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Resumo

O conhecimento sobre a situa¢do soroepidemioldgica de SARS-CoV-2 em cées e gatos no
Brasil ainda é escasso. Essa situacdo ocorre, em parte, devido a auséncia de métodos sorologicos
disponiveis comercialmente para fazer a analise desses animais. Desse modo, buscou-se
desenvolver dois ensaios imunoenzimaticos indiretos (ELISA) baseados nos antigenos do
nucleocapsideo (N) e dominio de ligacdo ao receptor da proteina spike (S-RBD) de SARS-
CoV-2 para detectar anticorpos 1gG contra o virus nos soros de cées e gatos. Amostras de soro
foram obtidas de 308 gatos e 260 caes durante o periodo de fevereiro de 2021 a agosto de 2022
em Belo Horizonte, Minas Gerais. A origem do animal (domicilio com tutor positivo para
COVID-19, Hospital Veterinario, Parque Municipal), o género (macho, fémea), a idade (<
lano, 1-3 anos, 3-6 anos e > 6 anos), bem como a positividade para retroviroses em felinos
foram avaliados como possiveis fatores de risco para a soropositividade para SARS-CoV-2.
Paralelamente, também foi desenvolvido um novo método de diagndstico soroldgico Point of
Care baseado em nanotecnologia para detectar anticorpos contra a proteina N de SARS-CoV-
2 no soro de gatos (Plataforma Portatil de Biodiagnostico - PPB). A ocorréncia geral de
anticorpos 1gG contra 0 SARS-CoV-2 detectada pelo método ELISA em gatos foi de 16,88%
(52/308) e 5% (13/260) nos cédes. N&o foi encontrada associagdo entre soropositividade para
SARS-CoV-2 e origem, sexo ou idade de ambas espécies ou retroviroses (FIV, FeLV) nos
felinos. A chance de ocorréncia de SARS-CoV-2 foi 3,85 vezes maior em gatos do que em cées.
Nenhum animal soropositivo no ELISA apresentou sinal clinico sugestivo de COVID-19. A
maior ocorréncia de animais soropositivos foi detectada pelo ELISA-RBD em comparacdo ao
ELISA-N. O ELISA-N e a PPB-N apresentaram diferencas substanciais na deteccao de animais
soropositivos. Diante da exposicdo natural de cées e gatos ao SARS-CoV-2, os ELISAs aqui
desenvolvidos demonstraram potencial para serem utilizados no monitoramento

epidemioldgico do virus nessas espécies.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Soroprevaléncia; Animais de companhia; ELISA;

Nanotecnologia.



Abstract

The knowledge about the seroepidemiological situation of SARS-CoV-2 in dogs and cats in
Brazil is still limited. This situation occurs, in part, due to the lack of commercially available
serological methods for analyzing these animals. Thus, we aimed to develop two indirect
immunoenzymatic assays based on the N and S-RBD antigens of SARS-CoV-2 to detect IgG
against the virus in the sera of dogs and cats. Serum samples were obtained from 308 cats and
260 dogs from February 2021 to August 2022 in Belo Horizonte, Minas Gerais. The origin of
the animal (household with COVID-19 owners, Veterinary Hospital, Districtal Park), gender
(male, female), age (< 1 year, 1-3 years, 3-6 years and > 6 years), as well as positivity for feline
retroviruses were evaluated as possible risk factors for seropositivity for SARS-CoV-2. At the
same time, a new Point of Care serological diagnostic method based on nanotechnology was
also developed to detect antibodies against the N protein of SARS-CoV-2 in the serum of cats
(Portable Biodiagnosis Platform - PPB). The overall occurrence of IgG antibodies against
SARS-CoV-2 in cats was 16.88% (52/308) and 5% (13/260) in dogs. No association was found
between seropositivity for SARS-CoV-2 and origin, sex or age for both species and retroviruses
(FIV& FeLV) in cats. The chance of occurrence of SARS-CoV-2 was 3.85 times higher in cats
than in dogs. No seropositive animals in the ELISA showed clinical signs suggestive of
COVID-19. A higher occurrence of seropositive animals was detected by ELISA-RBD
compared to ELISA-N. ELISA-N and PPB-N showed substantial differences in the detection
of seropositive animals. In light of the natural exposure of dogs and cats to SARS-CoV-2, the
ELISAs developed here showed potential to be used in the epidemiological monitoring of the

virus in these species.

Keywords: SARS-CoV-2; Seroprevalence; Companion animals; ELISA; Nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

A pandemia de Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) resultou em enorme ameaca a
salde publica e animal. Desde o surgimento de seu agente causador, 0 Novo coronavirus Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), no final de 2019 em Wuhan, na
China (Zhou et al., 2020), foram reportados mais de 6.9 milhdes de Obitos em humanos
mundialmente (WHO, 2023). Com a progressdo da pandemia, foram surgindo relatos de
infeccdo natural e experimental em diferentes espécies animais (Younes, S. et al., 2020),
incluindo animais de companhia como cdes e gatos (Brown, 2020; Bryner, 2020; Newman et
al. 2020; Sit et al., 2020; Shi et al., 2020).

Alguns estudos realizados no Brasil demonstraram a exposicao e/ou infeccdo de cdes e
gatos, sobretudo aqueles domiciliados com tutores positivos para COVID-19 (Calvet et al.,
2021; Dias et al., 2021). Ademais, foram levantadas preocupacdes quanto a possivel exposicdo
de animais errantes no pais (Dias et al., 2021). No entanto, ainda sdo escassos estudos de
soroprevaléncia para SARS-CoV-2 em caes e gatos domiciliados, bem como errantes no Brasil
e no estado de Minas Gerais. Logo, 0s casos nesses animais, frequentes nas residéncias e nos

espacos urbanos brasileiros, podem estar subestimados.

As recomendacdes para testar cdes e gatos domésticos durante a pandemia foram
diferentes em cada pais. Em geral, a decisdo de testar os animais deveria levar em consideracdo
uma abordagem de salde Unica, avaliando-se os riscos epidemioldgicos e clinicos para saude
publica e animal (CDC, 2021). Levando em consideracao os relatos de infeccdo humana a partir
de visdes e hamster (Oude et al., 2021; Yen et al., 2022), bem como evento de zoonose reversa
em furdes utilizados como pets (Giner et al., 2021; Gortazar et al., 2021), urge a preocupagao

de potenciais ameagcas a saude devido a transmissdo entre humanos e animais de companhia.

Desse modo, estudos em cées e gatos tornam-se necessarios para monitorar mudancas
de prevaléncia, bem como a possibilidade de eventos zoonéticos ou de zoonose reversa entre
0s humanos e esses animais de companhia. Sendo importantes tanto para a salde publica,
quanto para a salde animal, pois podem contribuir com a elucidacdo de questdes

epidemioldgicas e fortalecimento do debate em salde Unica acerca da pandemia de COVID-19.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Desenvolver testes baseados em Ensaio Imunoenzimatico indireto (ELISA) e

Plataforma Portéatil de Biodiagnostico (PPB) para o diagnostico de SARS-COV-2 em cées e

gatos.

2.2

Obijetivos especificos

Desenvolver dois testes de ELISA, utilizando os antigenos virais N (Nucleocapsideo) e
S-RBD (Dominio de ligacdo ao receptor da proteina spike) recombinantes, para o
diagnostico de SARS-CoV-2 em cées e gatos.

Desenvolver Plataforma Portatil de Biodiagnostico, utilizando medidas fotdnicas e
nanobastdes de ouro funcionalizados com o antigeno N, para o diagndstico de SARS-
CoV-2 em gatos.

Comparar os resultados obtidos no ELISA e na PPB que utilizaram a proteina N.
Utilizar os ELISAs para estimar a soroprevaléncia de anticorpos 1gG anti-SARS-CoV-
2 em cdes e gatos domiciliados, bem como gatos comunitarios no municipio de Belo
Horizonte, MG.

Verificar a associacdo de infec¢do pelo SARS-CoV-2 com as retroviroses felinas FIV e

FelLV.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Familia Coronaviridae
3.1.1. Taxonomia

Em 1931, foi relatado o primeiro estudo com um coronavirus, o virus da Bronquite
Infecciosa das galinhas (Schalk, 1931). Ja em 1965, Tyrrell e Bynoe relataram um novo virus
associado aos resfriados comuns em seres humanos (Tyrrell e Bynoe, 1966). A principio, essa
nova estirpe viral foi nomeada como B814. Nessa mesma época, Hamre e Procknow também
isolaram um novo virus a partir do trato respiratorio humano, o qual foi nomeado como estirpe
229E (Hamre e Procknow, 1966). Por possuirem caracteristicas morfoldgicas Unicas, ambas

estirpes ndo foram relacionadas a nenhuma familia viral da época.

Posteriormente em 1967, a virologista pioneira em microscopia eletrénica, June
Almeida juntamente com o pesquisador David Tyrrell fizeram um estudo comparativo da
morfologia das estirpes, 229E e B814, encontradas em humanos (Figura 1) com 0s virus
causadores da bronquite infecciosa em galinhas e observaram semelhangas morfologicas entre
eles (Almeida e Tyrrell, 1967).

Em 1968, Almeida e Tyrrell, juntamente com outros virologistas, reconheceram na
revista Nature esses virus como novo grupo viral previamente ndo descrito e sugeriram nomea-
los como Coronavirus, pois eles apresentavam projecdes em suas superficies que lembravam a
coroa solar (latim corona, -ae, coroa) (Almeida et. al., 1968). Todavia, somente em 1975 esse
novo grupo de virus foi oficialmente reconhecido como integrante da familia Coronaviridae
(Tyrrell et al., 1975).

Figura 1 - Imagem de microscopia eletrdnica dos primeiros coronavirus humanos.

Imagem de microscopia eletronica dos primeiros coronavirus humanos demonstrando a morfologia em forma de
coroa solar da estirpe viral 229E (1) e B814 (2,3). Fonte: ALMEIDA E TYRREL (1967) modificado.
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Com relacdo a classificagdo taxondmica, SARS-CoV-2 pertence a familia
Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae, género Betacoronavirus, subgénero
Sarbecovirus, espécie Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus (Figura 2).
Trata-se de uma grande familia de virus de RNA fita simples, senso positivo (RNAss+) e

envelopados, que pertencem a ordem Nidovirales.
Figura 2 - Classificacdo taxonémica do SARS-CoV-2.

Ordem: Nidovirales
Subordem: Cornidovirineae
Familia: Coronaviridae

Subfamilia: Orthocoronavirinae
Género: Betacoronavirus
Subgénero: Sarbecovirus

Espécie: Severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus

Fonte: GORBALENYA et al. (2020)

A subfamilia Orthocoronavirinae € dividida em quatro géneros de acordo com
caracteristicas genéticas e evolutivas: Alpha-, Beta-, Delta- e Gammacoronavirus (ICTV,
2021). Majoritariamente, os Alpha- e Betacoronavirus tém mamiferos como hospedeiros,
enquanto os Delta- e Gammacoronavirus geralmente s&o isolados de aves (Woo et al., 2012).

3.1.2 Morfologia da Particula

SARS-CoV-2 possui quatro proteinas estruturais - nucleocapsideo (N), membrana
(M), envelope (E) e spike (S) (Figura 3). Dessas, as proteinas S e N sdo as principais utilizadas

nos ensaios soroldgicos.

A proteina do nucleocapsideo esta envolvida no empacotamento do genoma viral,

enquanto a glicoproteina S permite a entrada do virus na célula hospedeira (Lu et al., 2015). A


https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(20)30338-X?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS009286742030338X%3Fshowall%3Dtrue#bib27
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(20)30338-X?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS009286742030338X%3Fshowall%3Dtrue#bib27
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(20)30338-X?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS009286742030338X%3Fshowall%3Dtrue#bib27
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proteina S é composta por duas subunidades, S1 e S2. A subunidade S1 possui um dominio de
ligacdo ao receptor (RBD), o qual liga-se especificamente ao receptor da enzima conversora da
angiotensina 2 (ECA-2) das células hospedeiras, enquanto a subunidade S2 permite a fusdo do
envelope viral com a membrana celular (Liu et. al., 2004; Li et al., 2005). Desse modo, 0s
receptores ECA-2 presentes nas células do hospedeiro séo utilizados pelo SARS-CoV-2 para a
entrada na célula (Zhou et al., 2020).

Figura 3 - Proteinas estruturais de SARS-CoV-2.
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Esquema mostrando as maiores proteinas estruturais de SARS-CoV-2: Proteinas spike (S), de membrana (M), do
envelope (E) e do nucleocapsideo (N). Fonte: LAMERS E HAAGMANS (2022) modificado.

3.1.3 Ciclo de Multiplicagéo

No primeiro estagio da infecgdo, o virus interage com o receptor ECA-2 na célula-alvo
do hospedeiro, tal interacdo é intermediada pelo dominio de ligacdo ao receptor na subunidade
1 da proteina viral spike (Cevik M, et al. 2020a). O ciclo de replicagcdo completo do virus é

descrito na Figura 4.
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Figura 4 - Estégios do ciclo replicativo de SARS-CoV-2.
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(1) SARS-CoV-2 se liga ao receptor da célula-alvo ECA-2 em sinergia com a serina protease 2 transmembrana do
hospedeiro, geralmente expressa nas células epiteliais do trato respiratério e nas células do endotélio vascular.
Esse processo leva a fusdo da membrana e liberagcdo do genoma viral no citoplasma do hospedeiro (2). Seguido
pelos estdgios de replicacdo, montagem, maturacdo e liberacdo viral (3-7). Fonte: Adaptado de CEVIK et al.
(2020a).

3.1.4 Patogénese

A maioria dos cées e gatos infectados pelo SARS-CoV-2 séo assintomaticos ou
demonstram alteracdes respiratorias e/ou gastrointestinais moderadas (Newman et al. 2020;
Segéles et al., 2020; Hosie et al., 2020; Klaus et al., 2021). Estudos experimentais
demonstraram a suscetibilidade e transmissibilidade entre gatos, porém ndo foram observadas
manifestacdes clinicas da doenga nos mesmos (Bosco-Lauth et al., 2020; Gaudreault et al.,
2020; Shi et al. 2020; Halfmann et al.,, 2020). Outros estudos que investigaram a
exposicao/infeccdo de cées e gatos sob condicdes naturais também ndo detectaram alteraces
clinicas, sugerindo que esses animais sejam hospedeiros assintomaticos de SARS-CoV-2
(Hamer et al., 2020; Ruiz-Arrondo et al. 2021; Stevanovic et al., 2021).
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Em humanos, é reconhecido que os receptores ECA-2 estdo distribuidos em diferentes
tecidos, tais como no epitélio do trato respiratorio e intestinal, bem como no endotélio renal e
vascular (Huil et al., 2020; Monteil et al., 2020). Apesar do conhecimento sobre a distribuicdo
espacial desses receptores em animais ser limitada, Lean et al. (2022) demonstraram a
expressdo de ECA-2 nas mucosas respiratdria e olfatoria, bem como em traquéia e alvéolos
pulmonares em gatos. Nos cdes, 0 mesmo estudo demonstrou que ECA-2 estava ausente nas

vias aéreas, sendo dectavel somente no endotélio e na tinica média dos vasos pulmonares.

Tanto em animais, quanto em humanos a transmissdao do novo coronavirus pode
ocorrer por meio de contato direto ou indireto com secrec@es do trato respiratorio (Bosco-Lauth
et al., 2020; Huil et al., 2020; Shi et al. 2020). Em gatos, observou-se periodo prolongado de
excrecdo viral oral e nasal (mais de 5 dias), com possibilidade de transmissao por contato entre
individuos da mesma espécie (Bosco-Lauth et al., 2020). Diferentemente, a transmissao
intraespécie e eliminacdo viral ap6s a infecgdo ndo foi observada em cées (Bosco-Lauth et al.,
2020). Com relagéo a transmisséo por meio da eliminacgéo fecal e/ou contaminacéo de fomites

sd0 necessarios mais estudos para melhor compreensdo (Cevik et al., 2020a).

Foi reconhecido que SARS-CoV e SARS-CoV-2 apresentam 72% de similaridade
entre os nucleotideos da proteina S (Zhang e Holmes, 2020) e que ambos interagem com
receptores ECA-2 da célula hospedeira (Cevik et al., 2020a). Apesar dessas similaridades,
SARS-CoV 2 possui algumas caracteristicas singulares que contribuiram para sua maior
transmissibilidade quando comparado ao SARS-CoV. Cita-se, por exemplo, a existéncia de
diferencas estruturais em proteinas de superficie que permitem uma ligacdo mais forte do
SARS-CoV-2 ao receptor ECA-2 (Wrapp, 2020); maior afinidade do novo coronavirus pelo
trato respiratorio superior (Woélfel et al., 2020) e detec¢do do pico da carga viral no trato
respiratorio superior durante o estabelecimento dos sinais clinicos (Cevik et al., 2020b), o que

permite a transmissdo pré-sintomatica e dificulta seu diagnéstico precoce.

3.1.5 Coronavirus Zoondticos

Os Coronavirus sao virus amplamente distribuidos entre humanos, outros mamiferos
e aves, sendo responsaveis por causar doengas respiratorias, entéricas, hepéticas e neuroldgicas
(Masters et al., 2013). Em humanos, a COVID-19 é a sétima coronavirose registrada apos
HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-HKU, MERS (Sindrome Respiratoria do

Oriente Médio) e SARS (sindrome aguda respiratoria severa) (Bennett et al., 2019).
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Entre os animais de companhia, os Alphacoronavirus: CCoV (Coronavirose canina) e
FCoV (Coronavirose felina) causam alteragdes gastrointestinais e o Betacoronavirus nomeado
coronavirus respiratorio canino esta envolvido com doenca respiratéria em cées (Decaro et al.,
2012; Felten et al.,2019; Erles et al., 2003).

Nos animais de producgdo, Betacoronavirus estdo associados com doencas entéricas
em bovinos e equinos: BCoV (Coronavirose bovina) e ECoV (Coronavirose equina) (Boileau
e Kapil, 2010; Guy et al., 2000). J& em suinos, os mesmos podem ser acometidos pelos
Deltacoronavirus PDCoV (Porcine deltacoronavirus), Betacoronavirus PHEV (Porcine
hemagglutinating encephalomyelitis virus), além de Alphacoronavirus que podem causar
doencas entéricas potencialmente letais: SADS-CoV (Swine acute diarrhea syndrome
coronavirus), PEDV (Porcine epidemic diarrhea virus) e TGEV (Transmissible gastroenteritis
virus) (Pan et al. 2017; Zhang J., 2016; Mora-Diaz et al., 2019). Em aves, apesar de ocorrerem
relatos de Deltacoronavirus, os Coronavirus mais conhecidos pertencem ao género
Gammacoronavirus, responsaveis pelas doencas de grande preocupacdo econbémica na
avicultura: IBV (Infectious bronchitis virus) em galinhas e TCoV (Turkey coronavirus) em
perus (de Wit e Cook, 2020).

Nesse sentido, durante muito tempo os Coronavirus ficaram conhecidos por causar
doengas economicamente importantes em animais e resfriados em humanos. No entanto, nas
Ultimas duas décadas a situagdo mudou dramaticamente com a emergéncia de alguns
coronavirus zoono6ticos e de alta patogenicidade: SARS-CoV (Severe acute respiratory
syndrome - related coronavirus, 2002) (Drosten et al., 2003), MERS-CoV (Middle East
respiratory syndrome - related coronavirus, 2012) (Zaki et al.,2012) e SARS-CoV-2 (Severe
acute respiratory syndrome - related coronavirus 2, 2019) (Zhou et al., 2020).

O SARS-CoV, responsavel pela Sindrome aguda respiratéria severa (SARS), foi
relatado pela primeira vez em Guangdong, China em 2002 (Zhong et al., 2003), enquanto o
MERS-CoV, causador da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS), foi descrito em
2012 na Arabia Saudita (Zaki et al., 2012). Ambos resultaram em surtos de doencas
respiratorias graves com transmissao entre humanos e taxas de letalidade de 10% para SARS-
CoV e 34,4% para MERS-CoV (Du et al., 2009; Wang et al., 2020).

Em dezembro de 2019, varios casos de pneumonia viral de causa desconhecida foram

registrados em humanos na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China (Zhu et al., 2020). Os
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pacientes apresentaram febre, tosse, dispneia severa e infiltrado bilateral nos pulmdes, sinais
clinicos similares aos vistos anteriormente em pacientes acometidos por SARS e MERS
(Gralinski e Menachery, 2020; Zhu et al., 2020). O agente causador dessa nova pneumonia viral
de Wuhan foi isolado de lavados broncoalveolares e identificado como um Betacoronavirus
nunca registrado anteriormente (Zhu et al., 2020). Analises iniciais do genoma viral presente
nos primeiros pacientes acometidos pela doenga em Wuhan, revelaram que o novo coronavirus
apresentava aproximadamente 72% de similaridade com os nucleotideos da proteina spike de
SARS-CoV (Zhang e Holmes, 2020).

Inicio de 2020, esse novo coronavirus foi nomeado pelo grupo de estudo
Coronaviridae do Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV) como SARS-CoV-2
e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) nomeou a doenca como COVID-19 (ICTV, 2020;
WHO, 2020a). SARS-CoV-2 e outros virus, predominantemente isolados de humanos e
morcegos, tiveram os nomes derivados de SARS-CoV a fim de referenciar o agrupamento
filogenético ao invés da manifestacdo clinica, pois apenas os isolados humanos coletados
durante o surto de 2002 foram confirmados como causadores de Sindrome Respiratéria Aguda
Severa (SARS) nos individuos infectados (Gorbalenya et al., 2020).

