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RESUMO

Os quatis (Nasua nasua) sao carnivoros membros da familia Procyonidae e estao presentes em
altas densidades em diversos centros urbanos. Possuem habitos gregarios e generalistas, sdo
acometidos por doencas infecciosas e podem atuar como reservatorios assintomaticos de
agentes patogénicos. Nas ultimas duas décadas, a vida selvagem, originou aproximadamente
75% das doencas zoonoticas existentes. A influenza A ¢ uma enfermidade de distribuigao
global, que infecta um amplo espectro de hospedeiros e ocorre anualmente de forma sazonal,
causando epidemias. As aves aquaticas s3o consideradas o reservatorio natural da doenga e
contribuem significativamente para a sua disseminagdo. A evolugdo dos virus influenza (IAVs)
estd altamente associada a sua natureza gendmica e a eventos de deriva e mudanca antigénica.
Os suinos (Sus scrofa domesticus) possuem um papel importante na mudanga antigénica, uma
vez que podem ser infectados por IAVs de aves e humanos devido a presenga de receptores de
acidos sidlicos a-2,3 e 0-2,6. De forma semelhante, trabalhos cientificos descrevem que
guaxinins (Procyon lotor), parentes proximos dos quatis, também possuem ambos os tipos de
receptores de acido sidlico em seu sistema respiratorio, portanto com potencial capacidade de
serem coinfectados por IAVs de diferentes origens. A capacidade dos virus da Influenza A em
se disseminar periodicamente para espécies originalmente ndo hospedeiras apresenta uma
ameaca a saude animal e humana. Neste contexto, o presente projeto objetivou estudar a
susceptibilidade da populacdo de quatis (Nasua nasua) do Parque Municipal das Mangabeiras,
Minas Gerais, a infec¢do por [AVs. Para isso, foram realizadas as analises de inibi¢dao da
hemaglutinagdo, RT-PCR em tempo real e histoquimica de lectinas. Amostras de soro de quatis
capturados nos anos de 2013, 2014, 2018, 2019 e 2021 foram analisadas para a pesquisa dos
subtipos HIN1pdm09, H3N2 e HIN1 humano sazonal anterior ao HIN1pdm09. Os resultados
demonstraram exposi¢do constante da populagdo de quatis aos subtipos virais estudados, em
uma prevaléncia de 92,4% (134/145), assim como elevada titulagao de anticorpos nas diferentes
faixas etarias e géneros. Ainda, na detec¢do direta do virus, realizada a partir das amostras
bioldgicas obtidas no ano de 2021, constatou-se a presenca do RNA viral em 23,81% (15/63)
dos animais estudados. A partir de cadaveres de quatis encontrados na regido do parque, foram
encontrados, no sistema respiratdrio, receptores de acidos sialicos a-2,6 e a-2,3 em amostras
teciduais de concha nasal, traqueia e pulmao. Os resultados sugerem a susceptibilidade de quatis
aos subtipos de [AVs de diferentes origens, assim como a transmissdo assintomatica

intraespecifica. Mais estudos sdo necessarios para compreender a importancia epidemiologica



dos quatis no ciclo de transmissdo deste agente zoondtico e medidas de mitigagdo devem ser
realizadas a fim de reduzir a exposi¢do de quatis a agentes patogénicos de origem humana,

minimizando a possibilidade de eventos de transbordamento viral.

Palavras-chave: zoonose; saide publica; diagndstico molecular; sorologia; HIN1pdm09;

H3N2; HINT1; 4cido sidlico; vida selvagem



ABSTRACT
Coatis (Nasua nasua) are carnivorous members of the Procyonidae family and are present in
high densities in several urban centers. They have gregarious and generalist habits and may be
affected by infectious diseases, acting as potential asymptomatic reservoirs of pathogenic
agents. In the last two decades, wildlife has given rise to approximately 75% of existing
zoonotic diseases. In this context, influenza A is a disease of global distribution that infects a
wide spectrum of hosts and occurs annually on a seasonal basis, causing epidemics. Waterfowl
are considered the natural reservoir of the disease and contribute significantly to its spread. The
evolution of influenza viruses (IAVs) is highly associated with their genomic nature and
antigenic drift and shift events. Pigs (Sus scrofa domesticus) play an important role in antigenic
change, since they can be infected by IAVs from birds and humans due to the presence of a-2,3
and a-2,6 sialic acid receptors. In a similar way, studies describe that raccoons (Procyon lotor),
phylogenetically close to coatis, also have both types of sialic acid receptors in their respiratory
system, therefore can be potentatilly coinfected by IAVs of different origins. The ability of
IAVs to periodically spread to originally non-host species poses a threat to animal and human
health. In this context, the present project aimed to study the susceptibility of the coatis
population (Nasua nasua) from the Mangabeiras Municipal Park, Minas Gerais, to infection by
IAVs. For this, hemagglutination inhibition analysis, real-time RT-PCR and lectin
histochemistry techniques were performed. Serum samples from coatis captured in 2013, 2014,
2018, 2019 and 2021 were analyzed for HIN1pdm09, H3N2 and human HINI seasonal
subtypes prior to HIN1pdm09. The results showed constant exposure of the coatis population
to the viral subtypes studied, with a prevalence of 92.4% (134/145), as well as high antibody
titers in different age groups and genders. Also, in the direct diagnosis of the virus, carried out
from the biological samples obtained in 2021, presence of viral RNA in the oropharyngeal swab
samples was found in 23.81% (15/63) of the animals. The a-2,6 and a-2,3 sialic acid receptors
were detected in the respiratory system from coatis carcasses found in the park. The results
suggest the susceptibility of coatis to IAV subtypes of different origins, as well as possible
exposure to viruses in the park from the human population and possible asymptomatic
intraspecific transmission. More studies should be carried out in order to understand the
epidemiological importance of the species in the transmission cycle of this zoonotic agent.
Management measures must be carried out in order to reduce the exposure of coatis to

pathogens of human origin, minimizing the possibility of viral spillover events.
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1 INTRODUCAO

Areas naturais com grande biodiversidade vegetal podem ser encontradas no ambito
urbano e no entorno de comunidades densamente povoadas. Em geral, essas areas sdo utilizadas
pela populagdo como zonas de recreacdo, desenvolvimento sociocultural, educa¢do ambiental
e ecoturismo (MILLER, 1997). Um consenso na literatura ¢ que parques urbanos sao
considerados estrategicamente importantes na promogao da qualidade de vida das pessoas e das
sociedades em crescente urbanizacdo (ULRICH, 1984; KAPLAN, 1985). Assim, a gestdo
correta e a conservacdo de parques urbanos se revelam como significativa estratégia para uma
politica efetiva do projeto urbano e da saude publica (SZEREMETA; ZANNIN, 2013).

A grande diversidade da fauna presente no meio urbano, favorecida pela presenca dos
parques urbanos pode ter um impacto significativo e positivo sobre a educacdo da populagdo e
assim, indiretamente, facilitar a preservacao da biodiversidade em ecossistemas naturais
(SAVARD et al., 2000). Porém, a perturbacdo antropogénica da paisagem ¢ as mudangas
climaticas estdo alterando macigamente a distribuicdo das espécies e as relagdes ecoldgicas,
resultando de maneira geral em prejuizos para a fauna silvestre (BRAWN et al., 2001;
THOMPSON, 2013).

Os desafios impostos pelos diferentes ambientes existentes no meio urbano fazem com
que alguns grupos, como espécies generalistas, que possuem alta plasticidade alimentar
consigam se adaptar com mais facilidade (LIM; SODHI, 2004). Essas espécies, no entanto,
podem compartilhar agentes infecciosos importantes para a saide humana e animal, que podem
ser os responsaveis pela emergéncia ou reemergéncia de doengas infecciosas (ALLISON et al.,
2014). Neste contexto, um exemplo de doenca € a parvovirose, provocada pelo parvovirus
canino tipo 2 (CPV-2), que surgiu em meados da década de 1970 como uma variante do virus
da panleucopenia felina (FPV). Apos adquirir mutagdes, este virus se adaptou ao hospedeiro
canino causando uma infec¢do pandémica em caes ao redor do mundo, que nos anos seguintes
foi substituido por uma nova variante altamente virulenta, o CPV-2a (BUONAVOGLIA et al.,
2001; HOELZER; PARRISH, 2010). Carnivoros selvagens, como o guaxinim (Procyon lotor),
um membro da familia Procyonidae, foram importantes hospedeiros nesta evolugao (ALLISON
etal., 2012).

Entre os patogenos humanos conhecidos, 61% sdo zoonoéticos e aproximadamente 75%
das doengas que surgiram nas ultimas duas décadas apresentaram sua origem na vida selvagem

(WOOLHOUSE; TAYLOR, 2001).
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A Influenza A ¢ uma enfermidade de carater zoonoético e distribuicao global, sendo as
aves silvestres aquaticas consideradas o reservatério natural para todos os subtipos virais
(OLSEN et al., 2006; TAUBENBERGER; MORENS, 2009). A natureza genomica dos IAVs
favorece eventos de mudanca antigénica, de modo que se um virus aviario de alta
patogenicidade sofrer mutagdo e transpassar a barreira entre espécies, as novas variantes podem
se tornar a causa de uma nova pandemia (SUZUKI, 2005).

Os suinos possuem um papel importante em eventos de transbordamento viral na
epidemiologia da Influenza, por apresentarem receptores para os virus de origem aviaria e
humana, sdo considerados “recipientes de mistura” para o agente (SHAO et al., 2017). A mais
recente pandemia humana de Influenza ocorreu em 2009 devido a um rearranjo do virus
influenza A HIN1 com uma composi¢ao genética de segmentos gendmicos de origem do virus
suino triplo rearranjado da América do Norte e também do virus suino tipo aviario da Eurésia
(GARTEN et al., 2009).

Infecgdes pelos virus da influenza A tém sido frequentemente detectadas em espécies de
mamiferos selvagens e o espectro de hospedeiros continua se expandindo (KRAMMER et al.,
2018). Dentre estas espécies, os guaxinins, possuem poténcial importancia na epidemiologia,
visto que evidéncias cientificas demonstram a capacidade de guaxinins atuarem como
dispersores do virus no meio ambiente, e de serem coinfectados por virus de origem aviaria e
humana, assim como os suinos (HALL et al., 2008).

A ampla distribuigdo geografica de espécies mesopredadoras como os quatis (Nasua
nasua) e guaxinins (Procyon lotor) e seus héabitos alimentares pouco seletivos, permitem a
adaptacao destas espécies ao ambiente urbano, promovendo maior proximidade e contato com
humanos, animais domésticos e sinantropicos (KOWALSKI et al., 2015). A possibilidade
dessas espécies serem susceptiveis a infec¢des pelo virus da influenza e disseminarem o virus
em quantidades consideraveis no ambiente,pode representar um risco para a saude humana e
animal (VANDALEN et al., 2009). Essa situacdo demonstra a complexidade da ecologia da
influenza e os papéis potencialmente importantes e negligenciados da vida selvagem
peridoméstica nos ciclos de transmissdo (HALL et al., 2008). Dessa forma, o presente projeto
objetivou estudar a susceptibilidade de quatis (Nasua nasua) ao virus da Influenza A em um

parque urbano de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos naturais da espécie Nasua nasua

Os quatis (Nasua nasua, Linnaeus, 1766) sdo carnivoros de médio porte, classificados
como a décima quinta espécie de mamifero mais abundante em florestas neotropicais, sendo
enquadrados na categoria de “ampla distribuicao geografica e alta densidade” (DOBSON; YU,
1993). Globalmente avaliados com o estado de conservagdo Menos Preocupante (LC) pela
IUCN (EMMONS; HELGEN, 2016).

O género Nasua pertence a familia Procyonidae e a ordem Carnivora, sendo reconhecidas
duas espécies: Nasua narica (quati-de-nariz-branco) e Nasua nasua (quati-de-cauda-anelada),
ambas restritas ao continente Americano (DECKER, 1991; EISENBERG; REDFORD, 1999).
As duas espécies apresentam semelhancas anatdmicas, bioldgicas, ecoldgicas e
sociocomportamentais (GOMPPER, 1995; GOMPPER; DECKER, 1998). Apesar da ampla
distribuig¢do geografica pela América do Sul, ocorrendo desde a Colombia e Venezuela até norte
do Uruguai e Argentina, a espécie Nasua nasua ainda ¢ pouco estudada, visto que a maioria
dos estudos sobre quatis baseiam-se na espécie N. narica (América Central e Sul da América
do Norte) (BEISIEGEL, 2001).

A denominagdo popular “coati” deriva do tupi cua — cintura e tim — nariz, o que,
provavelmente, refere-se a maneira como os animais dormem, encostando o nariz na regido do
abdomen (KAUFMANN, 1962). Possuem um longo nariz mével, cuja cor varia entre o cinza
e o marrom. A cauda apresenta um padrdo anelado, resultado da intercalagdo de faixas de pelos
mais claros e escuros. As patas geralmente sdo marrons ou negras, com garras longas e afiadas

(Figura 1) (GOMPPER, 1995; PINE, 1999; EISENBERG; REDFORD, 1999).
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Figura 1: Quati (Nasua nasua), Minas Gerais — 2021. Fonte: Augusto
Gomes, 2021.

Presentes preferencialmente em ambientes florestados, os quatis possuem dieta
generalista composta por invertebrados, frutos e pequenos vertebrados (GOMPPER, 1995;
GOMPPER; DECKER, 1998; NAKANO-OLIVEIRA, 2002; TROVATI, 2004; ALVES-
COSTA, 1998). Sao animais de habitos gregarios, formam bandos de fémeas e jovens de ambos
os sexos compostos por 30 ou mais individuos (CRESPO, 1982; SCHALLER, 1983; PINE,
1999). Machos adultos ja foram observados acompanhando bandos ao longo do ano, apesar de
serem considerados solitarios e se unirem aos bandos somente no periodo de acasalamento
(ROCHA; SEKIANA, 2006; COSTA; MAURO, 2009).

Os quatis realizam papéis tinicos que ndo podem ser preenchidos por carnivoros de topo
(EMMONS; HELGEN, 2016). Altera¢des na sua densidade populacional podem influenciar a
regeneragdo florestal devido ao seu papel na dispersdo de sementes, bem como o seu potencial
impacto nas populagdes de suas presas (ALVES-COSTA, 1998).

A espécie compde a dieta de grandes felinos e o aumento na densidade populacional de
quatis tem sido atribuida a redu¢@o populacional de seus predadores (TERBORGH et al., 1997;
GOMPPER; DECKER, 1998; WRIGHT et al., 2000; HASS; VALENZUELA, 2002). Em
condigdes favoraveis sdo capazes de gerar um grande nimero de descendentes. As fémeas se
reproduzem com poucos anos de vida, cerca de dois anos, € as ninhadas sdo relativamente
grandes, variando de dois a sete filhotes (ROCHA; SEKIANA, 2006; OLIFIERS, 2010). Essas
condi¢des propiciam a ocorréncia de altas densidades, principalmente em areas urbanizadas,

onde, devido a sua plasticidade alimentar, consomem os mais variados itens, incluindo lixo
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urbano (NAKANO-OLIVEIRA, 2002; COSTA, 2003; GATTI et al., 2006; HEMETRIO,
2011).

2.2 Susceptibilidade de quatis (Nasua nasua) a agentes patogénicos

A presenga de quatis (Nasua nasua) em altas densidades populacionais, em ambientes
urbanos, eleva as taxas de contato com a populagdo humana e de animais domésticos,
favorecendo a transmissdo de patdogenos interespecificos como também a ocorréncia de
conflitos (MARZLUFF, 2001; PRANGE; GEHRT, 2003).

Os quatis s3o susceptiveis a uma diversidade de patdgenos, atuam como reservatdrios
assintomaticos, assim como podem sofrer com os agravos de doencas infecciosas. Estudos no
Brasil demonstraram a exposi¢do de quatis a patdgenos zoonOticos assim como O
desenvolvimento de doencas decorrentes da presenca de agentes importantes para a
conservagdo (TRAVASSOS, 1917; HERRERA et al., 2008; MURAKAMI et al., 2012; SILVA
etal., 2014; SILVA et al., 2016; DA SILVA et al., 2018; COSTA et al., 2018; BUCAFUSCO
et al., 2019; ALMEIDA et al., 2020; MICHELAZZO et al., 2020; SPERA et al., 2020; LENT;
FREITAS, 1938; MACHADO FILHO, 1950; SCHMIDT, 1972; TRAVASSOS, 1926; VIEIRA
et al. 2008).

