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RESUMO

Foram realizados, na Fundacdo de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte
(FPMZB-BH), estudos relacionados a Orbivirus e seus vetores. Foram recebidas amostras do
banco de soro, de 2012 a 2021, e de animais manipulados em procedimentos de rotina da
FPMZB-BH durante o periodo do projeto, 2021 a 2022. Um total de 72 amostras de soro de 14
espécies foram testadas e destas, 75% (54/72) foram soropositivas para Virus da Lingua Azul
(BTV) e 19% (11/59) para Virus da Doenga Epizodtica Hemorragica (EHDV), todas originadas de
espécies de hospedeiros susceptiveis a infecgdo pelo BTV e pelo EHDV, entre elas varias
espécies de cervideos. Durante este periodo foram realizadas as coletas de Culicoides sp. e
identificou-se uma maior prevaléncia destes insetos nos meses de verado, especialmente em
fevereiro. Foi identificado que maiores temperaturas, umidade e acumulo de fezes, bem como a
proximidade com animais de grande porte como camelos e elefantes podem estar relacionados
com uma maior captura de Culicoides. Foram identificados Culicoides do grupo guttatus
(Coquillett), 1904, Culicoides venezuelensis Ortiz & Mirsa, 1950, Culicoides debilipalpis Lutz,
1913, Culicoides foxi Ortiz, 1950, Culicoides do grupo Limai, Culicoides pusillus Lutz, 1913,
Culicoides paraensis (Goeldi), 1905, Culicoides insignis Lutz, 1913. As espécies C. insignis e C.
pusillus sao vetores descritos como competentes para transmissdo dos Orbivirus estudados, a
primeira espécie consiste em 75% dos maruins coletados e a segunda 6%. Ademais, foi
identificada uma espécie ainda nao relatada no estado de Minas Gerais, C. debilipalpis, também
suspeita de ser transmissora destes Orbivirus. Foi analisada a preferéncia alimentar de algumas
espécies de Culicoides e demonstrado que o C. insignis se alimenta em cervideos, cervo-nobre
(Cervus elaphus) e cervo-dama (Dama dama). Diferentes espécies de Culicoides também foram
identificadas alimentando-se em seres humanos, trazendo preocupagdao em relagdo a
probabilidade de transmissdo de arboviroses no local. Além destes estudos, foi realizada a
sorotipificagcdo de EHDV em uma amostra isolada um veado-catingueiro (Subulo gouazoubira)
que veio a 6bito em 2020 na FPMZB-BH com sinais de doenga hemorragica. O sorotipo
identificado foi EHDV-2.

Palavras-Chave: Culicoides; Zoologico; doengas de cervideos; doengas hemorragicas.



ABSTRACT

Studies related to Orbivirus and its vectors were carried out at the Belo Horizonte Municipal Parks
and Zoobotany Foundation (FPMZB-BH). Samples were received from the serum bank, from 2012
to 2021, and from animals handled in routine FPMZB-BH procedures during the project period,
2021 to 2022. A total of 72 serum samples from 14 species were tested and of these, 75% (54/72)
were seropositive for Bluetongue Virus (BTV) and 19% (11/59) for Epizootic Hemorrhagic Disease
Virus (EHDV), all originating from host species susceptible to BTV and EHDV infection, including
several species of deer. During this period, collections of Culicoides sp. were performed and a
higher prevalence of these insects was identified in the summer months, especially in February.
It was identified that higher temperatures, humidity and accumulation of feces, as well as proximity
to large animals such as camels and elephants, may be related to a greater capture of Culicoides.
Culicoides of the guttatus group (Coquillett), 1904, Culicoides venezuelensis Ortiz & Mirsa, 1950,
Culicoides debilipalpis Lutz, 1913, Culicoides foxi Ortiz, 1950, Culicoides do grupo Limai,
Culicoides pusillus Lutz, 1913, Culicoides paraensis (Goeldi), 1905, Culicoides insignis Lutz,
1913, were identified. The species C. insignis and C. pusillus are vectors described as competent
for the transmission of the studied Orbivirus, the first species consists of 75% of the collected
midges and the second 6%. Furthermore, a species not yet reported in the state of Minas Gerais
was identified, C. debilipalpis, also suspected of being a transmitter of these Orbiviruses. The
feeding preference of some species of Culicoides was analyzed and it was demonstrated that C.
insignis feeds on deer, Red deer (Cervus elaphus) and European fallow deer (Dama dama).
Different species of Culicoides were also identified feeding on humans, raising concerns about
the likelihood of transmission of arboviruses at the site. In addition to these studies, EHDV
serotyping was performed in an isolated sample of a Brown Brocket Deer (Subulo gouazoubira)
that died in 2020 in the FPMZB-BH with signs of hemorrhagic disease. The identified serotype
was EHDV-2.