Diferentemente das coronaviroses de 2002 e 2012, a COVID-19 demonstrou-se
altamente transmissivel entre humanos e rapidamente alcangou dimens@es globais. Portanto,
em janeiro de 2020 a OMS reconheceu o surto de COVID-19 como Emergéncia em Salde
Publica Internacional e posteriormente em margo do mesmo ano declarou oficialmente o surto
como pandémico (WHO, 2020a). A taxa de letalidade de SARS-CoV-2 é de aproximadamente
2% e apesar de ser menor que as taxas de SARS-CoV e MERS-CoV, esse novo coronavirus
apresentou uma rapida disseminacdo e capacidade de transmissdo a partir de individuos
assintomaticos ou pré-sintomaticos, o que resultou em maior nimero de casos e mortes em
humanos (Liu et al., 2020; Zhang e Holmes, 2020).

O impacto na saude humana em decorréncia da COVID-19 foi enorme, com milhares
de casos e 6bitos ao redor do globo. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saide foram
reportados oficialmente, até 26 de abril de 2023, mais de 764 milhdes de casos humanos e 6.9
milhdes de mortes em todo mundo. A situagao do Brasil durante a pandemia foi particularmente
critica, considerando que foram registrados mais de 37 milhdes de casos e 701 mil obitos na
mesma data, fazendo com que o pais ocupasse a 62 colocacdo mundial em nimero de casos e 22

em numero de 6bitos (WHO, 2023). Possivelmente, esses nimeros de casos sdo maiores, ja que
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muitos casos assintomaticos ou moderados frequentemente ndo séo considerados nas contagens
(Zhang e Holmes, 2020).

3.1.6 SARS-CoV-2
3.1.6.1 Origem

A origem de SARS-CoV-2 ainda ndo estd completamente elucidada. Durante a
observacao dos primeiros casos de COVID-19, uma associacao inicial foi feita com o mercado
de animais vivos na cidade de Wuhan, na China (Zhang e Holmes, 2020). Assim como SARS-
CoV e MERS-CoV, SARS-CoV-2 também tem sua origem associada a viroses que circulavam

em morcegos (Song et al., 2019; Zhou et al.,2020).

Alguns estudos sugerem que SARS-CoV-2 originou-se a partir de coronavirus
presentes em morcegos-ferradura (Rhinolophus affinis), pois a estirpe RaTG13 presente nesses
animais mostrou alta similaridade - aproximadamente 96% - com a sequéncia de nucleotideos
do agente causador da COVID-19 (Zhou et al. 2020). Apesar das similaridades genéticas, as
diferengas entre esses coronavirus representam mais de 20 anos de evolugdo viral, logo, a
RaTG13 pode ser vista apenas como precursora evolutiva e ndo origem direta do novo

coronavirus (Zhang e Holmes, 2020).

O novo coronavirus possui algumas caracteristicas Unicas que o distingue das demais
betacoronaviroses. Por exemplo, na juncdo das subunidades S1 e S2 da proteina spike ha um
sitio de clivagem polibasico (furina) (Coutard et al., 2020). A func¢do deste local de clivagem
polibasico para 0 SARS-CoV- 2 ainda ndo é completamente elucidada (Andersen et al., 2020),
mas estudos anteriores com SARS-CoV sugerem participacdo na infectividade viral e na gama
de hospedeiros (Nao et al., 2017).

Ainda ndo foi esclarecido até o presente momento se o novo coronavirus foi
transmitido de forma direta dos morcegos para 0s humanos ou por meio de um hospedeiro
intermediario (Cui et al., 2022), assim como ocorreu com SARS-CoV e MERS-CoV, 0s quais
tém as civetas e os dromedarios como hospedeiros intermediarios, respectivamente (Song et
al., 2019).

Além dos morcegos, os pangolins (Manis javanica) também foram associados a
origem de SARS-CoV-2. Coronavirus isolados e sequenciados desses animais demonstraram



25

cerca de 92,4% de similaridade com o novo coronavirus (Zhang, T., et al.,, 2020).
Diferentemente dos morcegos, os pangolins apresentam alterac6es clinicas, como pneumonia,
qguando infectados (Xiao et al., 2020). Nesse sentido, € possivel que o pangolim nao seja o
hospedeiro natural. Contudo, as informacdes até 0 momento ndo sdo conclusivas sobre sua

participacao direta como possivel hospedeiro intermediario (Hu et al., 2021).

3.1.6.2 Infeccdo em Cées e Gatos

Com a progressdao da pandemia de COVID-19, casos de infeccBes naturais e
experimentais por SARS-Cov-2 foram relatados em diferentes espécies animais em todo o
mundo. Ao menos 26 espécies de animais domeésticos, de cativeiro ou selvagens - gatos, cées,
visoes, lontras, furdes de estimacéo, ledes, tigres, pumas, leopardos-das-neves, gorilas, veados-
de-cauda-branca, gato-pescador, binturong, quati sul-americano, hiena-malhada, lince euro-
asiatico, lince-do-canadd, hipopétamo, hamster, veado-mula, tamandua-bandeira, peixe-boi das
indias Ocidentais, sagui-de-cauda-preta, esquilo, mandril e raposa vermelha - foram
diagnosticados como positivos para esse agente até dezembro de 2022, no portal da
Organizagdo Mundial de Satide Animal (OMSA) (WOAH, 2022).

Assim como o0s seres humanos, alguns animais séo suscetiveis ao SARS-CoV-2 devido
a presenca do receptor ECA-2 em suas células, que permite a aderéncia e fusdo do envelope
viral (Damas et al., 2020; Luan et al., 2020; Schlottau et al., 2020; Shi et al., 2020). As
diferencas nas sequéncias de aminoacidos que compdem esse receptor, bem como sua
expressao em diferentes tecidos do hospedeiro podem explicar possiveis diferencas de

suscetibilidades entre humanos e animais ao patdgeno.

Alguns estudos ja demonstraram maior suscetibilidade de hamsters e gatos ao SARS-
CoV-2 do que os cées (Shi et al., 2020; Blaurock, 2022). Esse evento € observado em gatos e
hamsters dourados, pois sdo animais que apresentam alta similaridade com a sequéncia de
aminoacidos da ECA-2 de humanos, divergindo somente em 3 dos 22 aminoacidos.

Diferentemente, os cdes divergem em 5 aminoacidos (Shang et al., 2020).

Cées e gatos frequentemente estdo em contato proximo com seres humanos. Logo,
torna-se importante investigar a susceptibilidade desses animais ao novo coronavirus. Relatos

de infeccdo pelo SARS-CoV-2 nesses animais de companhia estdo frequentemente associados
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com a exposicdo prévia de seus tutores ao virus (Brown, 2020; Bryner, 2020; Newman et al.
2020; Sit et al., 2020).

O primeiro relato de COVID-19 em pets ocorreu em dois caes que coabitavam com
tutores positivos, no inicio de 2020, em Hong Kong, na China. A partir desse estudo foi feita a
deteccdo de RNA e anticorpos em ambos animais e o isolamento viral em um deles. A analise
genética das sequéncias virais dos cdes revelou alta similaridade com as sequéncias encontradas
em seus tutores (Sit et al., 2020). Sugerindo, portanto, a transmissdo de SARS-CoV-2 de

humanos para os caes.

Apesar do estudo feito por Sit e colaboradores, no ano de 2020 em Hong Kong, nédo
demonstrar evidéncias de transmissdo dos cdes para outros cdes ou pessoas, um dos cées
positivos habitava com outro cdo, o qual ndo positivou nos testes para a busca do agente
causador da COVID-19. Resultado este que corrobora com outros estudos que nédo verificaram
a transmissdo de SARS-CoV-2 entre cées (Shi et al., 2020; Sit et al., 2020).

Ap0s os relatos de infeccdo nos cdes de Hong Kong, outros estudos demonstraram que
gatos oriundos de domicilios com pessoas positivas para COVID-19 também positivaram para
SARS-CoV-2 (Brown, 2020; Bryner, 2020; Newman et al. 2020).

Diferentes variantes surgiram a partir de mutacGes do SARS-CoV-2. Até o presente
momento, foram registradas no banco de dados do GISAID (Global Initiative on Sharing All
Influenza Data) sequenciamento de 18 espécies de animais expostos ao agente causador da
COVID-19 (Tabela 1). Destas 18 espécies, 15 foram infectadas pela variante delta. Além disso,
cdes e gatos estdo entre os animais infectados por mais de uma variante como demonstra a
Tabela 1.
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Tabela 1 - Espécies de animais com relatos de infecgdo pelo SARS-CoV-2 registrados na base
de dados do GISAID.

Espécies Total Alpha  Delta Gamma Omicron Lambda MUGH Sem variantes
Gato 140 11 27 1 5 3 93
Veado 159 3 38 1 4 113
Vison 1366 6 60 2 1298
Cao 84 5 24 7 48
Ledio 74 3 12 29
Tiore 43 3 27 13
Gorlla 15 2 12 1
Lontra & 5 3
Hamster 24 12 12
Leopardo da neve 9 4 4 1
Utso-gato-asiatico 1 1
[ena 1 1
Furdo ! !
Hipopotamo 1 1
Gato-pescador 1 1
Lince ND
Onca-parda ND
Quati ND

ND = N&o disponivel. Espécies de animais com relatos de infeccdo pelo SARS-CoV-2, bem como a quantidade
de estirpes sequenciadas e registradas na base de dados do GISAID até maio de 2022. Fonte: CUI et al. (2022)

modificado.

Portanto, a partir de relatos de infeccdo natural e evidéncias experimentais, é possivel
reconhecer que cées e gatos sao suscetiveis ao SARS-CoV-2, sendo que os felinos apresentam
maior suscetibilidade ao virus que os cées e sdo capazes de transmitir 0 agente viral para outros

de sua espécie experimentalmente (Shi et al., 2020).

3.1.6.3 Diagnostico

3.1.6.3.1 ELISA

Atualmente, testes sorologicos utilizando a técnica ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) sdo 0s mais comumente utilizados em estudos para a deteccdo de
anticorpos contra SARS-CoV-2 em animais. Trata-se de uma técnica versétil, capaz de detectar
antigenos ou anticorpos. Quando desenvolvida para detectar anticorpos, pode fornecer
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informacdo sobre a extensdo da doenca ao nivel populacional, sendo, por isso, particularmente

interessante em estudos epidemioldgicos e de vigilancia (Yuce et al., 2021).

Essa técnica foi criada por dois grupos de pesquisadores diferentes no inicio da década
de 70 (Engvall e Perlman, 1971; Weemen e Schuurs,1971). Devido sua praticidade, tornou-se

uma técnica amplamente utilizada em laboratérios de pesquisa e diagnostico em todo o mundo.

A metodologia baseia-se na deteccdo de anticorpos ou antigenos especificos por meio
de reacBes imunoenzimaticas. Para tanto, utiliza-se microplacas de plastico (poliestireno,
polivinil ou polipropileno) como fase sélida para imobilizar antigenos ou anticorpos especificos
(Aydin, S., 2015; Engvall e Perlman, 1971; Yalow e Berson, 1960). Isso permite que outros
componentes utilizados durante as etapas do teste sejam removidos e que somente o analito de

interesse permaneca no poco (Aydin, S., 2015).

Existem algumas modificacdes quanto ao procedimento basico do ELISA, mas
destaca-se quatro tipos principais: o ELISA direto, o qual possui antigeno adsorvido e visa
detectar anticorpos; o ELISA indireto, que também possui antigeno adsorvido na fase sélida,
mas pode ser utilizado para detectar antigeno ou anticorpo porque possui etapa adicional com
anticorpo secundario conjugado com enzima e complementar ao anticorpo primario; o ELISA
sanduiche, que possui anticorpos adsorvidos, logo, visa detectar antigenos; por fim, o ELISA
competitivo que utiliza antigenos marcados para competir com o antigeno da amostra pelos
sitios de ligacdo do anticorpo primario, desse modo, quanto menos antigeno na amostra teste,

maior é a producdo de cor gerada pelo antigeno marcado (Alhajj e Farhana, 2022).

Dentre os diferentes tipos de ELISA supracitados, o método indireto € o mais
comumente utilizado para o diagnostico sorologico de SARS-CoV-2. Em geral, os testes sdo
realizados entre 2 a 8 horas (Mekonnen et al., 2020). Neste método, ap6s a fixacao do anticorpo,
enzimas, como a fosfatase alcalina ou a peroxidase, sdo conjugadas a um anticorpo secundario
para detectar a presenca do analito alvo (Engvall, 2010). As enzimas funcionam como marcador
e necessitam de um substrato cromogénico para reagirem. Assim, quando ha presenca do
antigeno, ha producéo de cor. Para interromper a reagdo pode-se utilizar uma base ou um acido
forte, tal como NaOH, HCI e H>SO4 (Hornbeck, 2001). Por fim, os resultados podem ser lidos
em um espectrofotdmetro em comprimento de onda especifico, entre 400-600 nm, dependendo

da enzima utilizada.
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H& diferentes variagcdes da técnica ELISA para a pesquisa de SARS-CoV-2 em
animais, tais como ELISAs comerciais para detectar anticorpos contra a proteina N (Eradikit®
COVID-19 multi-espécies, In3 Diagnostic, Turin, Italia; ID Screen® SARS CoV-2 antigeno
duplo multi-espécies e ID Screen® SARS-CoV-2-N IgG ELISA indireto, ambos da ID.Vet,
Grabels, Franca) (Decaro et al., 2021; Jemersicetal., 2021; Stranieri et al.,2021; Udom et al.,
2022; Zhang, Q., et al. ,2020) e ELISAs in house espécie-especificos desenvolvidos para a
deteccdo de anticorpos contra os antigenos N, S ou S-RBD de SARS-CoV-2 (Dileepan et al.,
2021; Goletic et al. 2022; Zhao, S., et al. 2021).

3.1.6.3.2 Sorologia através da Nanotecnologia, PPB

A nanotecnologia tem se mostrado promissora para a area de diagndsticos, podendo
ser utilizada como alternativa para o desenvolvimento de métodos de diagnostico para SARS-
CoV-2. Testes que utilizam nanoparticulas seqguem o conceito Point-of-Care (POC), pois sdo
testes rapidos e de facil manuseio, que podem ser realizados proximo ao paciente e fora de um

ambiente técnico de laboratério (Brasil, 2015).

A Plataforma Portéatil de Biodiagnostico (PPB) ¢ um método novo de diagndstico,
composto por um Espectrometro Portatil de Espalhamento de Luz (EPEL) e biosensores
sensibilizados com antigenos ou anticorpos especificos. O EPEL foi desenvolvido no
Laboratdrio de Fisica de Sistemas Bioldgicos da UFMG, pelos professores Oscar Mesquita,
Livia Siman Gomes e Luiz Orlando Ladeira, patente nimero BR 10 2016 009765 7. Este
aparelho baseia-se na técnica de espalhamento de luz dindmica, ou Dynamic Light Scattering
(DLS) para medir o tamanho de particulas, ou seja, ele faz a coleta da luz espalhada pelas
particulas dispersas em solugdo, bem como a analise e a medida da dinamica associada ao

movimento Browniano executado por elas.

O movimento Browniano é diretamente proporcional ao tamanho das particulas em
suspensdo. Logo, pode-se obter coeficientes de difusdo das particulas e o tamanho das mesmas
em funcgéo das flutuacdes de intensidade de luz. Desse modo, a ocorréncia de ligacdo ou nédo
entre antigenos e anticorpos promove alteracfes no tamanho e massa dos nanobastfes (Nbs)

que séo captados pelo EPEL.

Sdo utilizados Nbs de ouro no biosensoriamento porque sdo particulas que possuem

anisotropia otica, a qual otimiza a sensibilidade da técnica para detectar a mudanca de tamanho
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dos Nbs. A anisotropia 6tica do ouro é uma caracteristica Optica resultante das interacdes de
elétrons em sua superficie metalica, a qual apos a incidéncia de um feixe de laser do EPEL,
produz dois picos de absorbancia: um curto com aproximadamente 500 nm e outro longo

préximo da regido infravermelha (Cao et al., 2014; Jungueira, 2020).

3.1.6.3.3 Testes padrdo-ouro

Diferentes técnicas de diagndstico podem ser utilizadas para a deteccdo da infecgdo
ativa ou da exposi¢cdo ao SARS-CoV-2. Para o diagnostico de infec¢éo ativa, por exemplo, pode

ser utilizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

A PCR em Tempo Real (RT-gPCR) é considerada teste de referéncia para a detec¢éo
precoce da infeccdo, sendo capaz de detectar a presenca do RNA viral por meio da amplificacéo
de regides especificas do genoma viral, tais como as regides 1 (N1) e 2 (N2) do nucleocapsideo
viral, gene da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), gene E ou S do SARS-CoV-2
(Barroso-Arévalo et al., 2022; Liu et al. 2020; Hamer et al., 2021; Yuce et al., 2021). Técnicas
de sequenciamento podem ser utilizadas para identificar as estirpes envolvidas nos surtos em
animais (McAloose et al. 2020; Fernandez-Bellon et al., 2021).

Para a classificacdo dos resultados na RT-qgPCR para SARS-CoV-2, usualmente
considera-se como amostra positiva aquela que apresenta ciclos de threshold (Ct) menor que
35 e amostra negativa aquela com Ct maior que 40, ja para os valores de Ct entre 35 e 40 ¢
necessario confirmagdo (Xiao et al.,2020; Liu et al. 2020). Além disso, quando faz-se a
deteccdo de dois genes alvos diferentes, considera-se positivo para a presenca de SARS-CoV-
2, e quando somente um dos dois genes alvos é detectado recomenda-se a repeticdo do teste
(Liu et al. 2020).

A técnica de PCR apresenta boa sensibilidade e especificidade nos estagios iniciais da
infeccdo, fator importante para prevenir a transmissibilidade e diferenciar de outras viroses
respiratorias, mas ela pode apresentar falsos negativos devido a alguns fatores como: auséncia
de virus no local de coleta, coleta inadequada ou feita em estagios muito precoces ou tardios da
infeccdo (momentos com auséncia ou baixa replicacdo viral) (Younes, N. et al., 2020; Yuce et
al., 2021). Exigindo, portanto, novas coletas ou associagdo com outros testes para evitar erros
de interpretagdo diagnostica em pacientes suspeitos. Desse modo, técnicas moleculares tém a
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vantagem de determinar se o individuo estd ou ndo infectado no momento da coleta, mas ndo

podem demonstrar exposi¢des prévias ao patdgeno.

Com relagdo a avaliacdo da exposicdo prévia ao virus, o teste de neutralizacdo viral é
considerado padréo-ouro e por isso tem sido utilizado como teste confirmatorio em alguns
estudos em animais domésticos (Embregts et al., 2021; Perera et al., 2021; Calvet et al., 2021;
Hamer et al., 2021; Patterson et al., 2020). Entretanto, € um teste que requer laboratorios de

biosseguranca nivel 3 (BSL-3) (WHO, 2021), ndo sendo, portanto, um teste de facil acesso.

3.1.7 Ocorréncia de SARS-CoV-2 em cées e gatos

Para investigar a prevaléncia de SARS-CoV-2 em animais domésticos diferentes
testes, regiGes de estudo, origem dos animais e tamanhos amostrais foram encontrados na
literatura, como demonstra o Quadro 1. Com relacdo a soroprevaléncia detectada pelo ELISA
baseado no antigeno S-RBD, as taxas de positividade variaram de 0,015% a 21,74% para 0S
gatos e 1,69% a 43,9% para os cdes. J& com relacdo aos estudos que utilizaram o ELISA baseado
na proteina N a taxa de soropositividade foi de 0,36% a 5% para 0s gatos e cerca de 1% a 11,6%

para 0s céaes.

Quadro 1 - Estudos de soroprevaléncia que utilizaram o ELISA como técnica de diagnostico
para avaliar anticorpos contra SARS-CoV-2 em cdo e gato.

Espécie animal d_Metgdg Prevaléncia Localizagéo | Referéncia
iagnostico
Gato ELISA-RBD 14,7% (15/102) China Zhang,Q., et
al., 2020
Céo ELISA-RBD 1,69% (16/946) China Zhao et al.,
2022
Céo ELISA- RBD 43,9% * (34/78) Croéacia Stevanovic
14,69%*(157/1069) etal. 2021
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Especie animal d'Met(,Jd(') Prevaléncia Localizacdo | Referéncia
iagnostico
Gato e Céo ELISA-RBD Gato: 0,015% China Wang, A et
(2/13397) al. 2022
Céo: 0,014%
(1/ 7159)
Gato ELISASle Gato: 0,46% Japéao Imanishi et
S-RBD (9/1969) S1 e 0,20% al. 2022
(4/1969) S-RBD
Gato e Céo ELISA-RBD Gato:21,74%(15/69); Portugal Barroso et
Cao 4,73% (7/148) al., 2022
Gato ELISA-N Gato: 1,7% (3/176) Portugal Oliveira et
al. 2022
Gato e Céo ELISA-N Gato: 0,36% Tailandia | Udom et al.,
(4/1112); Céo: 2022
1,66%(35/2103)
Gato e Céo ELISA-N Gato: 18%(37/204); EUA Murphy et
Cao0:11,6%(23/198) al., 2022

* Animais oriundos de Hospital Veterinario. **Animais domiciliados com tutores positivos para COVID-19.
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4, MATERIAL E METODOS.
4.1  Obtencao das amostras
4.1.2 Aspectos éticos e de biosseguranca

Este trabalho foi aprovado junto & Comissdo de Etica no Uso de Animais (Ceua) da
UFMG, sob os protocolos de nimero 185/2016 (Anexo 1) e 184/2021 (Anexo 2), e pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da UFRPE niimero 4.054.208 (Anexo 3), como parte do estudo
multicéntrico Pet-COVID19. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice
1) foi assinado pelos tutores voluntarios para a inclusdo dos animais no estudo. As amostras de
sangue, bem como os reagentes e produtos quimicos empregados durante a pesquisa, foram
manipulados, acondicionados e descartados segundo as normas de biosseguranca estabelecidas
pelo Laboratdrio de Retroviroses, seguindo o Plano de Gerenciamento de Residuos de Servi¢os
de Saude da Escola de Veterinaria da UFMG.