Em uma area limitrofe entre paisagem urbana e selvagem no estado de Minas Gerais,
Costa et al. (2018) descreveu a exposicdo de quatis e cdes domésticos @ mesma linhagem do
virus da Vaccinia, constatando o compartilhamento de patdgenos entre animais domésticos e
quatis. Nos quatis desta mesma area foi relatada a presenca de uma nova espécie de
Angiostrongylus e de cepas de Clostridium difficile e Clostridium perfringens, incluindo os
ribotipos comumente relatados na infec¢do por C. difficile em humanos (SILVA et al., 2014;
SILVA et al., 2016; ALMEIDA et al., 2020). Outros estudos descrevem a presenga de
Hepatozoon sp., Rickettsia spp. € Mycoplasma sp. em amostras de sangue e ectoparasitos de
Nasua nasua (DA SILVA et al., 2018). No pantanal, os quatis sdo considerados hospedeiros
naturais de Trypanosoma cruzi (HERRERA et al., 2008).

Diversos parasitos intestinais de mamiferos silvestres brasileiros ja foram relatados em
quatis, entre eles algumas espécies de acantocéfalos incluindo Oncicola luehei, nos estados do
Pard, Sao Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul, e algumas espécies de

Neoncicola potosi em Foz do Iguacu e Parand (TRAVASSOS, 1917; LENT; FREITAS, 1938;
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MACHADO, 1950; SCHMIDT, 1972; TRAVASSOS, 1926, VIEIRA et al., 2008; MORAES
MED, 2016).

Em relato descrito por Murakami e colaboradores (2012), um quati pertencente a um
centro de triagem de animais silvestres apresentou lesdes pulmonares compativeis com
tuberculose, levantando-se a suspeita de um possivel quadro causado por espécies de
micobactérias. Ainda neste mesmo centro, outros quatro quatis com suspeita de infec¢do por
micobactérias foram sedados para a realizacdo de testes tuberculinicos (TSTs), que
apresentaram resultado positivo. Recentemente, estudos relataram a presenca e
desenvolvimento de sinais clinicos associados a infec¢do por morbilivirus canino e parvovirus
canino em quatis, demonstrando também a susceptibilidade desta espécie a infec¢do por
protoparvovirus carnivoro tipo 1 e sua importancia como reservatorio ¢ fonte de infeccao
assintomatica para outros animais (BUCAFUSCO et al., 2019; MICHELAZZO et al., 2020;
SPERA et al., 2020).

Os habitos generalistas, a distribuicdo geografica, assim como a susceptibilidade a
patégenos de diferentes espécies torna os quatis espécies indicadoras para a presenca e
circulacdo de patégenos em determinada regido, podendo ser utilizados como animais
sentinelas na monitoragdo da satide animal, humana e ambiental (BURGER et al., 2002;

BISCHOF; ROGERS, 2005).

2.3 Influenza A

2.3.1 Etiologia

Os virus da influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae (Orthos: original,
verdadeiro; myxa:muco) a qual é composta por seis géneros: Influenzavirus A, Influenzavirus
B, Influenzavirus C, Isavirus, Quaranjavirus ¢ Thogotovirus (ICTV, 2020)

O género Influenzavirus compreende os virus Influenza (IV), que sdo considerados
importantes patogenos humanos. Os virus do género Influenzavirus A (IAV) possuem genoma
constituido por oito segmentos de RNA em fita simples de sentido negativo, que codificam até
dez proteinas virais. Sdo pleomorficos, envelopados e apresentam sensibilidade ao calor, a
solventes lipidicos e ao pH &cido (HORIMOTO; KAWAOKA, 2005; TAUBENBERGER;
KASH, 2010; SANTOS et al., 2015).
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Cada segmento gendomico do virus da Influenza codifica pelo menos uma proteina
estrutural: proteina basica da polimerase 2 (PB2, segmento 1), proteina basica da polimerase 1
(PB1, segmento 2), proteina acida da polimerase (PA, segmento 3), hemaglutinina (HA,
segmento 4), nucleoproteina (NP, segmento 5), neuraminidase (NA, segmento 6), proteinas de
matriz (M1 e M2, segmento 7) e proteinas ndo estruturais (NS1 e NS2) e a proteina de

exportagdo nuclear (NEP, segmento 8) (SHAW; PALESE, 2013) (Figura 2).

80-120nm

Figura 2: Representacdo de uma particula viral do virus
da Influenza A. Fonte: KRAMMER et al., 2018.

As glicoproteinas transmembranares virais, hemaglutinina e neuraminidase, compdem o
envelope viral (HA, ~80% e NA, ~17%). A proteina HA forma um trimero, que se projeta
aproximadamente 13,5 nm da superficie viral e tem formato de bastonete, enquanto a proteina
NA forma um tetrdmero com formato de cogumelo (WILSON et al., 1981; SKEHEL; WILEY,
2000; SHAW; PALESE, 2013). Estas desempenham papéis complementares no ciclo de vida
do virus influenza. Estudos experimentais sugerem que um bom equilibrio entre a atividade de
HA e NA deve ser alcangado para a infec¢ao viral produtiva (WAGNER et al., 2000).

A hemaglutinina demonstra importancia na patogenicidade viral e ¢ um fator
determinante no tropismo do virus a determinados tecidos. A clivagem da HA em subunidades
HAT1 e HA2 ¢ fator fundamental para que a particula viral se torne infecciosa. Essa clivagem ¢
realizada por proteases celulares as quais sdo abundantes nas vias respiratorias (BROOKS et
al.,, 2014). Através do sitio de ligagdo da subunidade HAI, &cidos sidlicos presentes na

membrana das células hospedeiras sao reconhecidos e assim a hemaglutinina é responsavel pela
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ligacdo do virion. A extremidade HA2 ¢ essencial para que ocorra a fusdo do virion com a
membrana celular (SANTOS et al., 2015).

A neuraminidase facilita a liberagao da progénie viral da célula infectada através da
remogao do acido sidlico dos gliconjugados. Também impede a agregacao das novas particulas
virais a célula hospedeira removendo os residuos de 4cido sidlico das glicoproteinas virais e
auxilia no acesso dos virus as células epiteliais pela degradacdo de mucinas no trato respiratorio
(NICHOLSON et al., 2003; (BROOKS et al., 2014). Tanto a HA como a NA sao os principais
alvos da resposta imune humoral contra os virus Influenza A, porém a neuraminidase tem sido
um alvo significativo para a terapia antiviral, como exemplo os farmacos oseltamivir e
zanamivir (TAUBENBERGER; KASH, 2010; GAYMARD et al., 2016).

Além das glicoproteinas, o envelope também ¢ formado, em menor niimero, por uma
proteina de membrana tetramérica integral, a proteina da Matrix 2 responsavel pela atividade
de canal i6nico (PINTO et al., 1992). Na superficie interna do envelope estd presente a proteina
da Matrix 1 e em pequenas quantidades, a proteina NEP/NS2, um componente consistente dos
virions. O nucleo viral compreende os oito segmentos de RNA (890-2341 nucleotideos (nt)).
Cada segmento de RNA ¢ encapsulado pela nucleoproteina viral que esta associado as
subunidades de RNA polimerase (PB1, PB2 e¢ PA), para constituir unidades ativas de
replicagdo/transcricao do virus influenza, chamadas de complexos de ribonucleoproteina viral
(RNP) (SHAW; PALESE, 2013) .

De acordo com a caracterizacdo antigénica das glicoproteinas de superficie,
hemaglutinina e neuraminidase, os IAVs sdo classificados em 18 subtipos de HA (H1-H18) e
11 subtipos de NA (N1 —-N11) (FOUCHIER et al., 2005). Os IVs também sao classificados em
tipos A, B ou C devido a presenga de diferencgas antigénicas na nucleoproteina, na proteina de
matriz € na composi¢cdo do genoma (HORIMOTO; KAWAOKA, 2005; TAUBENBERGER;
KASH, 2010; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). A nomenclatura dos virus influenza deve
seguir 0os seguintes critérios: primeiro, o tipo de virus € designado (A, B ou C), depois o
hospedeiro (se nao humano), local de isolamento, nimero de isolamento e ano de isolamento
(separados por barras). Para IAV, os subtipos HA (H1-H18) e NA (N1-11) sdo indicados entre
parénteses, como o seguinte exemplo: A/ Hong Kong/1/68 (H3N2) (SHAW; PALESE, 2013;
BROOKS et al., 2014).
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2.3.2 Epidemiologia

A influenza € uma doenca respiratoria aguda altamente contagiosa, de carater zoonético,
que afeta um amplo espectro de hospedeiros. E uma enfermidade de distribuigdo global, que
ocorre anualmente de forma sazonal causando epidemias (COSTA; MERCHAN-HAMANN,
2016).

As aves aquaticas sao consideradas o reservatorio natural da influenza A e contribuem
significativamente para a disseminagao do virus por meio de seus padrdes de migragdao em rotas
especificas (OLSEN et al., 2006). Atualmente, quase todas as combinagdes de HA e NA foram
detectadas em aves, principalmente em gaivotas (BEARE; WEBSTER, 1991; FOUCHIER et
al., 2005; OLSEN et al., 2006).

Evidéncias de infec¢do por IAVs foram relatadas em espécies de mamiferos das familias
Mustelidae, Procyonidae, Sciuridae, Viverridae, Canidae, Felidae e Suidae (MERRILL, 1982;
ZEINER et al., 1990; LANSZKI, 2003;WYCKOFF et al., 2005; VANDALEN et al., 2009). A
adaptacdo a transmissao para novos hospedeiros ¢ um processo multifatorial que envolve as
altas taxas de mutacdo, favorecidas pela presenca de genoma RNA segmentado, caracteristicas
do hospedeiro, além de fatores ambientais e antropicos (SOORYANARAIN;
ELANKUMARAN, 2015).

Os virus da Influenza humana sdo transmitidos pela via respiratoria, enquanto os virus
da Influenza avidria em aves sdo transmitidos pelas vias, fecal-fecal, fecal-oral ou fecal-
respiratoria. Dependendo da via de transmissdo, o virus tem como alvo as células epiteliais do
trato respiratdrio ou intestinal para infeccdo e replicacdo produtiva (TAUBENBERGER;
KASH, 2010). A gravidade da infeccdo em humanos estd associada a replicacdo do virus no
trato respiratorio inferior, que ¢ acompanhada por inflamacdo grave devido a infiltracdo de
células imunes (SANTOS et al., 2015). A Influenza suina ¢ uma doenca respiratoria semelhante
a humana, com febre alta e pneumonia causada pelos subtipos HIN1, H3N2 e HIN2 (SONG et
al., 2010).

Os virus Influenza A aviarios sdo classificados de acordo com sua patogenicidade,
conhecidos como LPAI (low-pathogenic avian influenza) e HPAI (highly pathogenic avian
influenza) (HORIMOTO; KAWAOKA, 2005). Os LPAIs sao mantidos em aves aquaticas
selvagens geralmente sem desenvolver sinais clinicos graves da doenca. Os sinais clinicos em
aves domésticas induzidas por LPAIs incluem redugdo do peso corporal e/ou ligeira queda na

producdo de ovos em aves poedeiras (SWAYNE; SUAREZ, 2000). Em contraste com os
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LPAIs, os HPAIs causam infecc¢des sistémicas letais e podem provocar a morte de frangos em
até 24 horas. Estes carregam um local de clivagem multibasico em sua proteina HA e causam
até 100% de mortalidade em varias espécies de aves (CHEN et al., 1998; STEINHAUER, 1999;
SWAYNE; SUAREZ, 2000; ALEXANDER, 2000).

A evolugao gendmica do virus influenza A ¢ caracterizada por uma interagdo complexa
de mutagdes pontuais que resultam na alteragdo das proteinas transcritas (SUZUKI, 2005).
Essas mutagdes sao erros aleatérios introduzidos durante a copia do RNA denominado deriva
antigénica (WEBSTER et al., 1979) (Figura 3). Esse processo torna os virus da influenza
capazes de evadir a imunidade, mediada por anticorpos induzidos durante infec¢des ou
vacinagdes anteriores, acumulando gradualmente mutagdes na HA e NA (WEBSTER et al.,
1992). Devido a deriva antigénica, atualizagdes frequentes das vacinas contra influenza sdo
necessarias, a fim de garantir uma relacdo antigénica suficiente entre a vacina e as variantes
virais emergentes (NICHOLSON et al., 2003).

Em contraste com a deriva antigé€nica, o deslocamento antigénico refere-se a mudangas
drasticas na antigenicidade da HA dos virus influenza A circulantes e estd associada a
pandemias. Essas estirpes reorganizadas podem ser a fonte de novas variantes pandémicas que
incorporam hemaglutinina e/ou proteinas de neuraminidase contra as quais os hospedeiros nao

terdo imunidade prévia para combater a infecgdo (LANDOLT; OLSEN, 2007) (Figura 3).

Avian H3Nx

Antigenic shift

Figura 3: Representacdo da ocorréncia de deslocamento
antigénico e deriva antigénica no virus da Influenza A. Fonte:
KRAMMER et al., 2018.
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Dessa forma a evolugdo dos virus influenza estd altamente associada a natureza
gendmica do virus. A deriva antigénica estd relacionada a ocorréncia de transmissdo
interespecifica, alta transmissibilidade dentro de uma populacdo, pressdo imunoldgica e
suscetibilidade dos hospedeiros (SHAO et al., 2017; BROWN, 2000).

Os suinos possuem um papel importante na mudanga antigénica, uma vez que podem
ser infectados por IAVs de aves e humanos (SHAO et al., 2017). A mais recente pandemia
humana foi em 2009 devido a um rearranjo do virus influenza A HIN1 com uma composi¢ao
genética de segmentos gendmicos de origem do virus suino triplo rearranjado da América do

Norte e também do virus suino tipo aviario da Eurasia (GARTEN et al., 2009).

2.3.3 Historico

As epidemias de Influenza ocorrem em todo o mundo e causam um fardo
socioecondmico substancial (SONG et al., 2010). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
relatou uma taxa de ataque global anual de Influenza estimada de 5 a 10% em adultos e 20 a
30% em criangas, e até¢ 650.000 mortes anuais estdo associadas a doengas respiratorias por
influenza sazonal. O Centro de Controle e Prevenc¢do de Doengas (CDC) estima que a Influenza
resultou entre 9,2 milhdes e 35,6 milhdes de pessoas desenvolvendo a doenga e entre 140.000
e 710.000 hospitalizacdes anualmente desde 2010 (HORIMOTO; KAWAOKA, 2005;
THOMPSON et al., 2009; OMS, 2009a).

A primeira pandemia oficial ocorreu no ano de 1580. Essa pandemia teve origem no
continente Asiatico e se estendeu para a Africa e Europa e posteriormente para a América.
Porém, o virus foi isolado pela primeira vez somente no ano de 1930, sendo classificado como
virus Influenza A (SANTOS et al., 2015).

Nos ultimos 500 anos, ocorreram aproximadamente 14 pandemias de AV e nos ultimos
120 anos houveram pandemias relatadas nos anos de 1889, 1918, 1957, 1968, 1977 e 2009
(TAUBENBERGER; MORENS, 2009) (Figura 4). Em 1918, a pior pandemia registrada na
historia causou aproximadamente 675.000 mortes totais nos Estados Unidos e matou até 50
milhdes de pessoas em todo o mundo (JOHNSON; MUELLER, 2002). As pandemias de 1957
e 1968 causaram aproximadamente 70.000 e 34.000 mortes nos Estados Unidos,

respectivamente (THOMPSON et al., 2009).
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Figura 4: Distribui¢éo cronoldgica das Pandemias mundiais de Influenza A. Fonte: KRAMMER et
al., 2018.

Em 2009, a Organizacdo Mundial da Saude declarou a pandemia do virus HINI triplo-
rearranjado (2009/HINT), que surgiu na populagdo humana nos Estados Unidos e no México e
rapidamente se espalhou pelo mundo (OMS, 2009a). Esse virus, HIN1pdmO09 apresenta a
caracteristica predominante de transmissibilidade eficiente entre humanos e aumento da
viruléncia, como demonstrado em modelos animais e em alguns humanos, em comparagao aos
virus influenza HIN1 sazonal, anterior a pandemia (ITOH et al., 2009; MUNSTER et al., 2009;
VAILLANT et al., 2009).

A histodria do virus influenza A (HIN1) € pontuada por transmissdes cruzadas frequentes
e esporadicas de suinos para humanos. Embora os virus suinos transmitidos esporadicamente
sejam suficientemente patogénicos em humanos para causar doenca clinicamente aparente, eles
raramente sao transmitidos entre humanos. A exposi¢do e a infec¢ao sdo necessarias, mas nao
suficientes para o surgimento de um novo virus epidémico; o virus também deve se adaptar e
transmitir (PARRISH et al., 2008).