Keywords: Culicoides; Zoo; deer diseases; hemorrhagic diseases.
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1. INTRODUGAO

O Virus da Lingua Azul (BTV - Bluetongue virus) e o Virus da Doenca Epizoética Hemorragica
(EHDV - Epizootic hemorrhagic disease virus) sao membros da ordem Reovirales, familia
Sedoreoviridae e pertencem ao género Orbivirus (ICTV, 2022). Os membros deste género, em
especial o BTV, sdo conhecidos por causar surtos de doencas em diferentes partes do mundo
tanto em animais domeésticos quanto em selvagens (Savini et al., 2011; Spickler, 2015;
Maclachlan et al., 2019).

Os Orbivirus sdo nao envelopados, com genoma segmentado de fita dupla de RNA (dsRNA).
Seus segmentos genOmicos sao identificados de 1 a 10 (seg-1 a seg-10) e codificam sete
proteinas estruturais (VP1 a VP7), que compdem as particulas virais, e quatro proteinas nao
estruturais (NS1, NS2, NS3/NS3a e NS4). Devido ao genoma ser de RNA segmentado é possivel
a ocorréncia de mutagdes e rearranjos (Anthony et al., 2009; Attoui et al., 2009; Maan et al., 2010;
Savini et al., 2011; Maan et al., 2011; Maan et al., 2015; Spickler, 2015; Attoui et al., 2016; Belbis
et al., 2017; Maclachlan et al., 2019; Sailleau et al., 2019; Bumbarov et al., 2020).

O BTV atualmente é agrupado em 24 sorotipos classicos de notificagdo obrigatéria e, além disto,
existe um numero crescente de sorotipos denominados de “atipicos”, sendo o numero total
atualmente, somando os classicos e os atipicos, de 36 e ndo ha protecdo cruzada entre os
sorotipos (Caballero-Gomez et al., 2021; Ries et al., 2021; WOAH, 2021). Ja o EHDV possui sete
sorotipos identificados. Tanto o BTV quanto o EHDV podem ser divididos em dois grandes
grupos, os virus do Leste e do Oeste (Savini et al., 2011; Belbis et al., 2017; Maclachlan et al.,
2019; Ries et al., 2021).

O BTV e o EHDV séo arbovirus transmitidos principalmente pelo seu vetor biolégico, Culicoides
spp. Latreille, 1809, insetos hematdfagos da ordem Diptera, infectados com sangue de animais
virémicos (Mellor, Carpenter & White, 2009; McGregor et al., 2021; Rao et al., 2017). Culicoides
insignis Lutz, 1913, e C. pusillus Lutz, 1913, sdo os vetores comprovadamente competentes
descritos no Brasil (Greiner ef al. 1992; Mo et al. 1994; Mellor, Boorman & Baylis, 2000; Mellor,
Carpenter & White, 2009; McGregor et al., 2021).

Estes Orbivirus possuem diversos hospedeiros vertebrados, em especial ruminantes domésticos
e selvagens, podendo infectar membros das familias Cervidae, Bovidae, Camelidae, Giraffidae,
Elephantidae entre outros. E sdo conhecidos por causarem surtos em diferentes partes do mundo
(Spickler & Roth, 2006; Savini et al. 2011; Spickler, 2015; Maclachlan et al., 2019). A infec¢&o por
estes virus leva a danos do endotélio vascular causando hemorragias de membranas mucosas
e pele, edema disseminado, infarto tecidual, febre, apatia, hiperemia, claudicagao, disturbios
respiratorios, erosdes e Ulceras orais, abortos, natimortos e morte (Maclachlan 2009; Savini et
al., 2011). Como os sinais clinicos do BTV e EHDV s&o similares e ambos compartilham
hospedeiros susceptiveis, € necesséario o diagndstico laboratorial para diferenciar as duas
infecgdes, ja que nas maiorias das areas endémicas ambos os virus circulam ao mesmo tempo
(Stallknecht e Howerth, 2004; Dommergues et al., 2019). Para o diagnéstico de EHDV e de BTV
podem ser utilizados tanto métodos soroldgicos quanto moleculares (WOAH 2019a, b). Os
animais que sobrevivem a infecgao possuem anticorpos contra o sorotipo que o infectou.