4.1.3 Amostras de sangue e soro

Amostras de sangue e soro de 308 gatos e 260 cdes foram coletadas durante o periodo
de fevereiro de 2021 a agosto de 2022 no municipio de Belo Horizonte em Minas Gerais,

conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Quantidade e origem das amostras de sangue/soro de cées e gatos.

Espécie  Tutores positivos Parque Hospital Total
para COVID19 Municipal de BH  Veterinario da
UFMG
Gatos 36 59 213 308
Cées 48 N&o se aplica 212 260

As amostras de sangue dos animais pertencentes aos tutores positivos para COVID-19

foram coletadas até 15 dias ap6s diagndstico positivo na RT-gPCR ou teste rapido do tutor.
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Este estudo esta inserido em outro grande projeto, previamente aprovado, intitulado
“Desenvolvimento de protocolos de acompanhamento georreferenciado da prevaléncia de
SARS-CoV-2 em animais domésticos e no homem e sua associacdo com infeccBes pre-
existentes” (Edital CAPES 11-2020, Farmacos e Imunologia, do Programa Estratégico
Emergencial de Prevencdo e Combate a Surtos, Endemias, Epidemias e Pandemias — n°
processo 88887.507282/2020-000). Portanto, ao longo do estudo houve colaboragdo entre

diferentes grupos de pesquisa, como parte desse projeto maior.

Para obtencdo das amostras, inicialmente, foi feita a divulgacao do projeto por meio
de midias sociais e convite para participacdo no estudo de tutores voluntarios positivos para
COVID-19 moradores de Belo Horizonte, Minas Gerais. Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), bem como questionarios clinicos e epidemiol6gicos (Apéndice 2) foram

utilizados nas entrevistas com os tutores dos animais durante as coletas.

O critério de inclusdo no estudo considerou qualquer cdo ou gato vivendo com tutores
com diagnostico confirmado (RT-PCR ou teste de antigeno) para SARS-CoV-2 nos altimos 7
dias. Nao foram feitas restricdes baseadas na raca, idade, condicdo clinica ou vacinal dos
animais. O estudo teve como foco inicial abordar cées e gatos sob condicdes de alta exposicdo

ao agente viral a partir do convivio com pessoas positivas para COVID-19.

No entanto, a adesao de tutores voluntarios para o estudo foi abaixo do esperado. Logo,
a fim de aumentar o tamanho amostral e reduzir o potencial de viés, buscou-se coletar amostras
de outros animais para 0s quais ndo havia evidéncias epidemioldgicas de contato com a
COVID19. Desse modo, foi feito contato com a prefeitura de Belo Horizonte para que fosse
possivel coletar amostras de sangue de animais errantes que sdo acompanhados por programas
de monitoramento em andamento no municipio como, por exemplo, gatos comunitarios
presentes no Parque Municipal Américo Renné Giannetti (Anexo 4). Além disso, coletou-se
amostras de conveniéncia de soro do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas
Gerais, campus Pampulha (HV/UFMG), a qual ndo impactou os animais com coleta de um
novo material, além daquele ja coletado para um fim especifico no HV/UFMG.

As amostras foram coletadas por médicos veterinarios treinados e devidamente
paramentados com Equipamentos de Prote¢do Individual (EPIs). Além dos médicos
veterinarios, a equipe de apoio também fez uso de EPI. Foi realizada conten¢do manual dos

animais (com auxilio de toalha ou focinheira, caso necessario) e coletou-se o sangue periféerico
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por puncdo venosa utilizando tubos coletores (4mL) ou microtubos (0,5mL) com e sem
anticoagulante.

O sangue coletado foi encaminhado, sob refrigeracdo, para o Laboratério de
Retroviroses (RetroLab), da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), onde foi feita a separagdo do soro sanguineo. Apos esta etapa, o soro foi identificado,
aliquotado e armazenado a -20°C até a execucdo das anélises. As amostras de sangue com
anticoagulante, dos cées e gatos oriundos de tutores voluntarios positivos para COVID19 e dos
gatos do Parque Municipal de BH, foram utilizadas para pesquisa molecular de retrovirus

felinos (FIV/FeLV) no RetroLab e pesquisa de outros patégenos por membros do projeto maior.

Durante a visita para a coleta de material biol6gico nos animais dos tutores voluntarios
positivos para COVID19, também realizou-se exame clinico e fisico dos cédes e gatos, com
avaliacdo geral da pele, mucosas, linfonodos, afericdo de temperatura, auscultacdo pulmonar e

cardiaca.

Diante da auséncia de estudos de soroprevaléncia em pets no Brasil no momento do
estudo, 0 numero minimo de amostras necessario foi calculado utilizando a ferramenta Epitools.
Nesse sentido, para uma prevaléncia desconhecida de 50%, um erro tolerado de 5% e um nivel

de confianca de 95%, estabeleceu-se o tamanho minimo de amostras em 385 animais.
4.2  Obtencado dos antigenos recombinantes de SARS-CoV-2

Os antigenos recombinantes, denominados N-Nterm e S-RBD, foram gentilmente
cedidos pelo Dr. Wesley C. Van Voorhis da Universidade de Washington, Estados Unidos,
dentro da rede de cooperacdo internacional denominada UWARN- United World Antiviral
Research Network. A porgéo terminal da nucleoproteina N (N-Nterm), de aproximadamente
16,62 kDa de tamanho, foi produzida em culturas de E.coli, purificado por Ni-cromatografia e
cromatografia de exclusdo de tamanho para uma Unica banda em SDS-PAGE (aliquotas de 1.0
mg/mL foram estocadas em -20°C). O fragmento S-RBD foi cultivado em células de mamiferos
HEK?293 (transientes) no Instituto para design de proteinas de Seattle, Washington, EUA e
previamente descrito por Phan et al. 2021 (aliquotas de 0,5 mg/mL foram estocadas -20°C).
Foram feitas aliquotas de 50uL da solugdo estoque, para evitar ciclos de congelamento e
descongelamento excessivos dos antigenos. As sequéncias de aminoacidos dos antigenos N-

Nterm e S-RBD utilizados nos ELISAs séo descritas no Apéndice 3.
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4.3  Determinacdo das condigdes 6timas dos ELISAs

O desenvolvimento do teste de ELISA foi realizado no Laboratorio de Retroviroses
(RetroLab) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob a orientacdo do Prof. Jenner Karlisson

Pimenta dos Reis e co-orientacdo da Dra Claudia Fideles Resende.

Foi desenvolvido um novo protocolo de ELISA baseado em antigenos S-RBD e N-
Nterm do SARS-CoV-2 para detectar anticorpos especificos relacionados a exposicdo prévia
de cdes e gatos ao virus. Inicialmente, foi utilizado para determinacéo das condi¢bes 6timas,
um kit comercial anti-SARS-CoV-2-1gG ELISA (EUROIMMUN, Alemanha), gentilmente
cedido pelo Dr Michel Soane da EUROIMMUN Brasil. Este kit, previamente desenvolvido
para humanos, foi adaptado para animais através da substituicdo do conjugado anti-lgG-humana
original por proteina A, anti-lIgG felino e /ou anti-IgG canino. Dessa forma, avaliou-se as
melhores concentragdes de antigeno, bem como as diluicbes dos soros e dos conjugados
Proteina A (P8651), anti- 1gG felino (SAB3700059) e anti-IgG canino (A6792), conjugados
com peroxidase (Sigma-Aldrich®), que apresentavam maior discriminacdo dos resultados entre

as amostras supostamente positivas e negativas.

Nesse sentido, foram testadas duas diluigdes diferentes de conjugado Proteina A
(1:5.000 e 1:10.000), para ambas espécies, e conjugados anti-lgG canino e anti-lgG felino na
diluicdo 1:10.000 frente as amostras de cdes e gatos, respectivamente, oriundos de tutores com

diagnostico positivo para COVID-19, diluidas 1:50 segundo Dileepan e colaboradores, 2021.

Com relacdo aos antigenos virais S-RBD (0,995mg/mL) e N-Nterm (4,8mg/mL),
foram testadas duas concentracgdes diferentes: 100 ng/poco e 200 ng/pogo diluidas em tampéo
carbonato/bicarbonato (50mM pH 9,0) e adsorvidas em placas de poliestireno (Nunc-Immuno
Plate Maxisorp) durante 18-24h a 4°C.

A reagdo foi revelada com 100uL/pogo do substrato o-phenylenediamine (OPD) a
0,5mg/mL acrescida de 0,02% de peroxido de hidrogénio (H202) 30 volumes em tampéo
citrato-fosfato (pH 5,0), durante 10 minutos em TA, ao abrigo da luz. Seguiu-se a interrupgéo
da reacdo com 40uL/pogo de acido sulfurico IN (solucdo de parada). Trés lavagens com
200uL/pogo de PBS-Tween foram realizadas entre todas as etapas, exceto apos a adi¢do do

substrato.
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Por fim, a leitura da reacéo foi realizada em leitor de ELISA Thermo Plate (BioTek
ELx800, USA), em um comprimento de onda de 492 nm, como pode ser observado na figura
5, a qual ilustra de forma sucinta todas as etapas mencionadas do ELISA. Para o controle

branco, utilizou-se pocos com PBST 0,01% no volume correspondente ao utilizado para as

amostras teste.
Figura 5 - Etapas do teste ELISA indireto.
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ANTIGENOS DE ABSORBANCIA
AMOSTRAS 492 nm

Etapa inicial de adsor¢do dos antigenos N-Nterm ou S-RBD durante 18-24h a 4°C, seguida da etapa de bloqueio
das placas adsorvidas com PBSTL 5% por 1h. Apds bloqueio, procede-se com a incubagdo das amostras diluidas
em PBSTL 1% por 1h e adi¢do do conjugado em PBSTL 1%, seguido de incubagdo por também por 1h. Por Gltimo,
foi feita a adicdo do substrato seguida de incubagdo por 10 min e adi¢do da solucdo de parada (H2SQO.) para
proceder a leitura das absorbancias em leitor de ELISA no comprimento de onda de 492nm. Entre cada etapa,
exceto a etapa de adicdo do substrato, foram feitas as lavagens e a secagem da placa. Fonte: Elaborado pela autora

a partir de imagens coletadas do site < https://www.hhub.com.br/noticias/metodo-elisa>
4.3.1 Determinacdo do ponto de corte

Para a determinacdo do ponto de corte (cutoff) das leituras das amostras, nos testes
ELISA-N e ELISA-RBD, foram selecionadas 80 amostras de soro de cées (n=40) e gatos (n=40)
coletadas antes da pandemia de COVID19 (soros Pré-COVID19), entre os anos de 2017 e 2018
no municipio de Belo Horizonte, MG. Os soros dos cdes foram gentilmente cedidos pelos
Professores Eduardo Antonio Ferraz Coelho e Danielle Ferreira de Magalhdes. Ja 0s soros dos

gatos pertenciam ao banco de soros do Laboratorio de Retroviroses da UFMG.

Todos os soros pré-pandemia foram testados para determinar os valores do ponto de
corte das leituras nos ELISAs. Dessa forma, calculou-se a média das absorbancias (DO) de

todos os soros pré-pandemia, por espécie, acrescido de trés vezes o desvio padrdo (SD).
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Devido a auséncia no Brasil de um teste de referéncia para o diagnostico soroldgico
do SARS-CoV-2 em cées e gatos, amostras com leitura alta e baixa para cada uma das espécies
foram selecionadas para servirem de controle de qualidade interno. Isso permitiu conferir a

precisdo das medidas e/ou repetibilidade do teste.

Dessa forma, estabeleceu-se como aceitavel um limite de 20% de variagdo entre as
leituras dos controles das placas nos testes feitos no mesmo laboratério em dias diferentes.
Logo, esses controles internos foram utilizados como referéncia para fazer a normatizacéo dos

resultados entre as diferentes placas.
4.4  Plataforma Portétil de Biodiagnostico (PPB)

Esta etapa do projeto foi realizada no Centro de Tecnologia em Nanomateriais e
Grafeno da Universidade Federal de Minas Gerais (CTNano) da UFMG, localizado no Parque
Tecnologico de Belo Horizonte (BHTec), sob supervisao do prof. Ary Corréa Junior e das profds

Livia Siman Gomes e Rosimeire Coura Barcelos.
441 Nanobastdes de ouro
4.4.1.1 Sintese

A construcdo dos biossensores foi realizada utilizando nanobastdes (Nbs) de ouro
sintetizados pelo método sem semente, segundo o artigo de Wang e colaboradores (2016), no
laboratério de Saude, Meio Ambiente e Seguranca (SMS) do CTNano — UFMG.

Para a sintese dos Nbs de ouro foram adicionadas, em temperatura ambiente, solugdes
de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) 50 mM, juntamente com 4&cido cloroaurico
(HAuCI4) 0,5 mM, nitrato de prata (AgNO3) 0,05 mM e resveratrol 5 mM contendo alcool.

Durante esse processo, a solucdo sofreu alterag@o de cor devido a reducdo de Au (111)
para Au (I). Em seguida, adicionou-se uma solucdo de borohidreto de sodio (NaBH4) 0,015
mM, a 4°C com o proposito de disparar a formacao de sementes de ouro e permitir o crescimento
dos Nbs. Posteriormente, a solucdo foi gradualmente aquecida até atingir 70°C em banho
térmico, permanecendo nesta temperatura por 2 horas. Por fim, foram produzidos Nbs com
dimensGes aproximadas de 50 nm de comprimento e 25 nm de diametro, conforme ilustrado na

Figura 6.
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Figura 6 - Sintese quimica de nanobastdes de ouro.
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1 Adicdo de NaBH4 a solugdo de crescimento. 2a Foto de microscopia eletrdnica de Nbs de ouro formados ap6s
sintese quimica. 2b CTAB em ligagdo preferencial nas laterais, funcionando como direcionador do crescimento
dos Nbs, permitindo deposicéo lateral do Au. Fonte: Compilado pela autora com base no artigo de Pearce et al.
(2007). Crédito da imagem de microscopia eletrdnica: Junqueira, C.M., 2020. Centro de Microscopia da UFMG.

4.4.1.2 Funcionalizacao

A funcionalizacdo é caracterizada pela ligacdo entre os antigenos de SARS-CoV-2 e
0s Nbs de ouro, permitindo assim a producdo dos biossensores capazes de detectar a presenca
de anticorpos especificos contra esses antigenos. Durante o processo de funcionalizagdo as
extremidades disponiveis dos Nbs de ouro foram ligadas ao acido-11-mercaptoundecandico

(MUA) por meio do grupamento tiol (SH).

Posteriormente, 0s reagentes cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil-aminopropil)
carbodiimida (EDAC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) foram adicionados para ativar o grupo
carboxila (-COOH) do MUA e permitir sua ligagdo as moleculas contendo grupo amina (-NH2),
tal como os antigenos. Apoés a ativagdo das carboxilas, adicionou-se o antigeno N de SARS-
CoV-2, em sua forma completa com cerca de 48 kDa. O biosensoriamento ocorre quando o
anticorpo especifico reconhece os antigenos de SARS-CoV-2 presentes na superficie dos Nbs.
Essa etapa esta em processo de patenteamento. A sequéncia de aminoacidos do antigeno N

utilizado na PPB é descrita no Apéndice 4.
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4.4.2 Avaliagdo da concentragdo de BSA

Com fins de reduzir ligaces inespecificas na superficie dos Nbs de ouro e obter
melhor distincdo entre soros positivos e negativos para SARS-CoV-2, foi feita a avaliacdo de
albumina sérica bovina (BSA) (30 uM) nas seguintes concentra¢des: 400, 600, 800 e 1000
moléculas de BSA por Nbs. Por exemplo, para obter 400 BSA/Nbs, a cada 330uL de biosensor
(25pM) adicionou-se 0,11uL de BSA. Posteriormente, foram realizadas medidas no EPEL e

avaliacdo dos resultados no programa KaleidaGraph®.
4.4.3 Avaliacdo das placas para leitura no EPEL

Avaliou-se o desempenho de trés microplacas de 96 pocos fundo plano - Corning®,
Costar® e Cralplast® - no leitor de microplacas Varioskan LUX® para selecionar aquela com
menor interferéncia nas leituras. Para a leitura das absorbancias utilizou-se 3uL de amostra em
297uL de PBS e fator de diluicdo baseado no comprimento de onda UV-VIS 280, especifico

para proteinas.

Baseado nas leituras das primeiras 15 amostras e nos resultados de Junqueira, C.M.,
2022 (dados ndo publicados) utilizando a mesma técnica e equipamento para amostras
humanas, fixou-se arbitrariamente o menor valor da DO no UV-VIS em 0,17 para normalizar
as concentracbes de proteinas nas diluicdes, pois em humanos essa DO foi suficiente para
distinguir amostras positivas de negativas. Nesse sentido, a normalizacdo das proteinas totais

dos soros foi feita de forma a deixar todas as amostras na mesma concentragao.

Inicialmente utilizou-se uma placa de quartzo, a qual ndo apresentaria absorbancia
maior que 200 nm. Entretanto, quando comparada, a placa Corning® apresentou maior
absorbéancia. Portanto, apds comparacéo entre os desempenhos das placas, optou-se por retirar
0 branco para corrigir as leituras e utilizar a placa Corning® para fazer as leituras das amostras
no EPEL.

4.4.4 Titulagdo dos soros no EPEL

Priorizou-se em um primeiro momento testar somente as amostras de soro dos gatos,
pois estes mostraram maior frequéncia de animais soropositivos em nosso ELISA quando

comparado aos cdes. Dessa maneira, para a determinagdo das condi¢des 6timas de testagem,
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foram selecionados soros de gatos pré-pandemia (n=5), positivo (n=5) e negativo (n=5) no
ELISA-N para fazer a titulagcdo no Espectrometro Portatil de Luz (EPEL). As amostras foram
armazenadas a - 20 °C em aliquotas de 3uL até a analise. Optou-se por testar somente amostras
com resultados no ELISA-N, pois na época do presente estudo acontecia no CTNano projetos
com a PPB para diagnostico de COVID-19 em humanos, em etapas avancadas e utilizando
nanosensores funcionalizados com a proteina N recombinante produzida pelo
CTVacinas/UFMG.

Uma vez que a concentracdo de anticorpos de cada amostra ndo pode ser aferida, 0s
soros obtidos foram diluidos em PBS pH 7,4 na diluicdo inicial 1:1000. Para o estabelecimento
das condicdes Otimas utilizou-se como referéncia os resultados prévios de Junqueira, C. 2022
obtidos para amostras humanas (dados ndo publicados) e os resultados da avaliagcdo prévia da
concentracdo de BSA neste estudo. Portanto, determinou-se como condig¢des 6timas a utilizacédo
de biosensor a 25pM, 400 moléculas de BSA/sensor, quencher a 25pM e meio de diluicdo
(CTAB 3mM; TRIS 10mM; EDTA 1mM).

Apds o estabelecimento das condicGes étimas, a fim de otimizar o tempo, as amostras
e 0s reagentes disponiveis, preconizou-se avaliar em um primeiro momento uma parte das 308
amostras dos felinos. Dessa maneira, foram avaliadas 50 amostras das diferentes populagdes de
gatos (36/36 BHG; 0/59 GP; 14/213) e 5 amostras de soro pré-COVID19 dos gatos (5/40),
conforme especificado na Tabela 3.

Tabela 3 — Quantidade e origem das amostras de soro de gatos testadas na PPB.

Espécie Tutores Parque Hospital Pre-COVID19
positivos para Municipal de Veterinario da
COVID19 BH UFMG
Gatos 36/36 N&o se aplica 14/213 5/40

4.4.5 Definicdo dos parametros para a classificacdo das amostras na PPB

Apos a leitura das amostras no EPEL, foi feita a analise dos resultados graficos das
leituras nos programas KaleidaGraph® e Jupyter®. Em seguida, analisou-se 12 informacoes de



42

cada soro sobre o comportamento da curva-resposta media e selecionou-se 5 parametros para a
classificacdo das amostras - alfa20, del20, T20, T30, T40 - de maneira que 0 conjunto desses

parametros fosse utilizado como cutoff do modelo de mistura gaussiana.

Com relacdo aos fatores selecionados na curva-padrdo média para classificar as
amostras, alfa20 diz respeito a cinética inicial da ligacao entre 0s nanosensores e 0s anticorpos
especificos durante a adicdo do volume de soro de 0 a 20uL; ja del20 corresponde a
interpretacdo da cinética final de ligacdo quando ha adicdo do volume de 20 a 40uL de soro;
T20, T30 e T40 correspondem as alteracbes de tau nos volumes 20uL, 30uL e 40uL,
respectivamente. A unidade tau caracteriza o0 comprimento na lateral dos nanosensores, que €
alterado quando os anticorpos se ligam a eles. Para amostras positivas, espera-se um aumento
entre 12-15 nm em cada extremidade do nanosensor e estabilizacdo do valor de tau apds
ligacGes especificas com o anticorpo IgG, o qual possui tamanho aproximado de 150 kDa,
enquanto em amostras negativas ndo ocorre estabilizacdo do valor de tau que extrapola 0s
valores do tamanho de IgG, pois na auséncia de anticorpos especificos outras proteinas que
estdo em grande quantidade no soro, como a albumina por exemplo, ligam-se de forma

inespecifica aos nanosensores.