Uma série de revisdes cobrindo diferentes aspectos da pandemia de 1918 foram
publicados e relatam que o virus de 1918 € o provavel ancestral de todas as quatro linhagens
humanas e suinas de HIN1 e H3N2 subsequentes, bem como da linhagem H2N2 "extinta". A

reconstru¢do do genoma viral dos tecidos de varias vitimas demonstrou que o agente causador
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era um virus HINI descendente de aves (REID et al., 1999; TAUBENBERGER et al., 2000;
TAUBENBERGER et al., 2005).

As estirpes de IAV foram consistentemente isoladas de porcos e cavalos, mas apenas
esporadicamente de outros mamiferos domésticos e selvagens (WRIGHT; WEBSTER, 2001).
Nao esta claro se existem hospedeiros estaveis de AV de mamiferos selvagens ou se infec¢des
zoondticas ocasionais levam a surtos localizados que ndo persistem. Apenas programas de

vigilancia adicional poderao responder a esta pergunta (NEUMANN et al., 2009).

2.3.4 Patogenicidade

O virus Influenza A causa doencga respiratoria grave e apresenta facil transmissdo. A
infeccdo em mamiferos ocorre através de contato direto com infectados, contato com fomites,
superficies contaminadas e inalagdo de aerosso6is com o virus (SANTOS et al., 2015). A forma
mais eficaz de transmissao ¢ pela inalagdo de aerossois, principalmente por meio de goticulas
expelidas pela tosse, espirros e fala (SHINYA et al., 2006; YAMADA et al., 2010).

A influenza pode apresentar-se de forma branda ou grave, com complicagdes e evolugdo
para obito (YANG et al., 2009). O periodo de incubagdo ¢ de 1 a 4 dias, podendo variar de
acordo com o sistema imunologico do hospedeiro e com a quantidade do inoculo viral
(KAWAOKA, 2013). As altas taxas de replicacdo ocorrem nas primeiras 48 horas apds contato
com o virus e nos dias restantes da infec¢do a carga viral tende a diminuir (BROOKS et al.,
2014).

Dentro do grupo do virus influenza A, as caracteristicas virais sdo muito diferentes em
termos ndo apenas de transmissibilidade, mas também de gravidade. Por exemplo, a taxa de
letalidade de HINT1 ¢ <15%, e as taxas de letalidade de HSN1 e H7N9 sdo superiores a 50% e
20%, respectivamente. Além disso, alguns virus da Influenza A aviaria, especialmente os do
subtipo H7, tém sido associados a infecgdes oculares humanas e conjuntivite (FOUCHIER et
al., 2005; MUNSTER et al., 2009; FENG et al., 2018; YANG et al., 2009; THOMPSON et al.,
2009; CDC, 2011).

A patogenicidade do IAV ¢ uma caracteristica complexa e multigénica, que é afetada
por diversos fatores virais € do hospedeiro (MOSTAFA et al., 2013). A circulagdo intensiva de
AlVs em reservatorios animais resulta ocasionalmente no surgimento de caracteristicas

genéticas, que sdo pelo menos suficientes para permitir que o virus atravesse a barreira de
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transmissdo animal-humano. Além disso, mudangas genéticas que melhoram a aptidao viral de
AlIVs zoondticos podem ser obtidas no novo hospedeiro humano (REPERANT et al., 2008a).
O IAV se replica nos mamiferos principalmente nas células epiteliais do nariz, garganta
e pulmdes; e em células epiteliais do sistema intestinal em aves. No entanto, também ¢ capaz
de se replicar em células imunes, como macréfagos alveolares e células dendriticas, os quais
s30 responsaveis por iniciar a resposta imune inata contra a infec¢io (MULLER et al., 2012).
O ciclo celular (Figura 5) do virus comeca com a ligacao a célula alvo. Neste momento
a HA desempenha um papel fundamental por ser responsavel pela ligagao do receptor viral a
membrana da célula hospedeira, possuindo efeito direto na replicagdo e adaptagdo a novos
hospedeiros (STEVENS et al., 2006). A afinidade da HA para residuos especificos de acidos
sidlicos (SIA) ¢ um determinante principal da gama de hospedeiros. A clivagem da HA ¢
essencial para a infectividade viral. A exposi¢do do terminal amino da HA2 (o chamado
'peptideo de fusdo') medeia a fusdo entre o envelope viral e a membrana endossomal, uma etapa
essencial para a liberacdo de vVRNP no citoplasma. Como o pH endossomal varia entre as
espécies hospedeiras, a estabilidade do pH da HA ¢ um dos determinantes do tropismo viral e
a clivagem da HA ¢ determinada pela sequéncia de aminoécidos no local de clivagem

(MITNAUL et al., 2000; PINTO; LAMB, 2006).
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Figura 5: Ciclo de vida viral da Influenza A. Fonte: AMPOMAH; LIM, 2019.

A neuraminidase forma uma proteina spike tetramérica com atividade enzimatica, que
medeia na superficie das células hospedeiras infectadas a remog¢ao enzimatica de SIAs. Para a
infeccdo, transmissao e adaptagdo ao hospedeiro de IAV ideais, um equilibrio entre a for¢a da
atividade de ligacdo ao receptor pela HA e a atividade de destrui¢cao do receptor pela NA sao
importantes (MITNAUL et al., 2000; XU et al., 2012).

Uma vez dentro do citoplasma da célula hospedeira, os sinais de localizagdao nuclear
(NLS) presentes na NP viral, parte do VRNP, reconhecem e se ligam a maquinaria de
importacdo nuclear do hospedeiro, que medeia a entrada no nicleo e a subsequente replicacao
viral (WU WW; PANTE N, 2009; GABRIEL et al., 2011).

A replicagdo e transcricdo dos RNAs virais sdo realizadas pelas trés subunidades da
polimerase PB2, PB1 e PA, e pela nucleoproteina. Os complexos de ribonucleoproteina viral
recém-sintetizados sdo exportados do nucleo para o citoplasma pela proteina de exportacao
nuclear e a proteina da matriz M1, para entdo serem montados virions na membrana plasmatica
(SHAW; PALESE, 2013; BROOKS et al., 2014; EISFELD et al., 2015).

Todos os oito genomas segmentados de IAV devem estar presentes para que um virion
se torne uma particula totalmente infecciosa (BOUVIER; PALESE, 2008). O IAV ¢
transportado para a superficie da célula para entdo ser liberado ou brotar da célula hospedeira.
Na membrana plasmatica, as proteinas NA, HA e M2 incorporadas se reinem com segmentos

gendmicos virais para formar um virion, e as proteinas M1 e M2 medeiam o fechamento final
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e o brotamento (NAYAK et al., 2004; CHEN; LAMB, 2008). Além disso, a NA libera residuos
de 4cido sidlico na superficie da célula hospedeira, permitindo a infec¢ao subsequente de células

vizinhas (HUI; NAYAK, 2002).

2.3.5 Receptores de Acido Sidlico

Todas as células de mamiferos sdo cobertas por um denso glicocalice, composto por
glicolipidios, glicoproteinas, ancoras glicofosfolipidicas e proteoglicanos (VARKI, 1997;
(DRICKAMER K; TAYLOR M., 2006; VARKI, 2007. Os acidos sialicos compreendem uma
familia de nove monossacarideos de carbono que geralmente sdo encontrados na cobertura mais
externa de glicanos, os quais estdo ligados a glicoproteinas e glicolipidios da superficie celular
(SCHWARZKOPF et al.,, 2002). Desempenham fungdes intrinsecas importantes e sdo
necessarios para o desenvolvimento normal do organismo (SCHWARZKOPF et al., 2002). Por
outro lado, dada a sua localizagdo terminal nos glicanos, ¢ natural que essa diversidade tenha
sido utilizada por uma grande variedade de proteinas de ligacdo aos SIAs, sendo mais
conhecidas as de muitos patdgenos virais e bacterianos (ANGATA; VARKI, 2002; VARKI,
2007; ILVER et al., 2003; STRASSER et al., 2003; SHARON, 2006).

Um fator importante na patogénese do virus da Influenza A € o tropismo tecidual, que
depende em grande parte da capacidade do virus em se ligar a célula hospedeira (BAIGENT;
MCCAULEY, 2003). As HAs dos virus influenza A de diferentes espécies hospedeiras diferem
em sua especificidade de ligagdo. Por exemplo, HAs de virus influenza A humanos reconhecem
preferencialmente sacarideos terminados em acido sialico a-2,6-SIA, enquanto HAs de virus
influenza aviario reconhecem preferencialmente sacarideos terminados em a-2,3-SIA
(ROGERS; PAULSON, 1983; CONNOR et al., 1994; SUZUKI et al., 2000). Portanto, o tipo e
a distribui¢do da SIA sdo considerados fatores importantes na suscetibilidade de diferentes
espécies de hospedeiros aos virus influenza A (SUZUKI et al., 2000).

Existem varios métodos para identificar os SIAs em glicolipidios e glicoproteinas nos
tecidos, incluindo microrganismos, proteinas soliveis, receptores recombinantes de mamiferos
e anticorpos (VARKI, 2007). Um método tradicional para estudar o tropismo tecidual de
diferentes virus influenza A ¢ medir a distribui¢ao de SIAs pelo uso de histoquimica de lectina
(VARKI, 1997). As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que se ligam a estruturas de
carboidratos definidas e pode ser de origem animal, microbiana ou vegetal (LORIS, 2002;

SHARON, 2007).
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O virus da gripe e as lectinas causam hemaglutinagdo por mecanismos semelhantes. A
hemaglutinina do virus influenza reconhece oligossacarideos na superficie dos globulos
vermelhos, levando a agregacdo e aglomeragdo. Lectinas também reconhecem os acidos
sialicos ligados aos oligossacarideos, levando a agregacao (NICHOLLS et al., 2008). Estudos
sobre receptores para o virus influenza tém feito uso das lectinas vegetais Sambucus nigra
(SNI), que tem maior especificidade para a-2,6-SIA, e aglutinina de Maackia amurensis
(MAA), que tem maior especificidade para a-2,3-SIA (BAUM; PAULSON, 1990; SHINYA et
al., 20006).

Embora tteis para determinar a distribui¢do de SIAs nos tecidos, essas técnicas de
histoquimica de lectina sdo apenas uma medida indireta da ligacdo do virus influenza A aos
tecidos do hospedeiro. Estudos recentes com virus marcados também sugeriram que nem todas
as células que se ligam a virus resultam em replicagdo viral, indicando que outros eventos
intracelulares determinam replicagao viral produtiva (KUIKEN et al., 2006). Essas técnicas nao
consideram outras varidveis que influenciam a especificidade de ligacdo. Para HA, estes
incluem glicosilagdo e sialilagdo proxima do sitio de ligacdo do receptor; para o receptor, estes
incluem tipo de SIA, ligacdes alternativas, sulfatacdo e fucosilagdo dos residuos de sacarideos
(SUZUKI, 2005; WU; AIR, 2004; GAMBARYAN et al., 20006).

Apesar das limitacdes, estudos de histoquimica de lectina t€ém contribuido no avango de
estudos referentes a Influenza A. O uso das lectinas vegetais demonstrou que as células ciliadas,
em vez de células caliciformes, seriam um alvo para a infec¢do por influenza em humanos.
Esses estudos foram ampliados e demonstraram que a mucina bronquica humana ¢ capaz de
inibir a ligacdo do virus a liga¢do a-2,3 mais do que a ligagdo a-2,6. (BAUM; PAULSON,
1990).

Diante da escassez de SIAs a-2,3 na traqueia humana, como detectado pela ligagao de
MAA, e devido aos virus avidrios ndo replicarem bem em humanos experimentalmente
infectados, a hipdtese de que um virus aviario precisaria se adaptar em um hospedeiro
intermediario foi desenvolvida (BEARE; WEBSTER, 1991). Este hospedeiro precisaria ter os
dois tipos de receptores, antes de se adaptar a transmissdo para humanos. Demais estudos de
ligacdo de lectina demonstraram que os suinos possuem ambos os tipos de receptores em células
epiteliais respiratorias, sendo, por isso, considerados um hipotético “recipiente de mistura”
(SCHOLTISSEK et al., 1985). Devido a susceptibilidade a coinfec¢do por virus Influenza de
origens diferentes, estes hospedeiros permitem o rearranjo e o surgimento de novas estirpes

virais com significativa importancia para a sade publica (SUZUKI et al., 2000).
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A evolugdo dos virus da Influenza ainda se apresentam de forma complexa e ativa.
Alguns estudos demonstraram que galinhas e codornas podem atuar como hospedeiros
intermediarios, nos quais os virus aviarios podem ser amplificados e transmitidos para outras
espécies animais (LIN et al., 2000). Alguns pesquisadores sugerem que as aves terrestres
também atuam como “recipiente de mistura” e disseminadores de virus influenza A
rearranjados de aves/mamiferos (VINCENT et al., 2014; WAN; PEREZ, 2006).

Estudos em furdes (Mustela vison) infectados com o virus influenza de 1918
recombinante mostraram que, apesar da replicagdo no trato respiratorio superior (anteriormente
considerado um requisito para a transmissao), o virus com uma preferéncia de ligagdo SIA a-
2,3 pura ndo mostrou transmissao de furdo para furdo (TUMPEY et al., 2007). Aqueles com
ligagdo SIA a-2,3 e SIA 0-2,6 mostraram transmissdo ineficiente e apenas aqueles com
preferéncia SIA 0-2,6 mostraram transmissdo eficiente, indicando que ndo foi um ganho de
preferéncia SIA a-2,6 vinculativa que resultou na transmissdo, mas, em vez disso, uma perda
de SIA a-2,3. Dessa forma, sugere-se que a ligacao do virus levando a replicagdo nao é o unico
caminho de preocupagdo, mas também como uma mudanca na ligacao preferencial é capaz de
desencadear vias no hospedeiro que resultam na transmissao viral eficiente (NICHOLLS et al.,

2008).

2.3.6 Influenza em mesopredadores

Evidéncias de infec¢cdo por IAV foram relatadas em diversas espécies de mamiferos e
as espécies caracterizadas como mesopredadoras selvagens merecem importante destaque
(MERRILL, 1982; ZEINER et al., 1990; WYCKOFF et al., 2005). Os mesopredadores sao
mamiferos como guaxinins, raposas, quatis € gambas que ocupam niveis intermediarios na
cadeia trofica, podendo variar sua posi¢ao de acordo com a presenga ou auséncia de predadores
de topo de cadeia. Possuem porte médio, sdo geralmente onivoros e de distribuicdo
generalizada, incluindo habitats selvagens, fazendas e areas urbanas (SOULE et al., 1988;
KOWALSKI et al., 2015).

Guaxinins (Procyon lotor) sdo comuns em muitas comunidades urbanas e suburbanas
dos Estados Unidos. Esta espécie ¢ altamente adaptavel, ocupando diversos habitats, com dieta
oportunista onivora e obtendo seu sustento a partir do consumo de uma grande variedade de
plantas e animais (FITZGERALD et al., 1994; SCHMIDLY et al., 2004). Sdo considerados

uma ameaga a saude publica por carrearem varias doengas zoondticas, como a raiva, e
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apresentam potencial participagdo nos ciclos de transmissdo dos virus da Influenza
(NICHOLLS et al., 2008).

Um estudo realizando por Hall et al. (2008) avaliou a exposi¢ao de guaxinins aos virus
da Influenza em seis estados americanos. Neste estudo, amostras bioldgicas de 730 guaxinins
selvagens foram coletadas. Dentre os animais amostrados, 17 (2,4%), provenientes de trés
desses estados, possuiam anticorpos para os subtipos H1, H3, H4N2, H4N6 ¢ HION7. Seus
resultados indicaram que os guaxinins selvagens sao expostos a uma variedade de subtipos do
virus e apresentam capacidade de soroconversdao quando infectados.

Evidéncias soroldgicas também sdo apresentadas em outros estudos com
mesopredadores, Roberts et al. (2009) descreveram um guaxinim, habitante de uma regido de
granja aviaria na Pensilvania, positivo para anticorpos H4N6. No Japdo, soroconversdo a
diferentes subtipos de IAVs foram detectados em guaxinins selvagens (Procyon lotor)
(HORIMOTO et al., 2011). Semelhante aos resultados encontrados nos EUA, uma segunda
pesquisa sorologica no Japao mostrou que as detecgdes de anticorpos para IAV em guaxinins
eram irregulares, com todas as deteccdes de anticorpos ocorrendo em trés dos 18 locais
pesquisados (HALL et al., 2008; YAMAGUCHI et al., 2014).

