratorios e as paredes
alveolares. O epitélio respiratério de suinos apresenta ambos os receptores. Deve-
se observar que essa especificidade ndo € absoluta, virus aviarios e humanos
podem sofrer mutacdes e se adaptar para ambas as ligacbes (LEWIS, 2006;
NEUMANN E KAWAOKA, 2006; BASLER e AGUIAR, 2008; BOUVIER e PALESE,
2008).

A ligacdo da HA aos acidos sialicos induz a entrada do virus na célula por
endocitose, formando um endossoma. Os endossomas sofrem, entdo, acidificacao
no seu interior para permitir a mudanca conformacional da HA que provoca a
exposicao do peptideo de fusdo da subunidade HA2. Dessa forma, ocorre a fuséo
das membranas viral e endossomal (LEWIS, 2006; BOUVIER e PALESE, 2008).

A acidificacdo do endossoma ativa também o canal de prétons (proteina
M2), que transporta ions H+ para o interior da particula viral, desestabilizando a
proteina M1. A consequente desestruturacdo da camada composta pela M1 facilita a
liberacdo dos RNPs virais (RNPsv) para o citoplasma da célula hospedeira. Os
segmentos da particula viral sdo, entdo, transportados para o nucleo da célula onde
o RNA viral (RNAv), de sentido negativo, € transcrito em RNA mensageiro (RNAmM)

por um mecanismo primer dependente, com o auxilio dos cap do RNAmM do
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hospedeiro, que funciona como um iniciador (primer). Os RNAmM neoformados s&o
transportados para o citoplasma para que ocorra o processo de traducao (PALESE e
SHAW, 2007; BASLER e AGUIAR, 2008; BOUVIER e PALESE, 2008).

Cada segmento viral codifica uma proteina, porém os RNAmM dos
segmentos dois, sete e oito podem sofrer splicing durante a transcricdo e codificar
duas proteinas, PB1 e PB1-F2, M1 e M2, e NS1 e NS2, respectivamente. A traducao
dos RNAmM que codificam as proteinas de membrana (HA, NA e M2) é feita nos
ribossomos do reticulo endoplasmatico e as mesmas séo glicosiladas no Complexo
de Golgi, os demais sao traduzidos nos ribossomos citoplasmaticos (BOUVIER e
PALESE, 2008).

A sintese de RNAVv é realizada pelo complexo de polimerases virais (PB1,
PB2, PA e NP), grupo de proteinas com fun¢bes especificas nos diferentes passos
da replicacdo viral. Durante a replicacdo, que também ocorre no nucleo e néo
depende de iniciadores, o RNA viral de sentido negativo serve como molde para a
sintese do RNA complementar de polaridade positiva que, por sua vez, € usado
como molde para a sintese do RNA viral genémico de fita negativa e, em seguida,
sintese das RNPsv. As RNPsv neoformadas sdo exportadas para o citoplasma com
a auxilio das proteinas M1 e NEP/NS2 (BOUVIER e PALESE, 2008).

Finalmente, as proteinas de membrana (HA, NA e M2), de matriz (M1) e
as RNPsv (contendo o RNAv de fita negativa e as proteinas NP, as trés polimerases
e a NEP/NS2) sdo transportadas para o local de montagem na membrana
plasmatica, onde as particulas virais sdo construidas e liberadas para o exterior da
célula. O mecanismo de empacotamento ainda ndo esta bem compreendido e a
liberacdo das particulas virais é facilitada pela NA, que remove os acidos sialicos da
superficie da particula viral e da célula hospedeira, evitando que as particulas virais
se agregem (PALESE e SHAW, 2007; BASLER e AGUIAR, 2008; BOUVIER e
PALESE, 2008; ZHANG et al., 2009). A figura 3 ilustra o ciclo de replicacéo dos virus

Influenza.
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Complexo de golgi

—
Célula do hospedeiro

Figura 3: Representacdo esquemaética do ciclo de replicacdo do virus Influenza. Passos: 1-
formacdo do endossoma, 2- migracdo dos nucleocapsideos ao nucleo da célula, 3- a)
transcricdo realizada pelo complexo de polimerase viral, b) replicagdo do RNAv. 4-
migracdo do RNA para o citoplasma, 5- a) migracdo das proteinas NP, NS1 e M1
sintetizadas nos ribossomos para o nucleo celular, b) transporte da HA, NA e proteina M
via complexo de golgi para a membrana celular. 6- migracdo dos nucleocapsideos
formados no nucleo da celular para a membrana na regiéo de fixagdo das HA, NA e M, 7-
brotamento de novos virions. Fonte: Modificado Fonte: http://www.websters-online-
dictionary.org/definitions/Influenza.

4.6- VARIABILIDADE ANTIGENICA

Dois mecanismos principais sao responsaveis pela mudanca continua na
antigenicidade do virus Influenza A, denominados drift antigénico (mudancas
menores) e shift antigénico (mudancas maiores) (ZAMBON 1999). Ambos

contribuem para o escape viral ao sistema imunologico do hospedeiro.
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4.6.1- Drift ANTIGENICO

O drift antigénico é gerado a partir de muta¢des pontuais acumulativas,
especialmente nos genes codificadores da HA e NA. A alteracdo em um Unico
aminoacido na HA pode permitir que um virus mutante escape a neutralizacdo dos
anticorpos gerados em infec¢des ocorridas em epidemias anteriores. Em mamiferos,
variantes genéticas e antigénicas resultam da pressao seletiva exercida pelo sistema
imunologico do hospedeiro. O drift antigénico também tem sido observado entre
aves domésticas, embora em menor grau do que em humanos (SULLIVAN et al.,
2010).

4.6.2 Shift ANTIGENICO

O shift antigénico € o responsavel pelo aparecimento de um virus
Influenza A contendo um novo subtipo de HA e/ou NA na populagédo, 0os quais sao
imunologicamente distintos dos virus Influenza que circulavam anteriormente. O shift
antigénico ocorre quando um virus Influenza animal, geralmente de origem aviaria,
adquire a capacidade de ser transmitido para o homem. Evidéncias sugerem que o
surgimento de linhagens pandémicas ocorre devido ao shift antigénico. Tal
mecanismo de variacdo genética e antigénica é favorecido pela natureza
segmentada do genoma viral que permite reagrupamento dos segmentos génicos no
momento da formacédo de uma nova particula, mecanismo denominado de rearranjo
genético (COX e SUBBARAO, 2000).

4.7- HISTORICO

Ao longo da histdéria da humanidade, diversos relatos de infeccbes
respiratérias acometeram grande parcela da populacdo mundial. Ha relatos de
epidemias e pandemias associadas a gripe desde 412 a.c sendo por tanto, uma das
doencas infecciosas mais importantes da humanidade. Desde entdo, relatos
cientificos revelaram a ocorréncia de epidemias em humanos nos anos de 1414,
1557, 1675-1676, 1788-1790 e em 1830-1832 (SMITH, 1995).

No século passado, ocorreram trés pandemias de gripe: a Espanhola, em

1918, considerada a pandemia mais letal que se tem noticia, a Asiatica em 1957, e
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em 1968, a de Hong Kong. A mais recente pandemia foi a de 2009, considerada a
primeira do século XXI (NEUMANN et al., KAWAOKA, 2009; SULLIVAN et al, 2010).

Apesar das epidemias e pandemias ocorrerem em seres humanos, a
Influenza ndo esta restrita a espécie humana sendo capaz de causar
morbimortalidade em varias outras espécies de animais, dentre elas, as aves
(NEUMANN et al., KAWAOKA, 2009).

A gripe aviaria foi descrita pela primeira vez na Itdlia em 1878 por
Perroncito como uma doenca de aves, extremamente grave com alta letalidade.
Inicialmente, ela foi confundida com uma forma aguda e septicémica de colera
aviaria e somente em 1955, o virus foi caracterizado como sendo Influenza. No
entanto, ndo se conhecia ainda o papel infeccioso dos virus, cuja funcdo seria
descoberta 20 anos mais tarde por Ilwanowski e a nova entidade infecciosa foi
chamada de tifo exudativus gallinarum (SMITH, 1995).

Na metade do século XX, a gripe aviaria ja havia sido notificada na
Europa, Asia, Africa, América do Norte e América do Sul. Na primeira década deste
século a doenca foi verificada em todos os continentes. Assim sendo, a Influenza
Aviaria € um problema mundial cuja vigilancia e prevencao requer esforco e
cooperacao internacionais (KLENK et al., 2008).

As informacdes cientificas geradas ao longo das pesquisas desenvolvidas
a partir da genética estrutural do virus mostram que as particulas virais envolvidas
nos principais eventos epidemiologicos sédo, em sua totalidade, de origem aviaria ou
possuindo importantes segmentos de virus aviarios para a composi¢cao da particula
atuante (Figura 4) (POTTER, 2001; WRIGHT et al, 2007; KLENK et al., 2008).
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Figura 4: RelacBes genéticas estabelecidas entre as variantes do virus Influenza HIN1 1918-
2009. Setas amarelas mostram a insercdo de um ou mais genes do Influenza aviaria A. A seta
vermelha tracejada indica um periodo sem circulagdo. Setas vermelhas continuas indicam os
caminhos evolutivos de linhagens de virus da gripe humana. Setas continuas azuis
representam linhagens de virus da gripe suina; e a seta azul a vermelho representam um virus
da gripe de origem suina para humano. Adaptado de DAVID et al., 2009.

A pandemia de 1918, também chamada de gripe espanhola, assolou o
mundo, e foi a mais grave das pandemias que se tem noticia, pois foi responsavel
por mais de 20 milhdes de mortes em todo o planeta. Contudo, devido a falta de
registro em muitos paises durante a pandemia, pesquisadores e historiadores
relatam que o numero possa ter superado a faixa de 40 a 50 milhdes de mortes.
Estudos recentes, feitos com sequéncias genémicas recuperadas a partir do tecido
pulmonar preservado das vitimas da pandemia de 1918, mostraram que 0 virus

7z

causador desse episédio da histéria da gripe € similar ao A HIN1 aviario e que
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contém uma assinatura de aminoacidos do tipo viral associado a do tipo humano em
vérias proteinas (POTTER, 2001; WRIGHT et al., 2007).