No Brasil ja foram identificados, por métodos diretos, dez sorotipos de BTV (BTV-1, 3, 4, 12, 14,
17, 18, 19, 22 e 24) e dois de EHDV (EHDV-1 e 2) (Favero et al., 2013; Lobato et al., 2015;
Baldini, 2016; Lima et al, 2016; Matos et al., 2016; Baldini et al., 2018; Matos et al., 2018;
comunicacdo interna). Além disto, foram identificados animais soropositivos para outros dez
sorotipos de BTV no Brasil (BTV-1, 2, 8, 9, 10, 13, 16, 20, 21 e 26) (Lobato et al., 2015; Kawanami
et al., 2018; Da Silva et al., 2018). BTV e EHDV sao doencgas de notificagdo obrigatéria para a
Organizagcédo Mundial da Saude Animal (WOAH) (OIE, 2008; WOAH 20193, b) e para o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (MAPA, 2013). Apesar disto, é possivel que a
quantidade de relatos esteja subnotificada j& que o Brasil se encontra em uma regido endémica
(Lobato et al., 2015; Kawanami et al., 2018).

Surtos de BTV e EHDV afetando cervideos foram descritos em centros de conservagao,
zooldgicos e mantenedores de fauna silvestre do Brasil (Duarte & Arita, 1992; Morato et al., 1993;
Kawanami et al., 2012; Favero et al., 2013; Baldini, 2016; Kawanami et al., 2017; Baldini et al.,
2018; Matos et al., 2018). No zooldgico de Pomerode, Santa Catarina um veado-catingueiro
(Subulo gouazoubira) veio a 6bito por infecgdo de EHDV-2 e no Criadouro de Animais Silvestres
da Itaipu Binacional (CASIB), no Parana foram relatados veados-bororé6 (Mazama nana) e
Cervos-do Pantanal (Blastocerus dichotomus) infectados por BTV-3, 12, 14, 18, 19, 22 e 24 e
EHDV-1 e 2 (Favero et al., 2013; Baldini, 2016; Baldini et al., 2018; Matos et al., 2018). Em Sao



17

Paulo ja foram detectados cervideos infectados por BTV (Kawanami et al., 2012; Kawanami et
al., 2017)

A melhor forma de controle de BTV e de EHDV é o uso de vacinas, porém atualmente nao existe
nenhuma autorizada para uso no Brasil ja que ainda ndo se sabe ao certo quais os sorotipos
circulantes em cada regido e existem poucos casos clinicos notificados. Além da vacinagao,
existem outras formas de prevengao da transmisséo destes virus, relacionadas a diminui¢cdo da
exposicao dos animais aos insetos. Outras medidas importantes para prevengdo de surtos
dessas doengas sdo: quarentena, programas de vigilancia, animais sentinelas, controle do
movimento de animais, monitoramento de animais selvagens susceptiveis, diagndstico de
animais assintomaticos, assim como a melhora na comunicacao de casos destas doencas, para
os orgaos oficiais, para um melhor entendimento de sua distribuicdo (Lobato et al., 2015; Spickler,
2015; OIE, 2018; Spickler, 2019; Saminathan et al., 2020).

Surtos de BTV e EHDV podem levar a dbito espécimes importantes de ruminantes selvagens
presentes em zooldgicos, o0 que se traduz em uma grande perda para o meio ambiente, para a
ciéncia e para as instituigdes. Outro ponto importante é o impacto que estas doengas podem
causar na importacdo e exportacdo de animais entre zoolégicos e mantenedores de fauna
silvestre, além de atrapalhar a soltura de certas espécies na natureza por meio de programas de
conservagdo que sao desenvolvidos nestes ambientes, regulamentada pela IN23 do ICMBio
(2014), ja que tal regulamento prevé a soltura somente apds a realizagdo de exames que
averiguem o estado geral de saude dos animais. Além disso, é possivel a introdugao destes virus
por meio de animais do zooldgico, o que poderia levar a graves perdas econdmicas em rebanhos
de ruminantes domésticos, ja que pela principal via de transmissao ser por dipteros hemato6fagos
n&o é necessario contato direto entre animais infectados e suscetiveis (House et al., 1982; Nol et
al., 2010; England et al., 2020).