A fim de compreender a permanéncia de anticorpos para IAVs em guaxinins, Root et
al. (2010) mantiveram em cativeiro sete guaxinins selvagens (Procyon lotor) que haviam sido
expostos a multiplos subtipos virais, por 279 dias. Amostras de soro foram coletadas em 10
ocasides diferentes durante este intervalo de tempo. Embora declinios de titulo tenham sido
observados na maioria dos animais ao longo do tempo, todos os animais mantiveram anticorpos
detectaveis durante o estudo. Estes dados indicam que os anticorpos adquiridos naturalmente
para o virus da influenza A podem permanecer detectdveis em guaxinins apos varios meses a
exposicao.

Hall et al. (2008) também realizaram a inoculag@o via intranasal do subtipo H4N§ em
oito guaxinins, realizando o monitoramento destes animais por 14 dias. Ap0s esse periodo, trés
desses animais apresentaram liberagcdo de quantidades detectaveis de virus. As anélises de qRT-
PCR de amostras retais ndo mostraram nenhum RNA viral detectavel eliminado pelo sistema
digestorio, o que ¢ condizente com a influenza, por ser considerada uma doenga primariamente
respiratoria em mamiferos (BAIGENT; MCCAULEY, 2003).

Demais pesquisas descreveram que guaxinins possuem ambos os tipos de receptores em
seus sistemas respiratorios, de forma semelhante aos suinos, mas com distribui¢do desigual

entre os tecidos (HALL et al., 2008). No epitélio superior da traqueia, o receptor predominante
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é o tipo humano SIA 0-2,6. A medida que se examina os tecidos inferiores do sistema
respiratorio, quantidades crescentes do receptor aviario SIA a-2,3 sdo encontradas, até que os
dois tipos de receptores estejam em quantidades aproximadamente iguais nos pulmoes
(SHINYA etal., 2006; TUMPEY et al., 2007). A presenca de receptores humanos e de aves no
sistema respiratorio de guaxinins propicia a possibilidade de coinfeccdo com varios tipos de
virus influenza e, como em suinos, o rearranjo genético e a criagdo de novas estirpes

possivelmente altamente virulentas (HALL et al., 2008) (Figura 6).

Figura 6: Tecidos respiratorios de guaxinim (Procyon lotor) corados com lectinas especificas
para éacidos sialicos (SIAs) com ligagdes 02,6 e 02,3. A) traqueia superior; B) traqueia inferior;
C) bronquio; D) bronquiolo. As setas indicam o revestimento endotelial dos tecidos indicados.
A coloragdo verde mostra uma reacdo com a lectina de Sambucus nigra marcada com
isotiocianato de fluoresceina, que indica SIAs ligados a galactose por uma ligagdo 02,6. A
coloragdo vermelha mostra uma rea¢do com lectina Maackia amurensis biotinilada (detectada
com Alexa Fluor 594 - estreptavidina conjugada), que indica uma ligagdo SIA 02,3. Os tecidos
foram contrastados com dicloridrato de 4,6 -diamidino-2-fenilindol. Ampliacdo original 40x
nas figuras A, B e D e 100x na figura C. Fonte: HALL et al., 2008.

Durante meados de dezembro de 2009 a janeiro de 2010, oito gambas listrados (Mephitis
mephitis) morreram em uma fazenda de visons perto de Vancouver, British Columbia, Canada.
Dois destes gambds passaram por exame post-mortem no Animal Health Center em Abbotsford,
British Columbia e apresentaram pneumonia grave com 70% de comprometimento do campo

pulmonar. A partir da analise de RT-PCR, amostras de 6rgdos foram positivas para o HIN1



42

pandémico de 2009, confirmado pela anélise da sequéncia de fragmentos de RNA obtidos nos
testes de hemaglutinina, neuraminidase e gene da proteina M (BRITTON et al., 2010). Outro
estudo comprovou que gambas listrados possuem potencial de liberar grandes quantidades de
RNA viral pelas vias oral e nasal apos a exposi¢ao a um AIV de baixa patogenicidade (ROOT
etal., 2014).

Em estudo experimental Reperant et al., (2008) avaliaram o potencial de transmissao da
IAV em raposas vermelhas (Vulpes vulpes), infectando-as com HPAI H5N1, por inoculagao
via intratraqueal. Em seus resultados ocorreu a eliminacdo do virus por 3 — 7 dias e
desenvolvimento de pneumonia grave, miocardite ¢ encefalite. No entanto, as raposas que
foram alimentadas com carcacas de aves infectadas também espalharam o virus por 3—5 dias,
mas desenvolveram apenas sinais leves da doenga, concluindo que essa espécie pode
desempenhar um papel na dispersao do virus.

Os riscos associados aos mesopredadores e a Influenza para a satde humana sio
desconhecidos, o que justifica claramente mais pesquisas direcionadas ao assunto. As
evidéncias que temos hoje, ressaltam a importancia de se investigar os papéis dessas espécies

na epidemiologia da influenza (HALL et al., 2008).

2.3.7 Diagnéstico

O diagndstico de influenza em humanos ¢ feito principalmente com base na apresentagao
clinica e na probabilidade epidemioldgica de infec¢do. O inicio dos sintomas € subito e
predominam sintomas inespecificos como febre, calafrios, dores de cabega, mialgia (dor
muscular), mal-estar (desconforto) e anorexia. Sintomas respiratdrios como tosse seca, dor de
garganta, obstruc¢do e secre¢do nasal, geralmente também estdo presentes (KRAMMER et al.,
2018).

Outros patdgenos respiratdrios como virus parainfluenza, virus sincicial respiratorio,
adenovirus, rinovirus e coronavirus possuem manifestagdes clinicas semelhantes a influenza.
Por este motivo o diagndstico com base na apresentacao clinica tem precisdo razoavel (OHMIT;
MONTO, 2006). Devido aos sintomas inespecificos, o numero de casos diagnosticados ¢
subestimado. No Brasil, laboratdrios credenciados pela OMS sdo responsaveis por identificar
de forma antecipada a presenca de novos tipos e subtipos virais € em divulgar informacdes
epidemioldgicas e filogenéticas acerca dos virus Influenza circulantes no pais a cada ano

(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
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Assim como para os humanos, o diagndstico de animais positivos ¢ importante para as
acoes de vigilancia epidemioldgica. O processo de diagnodstico comega com a amostragem
correta selecionando preferencialmente animais que apresentem a fase aguda da infecgao
(JANKE, 2000). Posteriormente a coleta, o armazenamento correto das amostras e
desenvolvimento de testes adequados sdo essenciais para a detec¢do do virus, assim
contribuindo com o controle de surtos e prevengao da infecgdo.

Geralmente, swabs nasofaringeos sao coletados de humanos para o diagndstico, podendo
também ser realizada lavagem nasal ou swab combinado de garganta e nasal. As amostras
devem ser obtidas preferencialmente em até trés dias do inicio dos sintomas garantindo a
sensibilidade dos testes (KRAMMER et al., 2018). Para o diagnodstico molecular nos demais
mamiferos, amostras de secrecao nasal e fluido oral devem ser coletados. O armazenamento
deve ocorrer sob refrigeragdo (4°C) para processamento em até 48 horas ou acondicionamento
a -80°C para processamento em periodos superiores (OMS, 2011)

Os testes laboratoriais padrdo ouro usados para influenza sdo cultura viral e PCR seguido
de transcricao reversa (RT-PCR). A cultura do virus, apesar de demorada, ¢ fundamental para
a caracterizacdo detalhada de novos virus, vigilancia da sensibilidade aos medicamentos
antivirais ¢ monitoramento da deriva antigénica (DUNN et al., 2004). A RT-PCR convencional
¢ usada para detectar a presenca ou auséncia de RNA, enquanto o RT-PCR quantitativo usa
sondas para quantificar 4cidos nucleicos virais nas amostras (OMS, 2009b).

Os testes sorologicos de escolha que detectam a presenga de anticorpos contra o virus,
sdo a inibi¢do da hemaglutinacdo (HI), ELISA e fixacdo de complemento (VEMULA et al.,
2016). O ensaio HI ¢ rapido, relativamente barato e aplicavel a diversas espécies (PEDERSEN,
2014).

A base do teste de HI ¢ a inibicdo da hemaglutinagdo realizada pela HA em eritrécitos.
Quando ocorre a presenga de anticorpos especificos para o subtipo, a ligacdo HA-eritrocitos €
inibida, tornando possivel a mensuracao de anticorpos neutralizantes (BEARD et al., 1980). A
confiabilidade deste teste pode ser comprometida se houver a presenca de inibidores de
hemaglutinagdo ou problemas relacionados a alteragcdes genéticas (WOOD et al., 1994). Um
protocolo detalhado para HI estéd presente no manual da OMS (OMS, 2002).

Estudos de vigilancia também sdo necessarios para a compreensao do papel de animais
selvagens na transmissdo de IAVs. Amostras ambientais, de tecidos, swabs de orofaringe,
nasais e retais podem ser coletadas para andlises quanto a presenga do virus, buscando

evidéncias de exposicdo e infec¢do atual (VANDALEN et al., 2009). Pesquisas de vigilancia
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sorologica podem ser realizadas para identificar exposi¢do prévia aos virus influenza. Em
complemento aos estudos de infecgdes ativas que fornecem apenas informacgdes atuais, esses
dados podem ser usados para estimar a propor¢ao de animais ou populagdes que ja foram

expostas (VANDALEN et al., 2009).

2.3.8 Controle e prevencao

Diante do elevado potencial pandémico do virus Influenza A € notavel a preocupacgdo
com o surgimento de novas pandemias na populagdo humana (SOEMA et al., 2015;
KRAMMER; PALESE, 2015).

Para a prevengao e controle de infec¢des pelo virus influenza, estao disponiveis vacinas
e medicamentos antivirais (NEUMANN et al., 2009). A vacinagdo ainda ¢ a principal linha de
defesa e 0 método mais eficaz para combater a infec¢do, porém devido a alta taxa de mutagdo
observada no virus Influenza A, o controle da doenca através da imunizagao tem suas limitagdes
(HOUSER; SUBBARAO, 2015; KRAMMER; PALESE, 2015; SANTOS et al., 2015).

Devido a grande varia¢do de eficacia da vacina contra influenza (10% a 60% nos
Estados Unidos nos ultimos anos), com eficacia substancialmente menor em adultos mais
velhos ou durante as temporadas de influenza, quando uma nova variante antigénica esta
circulando, o uso de antivirais permanecem com um papel fundamental no manejo da gripe nao
complicada associado aos cuidados de suporte (FENG et al., 2018; KRAMMER et al., 2018).

O tratamento antiviral reduz a carga da doenca e diminui as taxas de mortalidade e
hospitalizagado, principalmente em pacientes com infec¢des secundarias que levam a pneumonia
(MUTHURI et al., 2014; CUMMINGS et al., 2021). O tratamento deve ser realizado dentro da
“janela” de 48 horas evitando que os sistemas de satide sejam sobrecarregados (REWAR et al.,
2016). Além dos beneficios associados ao tratamento antiviral, a profilaxia deve ser garantida
durante surtos de gripe em lares ou institui¢des como medida de prote¢cdo adicional (TORNER
etal., 2015).

Na cria¢do de animais a profilaxia, a vacinagdo e o tratamento também sdo aplicados
(CHEN et al., 2012; KRAMMER et al., 2018). O correto manejo nutricional e o bem-estar
animal associados as medidas de biossegurancga sdo agdes essenciais para evitar a propagacgao
e desenvolvimento do virus da Influenza. A limpeza e desinfeccdo corretas, ventilagdao

adequada das instalagdes, despovoamento, isolamento de animais doentes, segregacdo de
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animais jovens e sistema all-in-al-out, sdo agdes de biosseguranga extremamente importantes
para evitar a propagacdo do virus (FLORES et al., 2007).

Como a transmissdo do virus pode ocorrer entre diferentes espécies, medidas de
biosseguranga também incluem o contato limitado interespecifico, especialmente entre suinos,
aves e humanos. A vacinagdo dos funcionarios da cadeia produtiva de suinos ¢ recomendada
assim como a troca de roupas ao ar livre e desinfec¢ao de pediluvios devido a possibilidade de
humanos transmitirem o virus influenza para suinos e vice-versa (NELSON et al., 2015;

KRAMMER et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a susceptibilidade de quatis (Nasua nasua) de vida livre em parque urbano, a
infeccao pelos virus da Influenza A, a partir da investigacao soroepidemiologica, pesquisa do
agente e presenca de receptores de acido sialico em tecidos do sistema respiratorio destes

animais.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar a presenga de anticorpos neutralizantes contra os subtipos HIN1pdm09,
H3N2 e HIN1 humano sazonal da Influenza A, a partir da técnica de inibi¢do da
hemaglutinacdo em amostras de soro coletados de quatis de vida livre nos anos 2013,
2014, 2018, 2019 ¢ 2021;

e Verificar a frequéncia e a distribui¢do dos subtipos HIN1pdm09, H3N2 e HINI1
humano sazonal da Influenza A em quatis de vida livre;

e Realizar pesquisa para a detecc¢ao direta do virus da Influenza A, a partir de amostras de
swabs de orofaringe e retais coletadas de quatis de vida livre;

e Avaliar clinicamente, a populacao de quatis amostrados mediante avaliagdo fisica;

e Realizar a detec¢do e distribuicdo de receptores de acidos siélicos, a-2,3 e a-2,6 em
tecidos provenientes do sistema respiratorio de carcagas de quatis, pela técnica de

imuno-histoquimica de lectinas.



47

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de estudo

O projeto foi desenvolvido no Parque Municipal das Mangabeiras (PqM - 19°56’S e
43°53’ 0O), localizado na regido sul do municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais. O local ¢
uma area natural de 236 hectares, densamente arborizada que oferece um espago de turismo e
lazer para a populacdo, onde ja foram registrados até 20 mil visitantes por més (dados da
administracdo do PqM).

O parque esta presente em uma regido de transicdo entre os biomas Cerrado e Mata
Atlantica, o que favorece a presenca de grande diversidade bioldgica. Registros de
aproximadamente 320 espécies de plantas, 168 espécies de aves, 16 espécies de mamiferos, 17
espécies de anfibios e 12 espécies de répteis ja foram realizados no local (CAMARA; LESSA,
1994; ALVES-COSTA, 1998; HEMETRIO, 2007). Sua vegetacao inclui Floresta Estacional
Semidecidua, Cerraddo, Cerrado stricto sensu e Campo Rupestre (PEDERSOLI, 1997).

Devido a sua presenca em ambiente urbano, os limites do parque sofrem consideravel
impacto ambiental resultante da pressdo antropica. Esta ocorre devido a presenga de trés
grandes bairros com perfis populacionais e socioeconomicos distintos assim como atividades

de mineragéo de ferro (PORFIRIO et al., 2006) (Figura 7).

Figura 7: Demonstracdo da ocupag@o urbana e mineragao de ferro ao|
redor do Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas
Gerais.
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Os quatis sdo os animais mais caracteristicos do Parque, sendo facilmente visualizados
e presentes em densidade mais alta do que registrado em ambientes naturais. Esta condi¢ao
associada a constantes estimulos de alimentagdo realizados pela populagdo, resulta em
eventuais acidentes envolvendo mordidas e arranhdes, assim como favorece a maior presenca
dos animais fora dos ambientes de mata. Além disso, conseguem acessar o conteudo das lixeiras
do Parque (Figura 8) e o fazem nas casas e estabelecimentos comerciais proximos (Figura 9)

(HEMETRIO, 2011).

Belo Horizonte, Minas Gerais. Fonte: Augusto Gomes, 2021.
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Figura 9: Quatis (Nasua nasua) na regido limitrofe do Parque Municipal das
Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais. Fonte: Augusto Gomes, 2021.

4.2 Licencas

Foram utilizadas amostras de soro de banco de amostras provenientes de quatis de vida-
livre capturados no Parque Municipal das Mangabeiras (anos: 2013; 2014; 2018 e 2019)
licengas Sisbio 39817-1 ¢ 61968-1 ¢ Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG
(CEUA/UFMG) 274/2013 e 306/2017.

Também foram realizadas coletas de amostras bioldgicas (sangue total, soro, swabs de
orofaringe e retais e amostras teciduais provenientes de necropsias) de quatis de vida-livre do
Parque no ano de 2021 sob licenga aprovada pelo Sisbio nimero 75831, pela CEUA/UFMG
sob protocolos de nimeros 158/2020 e 100/2021 e pela Fundagdo de Parques Municipais e
Zoobotania de Belo Horizonte sob protocolo FU 004-2020. Ainda, a presente pesquisa

encontra-se cadastrada na plataforma SisGen sob o codigo A7TCOAAF.