O virus pandémico que surgiu em 1957 é um descendente direto do virus
pandémico H1N1 de 1918 que, de alguma forma, adquiriu trés novos segmentos de
genes de virus aviario (TAUBENBERGER e MORENS, 2010). Os genes que
codificam as duas proteinas da superficie viral, que eram H1l e N1, foram
substituidos, respectivamente, pelos subtipos H2 e N2 de origem aviaria, através do
mecanismo de rearranjo genético entre virus humano/aviario. Além desses, 0 gene
que codifica a polimerase PB1 também foi substituido por um gene de origem aviaria
(NEUMANN et al., KAWAOKA, 2009; TAUBENBERGER e MORENS, 2010).

A pandemia de 1968 se deu ap6s 11 anos, quando o virus Influenza A
H2N2 foi substituido por outro, apds rearranjo genético humano/aviario que incluiu
0os genes H3 e PB1 de origem aviaria, resultando na cepa H3N2. Os outros seis
segmentos génicos, incluindo o gene codificador da NA, do H2N2 de 1957 foram
mantidos (NEUMANN et al., KAWAOKA, 2009; TAUBENBERGER e MORENS,
2010).

Em 1977 ocorreu a re-emergéncia do virus HIN1 e a epidemia foi
denominada gripe Russa. Este evento foi caracterizado pela capacidade do virus
Influenza em infectar, principalmente, criancas e jovens, sendo as pessoas com
mais de 50 anos pouco afetadas. Assim, atingiu mais de 50% das criancas em idade
escolar em todo o globo, no entanto, ndo foi responsavel por altas taxas de
mortalidade (LAVER e GARMAN, 2002; NEUMANN et al., KAWAOKA, 2009;
WRIGHT et al., 2007). O virus detectado em 1977 se assemelhava geneticamente
muito com o virus que havia circulado no inicio da década de 50, sugerindo uma
liberacdo acidental a partir de laboratérios de microbiologia que guardavam o virus.
O reaparecimento do virus HIN1 ndo substituiu os virus H3N2 circulantes até o
momento, e ambos co-circularam em seres humanos até a emergéncia do virus A
H1Nlem 2009 (NEUMANN et al., KAWAOKA, 2009).

De fato, foi em 2009 que o século XXI experimentou a sua primeira
pandemia provocada pelo virus Influenza A, desta vez pelo subtipo HIN1 de origem
suina. No dia 11 de junho de 2009, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) elevou
o alerta pandémico de nivel 5 para o nivel 6, o que caracterizava, segundo seus
critérios, que a pandemia estava acontecendo. Com a propagacdo do virus

pandémico, muitos paises deixaram de fazer diagndsticos em pacientes com quadro
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respiratério leve ou moderado, concentrando os esfor¢os nos pacientes com quadro
grave ou pacientes pertencentes aos chamados grupos de risco para doenca
severa. Portanto, segundo os dados epidemioldgicos divulgados pela OMS, consta
que houve mais de 504.000 casos confirmados de gripe pelo virus Influenza A
(H1IN1) de origem suina no mundo, com total de mortes de no minimo 18.000. A
regido mais afetada foi a das Américas com aproximadamente 191.000 casos
confirmados e 4.500 6bitos (WHO, 2010). No Brasil, a pandemia foi dividida em duas
fases epidemiol6gicas e operacionais distintas: fase de contencdo e fase de
mitigacao (BRASIL, 2010a).

4.8- EPIDEMIOLOGIA

4.8.1- AS AVES COMO HOSPEDEIROS NATURAIS DO VIRUS Influenza

Os primeiros estudos sobre os virus Influenza em aves migratorias
estabeleceram os principios da ecologia da gripe em seus reservatorios naturais. Até
poucas décadas atras, minima atencéo era dada a gripe nestas aves. Somente apos
0 surgimento de virus aviario com importancia para a saude animal e humana € que
se percebeu que as aves sdo a fonte original do virus da gripe e que grandes
epizootias podem acontecer com potencial risco de transposicdo de barreira de
espécies e geracdo de pandemias em seres humanos (Figura 5). Frente a isto,
diversos paises passaram a monitorar as aves selvagens, em especial as

migratorias, seguindo as rotas de migracao das mesmas (ALEXANDER, 2000).
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Figura 5: Rotas usadas por espécies de aves migratérias. Food and Agriculture Organization
(FAO), acessado em 25/03/2013 http://lwww.fao.org/avianflu/en/maps.html.

Aproximadamente, cerca de 90 espécies de aves pertencentes a 12
ordens distintas sdo susceptiveis ao virus Influenza, apresentando ou ndo sintomas
da infeccdo. A grande maioria dos isolamentos virais tem sido obtidas de aves
aquaticas (Anseriformes) que compreendem patos e marrecos, entre outros, e
também espécies da ordem Charadriformes (gaivotas e aves marinhas). Estas
variedades de aves séo, portanto, portadores de toda a variedade de subtipos de
virus da gripe e, portanto, constituem, muito provavelmente, o reservatorio natural de
todos os virus da gripe A (Figura 6) (ALEXANDER, 2000; FOUCHIER, 2004;
WIDJAJA et al,. 2004).
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Figura 6: Aves Anseriforms (A [Numenius arquata], B [Tringa totanus], C [Charadrius dubius] e
D [Anous stolidus]) e Charadriiformes (E [Ardea cinerea], F [Podiceps cristatus], G [Fulica atra]
e H [Larus occidentalis]). Adaptado de FAO animal production and health 2007, acesado em
http://www.fao.org/AVIANFLU/en/wildlife/index.html.

O virus de gripe aviaria, em geral, ndo causa doenca em seus
hospedeiros naturais. Em vez disso, 0s virus apresentam baixas alteracoes
evolutiva, observado na forma molecular que apresenta baixos indices de mutacéo.
Nesse sentido, hospedeiro e virus parecem existir em um estado de tolerancia
mutuo, meticulosamente equilibrado, clinicamente demonstrado pela auséncia de
doenca; entretanto, a replicacdo viral persiste de forma eficiente (TAUBENBERGER,
2005).

Quando transmitida para as espécies de aves altamente vulneraveis,
especialmente as aves domeésticas (galinha, pato e peru), geralmente a infeccéo
produz doenga com sintomas leves é causada por virus referidos como de Gripe
Aviéaria de Baixa Patogenicidade (GABP), os quais, em geral, sé causam um ligeiro e
transitério declinio na producéo de ovos ou uma redugdo no ganho de peso em aves
de engorda (CAPUA e MUTINELLI, 2001).
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Tal cenario pode ser produzido por diversos subtipos de hemaglutinina.
No entanto, as cepas virais que contenham os subtipos H5 e H7 tém o potencial de
evoluir para uma forma altamente patogénica conhecida como Gripe Aviaria de Alta
Patogenicidade (GAAP). Isso pode ocorrer, especialmente apds transmissdo e
adaptacdo dos subtipos H5 e H7 as novas espécies de aves e consequente novos
hospedeiros (WEBSTER, 1998). Uma vez o fendtipo de GAAP esteja estabelecido
em aves domésticas, pode ocorrer transmissdo horizontal destas de volta para a
populacdo de aves selvagens. A vulnerabilidade das aves selvagens para a doenca
induzida pelo GAAP parece variar grosseiramente de acordo com a espécie, idade e
cepa viral (CAPUA e MUTINELLI, 2001).

4.8.2- A GRIPE AVIARIA

A gripe aviaria € uma doenca infectocontagiosa entre aves, causada pelo
virus Influenza A. De fato, apenas os virus da gripe de tipo A sdo conhecidos por
causar infeccOes naturais em aves, nas quais encontram-se todas as combinacdes
possiveis entre diferentes espécies moleculares de HA e NA (ALEXANDER, 2000;
WRIGHT et al., 2007; ALEXANDER 2008).

Em determinadas ocasifes, o virus Influenza pode atravessar a barreira
das espécies e causar doenca em aves domeésticas, seres humanos e outros
mamiferos. Nessa situacédo, a doenca € considerada uma zoonose (ALEXANDER
2008; WRIGHT et al., 2007; SWAYNE e HALVORSON 2008).

A especificidade por espécie animal é determinada, principalmente, pela
glicoproteina de ligacdo HA, a qual liga-se em residuos de acidos sialicos (AS) da
superficie celular do hospedeiro. Os virus Influenza que infectam humanos
reconhecem, preferencialmente, receptores com sacarideos que terminam em ASa
2,6 ligado a galactose (Gal). Tais receptores sdo expressos essencialmente em
células epiteliais da traquéia e brénquios. Os virus aviarios e equinos, por sua vez,
reconhecem receptores terminando em ASa 2,3 Gal, localizados, principalmente, em
epitélio traqueal e células intestinal desses animais, respectivamente (ROGERS e
PAULSON, 1983; WRIGHT et al., 2007).

O gene que codifica a HA também é o principal determinante da viruléncia
do virus da gripe aviaria (WRIGHT et al., 2007; SWAYNE e HALVORSON, 2008). A

clivagem da proteina HAO em HA1 e HA2 é essencial para a infecciosidade do virus.
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Em situacbes de GAAP, o sitio de clivagem da HA tem multiplos aminoacidos
basicos (Q-R/K-X-R/K-R, onde X €& um aminoacido &cido) que podem ser
reconhecidos e clivados por proteases ubiquas como a furina presentes em diversos
tecidos e sistemas. Isso favorece a disseminacdo viral além do trato
respiratério/intestinal, causando doenca grave e geralmente fatal (STIENEKE-
GROBER et al., 1992; WRIGHT et al., 2007; SWAYNE e HALVORSON, 2008).