4.5  Pesquisa de retroviroses felinas

A avaliagdo da possivel associacdo entre importantes retrovirus felinos, virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV) e SARS-CoV-2 foi realizada
em um total de 215 das 308 amostras de felinos, no Laboratdrio de Retroviroses da Escola de
Veterinaria da UFMG (Retrolab/UFMG). Pesquisou-se por técnicas de biologia molecular a
presenca do DNA proviral para FIV e FeLV em amostras de sangue de 36 gatos domiciliados
com tutores positivos para COVID19 e 59 gatos comunitarios do Parque Municipal de Belo
Horizonte. A fim de definir o status soroldgico para as retroviroses nos gatos atendidos no
Hospital Veterinario da UFMG, avaliou-se 120 amostras de soro por meio de teste rapido
imunocromatografico (Combo Vet Fast FIV Ac/FelV Ag da Bioclin®). N&o foi possivel a
realizacdo de ambos os testes, molecular e imunocromatografico, em todos os 308 gatos

avaliados no estudo em detrimento da limitagédo de reagentes e amostras.
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4.5.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada por meio do kit comercial
GenElute™ Blood Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich®), conforme orientagdes do fabricante.
O DNA eluido foi armazenado a -20°C ate realizacdo das PCRs para a pesquisa de DNA proviral

para os retrovirus felinos (FIV e FeLV).
4.5.2 PCR convencional para diagndstico de FeLV

Para a deteccdo do DNA proviral do FeLV, utilizou-se a técnica PCR convencional,
conforme padronizado por Victor et al. (2020), para amplificacdo um fragmento de 450pb do
gene viral gag. Desse modo, utilizou-se os primers FeLV F (5’ - ACTAACCAATCCCCACGC
-3)e FeLV R (5’ - ATGGCTGTCCCACTAGAG - 3’) com os seguintes ciclos: 94°C por 5
min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 59°C por 1min, 72°C por 1 min e extensdo final
de 72°C por 5 min. Os reagentes foram utilizados nas seguintes concentragdes: SuL de 5xGreen
GoTaq Flexi Buffer (Promega®), 1,0uL de MgClz (25mM; Promega®), 1,0uL de cada primer
(10pmol/uL; Invitrogen®), 0,5uL de dNTPs (10 mM; Promega®), 0,2uL de GoTaq Polimerase
(5U/uL; Promega®), 14,3 pL de agua ultrapura livre de RNAse/DNAse e 2 pL de DNA da
amostra. DNA extraido de PBMC (peripheral blood mononuclear cell) de um gato infectado
positivo para FeLV foi usado como controle positivo e agua ultrapura foi utilizada como
controle negativo. Os produtos obtidos foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio.

4.5.3 Nested PCR para diagnéstico de FIV

Para a deteccdo do DNA proviral do FIV, utilizou-se a técnica Nested PCR previamente
descrita por Hohdatsu et al. (1998), com modificacdes, para amplificacdo de um fragmento
final de 329pb do gene viral gag. Dessa maneira, FIV EF (5’ - AATATGACTGTATCTACTGC
-3)e FIVER (5 - TTTTCTAGAGTACTTTCTGG - 3°) foram utilizados como primers
externos sob as seguintes condigdes: 95°C por 3 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s, 52°C por 30
s, 72°C por 40 s, e extensdo final de 72°C por 7 min. Nas mesmas condi¢des de amplificagéo,
realizou-se a Nested PCR usando FIV IF (5° - TATTCAAACAGTAAATGGAG -3%) e FIV IR
(5> CTGCTTGTTGTTCTTGAGTT 3”) como primers internos e 2uL de produto de PCR da
primeira reacdo. Para primeira reagéo, utilizou-se 2 ulLL de DNA da amostra. Os reagentes foram
utilizados nas seguintes concentragdes: SuL de 5xGreen GoTaq Flexi Buffer (Promega®), 1,5uL
de MgCl, (25mM; Promega®), 1,3uL de cada primer (10pmol/uL; Invitrogen®), 0,5uL de



44

dNTPs (10 mM; Promega®), 0,25uL de GoTaq Polimerase (5U/uL; Promega®), 13,15 pL de
agua ultrapura livre de RNAse/DNAse. DNA extraido de PBMC de um gato naturalmente
infectado e positivo para FIV foi usado como controle positivo e dgua ultrapura foi utilizada
como controle negativo. Os volumes dos reagentes e o ciclo de amplificacdo para as reacdes
externa e interna foram iguais, variando apenas os primers adicionados. Os produtos obtidos

foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio.
4.5.4 Sorologia para FIV e FeLV

A determinacéo qualitativa de anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e
de antigeno do virus da leucemia felina (FeLV) foi realizada por meio do teste rapido Combo
Vet Fast FIV Ac/FelV Ag da Bioclin®, conforme orientac@es do fabricante, em 120 amostras

de soro de felinos atendidos no Hospital Veterinario da UFMG.
4.6  Andlise estatistica

Para as analises dos resultados utilizou-se o programa de estatistica Stata 16.0. Desse
modo, o teste Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia entre os resultados dos dois
ELISASs, enquanto o teste qui- quadrado de Pearson (y?) foi utilizado para avaliar as possiveis
divergéncias entre as frequéncias esperadas e observadas entre os diferentes grupos de cées e
gatos quanto a exposicdo ao SARS-CoV-2, bem como a possivel associacdo entre idade e

género dos animais e a positividade para SARS-CoV-2.

Para a avaliacdo da possivel associacao entre a ocorréncia de retrovirus felinos (FIV e
FeLV) e SARS-CoV-2 na populagdo de gatos domiciliados com tutores positivos e gatos
errantes do Parque Municipal de Belo Horizonte, bem como qual espécie animal, cdo ou gato,

teria maior chance de positivar para SARS-CoV-2, foi utilizado o teste de regressao logistica.
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S. RESULTADOS.

5.1  Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos animais domiciliados com tutores
positivos para COVID-19

Foi observada uma distribuicdo similar entre o sexo dos animais avaliados no estudo.
Cerca de 54% (26/48) dos caes eram fémeas e 46% (22/48) eram machos, enquanto 50% (18/36)
dos gatos eram machos e 50% (18/36) eram fémeas. A maioria dos cées 47,9% (23/48) era sem
raca definida (SRD) e todos os 36 gatos eram SRD. A faixa etaria dos animais variou de 6 meses
a 16 anos, sendo mais frequente os cdes com mais de 6 anos - 47,9% (23/48), e 0s gatos com
idade entre 1 a 3 anos - 38,9% (14/36). No geral, a maioria dos animais avaliados (39,3%,
33/84) possuia mais de 6 anos de vida. Com relacdo a castracao, 70,8% (34/48) dos cées e 100%

dos gatos eram castrados.

A vacinacdo observada nos caninos foi de 64,6% (31/48) para vacina polivalente,
89,6% (43/48) para vacina antirrabica, 25% (12/48) para Leishmaniose e 8,3% (4/48) foram
vacinados para outras vacinas. Quanto aos felinos, 83,3% (30/36) eram vacinados com
polivalente e 80,5% (29/36) com antirrdbica. Com relacdo a vermifugacao, 87,5% (42/48) dos

cdes e 83,3% (30/36) dos gatos estavam com a vermifugacdo em dia.

O hébito de levar ao veterinario foi observado em 77% (37/48) dos caes, enquanto nos
gatos observou-se uma frequéncia de 91,7% (33/36). O tipo de alimentagdo mais observado
dentre os animais foi a racdo, somente 7 caes (14,6%) e 1 gato (2,8%) eram alimentados com

comida caseira.

Durante a anamnese, foram relatados pelos tutores 7 cées (14,6%) com hiporexia, 1
com polifagia (2%), 4 (8,3%) com polidipsia, 2 (4,2%) com polidria, 2 (4,2%) com fezes
diarreicas, 2 (4,2%) com fezes ressecadas e 3 (6,25%) com historico de émese. Ja com relagéo
aos gatos foram relatadas as seguintes alteracGes: 2 gatos (5,6%) com polifagia, 1 (2,8%) com

fezes diarreicas e 2 (5,6%) com historico de émese.

Quanto as outras condi¢des de saude dos cédes (n=48), 8 possuiam doencas infecciosas
(16,7%), sendo doenca transmitida por carrapato (n=3), leishmaniose (n=2), sarna (n=1), cistite
(n=1) e cinomose (n=1); outros 15 cdes (31,25%) possuiam doencas ndo-infecciosas, sendo
catarata (n=2), cardiopatia (n=2), alergia alimentar (n=1), bronquite (n=1), dermatite (n=3),

doenca renal (n=2), colapso de traqueia (n=1), doenca periodontal (n=2), luxacéo patelar (n=1).
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Dentre os felinos (n=36), 4 (11,1%) apresentavam doengas infecciosas, sendo FIV (n=1), FeLV
(n=3), esporotricose (n=1), micoplasmose (n=1) e apenas dois (5,6%) apresentavam doenga

ndo-infecciosa, sendo asma (n=1) e complexo granuloma eosinofilico (n=1).

Durante o exame fisico, observou-se que 16,7% (8/48) dos cées e 11,1% (4/36) felinos
apresentaram sobrepeso (escore corporal %5). Nao houve alteragdes importantes de temperatura
nos animais avaliados. Somente 4,7% dos cées (2/48) e 2,8% dos gatos (1/36) apresentaram
mucosas hipocoradas. Com relacdo a ausculta cardiaca, dois cées (4,16%) apresentaram leve
taquicardia e nenhum gato apresentou qualquer alteracdo cardiaca. Na ausculta pulmonar
nenhum animal apresentou alteracdo, mas 4,7% dos cées (2/48) apresentaram o reflexo de tosse
positivo. Durante a inspecdo de boca, os achados mais comuns em cdes foram doenca
periodontal (5/48;10,4%) e tartaro (5/48;10,4%), enquanto somente um gato (1/36; 2,8%)

apresentou Ulcera no labio superior.

No total, foram entrevistados 55 tutores, 83,6% (46/55) mulheres e 16,4% (9/55)
homens. O tipo de residéncia mais frequentemente observada para os cées (n=48) foi casa
(66,7%; 32/48), enquanto que para os gatos (n=36) foi apartamento (55,6%; 20/36).

5.2  Condicdes Otimas para o ELISA

As condicdes 6timas para os ELISAs foram definidas como: 100ng/100uL/poco dos
antigenos N ou S-RBD diluidos em tampao carbonato/bicarbonato (50mM pH 9,0) em placas
de 96 pogos Nunc-Immuno Plate Maxisorp (Thermo Scientific). Seguida de incubacéo
overnight a 4°C e blogueio por 1 hora em temperatura ambiente (TA) com solucdo salina
tamponada com fosfato pH 7,0 (PBS) contendo Tween-20 a 0,01% (PBS-Tween), acrescida de

5% de leite em po desnatado.

Os soros de ambas as espécies foram diluidos 1:50 em PBST acrescido de 1% de leite
em po desnatado (PBSTL1%), em duplicata, e foram incubados por uma hora em TA. Foi
adicionado 100uL/pogo de conjugado diluido a 1:10.000 em PBSTL 1%, seguido de incubagéo
por uma hora a TA, sendo utilizado o Anti-Cat 1gG (Fc specific) — Anticorpo Peroxidase
produzido em cabra (Sigma-Aldrich) para a amostras de gatos e a Proteina A—Peroxidase de

Staphylococcus aureus/horseradish para amostras de caes.
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O ponto de corte foi estabelecido em:
ELISA-RBD: 0,275 para caes e 0,649 para gatos
ELISA-N: 0,321 para cées e 1,136 para gatos
5.3  Ocorréncia de SARS-CoV-2 em cées e gatos no municipio de Belo Horizonte, MG.

Apobs o desenvolvimento dos ELISAs, foram realizadas as analises soroldgicas das
amostras de soro para avaliar a ocorréncia de SARS-CoV-2 em diferentes grupos de cées e
gatos no municipio de Belo Horizonte, MG. Considerou-se animal positivo, para a presenca de
anticorpos IgG contra SARS-CoV-2, aqueles positivos nos ELISA-N e/ou ELISA-RBD.

A ocorréncia geral de anticorpos 1gG contra SARS-CoV-2 em gatos foi de 16,88%
(52/308; IC: 12,87% — 21,54 %). A frequéncia de animais positivos por grupo foi 16,67% (6/36)
para gatos domiciliados com tutores positivos para COVID19 (BHG); 23,73% (14/59) para
gatos do Parque Municipal (GP) e 15,02% (32/213) para gatos atendidos no Hospital
Veterinario da UFMG (HVG). N&o houve significancia estatistica na diferenca de ocorréncia
de SARS-CoV-2 entre 0s grupos de gatos (y2 = 2,4965; p = 0,287) (Quadro 2).

Quadro 2 - Ocorréncia de anticorpos IgG contra SARS-CoV-2 em gatos no municipio de Belo

Horizonte, Minas Gerais.

Resultado ELISA/ BHG GP HVG
Grupo
Negativo 83,33% (30/36) 72,27% (45/59) 84,98% (181/213)
Positivo 16,67% (6/36) 23,73% (14/59) 15,02% (32/213)

BHG: gatos domiciliados com tutores positivos para COVID19; GP: gatos do Parque Municipal (GP) e HVG:
gatos atendidos no Hospital Veterinario da UFMG.

Com relacéo aos caes, a ocorréncia geral de anticorpos 1gG contra proteinas especificas
de SARS-CoV-2 foi de 5% (13/260; 1C 95%: 2,91% a 8,44%). A soropositividade observada
por grupo foi 6,25% (3/48) para caes domiciliados com tutores positivos para COVID19 (BHC)
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e 4,72% (10/212) para caes atendidos pelo Hospital Veterinario da UFMG (HVC). N&o houve
significancia estatistica na diferenca de ocorréncia de SARS-CoV-2 entre 0s grupos de cées ()

=0,1936; p = 0,66) (Quadro 3).
Quadro 3 - Ocorréncia de anticorpos 1gG contra SARS-CoV-2 em cdes no municipio de Belo

Horizonte, Minas Gerais.

Resultado / Grupo BHC HVC
Negativo 93,75% (45/48) 95,28% (202/212)
Positivo 6,25% (3/48) 4,72% (10/212)

BHC: cées domiciliados com tutores positivos para COVID19; HVC: cdes atendidos pelo Hospital Veterinario da
UFMG.

Através da andlise de regressdo logistica, buscou-se avaliar qual espécie seria mais
provavel testar positivo para SARS-CoV-2. Ao analisar 568 resultados de cdes e gatos no
ELISA, observou-se que os gatos apresentaram 3,85 vezes mais chance (IC 95%: 2,05 a 7,26)

de positivar para SARS-CoV-2 que 0s cdes, como é possivel observar no Grafico 1.

Gréfico 1 - Chance de ocorréncia de SARS-CoV-2 em cées e gatos.

Adjusted Predictions of Espécie_Cod with 95% Cls

T T
A GATO
Espécie_Cod
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5.4 Concordancia entre os ELISAs

Utilizou-se o teste Kappa para avaliar a concordancia entre todos os resultados
observados no ELISA-RBD e ELISA-N (n=568). Dessa maneira, observou-se uma
concordancia razoavel de 90,32% entre os testes e um kappa de 0,21, como pode-se observar

no Quadro 4.

Quadro 4 - Concordéancia entre os testes ELISA-RBD e ELISA-N.

ELISA-N
ELISA-RBD Negativo Positivo Total
Negativo 503 17 520
Positivo 38 10 48
Total 541 27 568
Concordancia Kappa Erropadréo z Prob >z
90,32% 0,2192 0,0401 5,47  0,0000

Ao analisar o desempenho individual de cada ELISA por espécie, observou-se uma
maior frequéncia de animais positivos no ELISA-RBD quando comparado ao ELISA-N
(Quadro 5).

Quadro 5 - Positividade dos testes ELISA-N e ELISA-RBD por espécie animal.

Espécie
Teste Caes Gatos
ELISA-N 2,3% (7/260) 6,5% (20/308)
ELISA-RBD 2,7% (8/260) 13% (40/308)
ELISA-N e ELISA-RBD 0,7% (2/260) 2,9% (9/308)
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Quadro 6 - Positividade dos testes ELISA-N e ELISA-RBD por grupo animal de acordo com a

origem.
Teste

Grupo ELISA-N ELISA-RBD

BHC 2% (1/48) 6,25% (3/48)
HVC 3,3% (7/212) 2,4% (5/212)

BHG 11% (4/36) 11% (4/36)
HVG 4% (9/213) 12% (26/213)

GP 12% (7/59) 17% (10/59)

BHC: caes domiciliados com tutores positivos para COVID19; HVC: cdes atendidos pelo Hospital Veterinario da
UFMG; BHG: gatos domiciliados com tutores positivos para COVID19; HVG: gatos atendidos no Hospital
Veterinario da UFMG e GP: gatos do Parque Municipal (GP).

55  Comparagdo entre as técnicas ELISA-N e PPB-N

Ao comparar os resultados dos gatos domiciliados com tutores positivos para COVID-
19 (n=36) obtidos no ELISA-N e na Plataforma Portéatil de Biodiagnéstico, também utilizando
a proteina do nucleocapsideo de SARS-CoV-2 (PPB-N), observou-se maior sensibilidade
relativa da PPB-N em comparacdo ao ELISA-N (Quadro 7). Cerca de 52,8% (19/36) dos gatos
positivaram para a presenca de anticorpos IgG contra a proteina N de SARS-CoV-2 na PPB-N,

enguanto a soropositividade no ELISA-N foi de somente 11,1% (4/36).
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Quadro 7 - Resultados ELISA-N e PPB-N para gatos domiciliados com tutores positivos para
CoviD19.

Técnica
Resultado ELISA-N PPB-N
Positivo 11,1% (4/36) 52,8% (19/36)
Negativo 88,9% (32/36) 33,3% (12/36)
E 0 2,8% (1/36)
ND 0 11,1% (4/36)

E: amostra excluida da analise estatistica feita pelo filtro Zscore. ND: Nao determinado, ndo foi possivel
determinar se a amostra era positiva ou negativa.

5.6 Retroviroses felinas e SARS-CoV-2

A ocorréncia de importantes retrovirus felinos, FIV e FeLV, foi avaliada nas
populacbes de gatos domiciliados com tutores positivos para COVID-19, gatos comunitarios
do Parque Municipal de Belo Horizonte e gatos atendidos no Hospital Veterinario da UFMG,
em Belo Horizonte, MG. Verificou-se que para todas as populagdes felinas avaliadas, FeLV foi
0 retrovirus mais comumente encontrado. Além disso, nenhum gato comunitario apresentou

resultado positivo na PCR para FIV (Quadro 8).

Quadro 8 - Ocorréncia de FIV e FeLV em diferentes populages felinas do municipio de Belo
Horizonte, MG.

Grupo Ocorréncia
BHG GP HVG geral nas
Retrovirus populagdes
FIV 8,3% (3/36) 0% (0/59) 0,83% (1/120) 1,86% (4/215)
FeLV 13,9% (5/36) 15,3% (9/59) | 8,33% (10/120) | 11,16% (24/215)
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Ao analisar os resultados para FIV e FeLV (PCRs e Teste rapido), bem como para
SARS-CoV-2 (ELISAS) das populagdes felinas (n=215), ndo se observou associagao entre 0s
retrovirus felinos (FIV p = 0,11 e FeLV p = 0,36), e para qualquer retrovirus (FIV e/ou FeLV

p =0,99) e 0 novo coronavirus por meio de regressdo logistica univariada.

Ademais, somente 2,32% (5/215) dos felinos avaliados apresentaram coinfeccao entre
retroviroses e SARS-CoV-2. Sendo, dois gatos de tutores positivos para COVID19 coinfectados
com FIV e SARS-CoV-2; dois gatos do parque municipal coinfectados com FeLV e SARS-
CoV-2 e um gato atendido no Hospital Veterinario coinfectado com FeLV e SARS-CoV-2.

5.7  Relacéo entre sexo, idade dos animais e SARS-CoV-2

Né&o foi encontrada associacdo entre sexo e idade dos animais com positividade para
SARS-CoV-2, tanto na avaliacdo feita em conjunto (cdo e gato), quanto em separado por

espécie, como demonstrado nos quadros 9 a 13.

Quadro 9 - Ocorréncia de SARS-CoV-2 por faixa etéria de cées (BHC) e gatos (BHG).

Resultado menos de 1 ano 1a3anos 3 a6 anos mais de 6 anos
ELISA SARS-
CoV-2
Negativo 4 24 16 31
Positivo 1 5 0 2

OF =4,7327; p=0,192)

Quadro 10 - Ocorréncia de SARS-CoV-2 por faixa etaria gatos (BHG).

Resultado menos de 1 ano 1a3anos 3 a6 anos mais de 6 anos
ELISA SARS-
CoV-2
Negativo
3 11 7 9
Positivo
1 3 0 1

(o = 2,2750; p = 0,517)
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Quadro 11 - Ocorréncia de SARS-CoV-2 por faixa etaria em cédes (BHC).

Resultado menos de 1 ano 1a3anos 3 a6 anos mais de 6 anos
ELISA SARS-
CoV-2
Negativo 1 13 9 22
Positivo 0 2 0 1

(2 = 2,0931; p = 0,553)

Quadro 12 - Ocorréncia de SARS-CoV-2 por género em gatos (BHG).

Resultado ELISA SARS-CoV-2 Fémea Macho
Negativo 14 16
Positivo 4 2

(x* =0,80; p=0,371)

Quadro 13 - Ocorréncia de SARS-CoV-2 por género em cées (BHC).

Resultado ELISA SARS-CoV-2 Fémea Macho
Negativo 23 22
Positivo 3 0

(*=2,70;p=0,1)
5.8  Manifestacéo clinica nos animais soropositivos

Nenhum animal (cdes e gatos) soropositivo no ELISA apresentou sinal clinico
sugestivo de COVID19, tal como febre, alteracdo respiratoria ou gastrointestinal durante

anamnese e exame fisico feito nas coletas.
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6. DISCUSSAO.

Durante a pandemia ndo houve no Brasil um programa oficial de vigilancia de COVID-
19 para as espécies animais do pais. Nesse sentido, centros de investigacdo e universidades
tiveram papel importante no desenvolvimento de projetos de estudo sobre a suscetibilidade de

animais domésticos e silvestres ao SARS-CoV-2.

O presente estudo permitiu investigar a exposicdo de pets no municipio de Belo
Horizonte de fevereiro de 2021 a agosto de 2022, momento em que a cidade atingiu 0 marco de
mais de 360 mil casos humanos confirmados de COVID-19 (SES-MG, 2023). No total, 308
gatos e 260 cdes foram avaliados nesse periodo quanto a presenca de anticorpos IgG anti-RBD
e anti-N de SARS-CoV-2 por meio de ELISA indireto. As amostras foram agrupadas em grupos
distintos de acordo com a origem dos animais (animais pré-pandemia; animais domiciliados
com pessoas positivas para COVID-19; animais errantes; animais atendidos no Hospital
Veterinario da UFMG e oriundos da populagdo em geral), permitindo maior alcance dentro da

populacdo pet do municipio.