4.3 Captura dos animais

Durante os anos de 2013, 2014, 2018 e 2019 ocorreram capturas de quatis (Nasua nasua)
no PgM com diferentes objetivos de pesquisa. Ao final dessas pesquisas as amostras
remanescentes contribuiram para o desenvolvimento de um banco de amostras. Este banco

também contribuiu para o presente estudo diante do fornecimento de amostras de soro.
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Com o objetivo verticalizado em desenvolver uma pesquisa referente a susceptibilidade
de quatis ao virus da Influenza A foram realizados esforcos de captura durante o ano de 2021.
Estes esforcos foram realizados nos periodos chuvoso (outubro a janeiro) e seco (abril a
setembro), a fim de se estudar também a possivel variacdo sazonal do agente na populacdo de
quatis. As capturas ocorreram entre os dias 18 e 21 de janeiro (C1), 16 e 19 de fevereiro (C2),
28 de junho e 9 de julho (C3), e 4 e 13 de agosto (C4).

Os quatis foram capturados por meio de armadilhas colocadas em cinco pontos
estratégicos de passagem dos animais, estes nomeados de acordo com os locais do parque:
Caraga; Trilha 12; Mirante; Praca das Aguas e Casa de Bonecas. Em cada ponto foram

colocadas cinco armadilhas referenciadas geograficamente por GPS (Figura 10).

Pontos de Captura - Parque das Mangabeiras

250
[ I

1. Caraca

2. Trilha 12
01 2km 3. Mirante JJ
— 4, Praca das aguas

5. Casa de bonecas

Projecic: SIRGAS 2000 Fonte de dados: PBH, pontos de coleta levantados pelos autores  Software: (GIS 3.18.2

Figura 10: Distribuicdo dos pontos de colocacdo de armadilhas para a captura de quatis (Nasua
nasua) no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.
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Foram utilizadas armadilhas de ferro galvanizado do tipo Tomahawk ® com desarme de
pedal nas dimensdes de 70 cm x 35 cm x 40 cm (Figura 11) e 70 cm x 30 cm x 20 cm. As
armadilhas foram revisadas diariamente pela equipe de campo durante os periodos de capturas

pela manha e tarde e iscadas com banana.

S 5T N SR
Figura 11: Armadilha do tipo Tomahawk ® com
desarme de pedal de dimensdes de 70 cm x 35 cm'
x 40 cm.
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Ap0s capturados, os animais foram inspecionados visualmente para estimativa de peso e
calculo do volume anestésico a ser aplicado. Entdo, com o auxilio de um embolo (de armadilha),
os animais eram contidos dentro da armadilha e realizada a aplicacdo intramuscular do farmaco
Zoletil ® 100 (Virbac®; cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam), o qual o volume
foi calculado a partir da dose de referéncia de 7 a 10 mg/kg (TEIXEIRA; AMBROSIO, 2014).

Diante do efeito anestésico, os animais foram retirados das armadilhas ¢ imediatamente
confirmado o peso estimado com o auxilio de uma pesola. Quando necessario, o ajuste de dose
foi administrado. O monitoramento anestésico foi realizado mediante afericao das frequéncias
cardiaca e respiratoria e temperatura retal. Os animais que ndo possuiam identificagdo prévia
receberam um implante de microchip subcutaneo na regido interescapular e colocacdo de brinco
de polipropileno numerado, com aplicagdo realizada na orelha direita para as fémeas e na orelha

esquerda para os machos (Figura 12).
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Figura 12: Quati (Nasua nasua) macho sob anestesia
apos captura e identificagdo com brinco numerado de
polipropileno.

4.3.1 Coleta de amostras biologicas

A coleta de amostras bioldgicas foi realizada ap6s a identificagdo dos animais em periodo
inicial do efeito anestésico. A coleta de sangue foi realizada através da puncao da veia jugular
com auxilio de seringa de 5 ml estéril respeitando o limite maximo de 1% do peso vivo (Figura
13) e acondicionado em tubos com ativador de coagulo. Também foram realizadas coletas de
trés swabs de orofaringe (Figura 14) e trés swabs retais, acondicionados em tubos Falcon
contendo 3 ml de solucdo salina tamponada - PBS 1X suplementado com penicilina (200 pl
/mL), estreptomicina (200 pg/mL) e anfotericina B (2,5 pug/mL). Apods a coleta, as amostras
biologicas foram armazenadas em caixas de isopor e mantidas refrigeradas (4°C) para o

transporte a Escola de Veterinaria da UFMG.
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Figura 13: Punc¢do venosa da veia jugular de quati (Nasua nasua).

J A F

Figura 14: Coleta de swab de orofaringe em quati (Nasua nasua).

4.3.2 Avaliacdo biométrica e clinica dos animais

A classificagdo etaria dos animais foi realizada considerando o peso, o desgaste dentario
(Figura 15) e a condicao reprodutiva (GIPSON et al., 2000; OLIFIERS, 2010).

Os animais classificados como infantes possuiam até 6 meses de idade, presenca de dentes
de leite e peso médio de 1,5 quilos. Os animais classificados como jovens possuiam até 12
meses, peso médio de 2 quilos e a presenca de dentes em fase de troca. Animais classificados
como sub-adultos possuiam idade entre 13 e 24 meses, peso entre 2 ¢ 3 quilos e dentes

permanentes, enquanto os animais adultos possuiam idade superior a 24 meses, peso superior a
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3 quilos e presenga de testiculos deciduos nos machos e sinais de cio e gestacdo nas fémeas

(GOMPPER, 1995).

Figura 15: Avaliagao de desgaste dentario em quati (Nasua nasua).

Os animais foram avaliados quanto ao escore corporal em bom, regular e ruim; atividade,
como ativo, calmo e excitado; comportamento como alerta, apreensivo, deprimido, agressivo e
assustado. O exame clinico incluiu afericdo de frequéncias e auscultas cardiaca e respiratoria,
e da temperatura retal; avaliacdo de pele, pelos, porcentagem de desidratagdo, avaliagdo de
mucosas, cavidade oral, narinas, olhos, orelhas, palpagao de linfonodos superficiais, palpagao
abdominal e inspe¢do de marcas e cicatrizes aparentes.

Todas as informagdes obtidas durante os procedimentos a campo foram registradas em
fichas individuais, manualmente, para posterior organizacdo em planilhas digitais. Apos
finaliza¢do dos procedimentos de avaliagdo e coleta de amostras bioldgicas, os quatis foram
devolvidos as armadilhas para recuperagdo anestésica e posterior soltura no mesmo local de

captura.

4.4 Necropsia

Cadaveres de quatis (Nasua nasua) encontrados nas imediagcdes do PqM, incluindo a area
peridomiciliar, foram recolhidos, mantidos refrigerados (4°C) e transportados a Escola de
Veterinaria-UFMG para a realizacdao de exame pos-morte no Setor de Patologia Veterinaria do

Departamento de Clinica e Cirurgia Veterindrias.
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Inicialmente, o exame externo foi realizado quanto a presenca de lesdes macroscopicas e
ectoparasitas, avaliacdo da condigdo corporal e mucosas, seguido do exame detalhado de
subcutaneo e visceras.

Amostras de lingua, es6fago, conchas nasais, laringe, traqueia, bronquios, pulmao,
coragdo, bago, linfonodos, figado, vesicula biliar, estdmago, pancreas, intestino delgado,
intestino grosso, rins, vesicula urinaria, adrenais, gonadas (ovarios ou testiculos), medula dssea,
sistema nervoso central (cérebro, cerebelo, hipotdlamo, tdlamo, hipdfise, tronco encefalico e
medula), assim como de 6rgaos com alteracdes macroscopicas identificadas, foram fixados em
formalina tamponada a 10% para o exame de histopatologia e imuno-histoquimica (IHQ) de
lectinas. Amostras de pulmao foram acondicionadas a -80°C para a realiza¢do das analises de

qRT-PCR.

4.5 Analises laboratoriais no Laboratorio de Pesquisa em Virologia Animal EV- UFMG

4.5.1 Hemaglutinagdo (HA)

Amostras de referéncia dos virus da Influenza A (Tabela 1) foram utilizadas no teste de
hemaglutinagdo para o estabelecimento expresso do titulo viral de anticorpo neutralizantes,
determinado pelo inverso da ultima diluicdo onde ocorreu aglutinacdo das hemacias de peru

(concentracdo 0,8% em PBS 1X) (OMS, 2002).

Tabela 1: HIN1pdm09, HIN1hu sazonal e H3N2 utilizados para o estabelecimento do titulo viral na
reacdo de Hemaglutinacao.

Virus Estado de origem Espécie Ano de coleta Referéncia
HIN1pdm09 Minas Gerais Suino 2009 Rajao et al., 2013
HINlhusazonal  Santa Catarina Suino 2013 Costa et al., 2015
H3N2 Parana Suino 2013 Costa et al., 2015

4.5.2 Inibi¢do da Hemaglutinagdo (HI)

O sangue coletado e acondicionado em tubos com ativador de codgulo durante as capturas
de 2021 foi centrifugado por 6 minutos a 4000 rpm em temperatura ambiente, imediatamente

apos chegada a Escola de Veterinaria da UFMG, para obtencao do soro.
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Através da técnica de HI, as amostras de soro dos anos de 2013, 2014, 2018, 2019 ¢ 2021
foram testadas para detectar anticorpos contra os subtipos virais da Influenza A HIN1pdmO09,
HIN1 humano sazonal e H3N2.

As amostras de soro foram inativadas a temperatura de 56°C, por 30 minutos e foram
tratadas, para a remocao de inibidores ndo especificos da hemaglutinacio e aglutininas séricas
naturais, como descrito a seguir. Em 200 pl de uma solugdo de caulim 20% em PBS 1X, foram
adicionados a 50 ul de soro inativado e realizada a incubag@o em temperatura ambiente por 20
minutos. Apos centrifugacdo a uma velocidade de 2500 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente, 250 pl de uma suspencao de hemécias de peru a 0,5% em PBS 1X, foram adicionados
aos soros para incubagdo a temperatura ambiente por 20 minutos. Ao final, as amostras tratadas
foram centrifugadas a uma velocidade de 1500 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente
para a transferéncia do sobrenadante obtido, de dilui¢dao 1:10, a um microtubo e estocadas a -
20°C.

Em placas de microtitulagdo com fundo “V”’ de 96 pogos foram adicionados 25 pl de PBS
1X a todos os pogos. Na primeira linha (A) foram adicionados 25 ul do soro tratado em cada
poco (dilui¢do 1:20) e realizada a dilui¢ao seriada por toda a placa na base 2 até a diluigao final
de 1:2560. Em todos os pocos, exceto no controle de soro, foram adicionados 25 ul da
suspensao viral com 4 unidades hemaglutinantes do virus (4 UHA). As placas foram incubadas
a temperatura ambiente por 30 minutos.

Apos este periodo, 25 pl da suspensdo de hemdcias de peru a 0,8% em PBS 1X, foram
adicionados a todos os pocos e realizada a incubacao a temperatura ambiente por 30 minutos.
Ao final deste periodo, foi realizada a leitura do teste (Figura 16). A retrotitulagdo viral foi
realizada para a confirmagdo da quantidade de virus utilizado na técnica de Hemaglutinagao,
que deve ser de 4 UHA.

Os titulos de anticorpos de cada amostra foram determinados como o inverso da maior
diluicdo em que ndo foi observada a hemaglutinacdo. Titulos iguais ou menores que 20 foram
considerados negativos, entre 40 e 80 considerados como titulos baixos, entre 160 e 320 titulos

médios e maiores ou iguais a 640 como titulos altos (OMS, 2002).
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Figura 16: Leitura do resultado da andlise de Inibigdo da
Hemaglutinacdo das amostras de soro coletados de quatis (Nasua
nasua).

4.5.3 Extracdo de RNA

A extragdo do RNA viral foi realizada a partir do kit QIAamp® MinElute® Virus Spin
Kit (QIAGEN, BR) (Figura 17) seguindo as recomendagdes do fabricante. As amostras de
swabs de orofaringe e retal coletadas em campo no ano de 2021, armazenadas em 3 ml de PBS
1X suplementado com 1% de uma soluc¢do de penicilina (200 ul /mL) e estreptomicina (200
pg/mL), foram homogeneizadas usando um vortex por 15 segundos sob agitacdo maxima e
armazenadas a -80°C.

Os fragmentos de pulmdo coletados durante as necropsias foram macerados com
almofariz e pildo e diluidos na propor¢ao 1:10 em PBS 1X. O sobrenadante foi coletado apds
centrifugacdo por 10 min, a 4500g, na temperatura de 4°C e armazenado a -80°C.

Destas amostras, 200 pl de sobrenadante foram utilizados para a realizagdo do protocolo

de extragdo, sendo o RNA extraido armazenado a -80°C.
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Figura 17: Realizagdo da extracdo de RNA com
utilizagdo do kit QIAamp® MinElute® Virus Spin Kit
(QIAGEN, BR) a partir de amostras de swabs de
orofaringe de quatis (Nasua nasua).

4.5.4 RT-PCR em tempo real

A reag¢do de RT-PCR em tempo real foi realizada utilizando o Termociclador em Tempo
Real QuantStudio 1® Real-Time PCR (THERMO FISHER, BR) (Figura 18) e o kit
SuperScript™ III Platinum® One-Step Quantitative Kit (INVITROGEN, BR). Os
componentes da reacdo (Tabela 2) resultaram em um volume final de 12,5 ul, sendo utilizado
2,5 ul do RNA viral extraido das amostras bioldgicas que foram adicionados a microplacas de
gRT-PCR de 96 pogos. Os primers e probe (Tabela 3) para a deteccdo do gene da proteina M
da Influenza A foram utilizados de acordo com o protocolo da OMS (2009b). As condi¢des de
ciclagem térmica estdo descritas na Tabela 4. Foram consideradas amostras positivas, aquelas
que amplificaram abaixo de 40 ciclos (Ct) apds cruzarem a linha de limiar. Isolados do subtipo
HIN1pdmO09 coletados em suinos de Minas Gerais no ano de 2009 foram utilizadas como

controle positivo da reagdo (RAJAO et al., 2013).



Tabela 2: Composicao do mix de reagdo
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Componentes da reacao 1 reagdo
Mix de reagao x2 6.25 ml
Primer InfA FW 1 ml
Primer InfA RV 1 ml
’ Probe 0.5 ml
Agua livre de RNAse 0.75 ml
Rox (dilui¢do 1:10) 0.25 ml
SuperScript™ III RT/Platinum® Taq 0.25 ml
Mix
Volume total 10 ml
Tabela 3: Primers e probe utilizados na reacao.
Concentragdo
Primers e Probe Sequéncia (57>3") trabalho
(pmols/ ml)
InfA Forward GACCAATCTTGTCACCTCTGAC 10
InfA Reverse AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA 10
InfA Probe [6-FAM]- AGTCCTCGCTCACTGGGC — [BHQ-1] 5
Tabela 4: Condigoes de ciclagem
Transcrig¢ao reversa 50°C 30 min
Inativacao RT/ Taq ativacao 95°C 2 min
. ~ . 95°C 15 seg
Amplificagdo PCR (45 ciclos) 5500 30 seg*

* Os dados de fluorescéncia (FAM) foram coletados durante a etapa de incubagdo

a55°C.
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Figura 18: Utilizacdo do sistema
QuantStudio 1 Real-Time PCR (THERMO
FISHER, BR).

4.6 Analises laboratoriais realizadas na Unidade de Histopatologia e THQ do

MULTILAB da EV-UFMG

4.6.1 Histopatologia

Apobs 24 a 36 horas de fixagdo em formalina tamponanda 10%, os tecidos coletados
durante a necropsia foram clivados e processados para investiga¢do de lesdes atribuidas aos
IAVs. Os tecidos foram desidratados em séries decrescentes de etanol, diafanizados,
clarificados por xilol e incluidos em parafina.

Posteriormente, os tecidos parafinizados foram seccionados a 4 um de espessura em
micrétomo histologico e corados com Hematoxilina e Eosina, para avaliagdo por microscopia

de luz comum (OPTICAM O500R) (LUNA, 1968).