Em casos de GABP, a HAO apresenta sitio de clivagem monobasico e é
clivada apenas por proteases tipo tripsina, que estdo presentes em locais
especificos, tais como aparelho respiratorio e digestivo e, consequentemente, 0s
sinais clinicos séo limitados a estas localizacbes (STEINHAUER 1999; WRIGHT et
al., 2007; SWAYNE e HALVORSON, 2008).

Devido as diferencas na especificidade da HA ao receptor e da
diversidade dos mesmos nos diferentes animais pensava-se que a gripe aviaria ndo
poderia causar infeccdo em humanos. No entanto, esse pensamento mudou a partir
do episodio do surto de gripe aviaria em humanos ocorrido em Hong Kong no ano de
1997, quando foram comprovados 18 casos, dos quais seis fatais. Estudos nos
tltimos 10 anos demonstraram que a capacidade de virus aviario infectar humanos
se deve a presenca de uma pequena populacédo de células ciliadas presente na em
bronquiolos e alvéolos pulmonares que contém oligossacarideos ASa 2,3 Gal.
(SWAYNE e HALVORSON, 2008).

A transmissdo do virus Influenza A das aves para 0s seres humanos
também pode estar associada com a capacidade da HA mudar a sua preferéncia de
ASa 2,3 Gal para ASa 2,6 Gal (MATROSOVICH et al., 2004; SHINYA et al., 2006;
YAMADA et al., 2006). Neste sentido, os suinos podem exercer um papel importante
de hospedeiro intermediario. De fato, eles apresentam em seu epitélio respiratério
células que expressam tanto ASa 2, 3 Gal quanto ASa 2, 6 Gal, o que o torna
suscetivel a se infectar por virus Influenza de diversas origens aviaria, humana e
outros animais, sendo, portanto, considerado como o hospedeiro facilitador de
rearranjos genéticos, o que leva ao surgimento de novos subtipos virais (WRIGHT et
al., 2007).

Em marco de 1999, um subtipo relacionado a gripe aviaria infectou
pessoas em Hong Kong. Identificado como sendo um virus Influenza A (HON2), foi

responsavel por raros casos brandos de gripe. Os virus A HIN2, ndo sdo capazes
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de serem transmitidos de uma pessoa a outra, eles infectam o homem diretamente
do reservatoério aviario (KATZ, 2009).

No inicio de 2003, na Holanda, outro subtipo viral de origem aviéaria, o
H7N7, ainda ndo havia sido encontrado em seres humanos até entdo. Mas naquele
ano foi detectado em 89 pessoas, a maioria dos infectados apresentaram um quadro
de conjuntivite. No entanto, duas pessoas desenvolveram um quadro respiratorio
com sintomatologia caracteristica de gripe e uma foi a 6bito devido a complicacfes
pulmonares (FOUCHIER et al., 2004). Atualmente, sdo conhecidos trinta e trés

subtipos de IA e, periodicamente, novos subtipos sé&o descritos (Quadro 2).

'N° | Subtipo HA | Subtipo NA Virus Influenza A Isolados

01 H1 N1 Alpato/Alberta/35/76(H1N1)

02 H1 N8 Alpato/Alberta/97/77(H1N8)

03 H2 N9 A/pato/Alemanha/1/72(H2N9)
04 H3 N8 Alpato/Inglaterra/62(H3N8)

05 H3 N2 Alperu/inglaterra/69(H3N2)

06 H4 N6 Alpato/Tchecoslovaquia/56(H4ANG)
07 H4 N3 Alpato/Alberta/300/77(H4AN3)
08 H5 N3 A/Andorinha/Africa do sul/300/77(H5N3)
09 H5 N4 A/ pato/Etiopia/300/77(H5N4)
10 H5 N9 Alperu/Ontario/7732/66(H5N9)
11 H5 N1 Alpintinho/Escoécia/59(H5N1)

12 H6 N2 A/peru/Massachusetis/3740/65(H6N2)
13 H6 N8 A/peru/Canada/63(H6NS)

14 H6 N5 Alpardela/Australia/72(H6N5)
15 H6 N6 Algalinha/Etiopia/73(HEN6)

16 H6 N1 A/pato/Alemanha/1868/68(H6N1)
17 H7 N7 Alaves/Holanda/27(H7N7)

18 H7 N1 A/galinha/Brescia/1902(H7N1)
19 H7 N9 Algalinha/China/2013(H7N9)

20 H7 N3 Alperu/inglaterra/639H7N3)

21 H7 N1 Alaves/Rostock/34(H7N1)

22 H8 N4 A/peru/Ontario/6118/68(H8N4)
23 H9 N2 Alperu/Wisconsin/1/66(HO9N?2)
24 H9 N6 Alpato/Hong Kong/147/77(HING)
25 H9 N8 A/galinha/Malawi/149/77(H9NS8)
26 H9 N7 Alperu/Escécia/70(HIN7)

27 H10 N8 Alcodorna/ltalia/1117/65(H10N8)
28 H11l N6 Alpato/Inglaterra/S6(H11NG6)

29 H11l N9 Alpato/Memphis/546/74(H11N9)
30 H12 N5 Alpato/Alberta/60/76/(H12N5)
31 H13 N6 Algaivota/Maryland/704/77(H13N6)
32 H14 N4 Alpato/Gurjev/263/83(H14N4)
33 H15 N9 Alpardela/Australia/2576/83(H15N9)

Quadro 2: Subtipos de Influenza A Aviaria. Fonte: Adaptado de UNGCHUSAK et al., 2005.
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4.8.3- PATOGENESE DA GAAP

A patogenicidade do virus Influenza A tem contribuicdo poligénica e
depende, em grande parte, de uma variedade de genes e tropismo tecidual que
podem interferir tanto na eficacia da replicacdo viral, como nos mecanismos de
evasdao do sistema imunolégico, entre outros. A forma altamente patogénica da gripe
aviaria foi causada até agora pelos virus Influenza A dos subtipos H5 e H7
exclusivamente. No entanto, apenas alguns representantes desses subtipos, de fato,
mostram um biotipo altamente patogénico (SWAYNE e SUAREZ, 2000a).

Normalmente, os virus H5 e H7 sdo mantidos de forma estavel em seus
hospedeiros naturais causando baixa patogenicidade. Deste reservatorio, 0 virus
pode ser introduzido por varias vias em criadouros de aves. Ap0s um periodo
variavel de circulacdo e, presumivelmente, adaptacdo em populacdes de aves mais
suscetiveis a infeccdo, esses virus podem sofrer mutagcbes e/ou introduzirem
insercdes nucleotidicas que serdo responsaveis por codificarem o0s sitios
multibasicos de clivagem da HAO, o que tornara a cepa altamente patogénica
(TAUBENBERGER 2005). Isto constitui-se o principal determinante da viruléncia do
virus da gripe aviaria (WRIGHT et al., 2007; SWAYNE e HALVORSON, 2008)

Este processo tem sido documentado no campo em varias ocasifes. Na
Italia, por exemplo, um virus H7N1 de baixa patogenicidade circulou na populacéo
de perus e frangos durante varios anos e, em dezembro de 1999, foi detectado um
virus da GAAP H7N1, com extrema semelhanca genética do seu precursor, tendo
diferenca apenas no seu local de clivagem, quando surgio um multibasico
responsavel por maior disseminagcdo viral e quadro clinico mais grave (CAPUA
2000).

Existem, no entanto, cepas virais altamente patogénicas cuja sequéncia
de nucleotideos que codifica o local de clivagem da HA nao apresenta padrdo para
codificar o sitio multibasico. Um exemplo disso é o virus H7N3 de alta
patogenicidade que surgiu através de rearranjo de segmentos génicos, mas exibindo
sitio de clivagem monobasico da HA, semelhante ao que se encontra nas cepas de
baixa patogenicidade. Também existem exemplos comparaveis para a linhagem H5
(SUAREZ 2004).

O contrario também pode ocorrer. Em uma cepa de H5N2 isolada no

Texas e classificada como de baixa patogenicidade, foi verificada a sequéncia de
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consenso do local de clivagem de GAAP com a presencga do sitio multibasico (LEE,
2005). Estes dados re-enfatizam a natureza poligénica e intrigante da

patogenicidade do virus da gripe.

4.8.4- O VIRUS Influenza A H5N1

A gripe aviaria ganhou atencdo mundial quando uma cepa altamente
patogénica do subtipo A H5N1 ganhou status de enzodtica em aves domésticas em
todo o sudeste da Asia e que provavelmente surgiu antes de 1997 no sul da China,
(PERKINS e SWAYNE 2003). Apesar de ndo ser um evento totalmente inédito, o
namero substancial de casos documentados em seres humanos, associado com
doenca grave e muitas mortes levantou sérias preocupacdes sobre o potencial
pandémico deste virus (KLEMPNER e SHAPIRO 2004; KAYE e PRINGLE, 2005;
WEBSTER, 2005).

O virus Influenza A (H5N1) foi isolado e caracterizado a partir de uma
amostra colhida de um ganso domeéstico na provincia de Guangdong, sul da China
em 1996. No ano seguinte, a primeira epizootia de GAAP pelo virus A H5N1 em
aves domeésticas foi descrito em Hong Kong, 0 que resultou no abate de mais de 1,5
milhdes de frangos, em um esforco para conter e eliminar a doenca. Este evento
levou a infeccdo de 18 pessoas com seis Obitos, 0s quais se constituiriam o0s
primeiros casos documentados de mortes em humanos causados pelo virus
(GAUTHIER-CLERC et al., 2007; BROWN et al., 2008).