No inicio do ano de 2020, houve um caso de doenga hemorragica em uma fémea de Veado
Catingueiro que veio a 6bito no Jardim Zoolégico de Belo Horizonte, sendo confirmado por reagao
em cadeia polimerase em tempo real (QRT-PCR) infec¢do por EHDV (Maan et al., 2016). Novas
questdes foram levantadas, principalmente em relagéo a distribuicdo dos Orbivirus no zooldgico.
Este fato estimulou a elaboragdo do projeto para estudar melhor a distribuicdo destes virus na
FPMZB-BH e também alguns fatores de risco que pudessem estar associados a ocorréncia
dessas doengas. Para a prevencao de possiveis surtos de BTV e EHDV no Jardim Zoolégico de
Belo Horizonte é necessario o estabelecimento de medidas de controle de forma estratégica. Por
conseguinte, buscamos por meio deste projeto estudar a circulagédo de BTV e EHDV na FPMZB-
BH, permitindo auxiliar no estabelecimento de procedimentos para lidar com estes virus neste
ambiente.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Efetuar um estudo epidemiol6gico sobre a circulagao dos Virus da Lingua Azul (BTV) e Virus da
Doencga Epizodtica Hemorragica (EHDV) em animais da Fundacdo de Parques Municipais e
Zoobotéanica de Belo Horizonte (FPMZB-BH).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar testes soroldgicos para BTV e EHDV em amostras de soros dos animais da
FPMZB-BH, que foram coletadas de 2021 a 2022;

e Realizar testes soroldgicos para BTV e EHDV em amostras de animais presentes no
banco de soro da FPMZB-BH,;

e Realizar testes moleculares para BTV e EHDV em amostras biolégicas de animais que
vierem a 6bito de 2021 a 2022 e apresentarem sinais sugestivos para doeng¢as hemorragicas;

e Coletar e identificar Culicoides spp. na FPMZB-BH em diferentes meses do ano;

e Identificar a existéncia de espécies de Culicoides por analises morfolégicas;
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e Analisar a preferéncia alimentar de diferentes espécies de Culicoides capturados na
FPMZB-BH,;

e Realizar a analise dos diferentes fatores de risco ligados a transmissao de BTV e EHDV
na FPMZB-BH,;

e Sorotipar amostra de EHDV proveniente da FPMZB-BH por meio do sequenciamento do
segmento 2 do virus.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Jardim Zoolégico de Belo Horizonte

O Jardim Zoolégico de Belo Horizonte foi inaugurado em 25 de janeiro de 1959. Em 1991, foi
criada a Fundagao Zoobotéanica de Belo Horizonte (FZB-BH), que passou a abrigar o zoolégico e
o Jardim Botanico, e em 2017, apos reformas administrativas por parte da prefeitura de Belo
Horizonte, o Zooldgico passou a ser administrado pela Fundagdo de Parques Municipais e
Zoobotanica de Belo Horizonte (FPMZB-BH). A FZB-BH possui uma area de 1.750 mil m?,
estando localizada nas coordenadas 19° 51' 35" S 44° Q' 38" O, estando localizado na regido da
Pampulha em Belo Horizonte, Minas Gerais. O Zooldgico possui mais de 3,5 mil animais, de mais
de 250 espécies pertencentes aos grupos dos répteis, anfibios, peixes, aves e mamiferos, além
de mil insetos de cerca de 20 espécies diferentes no Borboletario. Estes animais foram obtidos
por permuta com outras instituicdes, doagdes supervisionadas pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), nascimento dentro do Zoolégico, dentre
outros. A FZB-BH é considerada um zoolégico urbano, possuindo em seu entorno uma area
residencial com maioria de casas, além de possuir em sua proximidade a Lagoa da Pamplha com
perimetro de 18 km, sendo uma lagoa imprépria para banho devido a diversos poluentes. A
vegetacdo do zooldgico é formada por Cerrado e florestas estacionais semideciduais (sendo uma
area de preservacao ambiental), ja seu entorno possui uma maioria de vegetacédo secundaria em
diferentes estagios de regeneragao natural e um misto de areas agricolas e pecuarias. A FPMZB-
BH é classificada pelo IBAMA na “Categoria A” dos “jardins zooldgicos publicos” por sua elevada
qualidade técnica, infraestrutura e relevancia dos seus programas de pesquisa cientifica e
conservacgao da fauna (FPMZB, 2019).