4.6.2 Imuno-histoquimica de lectinas
Fragmentos de conchas nasais, traqueia e pulmao coletados durante a necropsia foram
utilizados para deteccdo da presenca e distribuicao de receptores de acidos sialicos a-2,6- e a-

2,3, utilizando a técnica de imuno-histoquimica de lectinas.
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Blocos de parafina com os tecidos coletados foram seccionados a 4 pm de espessura em
microtomo histolégico e preparados em laminas silanizadas. Estas permaneceram em estufa a
60°C por 30 minutos para serem desparafinizadas e em seguida hidratadas a partir da imersao
em séries decrescentes de alcoois e em adgua destilada.

A etapa de recuperagdo antigénica foi realizada por calor em solugdo de tampao-citrato
pH 6. As laminas foram imersas na solu¢do e mantidas em banho-maria a 98°C por uma hora.
Em seguida foram retiradas e deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos. A etapa do
bloqueio da peroxidase endogena foi realizada a partir da diluicdo de peroxido de hidrogénio
35% em metanol para uma solugao final de 10%. Todos os cortes foram cobertos com a solugao
e mantidos em camara umida por 40 minutos em temperatura ambiente.

Para a etapa do bloqueio de ligacdes inespecificas, foi utilizado kit de estreptavidina-
biotina comercial (DAKO®, BR) por 10 minutos em cdmara imida a temperatura ambiente.
Em seguida fez-se a diluicdo das lectinas especificas (Maackia amurensis) 10 pg/ml e
(Sambucus nigra) 15 pg/ml, conforme adaptagdo de Hall et al. (2008) e Ning et al. (2012). Os
cortes analisados para a presenca ¢ distribuicao de receptores a-2,3 assim como os cortes de
pulmao de galinha (controle positivo) foram cobertos com Maackia amurensis. Os cortes
analisados para a presenca e distribuicdo de receptores a-2,6 assim como os cortes de traqueia
de suino (controle positivo) foram cobertos com Sambucus nigra. Outras 1aminas de pulmao de
galinha e traqueia de suino nao receberam as lectinas de modo a serem utilizadas como controle
negativo do teste. Todas as laminas foram mantidas em camara imida por 32 minutos em
temperatura ambiente.

As etapas do anticorpo secundario ou sistema de deteccdo também foram realizadas
utilizado kit de estreptavidina-biotina comercial (DAKO®, BR) em camara Umida a
temperatura ambiente por 45 e 30 minutos respectivamente. Para a etapa de revelagdo foi
utilizado o cromogeno 3.3’-diaminobenzidina (DAB- DAKO®) em todos os cortes, que foram
mantidos em camara seca por 5 minutos a temperatura ambiente e posteriormente lavados com
agua destilada. A contra-coloragdo foi realizada com hematoxilina. Os cortes entdo foram
desidratados e montados com laminulas em balsamo para serem examinados em microscopio

de luz comum (OPTICAM OS500R).
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4.7 Analise estatistica

Os resultados encontrados foram tabulados e submetidos a analise de frequéncias, seguida
de testes qui-quadrado de independéncia de Pearson e Fisher e post-hoc de Bonferroni (caso o
qui-quadrado fosse estatisticamente significante). Para o post-hoc foram consideradas
diferengas estatisticas quando maiores que 2 ¢ menores que -2. A tabulacdo foi realizada no
software Microsoft Excel 365 e as analises no programa Stata MP versao 16.0 (STATACORP
LLC, 2019).
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5 RESULTADOS

5.1 Animais capturados

A distribuicdo das frequéncias de classe etaria e género, referente as amostras de soro dos

animais capturados nos anos 2013, 2014, 2018 e 2019 estdo presentes nas tabelas 5, 6, 7 ¢ 8.

Tabela 5: Distribuicdo das frequéncias das amostras de soro do ano de 2013, em relagdo ao género e
classe etria de quatis, no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.

2013 Total
Classe etaria Machos Fémeas n %
Infante 1 1 2 7,7
Jovem 1 6 7 26,9
Sub-adulto 0 0 0 0
Adulto 4 13 17 65,4
Total 6 20 26 100

Tabela 6: Distribuicdo das frequéncias das amostras de soro de quatis do ano de 2014, em relagao ao
género e classe etaria, no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.

2014 Total
Classe etaria Machos Fémeas n %
Infante 7 4 11 57,9
Jovem 0 1 1 5.3
Sub-adulto 0 0 0 0
Adulto 2 5 7 36,8
Total 9 10 19 100

Tabela 7: Distribui¢do das frequéncias das amostras de soro de quatis do ano de 2018, em relagdo ao
género e classe etaria, no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.

2018 Total
Classe etaria Machos Fémeas n %
Infante 0 0 0 0
Jovem 7 3 10 40
Sub-adulto 6 4 10 40
Adulto 2 3 5 20

Total 15 10 25 100
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Tabela 8: Distribuicdo das frequéncias das amostras de soro de quatis capturados no ano de 2019, em
relacdo ao género e classe etaria, no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.

2019 Total
Classe etaria Machos Fémeas n %
Infante 0 0 0 0
Jovem 2 5 7 58,3
Sub-adulto 3 0 3 25
Adulto 0 2 2 16,7
Total 5 7 12 100

No ano de 2021 foram realizados 63 procedimentos de coleta de amostras, dos quais 27
foram realizados no periodo chuvoso (19 - C1) e (8 - C2), e 36 no periodo seco (25 -C3) e (11
- C4). A distribuicdo das frequéncias de classe etdria e sexo por periodo de captura estdo

presentes na tabela 9.

Tabela 9: Distribuicdo das frequéncias de captura de quatis (Nasua nasua) entre os periodos chuvoso e
seco de 2021, de acordo com o género ¢ classe etaria.

Chuvoso Seca Total
Classe etaria Machos Fémeas Machos Fémeas n %
Infante 9 4 0 0 13 20,6
Jovem 1 1 3 3 8 12,7
Sub-adulto 1 4 3 4 12 19,1
Adulto 0 7 8 15 30 47,6
Total 11 16 14 22 63 100

Entre os 63 procedimentos de coleta de amostras biologicas, 13 foram realizados em
animais recapturados. No periodo chuvoso ocorreram trés recapturas de animais previamente
amostrados em 2018 e 2019. No periodo seco, 10 animais foram recapturados provenientes das
capturas ocorridas no periodo chuvoso do mesmo ano (2021). Estes animais foram submetidos
novamente a coleta de amostras com o objetivo de observar possiveis variagoes de resultados
em relacdo as andlises anteriormente realizadas.

As capturas ocorreram em todos os pontos selecionados ao longo do PgM e a

distribui¢do de capturas por ponto estd descrita na Tabela 10.
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Tabela 10: Distribuicdo de captura de quatis (Nasua nasua) entre os periodos chuvoso e seco de 2021,
em relacdo ao local de captura no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Chuvoso Seco Total

Local n n n %
Caraca 19 14 33 524
Trilha 12 4 7 11 17,5
Mirante 0 3 3 48
Praca das Aguas 1 6 7 11,1
Casa de Bonecas 3 6 9 142
Total 27 36 63 100

5.1.1 Avaliagao clinica

No que se refere ao escore corporal, 95,2% (60/63) dos animais apresentaram bom escore
e 4,8% (3/63) escore regular. Durante o exame clinico foram encontrados valores médios de
210 bpm, para a frequéncia cardiaca, 52 mpm, para a frequéncia respiratéria e 38,5°C para a
temperatura retal. Durante a avaliacdo de pele, pelos, hidratagdo, mucosas, cavidade oral,
narinas, olhos, orelhas, linfonodos superficiais e palpagdo abdominal, apenas 7,9% (5/63)
apresentaram linfonodos popliteos reativos e 7,9% (5/63) apresentaram lesdes sugestivas de
traumas causados por brigas com outros quatis durante o periodo reprodutivo. As lesdes
estavam presentes em narinas, olhos, cavidade oral e em regido abdominal. Nenhum animal

apresentou alteragdes na auscultacdo cardiaca e respiratoria.

5.2 Reacao de Inibicio da Hemaglutinacio

No teste de HI, 145 amostras de soro foram analisadas, 17,9% (26/145) do ano de 2013;
13,1% (19/145) do ano de 2014; 17,2% (25/145) do ano de 2018; 8,3% (12/145) do ano de 2019
e 43,5% (63/145) do ano de 2021 (Figura 19). Todas as amostras foram analisadas para os
subtipos HIN1pdm09 e H3N2 enquanto apenas as amostras de 2021 (63/145) foram analisadas

para o HINThu sazonal.



66

w2013
2014
= 2018
2019
43,5% 2021
13,1%
8,3%
Total=145

Figura 19: Distribuicdo das amostras de soro de quatis (Nasua

nasua), por ano, testadas pela técnica de Inibicdo da
Hemaglutinacao.

Dentre as amostras analisadas, 92,4% (134/145) foram positivas para IAV, sendo 51,5%
(69/134) HIN1pdm09, 41,8% (56/134) H3N2 e 51,9% (28/54) HIN1hu sazonal.

Entre os anos de 2013 e 2014 a ocorréncia de IAVs foi somente para o subtipo
HIN1pdm09, sendo 69,2% (18/26) em 2013 e 94,7% (18/19) em 2014 (Figura 20). Nos anos
de 2018 e 2019, 100% das amostras analisadas foram positivas para coinfeccao dos subtipos
HIN1pdmO09 (25/25) e H3N2 (12/12) (Figura 20).

100+
50

Bl H1N1pdm09
Bl H1N1pdm09 + H3N2
‘ 0 Negativas
0' T |_‘ T — T T

2013 2014 2018 2019

Animais positivos (%)

Figura 20: Porcentagem de animais positivos na analise de HI para o subtipo HIN1pdm09 e coinfec¢io
com H3N2, e amostras negativas nos anos de 2013, 2014, 2018 e 2019.
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No ano de 2021, 96,8% (61/63) das amostras analisadas foram positivas para IAV. No
periodo chuvoso, 3,7% (1/27) foram positivas apenas para o subtipo HIN1pdm09, enquanto as
demais apresentaram-se em coinfeccdo: 18,5% (5/27) HIN1pdmO09 + H3N2; 7,4% (2/27)
HIN1pdm09 + HINlhu sazonal; 3,7% (1/27) HIN1hu sazonal + H3N2 e 66,7% (18/27)
HIN1pdm09 + HINIlhu sazonal + H3N2 (Figura 20). No periodo seco, 2,8% (1/36) das
amostras foram positivas para o subtipo HIN1pdm09; 2,8% (1/36) para o H3N2 e 61,1%
(22/36) para o HIN1hu sazonal. A coinfec¢ao ocorreu entre os subtipos HIN1pdm09 e H3N2

em uma frequéncia de 27,8% (10/36). As amostras negativas para [AV representaram 5,6%

(2/36) (Figura 21).
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Figura 21: Porcentagem de animais positivos na analise de HI para os subtipos, HIN1pdm09, H3N2 e HIN1hu sazonal
assim como coinfecgdes e amostras negativas no ano de 2021.

Estatisticamente, foi verificada a existéncia de associagdo positiva entre o periodo
chuvoso e animais positivos para os subtipos HIN1pdmO9 (teste exato de Fischer, p=0,000) e
H3N2 (teste exato de Fischer, p=0,000). Estes resultados estdo apresentados nas tabelas 11 e
12.

Associagdes em relagdo ao género e classe etaria também foram encontradas. Existe
associagdo estatisticamente positiva para animal do sexo masculino (teste exato de Fischer,
p=0,041) (Tabela 13), sub-adulto (teste exato de Fischer, p=0,000) e positividade para o subtipo
H3N2 e (Anexo 1) (Figura 22); e para animal adulto e negativo para o subtipo H3N2 (teste
exato de Fischer, p=0,000) (Anexo 1). Ainda, foi verificada associagdo positiva entre ser infante
e positivo para o subtipo HIN1pdmO09 (teste exato de Fischer, p=0,000) e entre ser negativo e
adulto para o subtipo HIN1pdmO09 (teste exato de Fischer, p=0,000) (Anexo 2).
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Tabela 11: Distribui¢ao de frequéncia do subtipo HIN1pdmO09 na populacdo de quatis, em relacdo ao
periodo do ano de 2021.

_ HIN1pdm09 . Total
, Positivo Negativo
Periodo . .
Ajuste Ajuste
n % . n % . n %
residual residual
Seco 11 17.46 -5.245 25 39.68 5.245 36 57.14
Chuvoso 26 41.27°  5.245 1 1.59 -5.245 27 42.86
Total 37 58.73 - 26 41.27 - 63 100.00

* Associagdo significativa no teste exato de Fischer (p=0,000) seguido de associag@o positiva no post-hoc
de Bonferroni

“para dados ndo aplicaveis

Tabela 12: Distribuicdo de frequéncia do subtipo H3N2 na populagdo de quatis, em relagdo ao periodo
do ano de 2021.

H3N2
— - Total
. Positivo Negativo
Periodo . .
o Ajuste 0 Ajuste 0
n % . n % . n %
residual residual
Seco 1 1.59 -6.914 35 55.56 6914 36 57.14
Chuvoso 24 38.10* 6.914 3 4.76 -6.914 27 42.86
Total 25 39.68 - 38 60.32 - 63 100.00

* Associagdo significativa no teste exato de Fischer (p=0,000) seguido de associag@o positiva no post-hoc
de Bonferroni

“para dados ndo aplicaveis

Tabela 13: Distribuicao de frequéncia do subtipo H3N2 na populacao de quatis, em relagdo ao género.

H3N2
— - Total
R Positivo Negativo
Género Ajuste Ajuste
n % J. n % J. n %

residual residual
Fémea 30 20.69 -2.162 55 37.93 2.162 85 58.62
Macho 32 22.07"  2.162 28 19.31 -2.162 60 41.38
Total 62 42.76 - 83 57.24 - 145 100.00

* Associagdo significativa no teste exato de Fischer (p=0,000) seguido de associagdo positiva no post-hoc
de Bonferroni

“para dados nao aplicaveis
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Figura 22: Distribuicdo de quatis (Nasua nasua) positivos no teste de HI por subtipo, classe etaria e gé€nero. *Associagdo
significativa no teste exato de Fischer (p<0,05) seguido de comparacao de residuos padronizados (Anexos 1 e 2)

Os 10 animais recapturados durante as campanhas do ano de 2021 mantiveram

positividade sorologica para IAV, as informacdes sobre esses animais estdo presentes na tabela

14.

Tabela 14: Distribuicdo do escore de positividade sorologica para os subtipos da Influenza A HIN1
pdm09, HIN1hu sazonal de H3N2 entre os quatis (Nasua nasua) recapturados no ano de 2021.

Id Género Periodo chuvoso Periodo seco
Classe Escore  Escore  Escore Classe Escore Escore Escore
etaria HIN1 H3N2  HIN1hu etaria HIN1 H3N2 H1N1hu
sazonal sazonal
521 fémea  sub-adulto alto alto baixo adulto negativo  negativo alto
522 fémea  sub-adulto alto alto negativo adulto negativo  negativo alto
523 fémea infante alto alto negativo jovem negativo  negativo alto
345 fémea jovem alto alto médio  sub-adulto  médio negativo alto
526 fémea adulto alto alto baixo adulto negativo  negativo alto
346 fémea adulto alto alto negativo adulto baixo negativo alto
531 macho sub-adulto médio baixo alto adulto negativo  negativo alto
532 fémea sub-adulto médio baixo alto adulto baixo negativo alto
534 macho infante alto baixo baixo jovem baixo negativo alto
316 fémea adulto médio  negativo  negativo adulto negativo  negativo alto
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As distribuigdes de animais positivos na analise de HI, por subtipo viral, regides do PqM

e periodo de captura estdo representadas nas Figuras 23, 24 e 25.
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Figura 23: Distribui¢do de quatis (Nasua nasua) positivos no teste de HI para o subtipo
HIN1pdmO09 por ano e local de captura no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte,
Minas Gerais.
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Figura 24: Distribui¢ao de quatis (Nasua nasua) positivos no teste de HI para o subtipo HIN1
humano sazonal por ano e local de captura, no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo
Horizonte, Minas Gerais.
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Figura 25: Distribui¢do de quatis (Nasua nasua) positivos no teste de HI para o subtipo H3N2
por ano e local de captura, no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas
Gerais.
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5.3 RT-PCR em tempo real

A andlise de qRT-PCR foi realizada a partir das amostras bioldgicas coletadas durante o
ano de 2021. Foram testadas amostras coletadas por swab de orofaringe (n=63), swab retal
(n=19), e fragmentos de pulmao (n=3).