Em fevereiro de 2003, surgiram dois novos casos de infeccdo pelo virus
H5N1 documentados em membros de uma familia de Hong Kong que havia viajado
recentemente para a republica popular da China. Um terceiro membro da familia
morreu de doenca respiratdria grave, mas nao foram colhidas amostras clinicas para
confirmar se o virus A H5N1 foi o responsavel pelo 6bito (GILBERT et al., 2006;
GAUTHIER-CLERC et al., 2007).

Em dezembro de 2003 e janeiro de 2004, tigres cativos (Panthera tigris) e
leopardos (Panthera pardus) de um zooldgico da Tailandia, foram alimentados com
carcacas de frango, e diagnosticados com o virus. Rapidamente, o virus A H5N1 foi
descrito infectando aves domésticas em oito paises do sudeste Asiatico (Camboja,
Taiwan, Indonésia, Japao, Coréia, Laos, Tailandia e Vietnd). Esta onda de infec¢des

nos animais resultou no abate de pelo menos 45 milhdes de aves comerciais. Até
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margo de 2004, outros 35 casos de infecgdo em humanos foram relatados no Vietna
e na Tailandia, dos quais 24 de evolucéo fatal (GILBERT et al., 2006; GAUTHIER-
CLERC et al., 2007).

Subsequentes registros de A H5N1 em aves comerciais foram verificados
no sudeste asiatico, com casos humanos se disseminando pelo Vietnd, Tailandia,
Camboja, Indonésia e China. Epidemiologicamente, ficou claro que a maioria dos
casos humanos envolveu contato com aves infectadas ou materiais contaminados,
mas alguns possiveis casos de transmissdo de pessoa a pessoa nao foram
descartados (GILBERT et al., 2006; VAN GILS et al., 2007).

Em maio de 2005, ocorreu um evento de mortandade causado pelo virus
H5N1 em mais de seis mil aves aquaticas no lago Qinghai, reserva natural nacional,
no noroeste da China. Estimativas indicam que entre 5-10% da populacdo do mundo
inteiro de gansos Bar-headed foram mortos durante este periodo. Este foi o0 segundo
evento de mortandade de aves migratorias documentado como sendo resultado de
infeccdo por um virus da gripe aviaria. O primeiro foi registrado em 1961, quando
inimeras andorinhas (Sterna hirundo) morreram devido infeccao pelo viris HSN1 na
Africa do Sul (YASUE et al., 2006; BROWN et al., 2008).

O evento de mortandade pelo virus aviario H5N1 relacionado ao lago
Qinghai e surtos posteriores na China, Sibéria, Cazaquistdo e Mongoélia em julho e
agosto de 2005 sinalizou uma significativa expanséo geografica da infeccdo. Com o
padrdo de propagacdo da doenca estabelecido, ficou evidente o papel das aves
migratorias, principalmente, as aquaticas, na transmissdo do virus (GAUTHIER-
CLERC et al., 2007).

Em janeiro de 2006, as primeiras infeccfes humanas pelo H5N1 foram
relatadas fora da Asia, mais precisamente na Turquia. Dentro de alguns meses,
infeccBes em seres humanos também foram relatadas no Iraque, Azerbaijao, Egito e
Djibuti, elevando para dez o niumero de paises que notificaram infec¢des pelo virus
aviario em questdo. Assim como na Asia, na maioria desses paises, 0s casos em
humanos foram associados com a manipulacdo de aves domeésticas infectadas. A
primeira vitima fatal nessa regido foi registrada em marco de 2006 no Azerbaijao, a
qual foi infectada apds enterrar um cisne morto pela doenca (YASUE et al., 2006).

Desde entdo, o HS5N1 néo parou de causar infeccBes em humanos e até o
dia 24 de janeiro de 2014, dltima atualizacdo da Organizacdo Mundial de Saude

(OMS), j& havia sido contabilizados 650 casos de infeccdo humana por este virus,
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com 386 mortes, o que representa uma taxa de letalidade de aproximadamente
60%. E até a presente data, 16 paises ja notificaram casos da doenca por HSN1 em
seres humanos (WHO, 2013).

Atualmente, considera-se o H5N1 como endémico na Asia e Africa, em
especial no Egito. Estes virus encontram um nicho ecolégico em aves domésticas e
apesar de ser dificil a transmissdo para seres humanos, a exposi¢cdo constante dos
trabalhadores rurais e nos mercados asiaticos e africanos que comercializam aves
vivas e as abatem in loco, eleva a chance da ocorréncia de uma adaptacao dos virus
aviarios aos humanos e, assim, tornando-se mais eficientes na transmissdo de
pessoa a pessoa, 0 que poderia ocasionar uma nova pandemia. Por este motivo, €
importante 0 monitoramento de aves selvagens e domésticas para a contencado dos
focos aviario da doenca (BROWN et al., 2008).

4.8.5- TRANSMISSAO, DISTRIBUICAO E DISSEMINACAO

As aves aquaticas selvagens sdo o reservatorio natural para a gripe
aviaria (DE MARCO et al., 2003; WRIGHT et al., 2007; SWAYNE e HALVORSON,
2008). Nelas, em geral, os virus Influenza ndo causam sinais da doenca, se replicam
no trato intestinal e sédo transmitidos através das fezes (WEBSTER, 1997). Em aves
a transmisséo e feita pela via fecal-oral por meio de agua contaminada (WEBSTER,
1997).

Em seu hospedeiro natural o virus € submetido a eventos de mutacao
limitados, indicando que eles estdo adaptados a seus reservatorios naturais
(WEBSTER et al., 1995). No entanto, quando transmitidos a outro hospedeiro como
as aves domeésticas, seres humanos ou outros mamiferos, eles rapidamente sofrem
mutacdo nucleotidica com repercussao antigénica, o que pode resultar no aumento
da viruléncia e infec¢cbes mais severas (WEBSTER et al., 1995). A introducéo
primaria de virus da gripe aviaria, em uma populacdo de aves, depende do contato
com aves silvestres, seja através de fontes de agua contaminadas, contato direto ou
fomites (ALEXANDER 2008; SWAYNE e HALVORSON 2008). Cepas com maior
viruléncia podem mostrar menor capacidade de transmissdo do que virus de baixa
patogenicidade tanto em infec¢des naturais, quanto experimentais. Uma das razdes
sugeridas para esta observacdo € que os virus altamente patogénicos rapidamente

matam o hospedeiro resultando na baixa excrecdo do virus (ALEXANDER, 2008).
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A infeccdo humana por virus da gripe aviaria ocorre, principalmente,
devido ao contato proximo com aves infectadas, especialmente através do contato
direto com as excretas de aves e mucosas com secre¢gbes contaminadas
(KOOPMANS et al., 2004; TRAN et al., 2004; HAYDEN e CROISIER 2005). Pessoas
envolvidas no processamento das aves para consumo tém sido ocasionalmente
infectadas. O virus também pode entrar via trato respiratério ou conjuntiva
(FOUCHIER et al., 2004).

A transmissdo de pessoa a pessoa pode ocorrer com baixa eficiéncia,
mas com maior possibilidade durante a fase inicial da infeccdo (KOOPMANS et al.,
2004; UNGCHUSAK et al., 2005).

4.8.6- SINAIS CLINICOS DA GRIPE EM AVES

Apés um periodo de incubacdo de geralmente alguns dias (mas
raramente até 21 dias), e dependendo das caracteristicas da cepa, da dose de
inoculo, da espécie e idade da ave, a apresentacao clinica da gripe aviaria € variavel
e 0s sintomas sao bastante inespecificos (ELBERS, 2005). Assim, um diagndstico
baseado apenas na apresentacao clinica é impossivel.

Em aves comerciais, a gripe aviaria altamente € patogénica determina
elevada morbimortalidade, causando doenca sistémica que revela necrose e
inflamacdo em diversos oOrgaos (SWAYNE e HALVORSON 2008; PANTIN-
JACKWOOD e SWAYNE 2009). A GABP afeta, principalmente, o sistema
respiratério e € caracterizada por inflamacéo aguda do trato respiratério (SWAYNE e
HALVORSON 2008). Pouco ou nenhum virus é encontrado em outros 0rgaos,
exceto o0s O6rgaos reprodutivos, o que pode resultar em ovos deformados e lesdes no
ovario. Por outro lado, a GAAP produz lesbes em varios 6rgaos caracterizados por
edema, congestdo e hemorragia dos pulmdes, edema do cérebro, miocardite,
pancreatite, deplecéo linféide, hiperplasia fagocitaria, necrose e hemorragia da bursa
e timo, edema subcutédneo, necrose da medula 6ssea, degeneracdo do musculo
esquelético, necrose hepatocelular, necrose tubular e nefrite intersticial (PANTIN-
JACKWOOD e SWAYNE 2009).
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4.8.7- SINAIS CLINICOS DA GRIPE AVIARIA EM SERES HUMANOS

Depois de um curto periodo de incubacgéo de 1-4 dias, o inicio da doenca
€ geralmente abrupto, com sintomas sistémicos tipicos: febre alta e calafrios, mal
estar geral, cansaco extremo e fraqueza, dano alveolar difuso, fibrose intersticial,
hiperplasia de pneumdcitos tipo Il, hemorragia, pleurite. Também hé registros de
lesdes em outros 6rgaos; no figado a infeccdo provoca necrose lobular central,
micro-vesicular, colestase (reducao do fluxo biliar) e atividade hemofagocitica. Nos
rins observa-se necrose tubular aguda, edema cerebral, hemofagocitose reativa,
congestionamento e deplecao de linfécitos no baco e medula éssea hipoplésica ou
hiperplasica (KORTEWEG e GU, 2008). Entre as criancas, a otite média, njuseas e
vomitos também sdo comuns (WRIGHT et al., 2007; KORTEWEG e GU, 2008).