As informac6es apresentadas sugerem que cées e gatos domiciliados, bem como gatos
de rua foram expostos ao SARS-CoV-2 em Belo Horizonte durante a pandemia de COVID-19,
corroborando com outros estudos que também avaliaram a exposicdo de pets domiciliados
(Brown, 2020; Bryner, 2020; Newman et al. 2020; Segéles et al., 2020; Sit et al., 2020) e gatos
errantes (Dias et al., 2021; Villanueva-Saz et al., 2022; Zhang, Q. et al., 2020) ao SARS-CoV-
2.

A frequéncia de exposicdo dos pets ao SARS-CoV-2 ao longo da pandemia de
COVID-19 foi distinta entre os estudos, sobretudo devido a algumas diferencas como técnica
utilizada, regido geogréafica de estudo, tamanho amostral ou momento da pandemia no qual
ocorreu a coleta de amostras. No presente estudo feito em Belo Horizonte, a ocorréncia geral
de anticorpos IgG contra SARS-CoV-2, foi de 16,88% (52/308) em gatos e 5% (13/260) em
caes, similar a frequéncia encontrada em estudos realizados em outros paises que também
utilizaram a técnica ELISA, tal como Polbnia (gato: 18,9% - 46/243; cdo: 16% - 62/388)
(Kaczorek-Lukowska, 2022), Estados Unidos da América (gato: 18% - 37/204; cdo: 11,6% -
23/198) (Murphy et al., 2022) e Portugal (gato: 21,74% - 15/69; céo 4,73% - 7/148) (Barroso
etal., 2022).
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Em contraste, observou-se uma menor exposi¢ao de cédes e gatos ao agente causador
da COVID-19 em estudos com maior tamanho amostral feitos na China (gato: 0,015% -
2/13397; céo: 0,014% - 1/7159) (Wang et al., 2022), na Tailandia (gato: 0,36% - 4/1112; céo:
1,66% - 35/2103) (Udom et al., 2022) e no Japdo (gato: 0,20% - 4/1969) (Imanishi et al., 2022).

Apesar dos estudos supracitados utilizarem a mesma técnica soroldgica, o tamanho
amostral e as proteinas-alvo do patdgeno utilizados foram distintos. Alem disso, alguns dos
estudos analisaram de forma individual a performance dos ELISAs baseados em somente um

antigeno do SARS-CoV-2, tais como o antigeno N ou S-RBD.

Usualmente, a deteccdo de anticorpos contra SARS-CoV-2 em cées e gatos, por meio
da técnica ELISA, basea-se em diferentes tipos de antigenos virais, tais como S, N ou S-RBD
(Dileepan et al., 2021; Goletic et al., 2022; Zhao, S., et al., 2021). Sendo, portanto, a falta de
consenso entre qual o melhor antigeno para estudos soroldgicos nessas espécies, uma possivel

explicagdo para as diferengas encontradas entre os resultados em diferentes paises.

Em geral, estudos em humanos demonstram que os ELISAs que utilizam o antigeno
S-RBD apresentam maior especificidade em comparacdo aos que utilizam a proteina N (Chia
et al., 2020; Klumpp-Thomas et al., 2020). Sugere-se que isso ocorra porque 0 S-RBD é pouco
conservado entre os diferentes coronavirus, enquanto a proteina N é similar entre o0s virus
pertencentes a familia Coronaviridae (Chia et al., 2020; Premkumar et al., 2020). Logo, em
estudos no qual busca-se maior especificidade em detrimento da sensibilidade pode-se utilizar
0 ELISA-RBD ao invés de ELISA-N, e vice-versa. Em nosso estudo optamos por desenvolver

ambos de forma separada, buscando avaliar o desempenho de cada ELISA.

Diferentemente, Dileepan e colaboradores encontraram maior detecgdo de amostras
soropositivas utilizando o ELISA-N comparado ao ELISA-RBD (Dileepan et al., 2021),
enquanto em nossas investigagoes, observamos uma maior detecgdo de animais soropositivos
no ELISA-RBD quando comparado ao ELISA-N. Essa diferenga encontrada pode estar
relacionada a localizagdo das proteinas N e S-RBD no virus. A posi¢do mais externa do antigeno
S-RBD em relacdo a proteina N pode resultar em uma resposta de anticorpos direcionada contra

ele mais rapida e robusta.

Cita-se como outra possivel explicagdo para as diferencas encontradas as

caracteristicas inerentes do antigeno utilizado. Por exemplo, ja foi demonstrado que ELISAS
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baseados em antigenos N associados ao RNA apresentam menor sensibilidade na deteccdo de
animais soropositivos que aqueles que fazem o uso do antigeno N em sua forma livre de RNA
(Di et al., 2021). Apesar dessas diferencas, ambas formas dos antigenos recombinantes podem

ser utilizados para a deteccdo de anticorpos contra SARS-CoV-2 em cées e gatos.

De maneira similar, em nosso estudo também observamos diferencas substanciais
entre os resultados das técnicas PPB e ELISA que utilizaram o antigeno N para detectar
anticorpos contra SARS-CoV-2 no soro de 36 gatos que viviam com tutores positivos para
COVID-19. Ao utilizar a PPB-N detectamos uma ocorréncia de anticorpos IgG anti-N (52,8%,
19/36) consideravelmente maior que a detectada pelo ELISA-N (11,1%, 4/36). Apesar da
discordancia esperada entre resultados de técnicas diferentes, foi inesperado uma discordancia
substancial, j& que ambas as técnicas foram desenvolvidas para detectar anticorpos contra a
proteina N do SARS-CoV-2.

Uma possivel explicacdo para a discordancia dos resultados encontrados nas duas
técnicas é a utilizacdo de antigenos N recombinantes diferentes, como demonstrado nos anexos
7 e 8. Ambos antigenos possuem origem distinta e foram utilizados previamente no
desenvolvimento e validacdo de ELISAs para o diagnéstico de COVID-19 em humanos no
Brasil e nos Estados Unidos da América (Bagno et al., 2022; Phan et al., 2021). Portanto, a
PPB-N utilizou um antigeno N, de origem brasileira, em sua forma completa com cerca de 48
kDa, enquanto o ELISA utilizou a porg¢ao terminal da proteina N (N-terminal, regido de dominio

de ligacdo de RNA) com tamanho de 16,62 kDa e de origem americana.

Durante o processo de validagdo do ELISA para teste de amostras humanas nos
Estados Unidos, Phan e colaboradores, em 2021, avaliaram um painel de proteinas
recombinantes, incluindo as proteinas N em sua forma completa, N-terminal e S-RBD. Nesse
estudo, os pesquisadores observaram que o ELISA baseado na proteina S-RBD obteve melhor
sensibilidade (92%; n= 72/78) seguido pelo ELISA que utilizou a proteina N-terminal (87%;
n=68/78) (Phan et al., 2021). Em contraste, o ELISA que utilizou a proteina N completa
resultou em respostas pouco especificas. Sendo, por esse motivo, os antigenos S-RBD e N-
terminal sugeridos como melhores candidatos para o diagndstico soroldgico especifico para
SARS-CoV-2.



57

Semelhantemente, a PPB-N desenvolvida por nés utilizando a proteina N completa
apresentou respostas pouco especificas em comparacdo aos resultados obtidos pelo nosso
ELISA baseado na proteina N-terminal. J& que aproximadamente 52,8% (19/36) dos gatos
avaliados positivaram para a presenca de anticorpos IgG contra a proteina N de SARS-CoV-2
na PPB-N, enquanto 11,1% (4/36) soropositiviram no ELISA-N.

Apesar das diferengas encontradas nos resultados das duas técnicas, observamos que
a PPB apresenta algumas vantagens em potencial em relacdo ao ELISA, tais como: a rapidez,
por ser uma técnica semi-automatizada; o baixo custo, devido a utilizacdo de menor volume de
reagentes e amostras; e sua versatilidade, por ser uma técnica que pode ser utilizada fora de um

ambiente de laboratorio.

Entretanto, alguns pontos da técnica podem ser aprimorados, tal como sua
especificidade. Possivelmente a ocorréncia de ligacGes inespecificas com outras proteinas
presentes no soro dos animais, como a albumina, estaria reduzindo a especificidade da técnica.

A fim de abordar essa limitacdo da técnica algumas mudancas sdo necessarias.

Uma possivel abordagem para melhorar a especificidade da PPB é a adicdo de uma
etapa pré-analitica para remover potenciais ligantes inespecificos antes da leitura da amostra.
De maneira similar a etapa de incubacdo das amostras no ELISA, sugere-se testar diferentes
concentragdes de um agente de bloqueio, por exemplo a soro albumina bovina (BSA),
juntamente com as amostras para reduzir possiveis ligacdes inespecificas com outras proteinas

presentes no soro antes de proceder a leitura das amostras no EPEL.

A funcionalizagdo dos nanobastbes com os antigenos N-Nterm e S-RBD
recombinantes utilizados nos ELISAs aqui desenvolvidos poderia auxiliar com mais

informacdes na escolha do melhor antigeno para ser utilizado na técnica.

A reacdo cruzada de SARS-CoV-2 com outras coronaviroses de cées e gatos foi pouco
investigada até o momento, mas é possivel que a ocorréncia dessas rea¢fes seja pouco provavel,
ja que o0s respectivos virus pertencem a géneros diferentes (Alphacoronavirus e
Betacoronavirus). Nesse sentido, alguns estudos ja demonstraram auséncia ou pouca reacdo
cruzada de SARS-CoV-2 com outros Coronavirus presentes nesses animais (Laidoudi et al.,
2021; Zhang, Q. et al., 2020). Contudo, n&o foi possivel descartar em nosso estudo a ocorréncia

de reacdes cruzadas nos ELISAs ou na PPB. Logo, uma etapa futura para avaliar a reatividade
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cruzada de SARS-CoV-2 com amostras positivas para outras coronaviroses comuns em caes e
gatos é necessaria para abordar melhor a especificidade das técnicas.

Ao avaliar as diferencas de exposi¢do entre as espécies quanto a sua origem e estilo de
vida, o qual poderiam impactar na menor ou maior exposic¢ao do animal ao patdgeno, observou-
se que ndo houve significancia estatistica na diferenca de ocorréncia de SARS-CoV-2 entre
nenhum dos grupos analisados: animais que viviam em contato proximo com paciente humano
diagnosticado para COVID-19; animais de rua; animais domiciliados pertencencentes a
populacdo em geral, independente do status para COVID-19 dos tutores (animais atendidos no

Hospital Veterinario).

Em nosso estudo, ndo foi encontrada associacao entre cdes/gatos que habitam com ao
menos um tutor diagnosticado para COVID-19 e maior risco de exposi¢do ao SARS-CoV-2,
corroborando com estudo realizado na Franca com tamanho amostral semelhante ao nosso
(Bessiére et al., 2022). Em contraste, estudo realizado por Patterson et al. (2020), com tamanho
amostral maior que 0 nosso, encontrou significancia estatistica nessa associacao. Desse modo,
essa possivel associacdo ndo pode ser completamente descartada e Sdo necessarios outros
estudos com maior tamanho amostral para apoiar ou descartar uma diferenca estatisticamente

significativa.

Assim como os estudos realizados por Barroso e colaboradores em Portugal, (Barroso
etal., 2022), nosso estudo também n&o encontrou correlagéo entre soropositividade para SARS-
CoV-2esexo (x2=0,80; p=0,371 paragatos e y 2=2,70; p = 0,1 para cdes) ou idade (y 2 =
4,7327; p = 0,192) entre os animais de ambas as espécies estudadas. Diferentemente, Spada e
colaboradores, utilizando ELISA-N, encontraram associagcdo entre soropositividade para
SARS-CoV-2 em gatos de 1 a 6 anos e status soropositivo para FeLV em uma populacgéo de
215 gatos (Spada et al., 2022).

Ao longo da pandemia de COVID-19, surgiu a preocupagdo com a possibilidade de
agravamento das condicGes de saude preexistentes em cées e gatos infectados pelo SARS-CoV-
2. Segalés et al. 2020, por exemplo, relatou a infec¢do subclinica por SARS-CoV-2 em um
felino doméstico que sofria de cardiomiopatia hipertrofica, trombose e grave edema pulmonar,

comorbidades que conduziram o animal & eutanasia. Assim como nesse caso, a hipétese de
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piora clinica ocasionada pela COVID-19 em cées e gatos com doencas preexistentes ainda nao

foi confirmada.

A fim de abordar essa questdo, nos avaliamos a associacdo entre a soropositividade
para o0 agente causador da COVID-19 e importantes retroviroses felinas. Infec¢bes por FIV e
FeLV podem ocasionar quadro de imunossupressdo nos felinos, tornando-os suscetiveis a
infecgBes secundérias, tal como a COVID-19. Desse modo, foram avaliados no total 215 felinos
(36 BHG; 59 GP; 120 HVG) para a presenca dessas retroviroses, por meio das técnicas PCR,
nested PCR e teste rapido Combo Vet Fast FIV Ac/FelV Ag da Bioclin®.

A prevaléncia encontrada para FeLV foi superior (13,9% - 5/36 para BHG; 15,3% -
9/59 para GP; 8,33% - 10/120 para HVG) a encontrada para FIV (8,3% - 3/36 para BHG; 0% -
0/59 para GP; 0,83% - 1/120 para HVG) em todas as populacGes estudadas. De forma similar,
outro estudo realizado na regidao metropolitana de Belo Horizonte também encontrou maior
ocorréncia de felinos positivos para FeLV do que para FIV (Alves et al., 2011), com
positividade de 6,41% (5/78) para FIV por meio de PCR para 0 gene gag e de 17,95% (14/78)
para FeLV por meio de teste rapido (SNAP Combo Plus FIV e FeLV, IDEXX®).

Em nosso estudo observamos maior ocorréncia de FIV em gatos domiciliados (BHG
e HVG) em comparacéo aos gatos de rua (GP). De maneira similar, estudos prévios realizados
em Belo Horizonte e em Sao Paulo também encontraram maior ocorréncia de FIV em gatos

domiciliados do que em gatos de rua ou de abrigo (Caxito et al., 2006; Lara et al., 2008).

As diferencas de alvo de identificacdo das técnicas PCR e Teste imunocromatografico,
bem como suas diferencas de sensibilidade/especificidade diagndstica e a ndo utilizacdo de
ambas as técnicas para definir o status para os retrovirus felinos nas trés populacoes de estudo
(BHG, GP e HVG), podem ter gerado a subestimacao dos resultados para os retrovirus felinos
apresentados no presente estudo. A associacdo das técnicas mencionadas poderia contribuir
com mais informacg0es para definir o status para FIV e FeLV nos felinos. Todavia, ndo foi
possivel a realizacdo de tal associacdo de técnicas devido a limitacdo de amostras de
sangue/soro de alguns animais e disponibilidade de reagentes.

A soropositividade para SARS-CoV-2 e status positivo, via diagndstico molecular ou
soroldgico, para retrovirus felinos (FIV ou FeLV) foram detectados concomitantemente em
somente 5 dos 215 gatos avaliados: dois gatos BHG positivos para SARS-CoV-2 e FIV; dois
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gatos GP positivos para SARS-CoV-2 e FeLV; um gato HVG positivo para SARS-CoV-2 e
FeLV. Assim como Villanueva-Saz et al. (2021), nés também ndo encontramos associacao

entre gatos soropositivos para o agente causador da COVID-19 e retrovirus felinos.

Gatos de rua sdo fontes potenciais de patdgenos para humanos e outros animais,
podendo ainda atuarem como animais sentinelas para a presenca de infecgdes, tal como a
COVID-19. A presenga de SARS-CoV-2 em gatos de rua ja foi relatada em diferentes paises.
Na Espanha, por exemplo, observou-se que 3,51% (4/114) dos gatos errantes apresentavam
anticorpos contra a proteina S-RBD de SARS-CoV-2 no periodo de janeiro a outubro de 2020
(Villanueva-Saz et al., 2021). J& na China, um estudo demonstrou soropositividade em 14,7%
dos gatos de rua avaliados de janeiro a margo de 2020 (Zhang et al., 2020).

Em contrapartida, nosso estudo em Belo Horizonte demonstrou que 23,73% (14/59)
dos gatos de rua foram soropositivos para a presenca de anticorpos contra 0 SARS-CoV-2.
Essas diferencas encontradas entre os estudos supracitados podem ter como possivel causa as
diferengas no tamanho amostral, bem como a época de coleta das mesmas, refletindo em
momentos diferentes da intensidade da circulacdo do virus nos paises. Além disso, também
observou-se diferencas nas técnicas utilizadas e interpretacdo dos resultados, ja que no nosso
estudo considerou-se animais soropositivos para as proteinas N e/ou S-RBD, e ndo somente
para a proteina S-RBD como nos outros estudos (Villanueva-Saz et al. 2021; Zhang et al.,
2020).

Desse modo, ao considerar em nosso estudo somente a proteina S-RBD na detec¢édo
de exposicgéo dos felinos de rua observou-se que cerca de 17% (10/59) apresentaram anticorpos
anti-RBD, enquanto 12% (7/59) apresentaram anticorpos contra a proteina N de SARS-CoV-2
(Quadro 6). Logo, € possivel que os estudos que utilizaram somente um antigeno alvo do virus

subestimaram a exposi¢do dos animais ao SARS-CoV-2.

Baseado na deteccdo de anticorpos neutralizantes, um estudo anterior feito em 2020
no Rio de Janeiro sugeriu a exposicdo de cédes e gatos de rua ao SARS-CoV-2 durante a
pandemia de COVID-19. Neste estudo, dos 96 animais avaliados, somente 14 eram cées e gatos
de rua e somente 1 cdo e 1 gato apresentaram anticorpos neutralizantes contra o agente causador
da COVID-19 (Dias et al. 2021). Em nosso estudo foi possivel avaliar e demonstrar a exposi¢do

ao SARS-CoV-2 em um numero maior de gatos errantes (14/59) no municipio de Belo
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Horizonte. Concordando, portanto, com a sugestdo prévia de exposi¢do de animais de rua ao

virus durante a pandemia no Brasil.

Embora a rota de infeccdo de gatos de rua ndo seja completamente compreendida,
especula-se que esses animais adquirem a infecgdo por meio de contato com humanos positivos
para COVID-19, bem como interagdo com outros gatos ou ambiente contaminado (Dias et al.
2021; Zhang et al., 2020).

Apesar de ndo termos observado uma significancia estatistica na ocorréncia de SARS-
CoV-2 entre as diferentes populac@es felinas avaliadas no estudo, observamos nos nimeros
absolutos que houve uma tendéncia de maior exposi¢do dos gatos do parque municipal (GP:
23,73% - 14/59) ao virus do que as outras populagdes felinas que eram domiciliadas (BHG:
16,67% - 6/36 e HVG: 15,02% - 32/213).

Os felinos que vivem livremente no parque municipal de Belo Horizonte sédo animais
comunitarios, que rotineiramente compartilham superficies/objetos e interagem com outros
felinos e diferentes pessoas no mesmo ambiente. Em periodo pandémico, isso pode ter resultado
na maior exposicao desses ao SARS-CoV-2 do que aqueles gatos domiciliados que convivem
com um numero menor de pessoas e outros animais. Desse modo, sao necessarios mais estudos

com maior tamanho amostral para verificar se essa tendéncia se mantém.

Em geral, a espécie felina apresentou maior soroprevaléncia (16,88% - 52/308), bem
como maior chance de positivar para SARS-CoV-2 (odds ratio 3,85; IC 95%: 2,05 a 7,26)
guando comparada aos caninos (5% - 13/260). Do mesmo modo, em estudo realizado na Franca,
Bessiere e colaboradores encontraram maior chance dos gatos soropositivarem em comparagdo
aos cdes (odds ratio 1,51; IC 95%:0,61-3,84) (Bessiére et al., 2022). Nossos achados
corroboram com estudos anteriores que indicam maior suscetibilidade dos gatos em

comparacéo aos cées (Dileepan et al., 2021; Halfmann et al. 2020; Shi et al., 2020).

O presente estudo apresentou algumas limitagdes como o tamanho amostral, ndo
avaliacdo da ocorréncia de reacdo cruzada entre SARS-CoV-2 e outros Coronavirus comuns
em cées e gatos, auséncia de teste referéncia para classificar controle positivo e negativo, bem

como melhor avaliacdo da performance diagndstica dos testes desenvolvidos.
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Poucos estudos avaliaram a infeccéo e a exposigéo dos cées e gatos de rua ou aqueles
domiciliados em residéncia com casos humanos para COVID-19 no Brasil. De acordo com
dados oficiais da Pesquisa Nacional de Saude realizada em 2019, cerca de 46,1% dos domicilios
brasileiros possuem cdes e 19,3% gatos (IBGE, 2019). Nesse sentido, urge a preocupacao que
a infeccdo natural desses animais possa ter implicagfes potenciais em eventos de transmisséo
zoondtica durante a pandemia de COVID-19, bem como em futuros surtos associados aos

coronavirus.

A possibilidade desses eventos zoonoticos poderia gerar medo na populacgéo e resultar
em consequéncias negativas ao bem-estar dos animais, tais como abandono e sacrificio dos
mesmos. Logo, estudos como 0 nosso que auxiliam com informagGes sobre o impacto na satde
e papel dos animais na pandemia de COVID-19 é uma forma de se evitar a desinformacao e
orientar a populacdo brasileira a evitar abandono e/ou sacrificio de seus animais de companhia

em momentos de crise sanitaria.