Dentre as amostras analisadas, apenas os swabs de orofaringe apresentaram positividade,
na porcentagem de 23,81% (15/63). Os animais capturados durante o periodo seco apresentaram
maior frequéncia de positividade, 60% (9/15). Os machos e os animais adultos apresentaram
maior frequéncia de positividade, 60% (9/15) e 46,7% (7/15), respectivamente. Os valores de
Ct variaram entre 34,266 e 39,500 e estdo representados na Tabela 14.

As regides do parque em que foram capturados animais positivos estdo representadas na
Figura 26. Nao foram encontradas associacdes estatisticas entre ser positivo para IAV e periodo

do ano, género e classe etaria.

Tabela 15: Informacdes referentes as amostras positivas para IAV na analise de qRT-PCR, 2021.

Data da e o Classe Ct—-Swab Ct-Swab
Identificagdo Sexo L. .

coleta etaria orofaringe retal
18/01/2021 343 fémea adulto 36,7 negativo
18/01/2021 344 macho jovem 37,3 negativo
18/01/2021 516 macho infante 39,5 negativo
18/01/2021 518 macho infante 38,3 negativo
18/01/2021 520 macho jovem 36,6 negativo
19/01/2021 523 fémea infante 39.244 negativo
28/06/2021 347 fémea sub-adulto 37.776 -*
29/06/2021 538 macho adulto 39.296 -*
30/06/2021 541 fémea adulto 34.266 -*
02/07/2021 534 macho jovem 39.279 -*
09/07/2021 531 macho adulto 37.436 -*
12/08/2021 351 fémea adulto 39.283 -*
13/08/2021 354 macho  sub-adulto 38.880 -
13/08/2021 355 fémea adulto 38.824 -
13/08/2021 356 macho adulto 35.462 -

*Analise ndo realizada
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A DIAGNOSTICOS POSITIVOS gRT-PCR - INFLUENZA A 2021
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Figura 26: Distribuicdo de quatis (Nasua nasua) positivos no teste de RT-PCR para IAV no ano de
2021 e locais de captura, no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Entre os animais recapturados durante as campanhas do ano de 2021, 30% (3/10)
apresentaram positividade na andlise de qRT-PCR. O animal de identificagdo 523
(intervalo de capturas = 6 meses) foi positivo somente no periodo chuvoso e os animais de
identificacao 531 (intervalo de capturas = 6 meses) e 534 (intervalo de capturas = 6 meses)

foram positivos somente no periodo seco.

5.4 Necropsia

Foram realizadas cinco necropsias de quatis (Nasua nasua) durante o ano de 2021. Trés
destes quatis apresentaram macroscopicamente lesdes sugestivas de ataques realizados por caes
domésticos, dois foram provenientes de atropelamentos e um resultante de eutanasia realizada
posteriormente aos ataques de caes. Destas, dois eram provenientes do periodo chuvoso e trés
do periodo seco.

Nao foram encontradas alteragdes macroscopicas nos pulmoes que possibilitasse alguma

associacdo com pneumonia viral e suspeita de infeccao pelo virus da Influenza A.
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5.5 Histopatologia

Alteragdes histologicas atribuiveis a infeccdo pelo virus da Influenza A ndo foram
encontradas no sistema respiratério dos quatis. O desprendimento de epitélio e presenca de

autdlise foram observados nos 6rgaos de trés animais.

5.6 Imuno-histoquimica de lectinas

Apos a avaliacdo histologica dos fragmentos de conchas nasais, traqueia e pulmao, os
cortes que apresentaram boa preservagdo, foram selecionados para a realizacdo da técnica de
IHQ de lectinas.

A presenga de receptores a-2,3 e 0-2,6 foram detectados em todos os tecidos provenientes
de sistema respiratorio analisados (Tabela 15). Estes possuiam distribui¢do multifocal em
epitélio ciliado das conchas nasais (Figura 27) e traqueia (Figuras 28) assim como no epitélio

dos bronquios, em pneumocitos e endotélio pulmonar (Figuras 29) dos quatis (Nasua nasua).

Tabela 16: Presenca de receptores a-2,3 ¢ a-2,6 em tecidos de quatis (Nasua nasua) analisados pela
técnica de imuno-histoquimica de lectinas com o uso de Sambucus nigra € Maackia amurensis.

Concha Traqueia Pulmio
ID Sambucus Maackia Sambucus Maackia Sambucus Maackia
Q2 Positivo  Positivo  Positivo  Positivo  Positivo  Positivo
Q3 Positivo  Positivo  Positivo  Positivo =¥ =¥
Q4 Positivo  Positivo  Positivo  Positivo  Positivo  Positivo

* Improprio para analise
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Figura 27: A) Concha nasal de Nasua nasua (Q2). As setas indicam reacdo com a lectina Maackia amurensis (SIA a-2,3).
Contracoloragdo com hematoxilina e eosina. Revelagdo com o cromégeno diaminobenzidine (DAB), 10X. B) Concha nasal

de Nasua nasua (Q4). As setas indicam reagdo com a lectina Sambucus nigra (SIA a-2,6). Contracoloragdo com hematoxilina
e eosina. Revelacdo com o cromoégeno diaminobenzidine (DAB), 40X.
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Figura 28: A) Traqueia de Nasua nasua (Q4). As setas indicam reacdo com a lectina Maackia amurensis (SIA a-2,3).
Contracoloragdo com hematoxilina e eosina. Revelagdo com o cromégeno diaminobenzidine (DAB), 60X. B) Traqueia de

Nasua nasua (Q4). As setas indicam reag@o com a lectina Sambucus nigra (SIA 0-2,6). Contracoloragdo com hematoxilina e
eosina. Revelagdo com o cromogeno diaminobenzidine (DAB), 60X.
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Figura 29: A) Pulmio de Nasua nasua (Q4). As setas indicam reagdo com a lectina Maackia amurensis (SIA 0-2,3).
Contracoloracdo com hematoxilina e eosina. Revelagdo com o cromédgeno diaminobenzidine (DAB), 60X. B) Pulmio de

Nasua nasua (Q4). As setas indicam reagdo com a lectina Sambucus nigra (SIA a-2,6). Contracoloragdo com hematoxilina e
eosina. Revelagdo com o cromogeno diaminobenzidine (DAB), 60X.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo relata pela primeira vez a exposi¢ao e infec¢ao natural de quatis (Nasua
nasua) assintomaticos aos virus da Influenza A e a provavel susceptibilidade da espécie a
subtipos de origem humana e aviaria. Estudos recentes abordando técnicas sorologicas,
moleculares e histopatologicas vem demonstrando a susceptibilidade de espécies
mesopredadoras a infecgdes por IAVs em condi¢des naturais e experimentais, essas ocorrem
em diversos paises, como Estados Unidos, Japdo, Canadd e China (HALL et al., 2008;
BRITTON et al., 2010; YAMAGUCHI et al., 2014; ROOT et al., 2016; BAKKEN et al., 2020;
BAKKEN et al., 2020). No entanto, no Brasil os estudos nessa area ainda sdo escassos € a
participacdo de mamiferos selvagens em ambiente peridoméstico no ciclo dos virus da
Influenza ainda ¢ desconhecida.

A vigilancia de doengas infecciosas na vida selvagem tende a ser, na maioria das vezes,
impulsionada por surtos em humanos ou em animais domésticos, com riscos eminentes a saude
publica. Um grande desafio enfrentado na vigilancia sistematica de amostras representativas da
populagdo silvestre ¢ a necessidade de uma equipe especializada, como também de
equipamentos e analises laboratoriais, no qual muitas vezes deixa de ser realizada devido a falta
de recursos financeiros e a baixa prioridade diante da auséncia de surtos alarmantes
(WILLIAMSON; MARROM, 1986; CHILDS, 2004; MATHEWS, 2009).

Neste contexto, estimativas de prevaléncia de ocorréncia de doencas infeciosas nas
populagdes silvestres envolvendo apenas a vigilancia passiva de carcagas sao mais comumente
observadas, quando comparado ao método ativo de capturas de animais silvestres para coleta
de amostras biologicas. Apesar da grande importancia da vigilancia passiva, esta pode
apresentar um cendrio epidemiologico distorcido, por envolverem principalmente certas classes
etarias e/ou populagdes de animais com a saude comprometida (JONES et al., 2008). Diante
disso, a vigilancia ativa associada a passiva, como realizada neste estudo, permite a melhor
representatividade amostral, a investigagdo epidemioldgica e a compreensdao dos fatores
associados a ecologia das coinfecc¢des, envolvendo inclusive animais assintomaticos.

Pessoas infectadas com [AVs podem, por sua vez, constituir uma fonte de infeccdo para
0s animais € assim ocorrer o transbordamento viral entre espécies, resultando em eventos de
zoonose reversa (SOOKSAWASDI et al., 2021). O Parque Municipal da Mangabeiras favorece

a ocorréncia desses eventos devido ao intenso contato dos animais com lixo doméstico,
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alimentos e dgua, possivelmente contaminados por humanos. (BROWN, 2000; ROHANI et al.,
2009; HEMETRIO, 2011).

O cenario epidemiologico do Parque das Mangabeiras sofreu modificagdes ao longo do
periodo amostrado na presente pesquisa. Nos anos de 2013 e 2014, o contato dos quatis do
parque com a populagdo humana estava relacionado a presenga de visitantes, que
frequentemente interagiam com os animais. No entanto, nos anos de 2018 e 2019 a amostragem
possivelmente sofreu influéncia decorrente dos periodos em que o parque esteve fechado para
visitacdo em 2017 € 2018, devido a epidemia de Febre Amarela no Brasil. De forma semelhante,
mas por um periodo ainda maior, o parque esteve fechado por longos meses nos anos de 2020
e 2021 devido a pandemia de Covid-19. Essa alteragdo na dindmica de convivio dos quatis com
a populagdo humana contribuiu com a modificagdo comportamental da espécie na regido. Foi
possivel observar a maior presenc¢a dos animais em regides do parque utilizadas para visitagao
em momentos de abertura, enquanto nos periodos em que esteve fechado, os animais
permaneciam preferencialmente nos locais de mata. Um fator em comum entre esses periodos
¢ a visualizacdo frequente dos animais em regides limitrofes do parque onde ocorre a exposi¢ao
dos quatis aos rejeitos antropicos de origem doméstica (dados da administragdo do PqM).

O esforgo amostral obtido representou de forma expressiva a populacao de quatis presente
no PgM, considerando a estimativa populacional realizada por Hemétrio (2011) de 124 animais.
A amostragem realizada também envolveu locais do parque com diferentes niveis de influéncia
antropica, abordando os diferentes desafios enfrentados pela espécie no local. Apesar do
deslocamento dos animais ao longo do parque, ¢ possivel observar uma maior frequéncia de
captura no ponto “Caraga”, representando 52,4%, dos animais amostrados. Esse resultado pode
ser em virtude de os animais utilizarem o local como dormitoério e também pela maior presenca
de descarte de lixo doméstico, utilizado como fonte de alimentacao.

Para o estudo soroepidemiologico utilizou-se o teste de inibi¢do da hemaglutina¢do para
a deteccao e soroprevaléncia de anticorpos neutralizantes para os subtipos da Influenza A
HIN1pdm09, HIN1 humano sazonal, anterior a pandemia de 2009 e ao H3N2. O teste de HI ¢
amplamente utilizado na vigilancia epidemioldgica de suinos pelo Brasil e apresenta resultado
rapido para as andlises (PEDERSEN, 2014). A sua utilizacdo cuidadosa em populagdes de
mamiferos silvestres ¢ alertada por Vandalen et al., (2009), devido a possivel presenca de
inibidores inespecificos da hemaglutinagdo contidos nos soros desses animais (OMS 2002).
Essa hipotese foi desenvolvida devido ao acumulo insuficiente de dados referente a espécies de

mamiferos selvagens e a analise em questdo. Porém, outros estudos utilizando mesopredadores
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como modelo experimental executaram o teste de HI com sucesso (HALL et al., 2008;
BAKKEN et al., 2020).

De modo a confirmar a confianca das analises soroldgicas para IAV em guaxinins,
Yamaguchi et al. (2014) comparou as mesmas amostras de soro com diferentes analises, Teste
de Precipitacio em Agar Gel, Teste de Virus-Neutralizagdo e Testes de Inibicdo da
Hemaglutinagdo e da Neuraminidase. Os resultados demonstraram que a técnica de HI nao
apresentou inconsisténcia com os demais testes. Devido a proximidade filogenética dos quatis
com as espécies envolvidas nestes estudos, o ensaio de HI foi escolhido como de elei¢ao para
esta pesquisa (HALL et al., 2008; YAMAGUCHI et al., 2014; BAKKEN et al., 2020).

Os resultados sorologicos obtidos demonstraram que os quatis do PqM sdo expostos a
diferentes subtipos da Influenza A e possuem anticorpos neutralizantes para o agente. A
prevaléncia de anticorpos contra o virus nos anos estudados foi de 69,2% em 2013; 94,7% em
2014; 100% em 2018 ¢ 2019 e 96,8% em 2021. De forma comparativa, estudos realizados em
630 guaxinins de diferentes cidades do Japao e 730 guaxinins de seis estados dos EUA também
investigaram a frequéncia de animais positivos em analises sorologicas para diferentes subtipos
de IAV (HALL et al., 2008; YAMAGUCHI et al., 2014). No entanto a investigacdo foi
decorrente da presenca de subtipos de origem aviaria e apresentou soroprevaléncia de 1,89%
no Japao e 2,4% nos EUA. Os resultados dessas pesquisas demostraram que de acordo com as
regides a prevaléncia sofria alteracdes, possivelmente relacionada as diferentes realidades
apresentadas por cada local. Compreendendo este contexto, a alta prevaléncia encontrada nos
quatis do PqM, pode estar relacionada a alta exposi¢@o da espécie aos virus na regido. Assim,
novos estudos investigativos em outras regidoes devem ser realizados para a melhor
compreensdo da exposicao da espécie ao agente zoonotico.

Os altos titulos de anticorpos neutralizantes encontrados nos quatis, de acordo com os
subtipos analisados (51,5% para o HIN1pdm09, 41,8% para o H3N2 e 51,9% para o HIN1hu
sazonal) corroboram com os resultados obtidos em guaxinins em outras pesquisas realizadas
nos Estados Unidos e Japao (HALL et al., 2008; ROBERTS et al., 2009; ROOT et al., 2010;
HORIMOTO etal.,2011; YAMAGUCHI et al., 2014). Porém, a permanéncia desses anticorpos
ndo foi ser examinada neste estudo e o tempo de infeccdo nos quatis amostrados nao pode ser
estimado. Hall et al. (2008) demonstrou que os anticorpos de guaxinins aos [AVs permanecem
por meses na espécie. Em comparagcdo com os quatis, € possivel observar que os animais
recapturados no ano de 2021 permaneceram positivos na andlise sorologica para pelo menos

um subtipo de IAV. Assim como os guaxinins, sugere-se que 0s anticorpos ap0os exposi¢ao ao
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virus em quatis também se mantenham detectdveis por meses. Devido ao desconhecimento
exato da permanéncia desses anticorpos na espécie, os achados do presente estudo podem
sinalizar uma exposi¢do ao agente em periodos anteriores ao analisado, ou situagdes de
exposicao frequente da espécie ao agente.

Em estudo realizado por Monteiro et al (2016), na populacao humana de 20-59 anos de
Belo Horizonte no periodo de 2011-2013, o subtipo HIN1pdm09 foi detectado em alta
prevaléncia em relagdo ao H3N2. Em contraste, no ano de 2017 foi relatado um aumento
significativo do subtipo H3N2 na populacdo humana em relagdo a uma ocorréncia pouco
expressiva do subtipo HIN1pdm09 (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Estudos sorologicos
nas populagdes de suinos no estado de Minas Gerais entre os anos de 2012 ¢ 2015 demonstraram
alta prevaléncia para o subtipo HINIpdm09 em relagdo ao H3N2, indicando que nesses
periodos o HINIpdm09 era endémico na populagdo suina brasileira (DIAS et al., 2015;
FRAIHA, 2017; FRAIHA et al., 2021). No ano de 2018 houve um aumento significativo da
circulagdo do H3N2 na populagdo suina, achado possivelmente relacionado ao intenso contato
desses animais com a populacdo humana e a eventos de vacinagdo, evidenciado pela maior
prevaléncia desse subtipo na populagdo humana no ano anterior (MINISTERIO DA SAUDE,
2022; FRAIHA et al., 2021).