4.8.8- A Influenza AVIARIA COM IMPORTANCIA PARA ECONOMIA

Além do problema de risco para a saude humana, os virus da gripe
aviaria de alta ou baixa patogenicidade podem ocasionar grandes prejuizos
econdmicos. Quando um virus de alta patogenicidade é encontrado em uma granja,
todas as aves devem ser sacrificadas para a contencdo da epizootia. Com isso, as
exportacbes de carne e outros insumos derivados de aves de granja sao
completamente paralisados. Dentro do “ranking” dos maiores produtores de frango,
0 Brasil esta em terceiro lugar, atras apenas dos Estados Unidos e China. No
entanto, entre os exportadores, o Brasil ocupa a primeira posicdo sendo o maior
exportador de carne de frango do mundo desde 2004, sendo responsavel por 43,4%
de toda a exportacdo mundial, segundo dados da Unido Brasileira de Avicultura
(MORAES, 2010).

Apesar do Brasil ndo possuir relatos de contagio de gripe aviéria,
considerado um evento raro, em aves comercias e em seres humanos, a falta de
monitoramento e planejamento para eventuais casos € bastante critica, o que deixa
em extrema vulnerabilidade para ocorréncia de epizootias.

Desde 1955, mais de 24 epizootias documentadas de GAAP ocorreram
em todo o mundo, resultando na morte de milhdes de aves (PERDUE e SWAYNE
2005). Um surto de GAAP ocorreu na Holanda em 2003, causada pelo subtipo

H7N7, que durou menos de trés meses e resultou no abate de mais de 30 milhdes
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de aves (VAN RIEL et al., 2009). Da mesma forma, mais de 13 milhGes de aves
foram infectadas pelo virus da GAAP H7N1 na Italia, em 1999, que inicialmente
surgiu como GABP (CAPUA et al., 2000). Em 2004, um virus GAAP H7N3 surgiu a
partir de um virus GABP em British Columbia, resultando na eliminagcdo de 19
milhdes de aves (TWEED et al., 2004).

Até meados de 2007 foram notificados 4.465 focos epizodticos em aves
comerciais em 36 paises, 0 que explica e justifica a grande capacidade de
disseminacéo do virus Influenza entre aves (VAN RIEL et al., 2009).

Frente a isto, diversos paises passaram a realizar 0 monitoramento das
aves selvagens, em especial as aves migratorias, seguindo as rotas de migracao
das mesmas (Figura 5) (VAN RIEL et al., 2009).

Muitas aves que procriam no Brasil, migram para outras localidades nos
periodos de descanso reprodutivo. Isto pode favorecer a disseminacdo de virus
Influenza para varias populagdes ndo migratérias do Brasil e paises vizinhos. Da
mesma forma varias aves que procriam em outros paises, migram para o Brasil em
busca de alimento (SICK, 2001).

No Brasil, foram catalogadas cerca de 150 espécies de aves que visitam
0 pais regularmente em bandos, ou séo vistas esporadicamente em nosso territério,
sendo que 101 espécies sdo aquaticas, constituindo o principal reservatorio do virus
Influenza. Dentre as espécies que visitam o Brasil e que se reproduzem no pais, 91
sdo oriundas do hemisfério norte, sendo 54 delas espécies aquaticas. Outras 61
espécies que chegam ao Brasil sdo provenientes de paises do hemisfério sul e da
Antértica, das quais 46 espécies sao aquaticas (SICK, 2001). A rota migratéria do
Atlantico e do Mississipi passa pela regido artica e segue em direcdo ao interior do

pais (Figura 7).
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Figura 7: Principais rotas migratérias usadas por aves selvagens para realizar o processo
natural de migragao. Fonte: Instituto Evandro Chagas, laboratério de Geoprocessamneto.
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5 - MATERIAL E METODOS

5.1 - TIPO DE ESTUDO

Transversal, retrospectivo e analitico.

5.2 - ASPECTOS ETICOS DO ESTUDO

Este projeto foi elaborado obedecendo as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo animais. Foi submetido a comissao de
ética no uso de animais - CEUA do Instituto Evandro Chagas (IEC) com parecer
favoravel, conforme o0 numero de registro: 0011/2012 protocolo nC:
013/2012/CEUA/IEC/SVS/MS (Anexo 1).

5.3 - ASPECTOS DE BIOSSEGURANCA

Os procedimentos de manipulacdo e processamento das amostras
biologicas foram desenvolvidos em laboratério de Nivel de Bioseguranca 3 (NB3) de

acordo com o preconizado pela OMS.

5.4 - AREA DE ESTUDO

As amostras coletadas durante este estudo estdo resumidas na tabela 1.
Entre os anos de 2006 (julho e novembro) e 2007 (marco e abril) foram coletadas
1.351 e 901 amostras, respectivamente, totalizando 2.252 amostras, obtidas a partir
de uma variedade de espécies de aves em regides litoraneas dos estados da Bahia
(Jandaira [Camacari, Cacha Pregos, Cetrel]), Para (Salinopdlis) e Pernambuco
(Fernando de Noronha [Acude dos Xaréus, Hotel de transito, llha da rata, Ilha do
meio, Morro da viuvinha, Usina de Campostagem]) (Figura 8).

No estado de Pernambuco, especificamente na ilha de Fernando de
Noronha, foram coletadas 394 amostras divididas nas seguintes sub-regides: Acude
dos Xaréus (n= 13), Hotel de transito (n= 43 amostras), llha da rata (n= 80), llha do
meio (n= 167), Morro da viuvinha (n= 56), Usina de campostagem (n= 35). Na Bahia

foram coletadas 1515 amostras, sendo estabelecido quatro areas de abrangéncia
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Jandaira (llha da sogra) com (n= 1279), Camacari (n= 201), Cacha pregos (llha do

amor) (n=21) e Nova Vigcosa (n= 14). No Pard foram coletadas na regido de
Salindpoles (n= 413) (Quadro 3).

Tabela 1: Distribuicdo das amostras de swab coletadas em 2006 e 2007 nos estados da Bahia,
Para e Pernambuco.

Ordem Nome cientifico Nome popular n Total
Actitis macularius Macarico-maculado 86
Anous minutus Trinta-réis-preto 2
Anous stolidus Viuvinha marrom 9
Arenaria interpres Rola-do-mar 14
Calidris Alba Macarico-branco 2
Calidris canutus Macarico-de-papo-vermelho 1
Calidris minutilla Macarico-de-rabadilha-branca 31
Calidris pusilla Macarico-rasteirinho 110
Chadrius collaris Batuira-de-coleira 26
Charadriiformes Charadr?usse_mipa_lmatu Batui'ra dg bando 12 1604
Charadrius wilsonia Batuira-bicuda 2
Pluvialis squatarola Tarambola-cinzenta 8
Rynchops Niger Talha mar 1
Stena Eurygnatha Trinta-réis-de-bico-amarelo 18
Sternula antillarum Trinta-réis-miudo 48
Sterna dougallii Gaivina-rosada 595
Sterna Fuscata Trinta-reis-das-rocas 48
Sterna hirundo Garajau-comum 581
Sterna supercilliaris Trinta-réis-anao 9
Trinca melanoleuca Macarico-de-perna-amarela 1
Afas bahamensis Marreca toicinho 4
Anseriformes  Dendrocygna autumnalis  Marreca-cabocla 38 277
Dendrocygna viduata Irere 235
Passeriformes Himantopus palliatus Piru-piru 1
Elaenia spectabilis Cucuruta, 10 12
Pitango sufhoratus Bem-te-vi 1
Columbiformes Vireo glacilirosttis Cebito 24
Zenaida auriculata Avoante ou Arribacéo 19 48
Colombina passerina Rolinha-cinzenta 5
Pelecaniformes Bubucus ibis Garca vaqueira 40 40
Fragata magnificens Fragata ou tesourdo 2
Suliformes Sula dactylatra Atobe:1 mascarado 231 271
Sula leucogaster Atoba marrom 20
Sula sula Mumbebo real do pé vermelho 18
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Figura 8: Territorio Brasileiro com demarcacédo das localidades onde ocorreram as capturas e
coleta de material das aves.

5.5- COLETA DAS AMOSTRAS

Durante as excursdes realizadas para a pesquisa, foram coletadas
amostras bioldgicas de aves migratérias em regides que apresentam critérios que as
definem como areas de risco, considerando o tipo de ave migratéria circulante, a
area ou sitio migratério, e a concentracdo humana com criacdo de aves domésticas.

A metodologia de coleta das amostras biolégicas foi baseada na
individualizacdo de material biolégico das aves que permitiu identificar com exatidao,
quais espécies de aves se apresentam mais propicias a infeccdo viral. A partir de
suas caracteristicas de vida no meio ambiente, sera possivel avaliar o papel na
disseminacdo do virus entre as demais aves que estabelecam contato direto e/ou
indireto.

A coleta das amostras foi feita através de esfregaco de swab de traquéia
e cloaca. Os swabs foram imediatamente colocados em tubos contendo meio de
transporte viral (Hanks equilibrada, contendo 0,5% de lactalbumina, 10% de glicerol,
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200 U / mL de penicilina, 20 pg / ml de estreptomicina, 100U/mL de sulfato de
polimixina B, 250 pg / mL de gentamicina, e 50 U / mL de nistatina), e
acondicionadas em caixas isotérmicas com (nitrogénio liquido) até o seu
recebimento no laboratério de virus respiratorios do IEC, onde foram mantidas a —

70°C até seu processamento.

5.6- EXTRACAO DE DNA / RNA

A extragcdo do RNA viral foi realizada a partir de 200 pL da amostra original
(espécime coletado) utilizando-se o Kit comercial PureLink TM Viral RNA/DNA Mini
Kit (Invitrogen Life Technologies), seguindo orientacées do fabricante. O RNA foi
eluido com 50 pL de tampéo de eluicéo foi estocado a -70°C.

5.7- REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE (PCR) PARA
DETECCAO DA CITOCROMOOXIDASE.