Apesar das limitacGes, o presente estudo foi importante ndo somente para demonstrar
a exposicdo de cdes e gatos ao SARS-CoV-2 no Brasil, mas também para auxiliar com
informacdes a comunidade cientifica e a populacdo em geral sobre o impacto na saide humana
e animal, dindmica de transmisséo e definicao de reservatorios potenciais. Além disso, 0 mesmo
também resultou no desenvolvimento de testes diagndsticos baseados em metodologias
contemporaneas, como € o caso da PPB que utiliza plataforma nanotecnoldgica, e especificas
para as espécies felinas e caninas, contribuindo para o estudo do impacto da COVID-19 nessas

espécies no Brasil.
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CONCLUSOES

Os ELISAs desenvolvidos baseados nas proteinas recombinantes N-Nterm e S-RBD,
especificios para cdes e gatos, sdo ferramentas que podem ser utilizadas no
monitoramento epidemiolégico do SARS-CoV-2 nestas espécies.

Cées e gatos domiciliados e/ou errantes foram expostos de forma natural ao SARS-CoV-
2 durante a pandemia de COVID-19 no Brasil.

Gatos sdo mais suscetiveis a infeccdo natural por SARS-CoV-2 que cées.

O monitoramento de anticorpos contra SARS-CoV-2 em animais de companhia é Util
para entender a extensdo da circulacdo do virus nos mesmaos.

A abordagem com visdo de salde Unica é importante para controlar a pandemia de
COVID-19, bem como mitigar futuros eventos zoonoticos associados a emergéncia de

Novos coronavirus ou novas variantes a partir dos animais.

PERSPECTIVAS.

Analisar amostras para outras doencas e para outros coronavirus nos ELISAs e na PPB.
Confirmar a positividade das amostras em teste soroldgico de referéncia, tal como o
teste de neutralizacdo viral em placas.

Avaliar a performance do ELISA com os dois antigenos na mesma placa.

Analisar na PPB-N as amostras de cdes com resultado no ELISA-N para SARS-CoV-2.
Avaliar performance da PPB funcionalizada com os antigenos recombinantes N-NTerm
e S-RBD de SARS-CoV-2.

Adicéo de etapa pré-analitica com agente de bloqueio para reduzir ligagdes inespecificas

e melhorar a especificidade da PPB.



64
REFERENCIAS.

ALHAJJ, M., FARHANA, A. Enzyme Linked Immunosorbent Assay. [Updated 2022 Feb 2].
In: StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing. 2022. Disponivel em:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK555922/

ALMEIDA J.D., TYRRELL, D.A.J. The morphology of three previously uncharacterized
human respiratory viruses that grow in organ culture. J Gen Virol. v. 1, n.2, p.175-178. 1967.

ALMEIDA, J. D., BERRY, D. M., CUNNINGHAM, C. H., D. HAMRE, D., HOFSTAD, M.
S., MALLUCCI, L., MCINTOSH,K., TYRRELL,D. A. J. Virology: Coronaviruses. Nature. v.
220, p. 650. 1968.

ALVES, F., RAJAO, D.S., DEL PUERTO, H.L., BRAZ, G.F., LEITE, R.C., MAZUR, C.,
MARTINS, A.S., DOS REIS, J.K.P. Occurrence of Feline Immunodeficiency Virus and Feline
Leukemia Virus Infection in Cats. American J. Animal & Vet. Sci. v.6, n.3, p. 125-129. 2011.

ANDERSEN, K.G., RAMBAUT, A., LIPKIN, W.I. et al. The proximal origin of SARS-CoV-
2. Nat Med. v. 26, p. 450-452. 2020. https://doi.org/10.1038/s41591-020-0820-9

AYDIN S. A short history, principles, and types of ELISA, and our laboratory experience with
peptide/protein  analyses using ELISA. Peptides. v.72, p. 4-15. 2015. doi:
10.1016/j.peptides.2015.04.012.

BARROSO-AREVALO, S., BARNETO, A.,, RAMOS, A. M., RIVERA, B., SANCHEZ, R.,
SANCHEZ-MORALES, L., PEREZ-SANCHO, M., BUENDIA, A., FERRERAS, E., ORTIZ-
MENENDEZ, J. C., MORENO, I., SERRES, C., VELA, C., RISALDE, M. A.,, DOMINGUEZ,
L., & SANCHEZ-VIZCAINO, J. M. Large-scale study on virological and serological
prevalence of SARS-CoV-2 in cats and dogs in Spain. Transboundary and emerging
diseases. v.69, n.4, e759-e774. 2022. https://doi.org/10.1111/tbed.14366

BESSIERE, P., VERGNE, T., BATTINI, M., BRUN, J., AVERSO, J., JOLY, E., GUERIN, J.-
L., CADIERGUES, M.-C. SARS-CoV-2 Infection in Companion Animals: Prospective
Serological Survey and Risk Factor Analysis in France.Viruses. v.14. 2022.

BLAUROCK, C., BREITHAUPT, A., WEBER, S. et al. Compellingly high SARS-CoV-2
susceptibility of Golden Syrian hamsters suggests multiple zoonotic infections of pet hamsters
during the COVID-19 pandemic. Sci Rep 12, 15069 (2022). https://doi.org/10.1038/s41598-
022-19222-

BOSCO-LAUTH AM, HARTWIG AE, PORTER SM, et al. Experimental infection of
domestic dogs and cats with SARS-CoV-2: pathogenesis, transmission, and response to
reexposure in cats. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America. v.117, p.26382-26388. 2020.

BOILEAU MJ, KAPIL S. Bovine coronavirus associated syndromes.Vet Clin North Am Food
Anim Pract. 26:123-46, 2010 doi: 10.1016/j.cvfa.2009.10.003

BRASIL, 2015. Resolucdo - RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015. Disponivel em:
https://www.in.gov.br/materia/-/asset_publisher/Kujrw0TZC2Mb/content/id/32421597/do1-
2015-08-27-resolucao-rdc-n-36-de-26-de-agosto-de-2015-32421440 Acesso em: 21 Out 2021


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK555922/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK555922/
https://doi.org/10.1038/s41591-020-0820-9
https://doi.org/10.1038/s41598-022-19222-
https://doi.org/10.1038/s41598-022-19222-

65

BROWN, L. First known cat infected with coronavirus reported in Belgium. 2020. Disponivel
em: <https://nypost.com/2020/03/27/first-known-cat-infected-with-coronavirus-reported-in-
belgium/>

BRYNER, J. Cat infected with COID-19 from owner in Beligum. 2020. Available at
https://www.livescience.com/cat-infected-covid-19-from-owner.html

CALVET, G.A.; PEREIRA, S.A.; OGRZEWALSKA, M.; PAUVOLID-CORREA, A;
RESENDE, P.C.; DE TASSINARI,W.S.; DE PINA COSTA, A.; KEIDEL, L.O.;DA ROCHA,
A.S.B.; DA SILVA, M.F.B,; et al. Investigation of SARS-CoV-2 infection in dogs and cats of
humans diagnosed with COVID-19 in Rio de Janeiro, Brazil. PLoS ONE. v.16. 2021.

CAQ, J.; SUN, T.; GRATTAN, K. T. V. Gold nanorod- based localized surface Plasmon
resonance biosensors: A review. Sensors and Actuators B: Chemical. v. 195, p. 332 — 351.
2014.

CAXITO, F.A., COELHO, F.M., OLIVEIRA, M.E., RESENDE, M. Feline immunodeficiency
virus subtype B in domestic cats in Minas Gerais, Brazil. Vet. Res. Commun. v.30, p.953-956.
2006. DOI: 10.1007/s11259-006-3363-8

CDC, 2021. Centers for Disease Control and Prevention. COVID-19-Animal Testing Guidance
Updated Oct. 12, 2021. Disponivel em: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-
ncov/animals/animal-testing.html Acesso em: 21 Out 2021

CEVIK M, KUPPALLI K, KINDRACHUK J, PEIRIS M. Virology, transmission, and
pathogenesis of SARS-CoV-2. BMJ. v.371, 2020a.

CEVIK, M., TATE, M., LLOYD, O., et al. SARS-CoV-2, SARS-CoV-1 and MERS-CoV viral
load dynamics, duration of viral shedding and infectiousness: a living systematic review and
meta-analysis. Lancet Microbe. v.20, p.30172-5, 2020b.

CHIA, W. N., TAN, C. W., FOO, R., KANG, A,, PENG, Y., SIVALINGAM, V., TIU, C.,
ONG, X. M., ZHU, F., YOUNG, B. E., CHEN, M. I, TAN, Y. J,, LYE, D. C., ANDERSON,
D. E., & WANG, L. F. Serological differentiation between COVID-19 and SARS infections.
Emerging Microbes & Infections, v.9, p.1497— 1505. 2020.

COUTARD, B., VALLE, C., DE LAMBALLERIE, X., CANARD, B., SEIDAH, N.G., AND
DECROLY, E. The spike glycoprotein of the new coronavirus 2019-nCoV contains a furin-like
cleavage site absent in CoV of the same clade. Antiviral Res. 176, 104742, 2020.

CUI, S, LIU, Y., ZHAO, J.,, PENG, X., LU, G., SHI, W., PAN, Y., ZHANG, D., YANG, P.,
& WANG, Q. An Updated Review on SARS-CoV-2 Infection in Animals. Viruses. v.14, n.7,
1527, 2022.

DAMAS, J. et al. Broad host range of SARS-CoV-2 predicted by comparative and structural
analysis of ACE2 in vertebrates. Proc. Natl Acad. Sci. USA. v.117, p.22311-22322 , 2020.

DECARO N, MARI V, VON REITZENSTEIN M, LUCENTE MS, CIRONE F, ELIA G, et al.
A pantropic canine coronavirus genetically related to the prototype isolate CB/05. Vet
Microbiol. v.159, p.239-44, 2012.


https://nypost.com/2020/03/27/first-known-cat-infected-with-coronavirus-reported-in-belgium/
https://nypost.com/2020/03/27/first-known-cat-infected-with-coronavirus-reported-in-belgium/
https://www.livescience.com/cat-infected-covid-19-from-owner.html

66

DECARO,N.,GRASSILA.,LORUSSO,E.,PATTERSON,E.I.,LORUSSO,A.,.DESARIO,C.,AN
DERSON,E.R.,VASINIOTI,V.,WASTIKA,C.E.,HUGHES,G.L.,VALLERIANI,F.,COLITTI,
B.,RICCI,D.,.BUONAVOGLIA,D.,ROSATI,S.,CAVALIERE,N. PALTRINIERI,S. LAUZI,S.
,ELIA,G., BUONAVOGLIA,C. Long-term persistence of neutralizing SARS-CoV-2
antibodies in pets. Transboundary and Emerging Diseases. v.69, n.5, p.3073-3076, 2021.
https://doi.org/10.1111/tbed.14308

DE WIT, J. J. (SJAAK) & COOK, COOK, J.K.A. Spotlight on avian coronaviruses. Avian
Pathology. v.49, n.4, p.313-316, 2020. DOI: 10.1080/03079457.2020.1761010

DIAS, H.G., RESCK, M.E.B.,, CALDAS, G.C., RESCK, A.F., DA SILVA, N.V., DOS
SANTOS, A.M.V.,, et al. Neutralizing antibodies for SARS-CoV-2 in stray animals from Rio
de Janeiro, Brazil. PLoS ONE v.16, n.3, 2021. https://doi.org/10.1371/journal. pone.0248578

DI, D., DILEEPAN, M., AHMED, S., LIANG, Y., & LY, H. (2021). Recombinant SARS-CoV-
2 Nucleocapsid Protein: Expression, Purification, and Its Biochemical Characterization and
Utility in Serological Assay Development to Assess Immunological Responses to SARS-CoV-
2 Infection. Pathogens, v.10, n.8, p.1039, 2021. https://doi.org/10.3390/pathogens10081039

DILEEPAN, M., DI, D., HUANG, Q., et al. Seroprevalence of SARS-CoV-2 (COVID-19)
exposure in pet cats and dogs in Minnesota, USA. Virulence. v.12,n.1, p.1597-1609, 2021.

DROSTEN, C. et al. Identification of a novel coronavirus in patients with severe acute
respiratory syndrome. N Engl J Med. v.348, n.20, p.1967-76, 2003. Disponivel em:
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/nejmoa030747

DU, L., HE, Y., ZHOU, Y., LIU, S., ZHENG, B. J. & JIANG, S. The spike protein of SARS-
CoV-a target for vaccine and therapeutic development. Nat. Rev. Microbiol. v.7, p.226-236,
2009.

EMBREGTS,C.,VERSTREPEN,B.,LANGERMANS J.,BOSZORMENY,K.P.,.SIKKEMA R
.S.,DEVRIES,R.D.,HOFFMANN,D.,WERNIKE,K.,SMIT,L.,ZHAO,S.,ROCKX,B.,KOOPM
ANS,M.,HAAGMANS,B.L.,KUIKEN,T.,&GEURTSVANKESSEL,C.H.Evaluation of a
multi-species SARS-CoV-2 surrogate virus neutralization test. One Health (Amsterdam,
Netherlands), v.13, n.100313, p.1-8,2021. https://doi.org/10.1016/j.0nehlt.2021.100313

ENGVALL, E., PERLMANN, P. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Quanti-tative
assay of immunoglobulin G. Immunochemistry. v.8, p.871-4, 1971.

ENGVALL, E. The ELISA enzyme-linked immunosorbent assay. Clin Chem. v.56, p.319 —20.
2010.

ERLES K, TOOMEY C, BROOKS HW, BROWNLIE J. Detection of a group 2 coronavirus in
dogs with canine infectious respiratory disease. Virology. v.310, n.2, p.216-23. 2003. doi:
10.1016/S0042-6822(03)00160-0

FELTEN S, HARTMANN K. Diagnosis of feline infectious peritonitis: a review of the current
literature. Viruses. v.11, p.1068, 2019. doi: 10.3390/v11111068

FERNANDEZ-BELLON, H.; RODON, J.; FERNANDEZ-BASTIT, L., ALMAGRO, V,
PADILLA-SOLE, P.; LORCA-ORO, C.; VALLE, R.; ROCA, N.; GRAZIOLI, S,;TROGU, T,


https://doi.org/10.1111/tbed.14308.Advance
https://doi.org/10.3390/pathogens10081039
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/nejmoa030747
https://doi.org/10.1016/j.onehlt.2021.100313

67

et al. Monitoring Natural SARS-CoV-2 Infection in Lions (Panthera leo) at the Barcelona Zoo:
Viral Dynamics and Host Responses. Viruses. v.13, p. 1683. 2021.

FLAVIA F. BAGNO, SARAH AR. SERGIO, MARIA MARTA FIGUEIREDO, LARA C.
GODOI, LUIS AF. ANDRADE, NATALIA C. SALAZAR, CAMILA P. SOARES,
ANDRESSA AGUIAR, FLAVIA JAQUELINE ALMEIDA, EDIMILSON D. DA SILVA,
ANTONIO G.P. FERREIRA, EDISON LUIZ DURIGON, RICARDO T. GAZZINELLI,
SANTUZA M.R. TEIXEIRA, ANA PAULA S.M. FERNANDES, FLAVIO G. DA FONSECA
J Clin Virol Plus. v.2, n.3, 100101. 2022. doi: 10.1016/j.jcvp.2022.100101

GARIGLIANY, M.; VAN LAERE, A.S.; CLERCX, C.; GIET, D.; ESCRIOU, N.; HUON, C;
VAN DER WEREF, S.; ELOIT, M.; DESMECHT, D. SARS-CoV-2 Natural Transmission from
Human to Cat, Belgium, March 2020. Emerg. Infect. Dis. v.26, p.3069-3071. 2020.

GAUDREAULT NN, TRUJILLO JD, CAROSSINO M, et al. SARS-CoV-2 infection, disease
and transmission in domestic cats. Emerg Microbes Infect. v.9,n.1, p.2322-2332. 2020.

GRALINSKI, L. E. & MENACHERY, V. D. Return of the coronavirus: 2019-nCoV. Viruses.
v.12, n.2, p.135. 2020.

GINER J, VILLANUEVA-SAZ S, TOBAJAS AP, PEREZ MD, GONZALEZ A, VERDE M,
et al. SARS-CoV-2 seroprevalence in household domestic ferrets (Mustela PutoriusFuro).
Animals (Basel). v.11, n.3, 667, p.1-11.2021. doi: 10.3390/ani11030667

GOLETIC, S.; GOLETIC, T.; SOFTIC, A.; ZAHIROVIC, A.; RUKAVINA, D;
KAVAZOVIC, A.; OMERAGIC, J.; UMIHANIC, S.; HUKIC, M. The Evidence of SARS-
CoV-2 Human-to-Pets Transmission in Household Settings in Bosnia and Herzegovina. Front.
Genet.,v.13, artigo 839205.17. 2022.

GORBALENYA, A. E. et al. The species Severe acute respiratory syndrome related
coronavirus: classifying 2019-nCoV and naming it SARS-CoV-2. Nature Microbiology. v. 5,
n. 4, p. 536-544, 2020. DOI: https://doi.org/10.1038/ s41564-020-0695-z. Disponivel em:
https://www.nature.com/articles/s41564-020- 0695-z. Acesso em: 14.10.22.

GORTAZAR C, BARROSO-AREVALO S, FERRERAS-COLINO E, ISLA J. DELA
FUENTE G, RIVERA B, et al. Natural SARS-CoV-2 infection in Kept Ferrets,Spain. Emerg
Infect Dis. v.27, p.1994-6. 2021. doi: 10.3201/eid2707.210096

GRALINSKI, L. E. & MENACHERY, V. D. Return of the coronavirus: 2019-nCoV. Viruses.
v.12, n.2, 135, p.1-8 . 2020.

GUY JS, BRESLIN JJ, BREUHAUS B, VIVRETTE S, SMITH LG. Characterization of a
coronavirus isolated froma diarrheic foal. J ClinMicrobiol. V.38, p.4523-6. 2000. doi:
10.1128/JCM.38.12.4523-4526.2000

HALFMANN, P.J., HATTA, M.CHIBA, S., et al. Transmission of SARS-CoV-2 in domestic
cats. N Engl J Med. v.383, n.6, p.592-594. 2020.doi: 10.1056/NEJMc2013400

HAMER, S.A., PAUVOLID-CORREA, A., ZECCA, |.B., et al. Natural SARS-CoV-2
infections, including virus isolation, among serially tested cats and dogs in households with



68

confirmed human COVID-19  cases in  Texas, USA. bioRxiv. 2020.
DOl:https://doi.org/10.1101/2020.12.08.416339.

HAMER, S.A., PAUVOLID-CORREA, A., ZECCA, 1.B. et al. SARS-CoV-2 infections and
viral isolations among serially tested cats and dogs in households with infected owners in
Texas,USA.Viruses.v.13, n.5:938. 2021.

HAMRE, D., PROCKNOW, J.J. A new virus isolated from the human respiratory tract. Proc
Soc Exp Biol Med. v.121, p.190-193. 1966.

HOHDATSU, T., MOTOKAWA, K., USAMI, M., AMIOKA, M., OKADA, S., KOYAMA,
H. Genetic subtyping and epidemiological study of feline immunodeficiency virus by nested
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism analysis of the gag gene.
J. Virol. Methods.v. 70, p.107-111. 1998.

HOSIE, M.J.; EPIFANO, |.; HERDER, V.; ORTON, R.J.; STEVENSON, A.; JOHNSON, N.;
MACDONALD, E.; DUNBAR, D.; MCDONALD, M.; HOWIE, F.; et al. Respiratory disease
in cats associated with human-to-cat transmission of SARS-CoV-2 in the UK. bioRxiv .2020.

HORNBECK, P., Enzyme-linked immunosorbent assays. Chapter 2: Unit 2.1. Curr Protoc
Immunol. 2001. http://dx.doi.org/10.1002/0471142735.im0201s01

HU, B., GUO, H., ZHOU, P. et al. Characteristics of SARS-CoV-2 and COVID-19. Nat Rev
Microbiol v.19, p.141-154. 2021. https://doi.org/10.1038/s41579-020-00459-7.

HUI, K.P.Y., CHEUNG, M.C., PERERA, R.A.P.M, et.al. Tropism, replication competence,
and innate immune responses of the coronavirus SARS-CoV-2 in human respiratory tract and
conjunctiva: an analysis in ex-vivo and in-vitro cultures. Lancet Respir Med v.8, p.687-95.
2020. doi: 10.1016/S2213-2600(20)30193-4 pmid: 32386571

IBGE,  20109. Pesquisa ~ Nacional de  Saude  2019. Disponivel ~ em:
https://sidra.ibge.gov.br/pesquisa/pns#Caracter%C3%ADsticas%20d0%20domic%C3%ADlIio
%20e%20servi%eC3%A70s%20domiciliares%20de%20sa%C3%BAde Acesso em: 21 Out
2021.

ICTV - Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of
Viruses.The species severe acute respiratory syndrome- related coronavirus: classifying 2019-
nCoV and naming it SARS- CoV-2. Nat. Microbiol. v.5, p.536-544. 2020.

ICTV - Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of Viruses.
Current ICTV Taxonomy Release. Taxon details. EC 53, Online, Julho 2021. Disponivel em:
https://ictv.global/taxonomy Acesso em: 14.10.22.

JEMERSIC,L.,LOJKIC,I. KRESIC,N., KEROS,T.,ZELENIKA,T.A.,JURINOVIC,L.,SKOK,
D., BATA, I, BORAS, J., HABRUN, B., & BRNIC, D. Investigating thepresence of SARS
CoV-2 in free-living and captive animals. Pathogens (Basel, Switzerland), v.10, n.6, 635.
2021. https://doi.org/10.3390/pathogens10060635

JUNQUEIRA, C.M. 2020. Da micologia classica a nanotecnologia: aumento da eficiéncia para
deteccdo de micoses sistémicas e aplicacdo de um novo teste rapido e de baixo custo para
diagnédstico de criptococose. Dissertacdo (mestrado em microbiologia). Departamento de


https://doi.org/10.1101/2020.12.08.416339
https://doi.org/10.1038/s41579-020-00459-7
https://ictv.global/taxonomy
https://doi.org/10.3390/pathogens10060635

69

Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte.