Os resultados encontrados nessa pesquisa apresentaram padrao de prevaléncia dos
subtipos HIN1pdm09 e H3N2 semelhantes aos resultados apresentados nas popula¢des humana
e de suinos. Os resultados da populagdo de quatis no periodo de 2013-2014 apresentam alta
prevaléncia de anticorpos contra o subtipo HIN1pdm09 em relagdo ao do H3N2, que se tornou
presente em coinfeccao e alta prevaléncia no periodo de 2018-2019. De forma compativel com
os achados em suinos, a apresentacao desses subtipos na populacdo de quatis possivelmente
esta relacionada a exposi¢do decorrente da proximidade com a populacdo humana.

Durante o periodo chuvoso do ano de 2021 foi possivel observar uma maior prevaléncia
e associagoes estatisticas significativas dos subtipos HIN1 pdm09 e H3N2, em relagdo ao
periodo seco. Esses resultados podem indicar a exposi¢dao ao agente durante o periodo seco,
periodo de maior circulagdo do agente na populacdo humana, onde a resposta imunoldgica ao
agente estaria sendo desenvolvida e em seguida perceptivel durante a amostragem realizada no
periodo chuvoso (KEILMAN, 2019).

Associagdes entre os animais positivos com a classe etaria e género também foram
encontradas durante as andlises estatisticas. A presenca de anticorpos foi detectada em todas as

classes etarias e géneros, porém para o subtipo HIN1pdmO9 foi verificada associacdo positiva
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entre ser infante e positivo. Essa deteccdo nesta classe etaria pode ter influéncia da presenca de
anticorpos maternos transmitidos pelo colostro. Devido a placenta da espécie ser do tipo
endotéliocorial, poucos anticorpos sao passados aos filhotes durante a gestacdo e a
amamentagao se torna um fator importante na defesa imunolégica (FAVARON et al., 2014).
Apesar dos infantes amostrados neste estudo possuirem idade superior a 4 meses, ndo € possivel
descartar a influéncia da imunidade passiva na analise, fator que pode ter influenciado a
relevancia estatistica observada.

Para o subtipo H3N2 foi encontrada associagdo estatistica positiva entre animais machos
e sub-adultos e positivos na andlise e os animais adultos em serem negativos. Tais achados
podem estar associados com os habitos dos machos dessa espécie, que ao atingirem a idade
adulta, em sua maioria, se tornam solitarios e se deslocam por grandes areas, retornando ao
bando, somente no periodo de acasalamento (HERRERA et al., 2008; COSTA et al., 2009).

Curiosamente, os animais capturados no ano de 2021 foram positivos para o subtipo
HIN1 humano sazonal, o qual circulava na populagdo humana entre os anos de 2001 e 2003.
Esse subtipo se manteve presente nos periodos chuvoso e seco. A presenga do subtipo HINThu
sazonal também foi detectada em pesquisa soroldgica realizada nos EUA em amostras de soro
de mesopredadores de vida livre coletadas entre 2009 e 2018 (BAKKEN et al., 2020). Devido
a populagdo de quatis do PqM se manter estavel desde a década de noventa (dados da
administracdo do PqM) e aos habitos gregarios da espécie que podem favorecer a transmissao
intraespecifica, a presenca de anticorpos para este subtipo pode sinalizar a ocorréncia de
exposicao da populacdo de quatis do parque durante o periodo de circulagdo entre a populagao
humana e posterior manutengdo do agente entre os animais.

O virus Influenza A foi detectado pela RT-PCR durante os dois periodos amostrados do
ano de 2021 e identificado apenas nas amostras de swabs de orofaringe. Esse dado ¢ condizente
com o fato de a influenza ser considerada uma doencga primariamente respiratoria em mamiferos
(BAIGENT; MCCAULEY, 2003) e corroboram os dados encontrados por outros estudos
envolvendo guaxinins (HALL et al., 2008).

Os valores de Ct nas amostras positivas variaram entre 34 e 39,5. Embora a carga viral
detectada na espécie tenha sido baixa, quando comparada com as cargas virais encontradas em
outros mamiferos selvagens, como gambas listrados (Mephitis mephitis) e coelhos
(Sylilagus sp.), os valores encontrados sdao similares aos encontrados em guaxinins (HALL et

al., 2008, HORIMOTO et al., 2011; YAMAGUCHI et al., 2014; ROOT et al., 2014; ROOT et
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al., 2016). Estes estudos sugerem que apesar da baixa carga viral, os habitos comportamentais
dos guaxinins (semelhante aos dos quatis) facilitariam eventos de transmissao.

Animais positivos em sorologia e/ou PCR foram capturados em todos os locais
selecionados do parque, porém ¢ possivel observar uma maior prevaléncia no ponto de captura
“Caraga” e “Praca das Aguas”. Estes sdo considerados os locais do parque em que ocorre maior
contato dos animais com a populacdo humana, refor¢ando a relagdo da exposi¢ao viral com a
presenca de lixo doméstico. Apesar de realizada a deteccdo do RNA viral, estudos de
subtipagem, isolamento viral e filogenéticos sdo necessarios para a maior compreensao da
origem e a participagdo da espécie no ciclo epidemiologico do agente.

Os resultados dos exames post mortem indicaram que os cadaveres dos quatis nao
apresentavam lesdes atribuiveis aos virus da IAV. Devido aos resultados negativos para a
deteccdo do RNA viral nas amostras de pulmao desses quatis, a auséncia de lesdes também
pode estar relacionada a auséncia de infec¢do. Demais estudos também relacionam guaxinins a
quadros de infec¢do assintomadtica ao virus da Influenza, porém, existem alguns relatos de
lesdes consistentes com os virus da IAV em necropsias realizadas de gambas listrados (Mephitis
mephitis) e guaxinins positivos (BRITTON et al., 2010; YAMAGUCHI et al., 2014).

A partir das amostras teciduais obtidas dos quatis do presente estudo, foi possivel detectar
a presenca de receptores SIA a-2,3 e SIA 0-2,6 no sistema respiratdrio, assim como ocorre em
suinos e guaxinins (HALL et al., 2008). Os receptores apresentaram distribui¢ao multifocal em
epitélio respiratdrio e células caliciformes das conchas nasais e traqueia, e em endotélio
pulmonar, epitélio dos bronquios e pneumocitos. A presenca de ambos os receptores sugere que
a espécie possa ter susceptibilidade aos virus de origem avidria € humana. Porém, no presente
estudo foi avaliada apenas a exposicao aos IAVs de origem humana. Esse achado demonstra a
importancia de maiores investigagdes quanto a exposicdo e infeccdo da espécie aos virus de
origem aviaria, que pode ocorrer em regides onde a ocorréncia de aves silvestres migratorias e
a criacao de aves domésticas sao mais presentes.

A participagdo de uma espécie como “recipiente de mistura” para o virus envolve
multiplos fatores, os quais ndao foram abordados em sua totalidade neste estudo, como, a
presenca de ambos os receptores sugere que a espécie apresenta potencial em ser coinfectada
com subtipos virais de diferentes origens, € em condi¢des favoraveis existe a possibilidade de
rearranjo genético viral. A principal situacdo de preocupag¢do em saude publica envolveria a

exposicdo dos quatis a um agente de origem humana, com subsequentes eventos de deriva



83

antigénica e posterior reintroducdo do virus mutante na populagdo humana (DAWOOD;
SHAW, 2009; VINCENT et al., 2014b).

Devido aos habitos generalistas e a grande plasticidade alimentar, a populagao de quatis
obteve éxito no PqM e estdo presentes em densidades acima do esperado, quando comparadas
as densidades populacionais presentes em condi¢des naturais. O aumento da densidade facilita
a transmissao de doengas, e estratégias de manejo populacional no local sdo importantes para a
redugdo dos efeitos negativos desse contexto. A supressdo de fontes alimentares de origem
antropica associadas as agoes de educagao ambiental com a populacao, assim como o controle
populacional direto através de programas de controle reprodutivo sdo algumas estratégias
sugeridas para diminuicdo da densidade populacional da espécie (PRANGE et al., 2003;
HEMETRIO, 2011).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Os quatis da espécie Nasua nasua sao expostos a diferentes subtipos dos virus da
Influenza A no Parque Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte, Minas
Gerais;

e A técnica de Inibigao da Hemaglutinacao se mostrou eficaz para o monitoramento
da presenga de anticorpos neutralizantes de diferentes subtipos dos virus IAV na
espécie Nasua nasua;

e Os quatis possuem capacidade de eliminar RNA viral dos virus da IAV;

e Os quatis possuem receptores a-2,3 e a-2,6 para os virus [AVs de origem aviaria
e humana em seu sistema respiratorio;

e A susceptibilidade dos quatis aos virus IAVs torna a espécie uma importante
aliada no monitoramento da Influenza A em ambientes silvestres, urbanos e

periurbanos.
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9 APENDICE

Apéndice 1: Distribuigdo de frequéncia do subtipo H3N2 na populacdo de quatis, em relacdo a classe
etaria.

H3N2
- ; Total
L. Positivo Negativo
Classe etaria ) )
o Ajuste o Ajuste o
n ) n % : n %
residual residual

Infante 12 8.28 0.386 14 9.66 -0.386 26 17.93
Jovem 19 23.10 1.958 14 9.66 -1.958 33 22.76
Sub-adulto 17 11.72*  2.804 8 5.52 -2.804 25 17.24
Adulto 14 9.66 -4.108 47 32.41 4.108 61 42.07
Total 62 42.76 - 83 57.24 - 145 100.00

*Associagdo significativa no teste exato de Fischer (p=0,000) seguido de associagdo positiva no post-hoc de
Bonferroni

“para dados ndo aplicaveis

Apéndice 2: Distribuicao de frequéncia do subtipo HIN1pdm09, na populagao de quatis em relacao a
classe etaria.

HIN1pdm09
. X Total
L. Positivo Negativo
Classe etaria ) .

n o Ajuste n o Ajuste o

° residual residual °
Infante 25 17.24*  2.669 1 0.69 -2.669 26 17.93
Jovem 29 20 1.836 4 2.76 -1.836 33 22.76
Sub-adulto 22 15.17 1.559 3 2.07 -1.559 25 17.24
Adulto 34 2345  -4.826 27 18.62  4.826 61 42.07
Total - - 145 100.00

*Associagdo significativa no teste exato de Fischer (p=0,000) seguido de associagdo positiva no post-hoc de
Bonferroni

“para dados ndo aplicaveis
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10 ANEXOS

Anexo 1: Licenga Sisbio utilizada para a realizagdo das campanhas de captura e coleta de amostras
biologicas de quatis (Nasua nasua) no Parque Municipal das Mangabeiras no ano de 2021.

Ministério do Melo Amblente - MMA
Institute Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMEBio

ICFBiﬂ Sistema de Autorizagdo e Informacio em Blodiversidade - SISBIO

A

Autorizacio para atividades com finalidade cientifica

Nomero: T5831-1

Data da Ernmiss®o: 10082020 12:23:00

Data da Revalida¢io®: 100082021

De acordo com o arl. 28 da IN 032014, ests sutorizacdo tem praze de validade eguivalents ao p

ista no cronograma de stividades

do projeto, mas deverd ser revalidada anualmente mediante a8 apresentacio do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do
Sishio no praze de até 30 dias a contar da data do aniversirio de sua emissio.

Dados do titular

Mome: Bruna Hermine de Campas

|cPF: 125224 986-14

Tilibe dio Projela: Soroprevaléncia & delsogio de sublipos virsis de Inlleenza A em qualis (Masua nasua) de vida lve no Pangue Municipal

das Mangabeiras, Belo Horizonle 7 MG

Mome da Inslituicio: Universidade Federal de Minas Gerais

ICNP..I: 172175850001 04

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

¥ |Descricio do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipe

1 | Pargue Municipal das Mangabeiras Belo Honzonbe-MG Cerrada Mo Fora de UC Federal
Atividades

¥ |Atividade Grupa de Atividade

1 | Coletafransporte de amosiras bioligicas in sty Fora de UG Federal

2 |Capbura de animais silvestres in silu Fora de LG Faderal

3 | Marcagio de animais sivesires in silu Fora de UG Federal

Atividades X Taxons

Atividade

Tazon

Marcacio de animais sivesires in situe

Nasua nasua

Caplura de animais silvesires in silu

Ll b | =) W&

Nasua nasua

Coletafransporte de amasiras biologicas in situ

Nasua nasua

Materiais & Métodos

# | Tips de Mitods [Grups taxondmico)

Materiais

1 | Amasiras bioldgicas {Carnivaros)

Animal encontrado mario ou partes (carcaga)'osso'pele, Ecloparasita,

Feres, Fragmento de tecido/Srgdio, Sangue

2 | Mélodo de caplura‘coleta (Camivonos)

Armadiha ipe gaicka com atragdo por iscas | Bax
Trap/ Tomahawk/Sherman, |

3 | Méindo de marcacio (Camivaros)

Brinco, Colar, Microchip, Radio transmissor externo

Destino do matarial bislogico coletado
]

MNome local destina Tipo destino
1 | Universidade Federal de Minas Gerais Labaraldrio
2 |Universidade Federal de Minas Gerais Labaraldnio
3 |Universidade Federal de Minas Gerais Labaraldrio
4 | Universidade Federal de Minas Gerais Labaraldrio
5 |Universidade Federal de Minas Gerais Labaraldrio

Esfe docwrenfo ol éxpedido com base na instruglo Namadva m° 032074, Alrevés do codigo de autenticagio abain, gualjuer cidadds
poderd verificar & aulenboidads ou reguandads desfe docwmenio, por mais di paging do Sistvo JCMBIG na dnfemed fwwwoicmbio. gov. be'sishia)

Codigo de autenticacio: 0756310120200810

Pagina 3i5
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Anexo 2: Aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG para a realizagio das campanhas
de captura e coleta de amostras biologicas de quatis (Nasua nasua) no Parque Municipal das Mangabeiras,
no ano de 2021.

m
2

= 5
& _*-J _ CEUA
; COMISSAO DE ETICANO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Prezado(a)

Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situacdo de uma solicitacao

Protocolo CEUA: 158/2020
Titulo do projeto: Soroprevaléncia e deteccdo de subtipos virais de Influenza A em quatis (Nasua nasua) de vida livre no Pargue

Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte - MG

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Marcelo Pires Nogueira de Carvalho
Unidade: Escola de Veterinaria

Departamento: Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria

Situacgao atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunidio on-line do dia 07/12/2020. Validade 07/12/2020 & 06/12/2025
Belo Horizonte, 07/12/2020

Atenciosamenta,

Sistema Solicite CEUA UFMG
hitps//aplicativos ufmg.br/solicite_ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

weww ufmg bribigeticaiceua - cetea@prpg uimg br
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Anexo 3: Cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético ¢ do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) das amostras bioldgicas coletadas de quatis (Nasua nasua) no Parque
Municinal das Mangabeiras.

Ministérig do Meio Ambignte .
CONSELHO DE GESTAD DO PATRIMONIO GEMETICO

SISTEMA NACIOMAL DE GE3TAD DO PATRIMONIO GENETICO E DO COMHECIMENTO TRADICIOMAL A% $OCIADD
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? ATCDAAF

A alividade de acesso ao Paiimdénic Gensfico, nos termos abaixo resumida, foi cadasirada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Mimero do cadasiro: ATCOAAF
Usuario: Universidade Federal de Minas Gerais
CPFICHNP.: 17.217.935/0001-04
Obijeto do Acesso: Patrimdnio Genético
Finzlidade do Acesso: Pesguisa
Espécie

Nasua nasua

Influenza
Titulo da Afividade: Soroprevalencia, detecgao de subtipos virais e da expressao de receptores
do virus da Influenza A em guatis (Masua nasua) de vida livre no Pargue
Municipal das Mangabeiras, Belo Horizonte — MG
Equipe

Marcelo Pires Nogueira de Carvalho
Bruna Hermine de Campos

Jéssica de Souza Joaguim
Roselens Ecco

Fabiola de Oliveira Paes Leme
Camila Stefanie Fonseca de Oliveira

Erica Azevedo Costa

Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Minas Gerais

Universidade Federal de Minas Gerais
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Anexo 4: Continuacdo do cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) das amostras bioldgicas coletadas de quatis (Nasua
nasua) no Parque Municipal das Mangabeiras.

Zélia Inés Portela Lobato Universidade Federal de Minas Gerais
Parceiras Nacionais
07.276.220/0001-81 / Fundagdo de Pargues Municipais e Zoobotanica

Data do Cadasiro: 140452021 22:25:17

Situacdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético
Situagcdo cadasiral conforme consulta a0 SisGen em 22:25 de 14/104/2021.

VV SISTEMA NACIONAL DE GESTAD

DO PATRIMOMIO GENETICO

E DO CONMHECIMENTO TRADICIOMAL
ALY sssociapo-siscEn
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