Para estabelecer um controle de qualidade das técnicas aplicadas nesta
pesquisa como: coleta de material biologico, isolamento de material genético
(DNA/RNA) e reacOes de biologia molecular, foi estabelecido como controle de
reacdo, um gene chamado de Citocromooxidase tipo 3, responsavel pela via de
fosforilacdo oxidativa no interior da mitocondria. Em certas ordens taxonémicas, tais
como mamiferos ou aves, 0 gene apresenta muitas zonas conservadas entre as
sequéncias de diferentes espécies (quadro 4).

A técnica de PCR realizada foi feita utilizando-se o kit comercial Platinum
Tag® - (Invitrogen Life Technologies), com H,O 10,5 uL, tampéo 10x 2,5 uL, dNTP
2,5uL (5 yM), iniciadores senso e anti-senso 0,3uL (40uM) (Quadro 4), MgCI2 2,0 uL
(50uM), TagDNA polimerase 0,25 uL (5U/uL) e 5 pL de DNA (Volume total 25 pL).
As condicdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Eppendorf (Applied
Biosciences) com as seguintes etapas: Etapa 1- 94°C por 3 minutos, etapa 2- 35
ciclos de 94°C por 1 minutos, 54°C por 45 segundos, 72 °C por 1 minuto, etapa 3-
72°C por 5 minutos e etapa 4- 4°C por tempo indeterminado («). Cada conjunto de
amostras submetido & amplificag&o inclui um controle negativo, que contém todos os
reagentes da mistura e agua livre de DNAse e RNAse, e um controle positivo de

uma amostra conhecida previamente.
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Iniciadores Sequéncia (5>3) Fragmento
Senso +6058-CCTATTCTGATTCTTCGGACA-6069 286 1h
Antisenso -6326-GTGTAGTGTGGCGAGTCA-6344 P

Quadro 3- Sequéncia de iniciadores utilizados na PCR apara controle interno.

Ao término da amplificacdo, os amplicons foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado por Gel Red Nucleic acid stain
(Biotium), em tamp&o 1X tris-acetato-EDTA (TAE), inicialmente por 5 minutos a 80
volts (V), seguido de 25 minutos a 110V. O marcador de peso molecular de 50 lines
SmartLadder (Eurogentec) foi aplicado em cada gel. A visualizagdo dos amplicons
foi realizada em transilumidor com luz ultravioleta (UV) e fotografado com auxilio do

sistema de captura de imagem E-capt (Vilber Loumart).

5.8- DETECCAO DO GENOMA VIRAL POR REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA
POLIMERASE PRECEDIDA DE TRANSCRICAO REVERSA EM TEMPO REAL (RT-
gPCR).

Para deteccdo do virus Influenza A utilizou-se kit comercial
SuperScriptTM 1ll One-step RT-PCR with Platihum Taq® - (Invitrogen Life
Technologies), seguindo orientacbes do fabricante com iniciadores e sonda
especificos para o gene da matriz viral (M). Em resumo, cada mistura de reacao
incluiu 7,8 pL master mix 2x, 0,3 uL (40 yM) de cada iniciador, 0,3 pL (10 uM) de
sonda, 0,3 pL (50 uyM) de rox, 0,3 pL (5U) de enzima e 6 uL de RNA (volume total 15
pL). As condicbes de amplificacdo foram aplicados no sistema de deteccdo ABI
PRISM 7500 (Applied Biosciences) com as seguintes etapas: Etapa 1- 50°C por 30
minutos, etapa 2- 95°C por 2 minutos, etapa 3- 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e
55°C por 30 segundos (CDC 2009). Os reagentes e equipamentos utilizados nos
testes sdo os mesmos utilizados pelos desenvolvedores da técnica no Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas com as mesmas sequencia de iniciadores e
sondas descritos no quadro 5 (CDC 2009).
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Iniciadores e Sonda Sequéncia (5>3’) Fragmento
Senso +156-GACCRATCCTGTCACCTCTGAC-177
Antisenso -226-AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA-250 94 pb
Sonda* +201-TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG-224

Quadro 4 - Sequéncia de iniciadores e sonda utilizados na RT-qPCR.

*Sondas TagMan® apresentando duas por¢cdes fluorescentes, uma localizada na
extremidade 5' chamada de apresentador (Reporter, R) com uma molécula de 6-
carboxifluoresceina (FAM) e outra na extremidade 3' chamada de capturador de
energia (Quencher, Q), Blackhole Quencher 1 (BHQ1) (Biosearch Technologies,
Inc.Novato, CA).

5.9- ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa BioEstat
5.0 (AYRES et al.,, 2007). A prevaléncia foi definida como o numero de aves
infectadas expresso como uma percentagem do numero total de individuos
amostrados. O teste Odds Ratio foi aplicado para avaliar a significancia estatistica
da positividade obtida entre as ordens ornitologicas, bem como entre as espécies
com maior prevaléncia em relacdo as demais. Foi adotado nivel de significancia de

95% aos quais valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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6- RESULTADOS

6.1- AMOSTRAS ANALISADAS

Foram analisadas 2.252 amostras de aves migratGrias pertencentes a
seis ordens e trinta e quatro espécies (tabela 1) para investigacao de virus Influenza
A.

Desse total de amostras, 2.192 (97,3%) foram positivas para o gene
citocromooxidase, sendo, portanto consideradas adequadas pela coleta, extracao e

armazenamento do material biol6gico.

6.2- DETECCAO VIRAL ATRAVES DA TECNICA DE RT-qPCR PARA Influenza A

Dentre o total de amostras analisadas para o gene codificador da proteina
de matriz (M) dos virus Influenza A por RT-qPCR, 7,2% (158/2192) se revelaram
positivas. Um total de 16 amostras apresentou curva de amplificacdo superior a Ct

37 estabelecidas pelo CDC e por isso foram consideradas inconclusivas. (Figura 9).
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Figura 9: Curva de amplificacdo da rRT-PCR, positivos para Influenza A gene Matriz.
a* Controle positivo, b*, c*, d* e e* amostras positivas.
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6.3 - DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS POSITIVAS POR CLASSIFICACAO

ORNITOLOGICA

A deteccdo de amostras positivas para o virus Influenza A mostrou

diferencas entre as espécies de aves analisadas: 3,58% (56/1561) de positividade

para a ordem Charadriformes, 26,3% (71/269) para a ordem Anseriformes, 5,3%

(2/38) para os Pelecaniformes e 10,9% (29/264) entre os representantes da ordem

Suliformes. Néo foi encontrada positividade para virus Influenza entre as amostras

das ordens Passeriformes e Columbiformes (Tabela 2). Andlises estatisticas

relacionadas a positividade obtida entre as ordens estdo descritas na tabela 3.

Tabela 2: Amostras positivas para virus Influenza A distribuidas de acordo com a ordem de
classificagdo ornitoldgica.

Ordem Espécies Amc_)stras Amqs_tras o Prevaléncia
analisadas  positivas %
Actitis macularius 80 4 5
Anous minutus 2 0 0
Anous stolidus 9 0 0
Arenaria interpres 14 0 0
Calidris alba 2 1 50
Calidris canutus 1 0 0
Calidris minutilla 31 4 12,9
Calidris pusilla 101 11 10,8
Chadrius collaris 26 1 3,8
. Charadriussemipalmatu 12 0 0
Charadriformes Charadrius wilsonia 2 0 0 3.6
Pluvialis squatarola 8 0 0
Rynchops niger 1 0 0
Stena eurygnatha 16 0 0
Sternula antillarum 48 4 8,33
Sterna dougallii 589 10 1,69
Sterna fuscata 43 0 0
Sterna hirundo 566 21 3,71
Sterna supercilliaris 9 0 0
Trinca melanoleuca 1 0 0
Afas bahamensis 4 4 100
Anseriformes Dendrocygna autumnalis 38 0 0 26,4
Dendrocygna viduata 227 67 29,5
Passeriformes Himantopus palliatus 1 0 0
Elaenia spectabilis 10 0 0 0
Pitango sufhoratus 1 0 0
Columbiformes Vireolglacilir_osttis 24 0 0
Zenaida auriculata 19 0 0 0
Colombina passerina 5 0 0
Pelecaniformes Bubulcus ibis 38 2 53 5,3
Fragata magnificens 2 0 0
. Sula dactylatra 224 27 12
Suliformes Sula leucogaster 20 1 5 11.0
Sula sula 18 1 5,5
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Tabela 3: Avaliacdo da significancia estatistica da positividade obtida entre as ordens
ornitoldgicas.

Ordem % Odds Ratio I.C 95 % P-valor NNH*
Charadriiformes 3,6 0,1930 0,1373-0,2713 < 0,0001 8
Anseriformes 26,4 8,5094 6,0015- 12,0653 < 0,0001 5
Pelicaniformes 53 0,7115 0,1697 - 2,9828 0,8798 51

Suliformes 11,0 1,7210 1,1250 - 2,6327 0,0163 24
* Nimeros necessario para causar um evento (Numbers Needed to Harm)

6.4 - AS ESPECIES DE AVES INFECTADAS PELO VIRUS INFLUENZA

Dentre as aves com maior numero de amostras positivas estao cinco
espécies pertencentes a trés ordens (Figura 10): Calidris minutilla 12,9% (4/31)
[Figura 10a], Calidris pusilla 10,8% (11/101) [Figura 10b], Anas bahamensis 100%
(4/4) [Figura 10c], Dendrocygna viduata 29,5% (67/227) [Figura 10d], Sula dactylatra
12% (27/224) [Figura 10e]. Tais espécies, juntas, representam 71,51% (113/158) de
todas as amostras positivas. Nas demais amostras positivas, um total de 30 estéo
distribuidas em oito espécies de aves, pertencentes, principalmente, a ordem

Charadiformes.