KLAUS, J.; PALIZZOTTO, C.; ZINI, E.; MELI, M.L.; LEO, C.; EGBERINK, H.; ZHAO, S.;
HOFMANN-LEHMANN, R. SARS-CoV-2 Infection and Antibody Response in a
Symptomatic Cat from Italy with Intestinal B-Cell Lymphoma. Viruses. v.13, n.3, 527, p.1-10.
2021. https://doi.org/10.3390/v13030527

KLUMPP-THOMAS, C., KALISH, H., DREW, M. et al. Standardization of ELISA protocols
for serosurveys of the SARS-CoV-2 pandemic using clinical and at-home blood sampling. Nat
Commun v.12, 113. 2021. https://doi.org/10.1038/s41467-020-20383-x

LAIDOUDI, Y., SEREME, Y., MEDKOUR, H., WATIER-GRILLOT, S., SCANDOLA, P.,
GINESTA, J., ANDREO, V., LABARDE, C., COMTET, L., POURQUIER, P., RAOULT, D.,
MARIE, J. L., & DAVOUST, B. SARS-CoV-2 antibodies seroprevalence in dogs from France
using ELISA and an automated western blotting assay. One health (Amsterdam,
Netherlands), v.13, 100293. 2021. https://doi.org/10.1016/j.0nehlt.2021.100293

LAMERS, MART M, AND BART L HAAGMANS. SARS-CoV-2 pathogenesis. Nature
reviews. Microbiology. v. 20, n.5, p. 270-284. 2022.

LARA, V.M., TANIWAKI, S.A., JUNIOR, J.P.A. Occurrence of feline immunodeficiency
virus infection in cats. Cienc. Rural. 2008.Doi: 10.1590/S0103-84782008000800024

LIUY, GAYLE AA, WILDER-SMITH A, ROCKLOQOV J. The reproductive number of COVID-
19 is higher compared to SARS coronavirus. J Travel Med. 2020.

LEAN, F. Z. X., NUNEZ, A, SPIRO, S., PRIESTNALL, S. L., VREMAN, S., BAILEY, D.,
JAMES, J., WRIGGLESWORTH, E., SUAREZ-BONNET, A., CONCEICAOQO, C., THAKUR,
N., BYRNE, A. M. P., ACKROYD, S., DELAHAY, R. J., VAN DER POEL, W. H. M,
BROWN, I. H., FOOKS, A. R., & BROOKES, S. M. Differential susceptibility of SARS-CoV-
2 in animals: Evidence of ACE2 host receptor distribution in companion animals, livestock and
wildlife by immunohistochemical characterisation. Transboundary and emerging
diseases, v.69, n.4, p.2275-2286. 2022. https://doi.org/10.1111/tbed.14232

LENZ, O. C.,, MARQUES, A. D., KELLY, B. J., RODINO, K. G., COLE, S. D., PERERA, R.
A. P. M., WEISS, S. R., BUSHMAN, F. D., & LENNON, E. M. SARS-CoV-2 Delta Variant
(AY.3) in the Feces of a Domestic Cat. Viruses. v.14, n.2, 421. 2022.
https://doi.org/10.3390/v14020421

LIUY, GAYLE AA, WILDER-SMITH A, ROCKLOV J. The reproductive number of COVID-
19 is higher compared to SARS coronavirus.J Travel Med. v.27, n.2, 2020.

LU, G., WANG, Q., GAO, G.F. Bat-to-human: spike features determining ‘host jump’ of
coronaviruses SARS-CoV, MERS-CoV, and beyond. Trends Microbiol. v.23, p. 468-478,
2015.

LUAN, J., LU, Y., JIN, X. & ZHANG, L. Spike protein recognition of mammalian ACE2
predicts the host range and an optimized ACE2 for SARS-CoV-2 infection. Biochem. Biophys.
Res. Commun. v.526, p.165-169. 2020.


https://doi.org/10.3390/v13030527
https://doi.org/10.1038/s41467-020-20383-x
https://doi.org/10.1111/tbed.14232

70

LIU, S. et al. Interaction between heptad repeat 1 and 2 regions in spike protein of SARS-
associated coronavirus: implications for virus fusogenic mechanism and identification of fusion
inhibitors. Lancet. v.363, p.938-947. 2004.

LI, F., LI, W., FARZAN, M. & HARRISON, S. C. Structure of SARS coronavirus spike
receptor-binding domain complexed with receptor. Science. v. 309, p.1864-1868, 2005.

LIU,R.,, HUAN, H., LIU, F., LV, Z.,, WU, K., LIU, Y., et al. Positive rate of RT-PCR detection
of SARS-CoV-2 infection in 4880 cases from one hospital in Wuhan, China, from Jan to Feb
2020. Clin Chim Acta. v. 505, p.172-175. 2020. doi: 10.1016/j.cca.2020.03.009

MASTERS, P.S., PERLMAN, S. Coronaviridae. In:  Knipe DM, Howley PM, eds. Fields
virology. 6th ed. Lippincott Williams & Wilkins, p.825-58. 2013.

MCALOOSE, D.; LAVERACK, M.; WANG, L.; KILLIAN, M.L.; CASERTA, L.C.; YUAN,
F.; MITCHELL, P.K.; QUEEN, K.; MAULDIN, M.R.; CRONK, B.D.; et al. From People to
Panthera: Natural SARS-CoV-2 Infection in Tigers and Lions at the Bronx Zoo. mBio v.11,
n.5. 2020.

MORA-DIAZ, J.C., PINEYRO, P.E., HOUSTON, E., ZIMMERMAN, J., GIMENEZ-
LIROLA, L.G. Porcine hemagglutinating encephalomyelitis virus: a review. Front Vet Sci.
v.6, n.53. 2019. doi: 10.3389/fvets.2019.00053

MEKONNEN, D., MENGIST, H. M., DERBIE, A., NIBRET, E., MUNSHEA, A., HE, H., et
al. Diagnostic Accuracy of Serological Tests and Kinetics of Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 Antibody: A Systematic Review and Meta-Analysis. Rev. Med.
Virol. v.31, n.3, 2020. doi:10.1002/rmv.2181

MONTEIL, V., KWON H., PRADO, P., ET AL.. Inhibition of SARS-CoV-2 infections in
engineered human tissues using clinical-grade soluble human ACE2. Cell. v.181, p.905-913.
2020. doi: 10.1016/j.cell.2020.04.004 pmid: 32333836

NAO, N. et al. Genetic Predisposition To Acquire a Polybasic Cleavage Site for Highly
Pathogenic Avian Influenza Virus Hemagglutinin. ASM Journals MBio. v. 8, n.1, e02298-16,
2017.

NEWMAN, A.; SMITH, D.; GHAI, R.R.;; WALLACE, R.M.; TORCHETTI, M.K;
LOIACONO, C.; MURRELL, L.S.; CARPENTER, A.; MOTOFF, S.; ROONEY,J.A,; et al.
First reported cases of SARS-CoV-2 infection in companion animals—New York, March-April
2020. Morbid. Mortal.WKkly. v.69, p.710-713. 2020.

OUDE MUNNINK BB, SIKKEMA RS, NIEUWENHUIJSE DF, MOLENAAR RJ,MUNGER
E, MOLENKAMP R, et al. Transmission of SARS-CoV-2 on mink farms between humans and
mink and back to humans. Science. v.371, p.172-7. 2021. doi: 10.1126/science.abe5901

PERERA,R.,KO,R.,TSANG,O.,HUI,D.,KWAN,M., BRACKMAN,C.J.,TO,E.,.YEN,H.L.,LEU
NG,K.,CHENG,S.,CHAN,K.H.,,CHAN,K,,LI,K.C.,SAIF,L.,.BARRS,V.R.,WU,J.T.,SIT,T.,PO
ON,L.,&PEIRIS,M.Evaluation of a SARS-CoV-2 surrogate virus neutralization test for
detection of antibody in human, canine, cat, and hamster sera. Journal of Clinical
Microbiology. v.59, n.2, €02504-20. 2021. https://doi.org/10.1128/JCM.02504-20



71

PREMKUMAR, L., SEGOVIA-CHUMBEZ, B., JADI, R., MARTINEZ, D. R., RAUT, R,
MARKMANN, A., CORNABY, C., BARTELT, L., WEISS, S., PARK, Y., EDWARDS, C.
E., WEIMER, E., SCHERER, E. M., ROUPHAEL, N., EDUPUGANTI, S., WEISKOPF, D.,
TSE, L. V., HOU, Y. J., MARGOLIS, D., SETTE, A., ... DE SILVA, A. M. The receptor
binding domain of the viral spike protein is an immunodominant and highly specific target of
antibodies in  SARS-CoV-2 patients. Science immunology, V.5, n.48, 2020.
https://doi.org/10.1126/sciimmunol.abc8413

PHAN, 1.Q., SUBRAMANIAN, S., KIM, D. et al. In silico detection of SARS-CoV-2 specific
B-cell epitopes and validation in ELISA for serological diagnosis of COVID-19. Sci Rep v.11,
4290. 2021. https://doi.org/10.1038/s41598-021-83730-y

PAN Y, TIAN X, QIN P, WANG B, ZHAO P, YANG Y-L, et al. Discovery of a novel swine
enteric alphacoronavirus (SeACoV) in southern China. Vet Microbiol. v.211, p.15-21. 2017.
doi: 10.1016/j.vetmic.2017.09.020

RUIZ-ARRONDO I, PORTILLO A, PALOMAR AM, et al. Detection of SARS-CoV-2 in pets
living with COVID-19 owners diagnosed during the COVID-19 lockdown in Spain: a case of
an asymptomatic cat with SARS-CoV-2 in Europe. Transbound Emerg Dis. v.68, n.2, p.973—
976. 2021

SCHALK, A.F.; HAWN, M.C. An apparently new respiratory disease of baby chicks. J. Am.
Vet. Med. Assoc. v. 78, p.413-423. 1931.

SES-MG, 2023. Secretaria de estado de satde de Minas Gerais. Painel COVID-19. Acesso em:
<https://coronavirus.saude.mg.gov.br/painel> dia 24 jan. 2023.

SEGALES, J.; PUIG, M.; RODON, J.; AVILA-NIETO, C.; CARRILLO, J.; CANTERO, G.;
TERRON, M.T.; CRUZ, S.; PARERA, M.; NOGUERA-JULIAN, M.; et al. Detection of
SARS-CoV-2 in a cat owned by a COVID-19-affected patient in Spain. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA v.117, p. 24790-24793. 2020.

SCHLOTTAU, K. et al. SARS-CoV-2 in fruit bats, ferrets, pigs, and chickens: an experimental
transmission study. Lancet Microbe v.1, e218-€225. 2020.

SHANG J, YE G, SHI K, WAN Y, LUO C, AIHARA H, et al. Structural basis of receptor
recognition by SARS-CoV-2. Nature. v.581, p.221-4. 2020. doi: 10.1038/s41586-020-2179-y

SHI, J. et al. Susceptibility of ferrets, cats, dogs, and other domesticated animals to SARS-
coronavirus 2. Science. v.368,n.6494, p.1016-1020. 2020.

SIT, T.H.C., BRACKMAN, C.J., IP, S.M. et al. Infection of dogs with SARS-CoV-2. Nature.
v.586, p.776-778. 2020. https://doi.org/10.1038/s41586-020-2334-5

SONG, Z, XU, Y., BAO, L., ZHANG, L, YU, P, QU, Y., ZHU, H., ZHAO, W., HAN, Y.,
QIN, C. From SARS to MERS, thrusting coronaviruses into the spotlight. Viruses. v.11 n.1.
2019. <https://www.mdpi.com/1999-4915/11/1/59>

SPADA, E.; BRUNO, F,,CASTELLI, G.; VITALE, F.; REALE, S.BIONDI, V,
MIGLIAZZO, A.; PEREGO, R.; BAGGIANI, L.; PROVERBIO, D. Do Blood Phenotypes of


https://doi.org/10.1038/s41598-021-83730-y
https://coronavirus.saude.mg.gov.br/painel
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2334-5
https://www.mdpi.com/1999-4915/11/1/59

72

Feline AB Blood Group System Affect the SARS-CoV-2 Antibody Serostatus in Cats? Viruses,
v.14,n.12, 2691. p.1-13. 2022. https://doi.org/10.3390/v14122691

STEVANOVIC, V.; TABAIN, |.; VILIBIC-CAVLEK, T.; MAURIC MALJKOVIC, M
BENVIN, I.; HRUSKAR, Z.; KOVAC, S.; SMIT, I.; MILETIC, G.; HADINA, S.; et al. The
Emergence of SARS-CoV-2 within the Dog Population in Croatia: Host Factors and Clinical
Outcome. Viruses. v. 13, 1430. 2021. https:// doi.org/10.3390/v13081430

STRANIERI, A., LAUZI, S., GIORDANO, A., GALIMBERTI, L., RATTI, G., DECARO,
N.,BRIOSCHI, F., LELLI, D., GABBA, S., AMARACHI, N. L., LORUSSO, E.,
MORENO,A.,TROGU,T.,&PALTRINIERI,S. Absence of SARS-CoV-2 RNA and anti-SARS-
CoV-2 antibodies in stray cats. Transboundary and Emerging Diseases. v.69, n.4.2021.
https://doi.org/10.1111/tbed.14200

TYRREL, D.AJ.; BYNOE, M.L Cultivation of novel type of common-cold virus in organ
cultures. British Medical Journal. v. 1, p. 1497-1470. 1965.

TYRRELL DA, BYNOE, M.L. Cultivation of viruses from a high proportion of patients with
colds. Lancet. v.1, p.76-77. 1966.

TYRRELL, D.A., ALMEIDA, J.D., CUNNINGHAM, C.H., et al. Coronaviridae.
Intervirology. v. 5, p.76-82. 1975.

UDOM, K., JAIRAK, W., CHAMSAI, E., CHAROENKUL, K., BOONYAPISITSOPA,
S.,BUNPAPONG, N., TECHAKRIENGKRAI, N., & AMONSIN, A. Serological survey of
antibodies against SARS-CoV-2 in dogs and cats, Thailand. Transboundary and Emerging
Diseases,. v.69, n.4, 2022. Advance online publication. https://doi.org/10.1111/tbed.14208

VAN WEEMEN, B.K., SCHUURS, A.H. Immunoassay using antigen-enzyme conjugates.
FEBS Lett v.15, p. 232-6. 1971.

VICTOR, R. M., BICALHO, J. M., ANDRADE, M. B., BUENO, B. L., DE ABREU, L.R. A,,
BICALHO, A. P. D. C. V., & DOS REIS, J. K. P. (2020). Molecular Detection of Feline
Leukemia Virus in Oral, Conjunctival, and Rectal Mucosae Provides Results Comparable to
Detection in  Blood. Journal of clinical microbiology, 58(2), e01233-19.
https://doi.org/10.1128/JCM.01233-19

VILLANUEVA-SAZ, S., GINER, J.,, TOBAJAS, A. P., PEREZ, M. D., GONZALEZ-
RAMIREZ, A. M., MACIAS-LEON, J., GONZALEZ, A., VERDE, M., YZUEL, A,
HURTADO-GUERRERO, R., PARDO, J., SANTIAGO, L., PANO-PARDO, J. R., RUIZ, H.,
LACASTA, D. M., SANCHEZ, L., MARTELES, D., GRACIA, A. P., & FERNANDEZ, A.
Serological evidence of SARS-CoV-2 and co-infections in stray cats in Spain. Transboundary
and emerging diseases, v.69, n.3, 1056-1064. 2022. https://doi.org/10.1111/thed.14062

WANG, A., ZHU, X., CHEN, Y., SUN, Y., LIU, H., DING, P., ZHOU, J., LIU, Y., LIANG,
C.,YIN,J., & ZHANG, G. Serological survey of SARS-CoV-2 in companion animals in China.
Frontiers in veterinary science, v.9, 986619. 2022. https://doi.org/10.3389/fvets.2022.986619

WANG, N., SHANG, J., JIANG, S. & DU, L. Subunit vaccines against emerging pathogenic
human coronaviruses. Front. Microbiol. v.11, n.298. 2020.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.00298


https://doi.org/10.3390/v14122691
file:///C:/Users/vivis/Desktop/.%20v.69,%20n.4.2021.%20https:/doi.org/10.1111/tbed.14200
file:///C:/Users/vivis/Desktop/.%20v.69,%20n.4.2021.%20https:/doi.org/10.1111/tbed.14200
https://doi.org/10.1111/tbed.14208
https://doi.org/10.1111/tbed.14062
https://doi.org/10.3389/fvets.2022.986619
https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.00298

73

WHO 2020a. Coronavirus disease 2019 (COVID-19). Situation report — 51. Geneva: World
Health Organization. Disponivel em: https://www.who.int/docs/default-
source/coronaviruse/situation- reports/20200311-sitrep-51-covid-19.pdf?sfvrsn=1ba62e57 10.
Acesso em: 15 julho 2022.

WHO 2021. Laboratory biosafety guidance related to coronavirus disease (COVID-19).
Geneva: World Health Organization. Disponivel em:
https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-biosafety-guidance-related-to-
coronavirus-disease-(covid-19). Acesso em: 20 set.2022

WHO 2023. COVID-19 Dashboard. Geneva: World Health Organization. Disponivel em: <
https://covid19.who.int/> Acesso em: 01 maio 2023

WOO PC, LAU SKP, LAM CSF, LAU CCY, TSANG AKL, LAU JHN, BAI R, TENG
JLL, TSANG CCC, WANG M, ZHENG, B-J, CHAN K-H, YUENA K-Y. Discovery of
seven novel Mammalian and avian coronaviruses in the genus deltacoronavirus supports
bat coronaviruses as the gene source of alphacoronavirus and betacoronavirus and avian
coronaviruses as the gene source of gammacoronavirus and deltacoronavirus. J Virol. v.86,
n.7, p.3995-4008. 2012. doi:https://doi.org/10.1128/JV1.06540-11)

WOAH, 2022. SARS-CoV-2 in animals - Situation report 16 31.08.2022. World Organisation
for Animal Health, Paris, France. Disponivel em:
<https://www.woah.org/app/uploads/2023/01/sars-cov-2-situation-report-20.pdf> Acesso dia
19 janeiro 2023.

XIAO, K. etal. Isolation of SARS-CoV-2-related coronavirus from Malayan pangolins. Nature
v.583, p.286-289. 2020.

XIAO, AT, TONG, Y.X,, GAO, C., ZHU, L., ZHANG, Y .J., ZHANG, S. Dynamic profile of
RT-PCR findings from 301 COVID-19 patients in Wuhan, China: A descriptive study. J Clin
Virol. v.127:104346. 2020. doi: 10.1016/j.jcv.2020.104346.

WRAPP, D., WANG N., CORBETT, K.S., et al. Cryo-EM structure of the 2019-nCoV spike
in the prefusion conformation. Science. v.367, p.1260-3. 2020. doi: 10.1126/science.abb2507
pmid: 32075877

WOLFEL, R., CORMAN, V.M., GUGGEMOS, W., et al.. Virological assessment of
hospitalized patients with COVID-2019. Nature. v. 581, p.465-9. 2020. doi: 10.1038/s41586-
020-2196-x pmid: 32235945

YALOW RS, BERSON SA. Immunoassay of endogenous plasma insulin in man. J Clin Invest
v.39, p.1157-75. 1960.

YEN HL, SIT THC, BRACKMAN CJ, CHUK SSY, GU H, TAM KWS. ET AL.Transmission
of SARS-CoV-2 Delta Variant (Ay127) from pet hamsters to humans, leading to onward
human-to-human transmission: a case study. Lancet. v.399, p.1070-8. 2022. doi:
10.1016/S0140-6736(22)00326-9

YOUNES, N., AL-SADEQ DW, AL-JIGHEFEE H, YOUNES S, AL-JAMAL O, DAAS HI,
et al. Challenges in Laboratory Diagnosis of the Novel Coronavirus SARS-CoV-2. Viruses.
v.12, n.6, 582. 2020. doi: 10.3390/v12060582


https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-biosafety-guidance-related-to-coronavirus-disease-(covid-19)
https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-biosafety-guidance-related-to-coronavirus-disease-(covid-19)
https://covid19.who.int/

74

YOUNES, S., YOUNES N, SHURRAB F, NASRALLAH GK. Severe acute respiratory
syndrome coronavirus-2 natural animal reservoirs and experimental models: systematic review.
Rev Med Virol. v.31,n.4, 2020.

YUCE, M., FILIZTEKIN, E., & OZKAYA, K. G. COVID-19 diagnosis -A review of current
methods. Biosensors & bioelectronics. v.172, 112752. 2021.
https://doi.org/10.1016/j.bios.2020.112752

ZAKI, A. M., VAN BOHEEMEN, S., BESTEBROER, T. M., OSTERHAUS, A. D. &
FOUCHIER, R. A. Isolation of a novel coronavirus from a man with pneumonia in Saudi
Arabia. N. Engl. J. Med. v.367, p.1814-1820 . 2012.

ZHANG, J. Porcine deltacoronavirus: overview of infection dynamics, diagnostic methods,
prevalence and genetic evolution. Virus Res. v.226, p.71-84. 2016. doi:
10.1016/j.virusres.2016.05.028

ZHANG, Q., ZHANG, H., GAQ, J., HUANG, K., YANG, Y., HUI, X., HE, X., LI, C., GONG,
W., ZHANG, Y., ZHAO, Y., PENG, C.,, GAO, X., CHEN, H., ZOU, Z., SHI, Z. L., & JIN, M.
A serological survey of SARS-CoV-2 in cat in Wuhan.Emerging Microbes & Infections. v.9,
n.1, p.2013-2019. 2020. doi: 10.1080/22221751.2020.1817796.

ZHANG, T., WU, Q., ZHANG, Z. Probable pangolin origin of SARS-CoV-2 associated with
the COVID-19 outbreak. Curr. Biol. v.30, p.1346-1351 .2020.