Figura 10: Principais espécies de aves positivas para Influeza A. a: Calidris minutilla, Autor: Alan e Elaine
Wilson. b: Calidris pusilla, Autor: Guy Poisson. c: Anas bahamensis, Autor: Michel Brochu. d:
Dendrocygna viduata, Autor: Dick Daniels. e: Sula dactylatra, Autor: Miguel Andina.

A relacdo estatistica estabelecida entre as cinco espécies mais
prevalentes com todas as demais testadas demonstrou alto grau de significancia
estatistica (OR: 8,2644; IC 95% [5,7632 — 11,8511], Pvalor < 0,0001 e NNH: 7).
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6.5- VARIACAO GEOGRAFICA

A distribuicdo geografica das amostras positivas para Influenza A entre as
regides dos estados incluidos neste estudo mostrou que a Bahia apresentou taxa de
positividade de 7,4% (104/1400), o Para 4,4% (18/401) e Pernambuco de 9,2%
(36/391) [tabela 4].

Tabela 4: Distribuicdo geografica das amostras positivas entre as regides dos estados
coletados.

Estados Municipios N* n** % P-valor
Jandaira 1160 102
. Camacari 206 0
Bahia Cacha Pregos 20 2 14 06564
Nova Vigosa 14 0
Para Salinopolis 401 18 4.4 0,0262
Pernambuco F. Noronha 391 36 9,2 0,1145

N*: total de amostras testadas por estado
n**: total de amostras positivas para Influenza A
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7- DISCUSSAO

Este estudo foi elaborado para investigar a possivel circulagdo do virus de
Influenza aviaria em aves migratdrias na costa brasileira, vindas, principalmente, do
norte do continente Americano. Embora a gripe aviaria seja considerada exotica na
populacdo humana e aves comerciais no Brasil (BRASIL 2009), este estudo mostrou
que h& uma significativa circulacdo viral nas aves migratérias que passam por
diversas regides do territorio brasileiro, conhecidas por apresentarem algum tipo de
fluxo migratério.

O Departamento de Saude Animal da Secretaria de Defesa Agropecuéria
e 0 6rgao do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sao os
responsaveis pela edicao de politicas e fiscalizacdo das atividades de prevencéo a
Influenza aviaria em aves de uso comercial (BRASIL 2010a).

No entanto, informacdes disponiveis até 0 momento mostram que nenhum
sistema de vigilancia ativa e continua é feita para coletar informacdes sobre esses
virus em aves migratorias no Brasil.

Nenhum pais esta totalmente livre do risco de ocorréncia de Influenza
aviaria (GAUTHIER-CLERC et al., 2007). Mesmo que o Brasil esteja localizado
numa posicao geogréfica distante dos principais focos da doenca, ha necessidade
de se avaliar algumas vias de acesso da entrada do virus no pais. Nesse sentido é
cabivel todo e qualquer estudo que se proponha analisar os efeitos da insercéo do
virus Influenza, seja ciclo de migracdo de aves selvagens, ou pelo fluxo de pessoas
em regides que apresentam a enfermidade ou até mesmo a entrada de produtos ou
equipamentos contaminados (BRASIL 2010b).

Mesmo que as atencbes estejam voltadas para a possibilidade do
surgimento de novas variantes virais do virus Influenza, capazes de infectar
humanos por meio de adaptacdo genética de virus circulante em aves migratéria no
sudeste asiatico, principalmente, nos paises como Bangladesh, Cambodja, China,
Coréia do Sul, Indonésia, Japao, Laos, Paquistdo, Taiwan, Tailandia e Vietna entre
outros, ndo significa que novas variantes do virus surgirdo necessariamente nesses
paises (GAUTHIER-CLERC et al., 2007, WHO 2013).

Em 2009, no México, onde se desencadeou a primeira pandemia do
século XXI, causada pelo virus A H1N1, testemunhou-se um evento real mesmo

guando os dados epidemiolégicos mundiais evidenciavam cenario diferente, que
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levava a crer que uma futura pandemia causada pelo virus da gripe iniciaria no eixo
Euro-asiatico (HARRIS et al., 2010).

A metodologia de coleta das amostras biolégicas baseada na
individualizacdo de material biol6gico das aves permitiu identificar quais espécies de
aves se apresentam mais propicias
a infeccdo, com potencial de disseminacdo do virus para as demais aves que
estabelecam contato direto e indireto.

Estabelecendo uma andlise comparativa entre 0s poucos estudos
anteriormente realizados no Brasil com a intencéo de investigar a presenca do virus
Influenza A em aves selvagens e domésticas, pode-se observar uma diferenca
significativa em relagéo aos resultados de amostras positivas. Em 2009 um estudo
de doutorado, realizado pelo programa de Pds-graduacdo Interunidas em
Biotecnologia da Universidade de Sao Paulo e instituto Butantan, envolvendo aves
migratérias e residentes no Brasil coletadas de regibes dos estados brasileiros:
Para, Maranhdo, Pernambuco, Sado Paulo, Santa Catarina e Rondonia, apresentou
uma taxa de 1,36% de amostras positivas para Influenza A (GOLONO, 2009). Os
métodos de deteccdo se basearam em ensaios de PCR convencional e GeneSacan.

No ano de 2012, outro estudo, realizado no estado do Para pelo Programa
de Pés-graduacdo em Biologia de Agentes Infecciosos e Parasitarios da
Universidade Federal do Pard, investigou a presenca de gripe aviaria em aves
domesticadas nas comunidades do meio rural no estado do Para. Entre as amostras
analisadas nesse estudo, duas foram positivas para Influenza A, representando um
percentual de 0,16% (REIS, 2012). O sistema de deteccao se baseou em técnica de
RT-gPCR

Evidentemente que diversas variaveis determinam a diferenca entre os
resultados obtidos, sendo, as classes de aves incluidas nos diferentes estudos, local
de coleta, entre outros fatores. Entretanto, os dados obtidos até o momento
possibilitam afirmar e referenciar a existéncia de influenza aviaria A em aves
migrantes e residentes no Brasil (GOLONO, 2009; REIS, 2012).

Entre os trabalhos realizados no pais (GOLONO, 2009; REIS, 2012),
incluindo este, uma grande variedade de espécies de aves circulantes no territério
nacional foi investigada. Tomando como indicadores as espécies deste estudo, foi
possivel estabelecer quais as espécies de aves que apresentaram maiores nimeros

de amostras positivas, sendo possivel associar o virus Influenza A as espécies mais
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propensas a contrair e disseminar a infecgédo entre as demais aves. Obviamente ha
necessidade de estudos posteriores para verificar essa mesma associacao entre as
espécies ou exemplificar novos perfis de distribuicdo, o que caracterizara a possivel
ecologia do virus Influenza A circulante em nosso meio.

Dentre as espécies que mais apresentaram positividade, o Calidris
minutilla € uma espécie artica que em periodos de inverno sai da costa da California
e Massachusetts para o sul da América do Sul, Europa e Asia (Figura 11a)
(AVIBASE, 2014). Visitantes abundantes no litoral setentrional do Brasil, aparecem
transitoriamente em regides serranas onde nao nidificam, sendo comum também em
margens de rios de agua doce e praias de agua salgada. Sdo vistas em
Pernambuco de setembro a marco, meridionalmente até a Bahia e,
excepcionalmente, no Rio Grande do Sul. Assinalado também, mas pontualmente,
para Minas Gerais e Rio de Janeiro (Figura 11b) (SICK 2001).
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Figura 11: Distribuicdo geografica da espécie Calidris minutilla. a) entre os continentes e b)

entre as Américas mostrando as fases de migragéao.

O Calidris pusilla € uma espécie procedente do Artico, apresentando uma
pequena populacdo no leste da Sibéria (figura 11a). Apos a época de reproducéo,
movem-se milhares de quildbmetros ao sul onde podem ser encontradas em periodo
de invernada na costa do Pacifico da América Central, ao longo das pequenas
Antilhas e ao redor da metade norte da América do Sul, desde o Peru até o Uruguai
(Figurallb). Os maiores numeros de aves de invernada sdo encontrados na costa

norte da América do Sul, especialmente Suriname e Guiana Francesa (AVIBASE,
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2014). Sao encontrados no Brasil em diversos estados como: Para, Maranhdo,
Ceard, Pernambuco e Rio Grande do Sul. Sua chegada no territério brasileiro se da

nos meses de setembro/outubro.
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Figura 12: Distribuicdo geografica da espécie Calidris ponsilla. a) distribuicdo entre os
continentes e b) distribuicdo entre as Américas mostrando as fases de migracao.

Ambas as espécies Calidris minutilla e Calidris pusilla sdo da ordem
Charadriformes e apresentam caracteristicas morfolégicas e migratérias
semelhantes nas Ameéricas. Entretanto, observa-se no territério Brasileiro uma
diferenca na cobertura das areas visitadas durante a migracdo por essas espécies.
Varios pontos territoriais sdo possiveis de serem observados entre elas,
principalmente nas regides norte e nordeste. Juntas, as espécies representaram
aproximadamente 8,8% de todas as amostras positivas para Influenza A deste
estudo. A existéncia de amostras positivas nos confirma que essas aves
apresentam-se como hospedeiro vidvel para infeccdo e transmissdo para outras
espécies mais suscetiveis a contaminacdo, contribuindo assim para a propagacao
do virus, sendo por isso importante na diversidade dos estudos com aves.

Mesmo que as aves da ordem Charadiiformes sejam conhecidas como
umas das principais classes de aves a albergar o virus Influenza A (BAHL 2013),
neste estudo apresentou uma prevaléncia inferior em relacdo as demais classes de

aves que apresentaram amostras positivas. Entretanto, o alto valor de significancia
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observado permite inferir a cada dois anos uma a cada oito aves desta ordem pode
estar infectada.

As aves da espécie Anas bahamensis se agrupam em pequenos grupos;
habitam lagoas rasas e zonas umidas em grande parte da América do Norte. Em
periodo de invernada, no outono, iniciam seu fluxo migratorio, deixando suas terras
no Canada e Estados Unidos bem antes de outras espécies em direcdo a América
do Sul (Brasil, Chile, Argentina), quando inicia a primavera. Permanecem ai até o
outono (Figura 13a) (AVIBASE, 2014). No Brasil, podem ser vistas no leste
setentrional e oriental, inclusive no Rio de Janeiro, e excepcionalmente no Rio
Grande do Sul (Figura 13b) (SICK, 2001).
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Figura 13: Distribuicdo geografica da espécie Anas Bahamensis. a) distribuicdo entre os
continentes e b) distribuicdo entre as Américas mostrando as fases de migracéo.

Mesmo com um ndamero pequeno de amostras da espécie Anas
bahamensis (quatro), todas as amostras foram positivas para Influenza A
pertencentes ao estado da Bahia no municipio de Camacari, indicando que esta
espécie, provavelmente, apresenta uma taxa de positividade elevada. O numero
reduzido de amostras se deu pelo baixo indice de captura desta espécie, logo para
determinar de fato se essa ave apresenta, realmente, elevada suscetibilidade ao
virus Influenza necessariamente um numero maior de amostras deveria ser

coletado.
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Sula dactylatra € apenas um visitante para a América do Norte. E
encontrada em algumas regifes da Florida, mas € mais frequentemente vista no mar
no Golfo do México ou fora dos estados do Atlantico Sul (Figura 14a) (AVEBASE
2014). No Brasil, é encontrada, principalmente, no més de setembro nas ilhas de
Atol das Rocas e Fernando de Noronha, aparecendo periodicamente na llha da
Trindade com visita regular, mas nao frequente em pontos da costa de Cabo Frio,
banco de Sdo Tomé e Macaé no Rio de Janeiro e Salvador, Bahia e Santa Catarina,
possuindo ainda vasta distribuicdo no hemisfério meridional (Figura 14b) (SICK
2001).
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Figura 14: Distribuicdo geografica da espécie Sula dactylatra. a) distribuicdo entre os
continentes e b) distribuicdo entre as Américas mostrando as fases de migracao.

As espécies Anas bahamensis da ordem Anseriformes e Sula dactylatra
da ordem Suliformes representaram aproximadamente 19% de todas as amostras
positivas, sendo que a maior numero amostral estd entre a Sula dactylatra. Por
apresentarem habitos aquaticos, sejam eles lugares umidos, pequenos lagos e ilhas
em alto mar, a disseminacdo do virus por essas aves infectadas torna-se mais
eficiente nesses ambientes, através da eliminacdo de excretas (SICK, 2001).

A espécie Dendrocygna viduata, durante o dia, descansa em bandos
compactos, em campos inundaveis onde também se alimenta; pousa igualmente nas
praias, a beira-mar e até mesmo sobre o mar quando atravessa uma enseada maior.
Habita a regido tropical da América do Sul até a Bolivia, Argentina, Uruguai e todo o

Brasil e ainda estd presente em boa parte do continente Africano de onde,
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provavelmente, colonizou a América do Sul, (Figura 15a). Localmente é abundante,
inclusive no sudeste do pais, principalmente, no estado do Rio Grande do Sul, Ceara
e Paraiba (Figura 15b) (SICK, 2001).
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Figura 15: Distribuicdo geogréfica da espécie Dendrocygna viduata. a) distribuicdo entre os
continentes e b) distribuicdo entre as Américas mostrando as fases de migracao.

A grande prevaléncia de casos positivos para Influenza A concentrara-se,
principalmente, entre as amostras da espécie Dendrocygna viduata. Esses
resultados fazem dessa espécie um alvo potencial de monitorizacdo. Suas
caracteristicas de habitos aquaticos se mostram mais evidentes que as demais aves
presentes neste estudo (SICK, 2001).

Como esperado, as aves que mais apresentaram amostras positivas para
o virus Influenza A foram aquelas com hébitos aquéticos, que representavam,
aproximadamente, 65% de todas as amostras positivas. Merece destaque as
espécies da ordem Anseriformes que quando infectadas pelo virus Influenza A, sdo
conhecidas por nao apresentarem sinais caracteristicos da doenca, e por
consequéncia, nos periodos de migracao, transportam o virus a grandes distancias,
expondo outros animais, incluindo o homem (VAN RIEL et al., 2009).

Quase todas as ordens aviarias infectadas apresentaram valores
altamente significativos para infeccdo pelo virus Influenza, com excec¢do dos
Pelicaniformes.

As ordens Charadriiformes e Anseriformes tiveram os maiores valores de

NNH, havendo a possibilidade de uma a cada oito aves e uma em cinco,
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respectivamente, serem infectadas em um periodo de dois anos. Estes resultados
mostram que de fato as espécies pertencentes a estas ordens aviarias representam
uma probabilidade maior de infec¢do e disseminacdo do virus Influenza A entre as
demais espécies.

Juntas, as cinco espécies de aves em destaque apresentam um valor
extremante significativo, mostrando que a chance de infec¢do destas aves pelo virus
Influenza chega a ser oito vezes maior que as demais espécies, revelando ainda que
uma a cada sete aves dessas espécies podem ser infectada pelo virus Influenza A,
de acordo com o periodo de coleta deste estudo.

Mesmo néo apresentando a mesma frequéncia que as aves destacadas,
outras 11 espécies de aves também apresentaram amostras positivas para virus
Influenza. Tal achado demonstra que no Brasil existe uma grande variedade de
espécies de aves migratorias que sao portadoras do virus Influenza A e que podem,
em algum momento, ser um agente potencial de disseminacdo entre outras espécies
animais.

A coleta das amostras ocorreu de forma esporadica, ou seja, foi realizada
somente para verificar a possivel circulacdo do virus Influenza A em trés estados
brasileiros. Assim, uma investigacdo mais regular e a longo prazo € necessaria para
confirmar ou néo os resultados aqui apresentados e definir os padrbes sazonais e
inter anuais da prevaléncia do virus no Brasil.

Isso se faz ainda mais necessario, pois diversas regifes do Brasil ndo
fizeram parte da pesquisa, apesar de apresentarem forte fluxo de aves migratorias.
Tal vigilancia seria de fundamental importancia para a compreensao da dinamica de
transmissao e ecologia do virus da Influenza Aviaria em nossa regiao.

A prevaléncia entre as areas investigadas apresentou diferenca entre a
distribuicdo de amostras positivas. A taxa mais baixa foi encontrada no estado do
Para representado pela regido de Salindpolis. A baixa prevaléncia do virus nas aves
desta regido talvez possa ser explicada pela auséncia de representantes da classe
Anseriformes.

O estado da Bahia apresentou a segunda maior taxa de prevaléncia de
amostra positiva, e pode ser o estado com os dados mais proximos dos reais por ter
0 maior niumero de amostras coletadas por regido. Entretanto, assim como no Para,

0S maiores numeros de amostras pertencem principalmente a ordem
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Charadiiformes. Mas mais uma vez, sabe-se que ha grande circulacdo de aves da
ordem Anseriformes na regiao

J& o estado de Pernambuco foi o que apresentou a maior prevaléncia de
amostras positivas. Foi o estado com maior diversidade de espécies aviarias, tendo
como principal representante na amostra as aves da ordem Anseriforme, o que pode
per se, explicar a maior taxa de amostras positivas.

Juntas essas regides se mostraram como bom alvo para o
desenvolvimento de novos estudos de vigilancia, ficando como sugestdo a melhor
distribuicio do numero de amostras entre as espécies de aves para um
conhecimento mais proximo da realidade.

Estes achados justificam novas investigacdes para compreender a
dinamica do virus Influenza na populacéo de aves selvagens, para melhor avaliacao
da importancia da circulacdo local do virus como uma fonte, em potencial, de

infec¢do para outros animais, inclusive o homem.
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8- CONCLUSOES

v Este estudo proporcionou uma andlise local de distribuicdo do virus Influenza
A em regides do norte e nordeste Brasileiro;

v As espécies de aves da ordem Anseriformes foram as que apresentaram

maior positividade para virus Influenza A;

v O teste aplicado como controle interno tendo como alvo 0 gene
citocromooxidase mostrou-se bastante eficiente, estabelecendo um padrdo de
confiabilidade das técnicas aplicadas ao longo do desenvolvimento da pesquisa,
além de estabelecer o critério de inclusdo e exclusdo das amostras viaveis para o

estudo.

v Os dados de classificacdo das aves deste estudo, aliados as informacdes
virolégicas ampliam a compreensao da ecologia de gripe aviaria em aves selvagens

em nossa regiao.

v As aves aquaticas se mostraram mais propicias as infec¢bes, sugerindo

possiveis alvos da vigilancia epidemiolégica.

v Supervisdo continua no ambito desta estratégia ao longo de varios anos
permitira uma melhor compreensdo do papel das aves selvagens na transmissao

intercontinental do virus da Influenza Aviaria.
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Parecer de Aprovagdo N° 0] 32012/CEUA/IEC/SVS/MS
Protocolo CEUA - n° 001 172012

Ananindeua/PA, 27 de junho de 2012,

Projeto: “Deteceiio de virus influenza A em aves migratorias”,

Pesquisador Responsivel: W yller Alencar de Mello

Conforme decisio da Comissio de Etica no uso de Animais-CEUA do
Instituto Evandro Chagas, cientificamos que 0 projeto acima foi aprovado,

Recomendamos ao c(mrdcnmlur.r¢.sp(msa\cl que mantenha atualizados
todos os documentos pertinentes ao projeto,

Os  relatorios parciais deverio ser encaminhados a este Comité,

anualmente, a partir do inicio do projeto.

Alenciosamente.

Coordenadorada CEUA/IEC
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