ZHANG, Y.-Z.,HOLMES, E.C. A genomic perspective on the origin and emergence of SARS-
CoV-2. Cell. v.181, n.2, p.223-227. 2020.

ZHAO, S., SCHUURMAN, N., LI, W., WANG, C., SMIT, L.A.M., BROENS, E.M.,
WAGENAAR, J.A., VAN KUPPEVELD, F.J.M., BOSCH, B.J., EGBERINK, H. Serologic
Screening of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 Infection in Cats and Dogs
during First Coronavirus Disease Wave, the Netherlands. Emerg. Infect. Dis. v.27, p.1362—
1370. 2021.

ZHANG, Y.-Z., HOLMES, E.C. A genomic perspective on the origin and emergence of SARS-
CoV-2. Cell. v.181, n.2, p.223-227. 2020.

ZHANG, Q., ZHANG, H.,GAO J, HUANG, K., YANG, Y., HUI, X., etal. A serological survey
of SARS-CoV-2 in a cat in Wuhan. Emerg Microbes Infect. v.9, n.1, p.2013-9. 2020.
https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1817796

ZHONG, N. S. et al. Epidemiology and cause of severe acute respiratory syndrome (SARS) in
Guangdong, People’s Republic of China, in February, 2003. Lancet v.362, p.1353-1358. 2003.

ZHOU, P.; YANG, X.L.;, WANG, X.G. et al. A pneumonia outbreak associated with a new
coronavirus of probable bat origin. Nature v.579, p.270-273. 2020. Disponivel em:
https://www.nature.com/articles/s41586-020-2012-7

ZHU, N. ET AL. A novel coronavirus from patients with pneumonia in China, 2019. N. Engl.
J. Med. v.382, p.727-733. 2020. Doi: 10.1056/NEJM0a2001017


https://doi.org/10.1016/j.bios.2020.112752
https://doi.org/10.1080/22221%20751.2020.1817796
https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1817796

75

APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titulo do projeto: Desenvolvimento de protocolos de acompanhamento georeferenciado da
prevaléncia de SARS-CoV-2 em animais domésticos e no homem e sua associacdo com
infecgBes pré-existentes

Pesquisador principal: Jenner Karlisson Pimenta dos Reis

Razéo social e Ciaep instituicdo da CEUA que aprovou: Universidade Federal de Minas
Gerais - Ciaep: 01.044.2013

Projeto aprovado pelo CEUA, nimero de protocolo 184/2021

Objetivos: Estimar a prevaléncia de infeccdo por SARS-CoV-2 em cdes e gatos, sua
distribuicdo espacial e sua associa¢do com a presenca da COVID-19 em humanos no municipio
de Belo Horizonte; Desenvolver e testar kits diagnosticos para COVID-19 utilizando estratégias
soroldgicas convencionais e nanotecnoldgicas que permitam sua utilizacdo em animais
domésticos; e verificar possiveis alteracfes imunoldgicas e patoldgicas associadas a infeccédo
por SARS-Cov-2 nos animais examinados e as possiveis associagcdes com outras infecgdes
parasitarias

Procedimentos a serem realizados com os animais: O gato ou cdo serdo submetidos a coleta
de sangue e de secrecdes nasais e orofaringeas uma vez durante o projeto, durante a consulta
clinica. Sera feita a coleta de sangue pela veia do braco (veia cefalica) ou veia do pescoco (veia
jugular), da maneira que o animal se sentir mais confortavel. Sera coletado aproximadamente 1
a 3 mL (um a 3 mililitros) de sangue. Também serdo coletadas amostras de secrecOes
orofaringeas, nasais e anais com o auxilio de swabs.

Potenciais riscos para os animais: O risco que o paciente sera submetido € minimo, podendo
apresentar um pequeno hematoma (bolsa de sangue) no local da coleta, comum ao
procedimento. O tempo de coleta das amostras do animal serd de no maximo 20 minutos.

Cronograma: A coleta do animal sera realizada uma Unica vez durante a execucao do projeto,
no momento da visita a residéncia.

Beneficios: O beneficio para o animal sera a realizacdo do diagnostico de SARS -CoV2,
hemoparasitos, bactérias hemotrdpicas e parasitos gastrintestinais. O beneficio para os outros
animais e para a sociedade é o desenvolvimento de novos testes de diagndstico para SARS-
CoV-2, elucidacdo do papel dos cées e gatos na epidemiologia da COVID-19 e identificagdo
de outros patdgenos associados a COVID-19.

Esclarecimentos ao proprietario sobre a participacdo do animal neste projeto: Sua
autorizacdo para a inclusdo do seu animal neste estudo € voluntéria. Seu (s) animal (ais) podera
(&o) ser retirado (s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer prejuizo a ele
(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada. Os membros da CEUA ou as
autoridades regulatérias poderdo solicitar suas informacGes e, nesse caso, elas serdo dirigidas
especificamente para fins de inspe¢des regulares. A equipe de pesquisa se responsabilizara pelo
bem-estar do (s) seu (s) animal (ais) durante todo o procedimento de coleta e tempo de
observacgdo. Quando for necessario, durante ou apds o periodo do estudo, vocé podera entrar
em contato com o pesquisador principal ou com sua equipe pelos contatos:
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Endereco: Laboratério de Retroviroses, Sala E-208, Bloco E, Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva, Escola de Veterinaria, Campus Pampulha da UFMG - Av. Antonio
Carlos, 6627 - S&o Luiz, Belo Horizonte - MG, 31270-901.

Declaracao de consentimento: Fui devidamente esclarecido (a) sobre todos 0s procedimentos
desse estudo, seus riscos e beneficios ao(s) meu(s) animal(s) pelo(s) qual(is) sou responsavel.
Fui também informado que posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao
assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a participagdo do(s) meu(s)
animal(is) identificado(s) a seguir, neste projeto. Este documento sera assinado em duas vias,
sendo que uma via ficara comigo e outra com o pesquisador.

Belo Horizonte, MG, de

de

Responséavel pelo animal:
Nome completo:

Assinatura;

NuUmero do documento de identidade:

Pesquisador responsavel:
Nome completo:

Assinatura:

Numero do documento de identidade:

1. Identificagéo do (s) animal (is):
Nome:

Numero de identificacdo:

Espécie:

Raca:

2. Identificacéo do (s) animal (is):
Nome:

NUmero de identificag&o:
Espécie:

Raca:




APENDICE 2
FICHA DE ANAMNESE E QUESTIONARIO LOCAL

1. Nome do tutor:

2. Tutor positivo em (data da coleta): () Teste rapido () rt-gPCR

3. Nome / espécie do animal:

4. Raca: 5.8exo: ()M ( )F

6. Idade: 7. Castrado: () S ( )N

7. Vacinas (Gltimos 12 meses): ( )N () Polivalente ( ) Antirrdbica ( ) Leishmaniose
() Outras:

8. Vermifugo (Ultimos 12 meses): ( )S ( )N

9. Repelentes: ( )S ( )N
SE SIM, Quais? ( ) Coleira - marca:
() Topspot - marca:
() Outros:

10. Frequenta veterinario? ( )S ( )N
SE SIM: Data da ultima visita ao veterinario: / /
Procedimentos / diagnéstico realizados (descrever):

11. Alimentacéo: ( ) Ragdo: Qual?
() Comida caseira ( ) Racdo e comida caseira () Outros:

12. Apetite: () Normorexia ( ) Polifagia ( ) Hiporexia
Observagdes relevantes:

13. Ingestdo hidrica: ( ) Normodipsia ( ) Polidipsia
Observacdes relevantes:

14. Urina: () Normdria ( ) Polidria
Observacdes relevantes:

15. Fezes: () Normais ( ) Ressecadas ( ) Amolecidas
() Diarreicas com aspecto

16. Vémito: ( )N () S: Aspecto

17. Portador de outras condigdes de saude? ( )N ( )S
SE SIM, Quais?
() Doencas infecciosas (descrever):

() Nao infecciosas / crbnicas (descrever):

18. Uso de medicamento: ( )N ( ) S:
Quais? (descrever):
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EXAME FisSICO

Peso: FC:

Escore corporal: Inspecédo de boca:

Temperatura; Inspecdo de pele:

Mucosas: Reflexo de tosse:

Ausculta: COVID-19 - Sintoméatico( )S( )N

Observagdes Gerais relevantes:

AMBIENTE
1. Externo (observar e marcar as opg¢les necessarias):
() Préximo a fazenda/ reserva/ &rea de protecdo ambiental / praga/ area arborizada
() Residéncia em condominio fechado
() Unica casa no terreno () Quintal com gramado / terra
() Apartamento com sacada () Quintal parcialmente calgado
() Apartamento sem sacada () Quintal totalmente calgado
() Casa essencialmente em alvenaria () Presenca de animais soltos nos arredores
() Casa essencialmente em madeira
() Arruamento com asfalto
() Arruamento sem asfalto

2. Interno (onde o animal permanece)
() Alta incidéncia solar

() Baixa incidéncia solar

() Pelos pela casa

() Sinais de sujidades:




79

APENDICE 3

InformacGes dos antigenos utilizados no desenvolvimento do ELISA-N e ELISA-RBD:

Antigeno N (16.62 kDa)

MHHHHHHSSG  VDLGTENLYF  QSNNNTASWF  TALTQHGKED LKFPRGQGVP
INTNSSPDDQ IGYYRRATRR IRGGDGKMKD LSPRWYFYYL GTGPEAGLPY GANKDGIIWYV
ATEGALNTPK DHIGTRNPAN NAAIVLQLPQ GTTLPKGFYA

Antigeno RBD

MGILPSPGMPALLSLVSLLSVLLMGCVAETGTRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAW
NRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIA
PGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDI
STEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVC
GPKKSTHHHHHHHH

Origem dos antigenos: Laboratério de Design de Proteinas, Prof. Wesley Van Voorhis,
University of Washington, Estados Unidos da América.

Referéncia: Phan, 1.Q., Subramanian, S., Kim, D. et al. In silico detection of SARS-CoV-2
specific B-cell epitopes and validation in ELISA for serological diagnosis of COVID-19. Sci
Rep 11, 4290 (2021). https://doi.org/10.1038/s41598-021-83730-y



https://doi.org/10.1038/s41598-021-83730-y
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APENDICE 4

InformacBes do antigeno utilizado no desenvolvimento da Plataforma Portatil de
Biodiagndstico (PPB):

Antigeno N (48 KDa)

MASMTGGQQMGRGMSDNGPQNQRNAPRITFGGPSDSTGSNQNGERSGARSKQRRP
QGLPNNTASWFTALTQHGKEDLKFPRGQGVPINTNSSPDDQIGYYRRATRRIRGGDG
KMKDLSPRWYFYYLGTGPEAGLPYGANKDGIIWVATEGALNTPKDHIGTRNPANNA
AIVLQLPQGTTLPKGFYAEGSRGGSQASSRSSSRSRNSSRNSTPGSSRGTSPARMAGN
GGDAALALLLLDRLNQLESKMSGKGQQQQGQTVTKKSAAEASKKPRQKRTATKAY
NVTQAFGRRGPEQTQGNFGDQELIRQGTDYKHWPQIAQFAPSASAFFGMSRIGMEVT
PSGTWLTYTGAIKLDDKDPNFKDQVILLNKHIDAYKTFPPTEPKKDKKKKADETQAL
PQRQKKQQTVTLLPAADLDDFSKQLQQSMSSADSTQAGGGHHHHHH

MT126808.1 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate SARS-CoV-
2/human/BRA/SP02/2020

Origem: CTVacinas, Universidade Federal de Minas Gerais e FIOCRUZ Minas, Belo
Horizonte, Brasil.

Referéncia: Flavia F. Bagno, Sarah A.R. Sérgio, Maria Marta Figueiredo, Lara C. Godoi, Luis
A.F. Andrade, Natalia C. Salazar, Camila P. Soares, Andressa Aguiar, Flavia Jaqueline
Almeida, Edimilson D. da Silva, Antdnio G.P. Ferreira, Edison Luiz Durigon, Ricardo T.
Gazzinelli, Santuza M.R. Teixeira, Ana Paula S.M. Fernandes, Flavio G. da Fonseca J Clin
Virol Plus. 2022 Aug; 2(3): 100101. Published online 2022 Aug 6. doi:
10.1016/j.jcvp.2022.100101
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UFMG

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 185 / 2016, relativo ao projeto intitulado “MANEJO DE GATOS COMUNITARIOS NO MUNICIPIO
DE BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS", que tem como responsavel Jilia Angélica Gongalves da Silveira, esta de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagao Animal, adotados pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 11/10/2016. Este certificado espira-se em 11/10/2021.

g
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CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 185 / 2016, related to the Project entilted “CATS COMMUNITY MANAGEMENT IN
MUNICIPALITY BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS”, under the supervision of Julia Angélica Gongalves da Silveira, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CEUAJUFMG), and was approved in 11/10/2016. This certificates expires in 11/10/2021.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 11/10/2016.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://iwww.ufmg_br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antbnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG ~ Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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CERTIFICADO

Cardificamos qua o projeto intitulado "Desanvalvimanio de protocalos da acompanhamanto gao-refarenciado da
prevakncia de SARS-CoV-2 em animais domésticos e no homem e sua assocagho com infecpbes pré-existentes”,
pratocalo do CEUA: 1842021 so0b a responsabilidade de Janner Karlisson Pimanta dos Rais qua anvalve a
produgio, manutencho efou uflizacho de animais pertencentes ao filkn Chardata, subfilo Vertebrata (exceto o homem )
para fins de pasquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os praceitos da Leir® 11.794, de B da
outubra de 2008, do Decreto n® 6,899 de 15 de julho de 2009, & com as narmas editadas pelo Conselho Nacianal de
Controle da ExperimantagSo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA MO US0O DE ANIMAIS
{CEUA) DA UNIVER SIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunifio de 13002021,

Wigéncia da Aulorizacio 130872021 a 12/09/2026
Finalidade Pesquisa
*Espécielinhagem Gatos [ Indifarente
N® de animais 649
Pesolldade dkg / Hlanos)
Sexo indiferente
Orngem Domicilio dos lutoras
*Espécieflinhagem Céao/ Indiferente
W? de animais 70
Pesolidade Bkg [ Slanos)
SEw indiferente
Origem Domiciiio dos tutores
Consideraghes posteriores:
13092021 Apravada na reunido ordindria on-line do dia
13092021, Validade: 13092021 4 1200972026,

Belo Harizonte, 1308/2021.
Alanciosamanta,

Sistema Solicile CEUA UFMG
httpsJ/faplicativos ufmg brisolicite_ceua/

Universidade Faderal da Minas Gearais
Avenida Antdnio Carlog, 6627 = Campus Pampulha
Unidade Administrativa |l — 2% Andar, Sala 2005
31270901 - Belo Honzonte, MG ~ Brasil
Talefane: (31) M08-4516

v LTy e b et fee e - cetea @prpa utong br




ANEXO 3

UNIVERSIDADE FEDERAL

RURAL DE PERNAMBUCO - W
UFRP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Promogdo 03 vigllancia g8 SARS-CoV-2 em animals de companhia do Brasll com

Interface 3 Saode Unica.

Pesquisador: Danlel Frigugiett Brandespim
Arsa Tematica:

Versdo: 2
CAAE: 31752120.7.1001.9547
Instituigao Proponents: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

Patrocinador Principal: CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECNOLOGICO-CNPQ

DADOS DO PARECER
NOmero do Parecer: £4.054.208

Apresentagao do Projeto:

A propopsta € um estudo longitudinal prospectivo, com animais de companhia (mamiferos comesticos como
cdes,

gatos e/ou pequenos roedores Como hamsters @ afns), cujo tutor estela em isolamento
domiciliar, com @lagnostico laboratorial confirmado para SARS-CoV-2 atraves de RTQPCR

OU resposta IMuNoNgICa apenas por IgM (caractenzando doenga ativa), ate sete

dias da cata do diagnostico, residents em uma das cinco capitais: Belo Horzonte (MG),

Campo Grande (MS), Curiida (PR), Recife (PE) e S30 Paulo (SP). Todos 0s tutores ou familares
VOIUNtarios recedberdo, por &-mall ou apicativo oe

comunicagdo, o termo de consentimento Iivre & esclarecido (TCLE) e, a0

consentirem com a participagdo na pesquisa, responderdo 3o questionarno oe

televigiiancia por melo de contato telefonico, a fim de determinar as

Caracteristicas ambientals e outros fatores 3ssoclados A Infecgdo nos animals.

Serdo exciuldos do studo, animais que N30 sejam mamiferos, COMO pelxes ou

réptels, assim como animais de rua, em conaigdo Irrestrita ou animais de grande porte,

que ndo tenham relagdo com 3s residéncias no melo LUrdano ou animals de tutores com
resultacos Negaives para SARS-COV-2.

Enderego:  Rua Dom Monuel de Mederos, on Dois irmos, 1* andar do Predio Central da Reitoris 6 UFRPE
Bakro: Rectfe CEP: 52174300

UF: PE Muniolplo: RECIFE

Telefone: (51)3320-6638 Emall: ceoQuimer
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ANEXO 4

S8 DE BELO HORIZONTE

PREFEITURA MUNICIPAL ['[E 1SUS

TERMO DE AUTORIZAGAO INSTITUCIONAL

A Escola de Veterinéria da UFMG e ao Instiluto de Cténc:as BIOIOQICBS da UFMG, Campus
Pampulha, localizada & Av. Presidante Antonio Carlos 862 Horizonte - MG
31270-901

Responsaveis pela pesquisa:

a) Secretaria Municipal de Saude/Geréncia de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte
Maria Helena Franco Morais (CPF: 627451406 63).

Vanessa de Oliveira Pires Fiiza (CPF. 652880506 78),

Eduardo Viana Vieira Gusmao (CPF: 9892187860 53),

Silvana Tecles Brand&o (CPF: 666398246 04 )

b) Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

- Depto. Parasitologia/ICB ”
Profa. Julia Angélica Gongalves da Silveira

Prof. Mdcio Flavio Barbosa Ribeiro

Msc. Hudson Andrade dos Santos

- Depto. de Patologia Geral

Prof. Dr. Wagner Luiz Tafuri

Prof. Dr. Ricardo Gongalves

Prof. Dra Tatiane Paixao

Dr. Aldair Woyames Pinto Junior
Msc. Gregério Guilherme Almeida

- Depto de Virologia/ICB

Giliane de Souza Trindade: Profa Adjunta

Galleu Barbosa Costa. Douterando em Microbiologl
Jaqueline Silva de Oliveira. Mestranda em Microbio
Ana Teresa Saraiva Silva Graduanda em Biologia |1C

- Depto. Medicina Veterinaria Preventiva/EV

Profa, Kelly Moura Keller

Profa, Danielle Ferreira de Magalhaes Soares

Paloma Carla Fonte Boa Carvalho

Joana Angelica Macédo Costa Silva (Residente em Satde Publica)
Glendalesse Nunes Rocha de Faria Teixeira (Resndente em Saude Pablica)

- Depto. Clinica e Cirurgia Veterinarias/EV
Prof. Renato de Lima Santos

Amanda Pifano Neto Quintal

Diogo César Enedino Lacerda

¢) Universidade Federal de Uberlandia - UFU
- ICBIM
Prof. Sydnei Magno da Silva

GERENCIA DE CONTROEE DE ZO0NOS S /G SESMSATH
v Adeene o, 2 1% 47 amdae Punosmim
CEP MW BELO OREZON | G
B (W31) S2TL9%00 - o 327795 86 aonmmiiephh o |
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PREFEITURA MUNICIPAI %j sSuUs
WS DE BELO HORIZONTE

Esta autorizagao refere-se a parceria firmada entre a Geréncia de Controle de Zoonoses da Secretana
Municipal de Saude da Prefeitura de Belo Horizonte para realizagéo do Projeto de Pesquisa “MANEJO DE
GATOS COMUNITARIOS NO MUNICIPIO DE BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS", gue tem como
objetivos especificos

- Caractenzar os gatos comunitarios analisados quanto as variaveis: espécie, sexo (macho e fémea), idade
(filhote. jovem e adulto). condig@o corporal, sinais clinicos especificos, diagnéstico presuntivo e o local de
origem e destinagéo,

- Identificar agentes etiolégicos potenciaimente patogénices (parasitos, virus e bactérias) e de importancia
em sadde publica nos gatos comunitanos estudados;

- Avaliar indicadores de bem estar animal, relacionados a dimensao sanitana e comportamental;

- Conhecer a dinamica populacional das populagbes de gatos comunitdrios residentes em pargues
municipais,

- Determinar a distribuicdo espacial das colénias no interior das dreas publicas (parques, entre outros) e no
municipio de Belo Horizonte, caractenzando o grau de dependéncia do homem e sua associagao com 0s
patégenos encontrados e caracteristicas fisicas e de bem estar,

- Realizar a cirurgia de estenlizagado nos gatos capturados (machos e fémeas) e promover agdes de
adogdo ou, na impossibilidade desta retorno para o ambiente de origem;

- Avaliar os custos e os fatores facilitadores e dificultadores para a implantacdo do manejo de gatos
comunitarios em Belo Honzonte

Autorizo a coleta de dados relativos aos animais capturados e ao ambiente em que se encontra, assim
como de amostras biolégicas. conforme explicitado no projeto de pesquisa acima referido
Ciente dos objetivos e metodologia da pesquisa concordo em fornecer todos os subsidios para seu
desenvolvimento, desde que, sejam assegurados os requisitos abaixo:
« Cumprimento das determinacdes éticas da Lei no 11.794, de 08.10.2008 do CONCEA
« Esta pesquisa sera realizada’em congpnancia com as atividades rotineiras previstas no service
e nao havera nenhuma despesa para esta instituigdo que seja decorrente da participagao na
pesquisa

Belo Hornizonte, 29 de agosto de 2016. A

e
<ira Guamany
de Zoonnses

RO D ZOCONORES /OGS SIS AT
§ mdae ¥ "

e
A
Fan 12775346 zvmericlapbi gn bi

85