3.2. Orbivirus

Orbivirus sao virus ndo envelopados, com genoma segmentado de fita dupla de RNA (dsRNA) e
capsideo icosaédrico, com 65 a 75 nm de didametro. Os segmentos gendmicos destes virus
variam de cerca de 4 kb até menos de 1kb, tendo um tamanho total de cerca de 19 kb, e sdo
identificados como segmentos 1 a 10 (seg-1 a seg-10). Os segmentos codificam sete proteinas
estruturais (VP1 a VP7), que compdem as particulas virais, e quatro proteinas n&o estruturais
(NS1, NS2, NS3/NS3a e NS4). Devido a este genoma ser de RNA segmentado € possivel a
ocorréncia de deriva genética e mutagdes, especialmente com rearranjo de segmentos de
diferentes virus que coinfectam a mesma célula no hospedeiro, podendo ocorrer a formagao de
novos subtipos. O BTV é o virus de referéncia para os estudos deste género (Anthony et al.,
2009; Attoui et al., 2009; Maan et al., 2010; Savini et al., 2011; Maan et al., 2011; Maan et al.,
2015; Spickler, 2015; Attoui et al., 2016; Belbis et al., 2017; Maclachlan et al., 2019; Sailleau et
al., 2019; Bumbarov et al., 2020).

O capsideo externo dos Orbivirus é composto pelas proteinas VP2 (seg-2) e VP5 (seg-6), que
sdo proteinas menos conservadas, sendo a VP2 a principal determinante do sorotipo dos virus,
responsavel pela ligagdo dos receptores, hemaglutinagdo e principal indutor de anticorpos
neutralizantes. O nucleo interno do virus é composto pelas proteinas VP1 (Seg-1), VP3 (seg-3),
VP4 (seg-4), VP6 (seg-9) e VP7 (seg-7), em especial pelas VP7 e VP3. As proteinas VP1, VP4
e VP6 estdo presentes no interior do subnucleo envolvendo o genoma. Ja as proteinas néo
estruturais sdo produzidas durante a replicagao viral e sdo altamente conservadas entre os
sorotipos. A lista detalhada das propriedades e fungbes de cada proteina produzida por cada
segmento do genoma dos Orbivirus esta descrita no Quadro 1 (Anthony et al., 2009; Attoui et al.,
2009; Maan et al., 2010; Savini et al., 2011; Maan et al., 2011; Dilcher & Weidmann; 2012; Maan
et al., 2015; Spickler, 2015; Attoui et al., 2016; Ratinier et al., 2016; Belbis et al., 2017; Maclachlan
et al., 2019; Sailleau et al., 2019; Bumbarov et al., 2020; Mertens et al., 2022).
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Os Orbivirus possuem uma grande variedade de hospedeiros vertebrados podendo infectar
marsupiais, equinos, seres humanos, roedores, morcegos, macacos, pregui¢as, ruminantes,
aves, entre outros (Nol et al., 2010; Savini et al., 2011; Niedbalski et al., 2015; Spickler, 2015;
More et al., 2017; Spickler, 2019; Rivera et al.,2021). Os membros deste género, em especial o
BTV, sao conhecidos por causar surtos em diferentes partes do mundo (Spickler & Roth, 2006;
Savini et al. 2011; Spickler, 2015; Maclachlan et al., 2019).

Quadro 1: Caracteristicas de segmentos gendmicos e das proteinas codificadas pelos Orbivirus

(Dilcher & Weidmann; 2012; Ratinier et al., 2016; Mertens et al., 2022).

NO
Segment | pares | Proteina
o do de codificad | Localizagao, propriedades e fungoes
genoma base a
s

1 3954 | VP1 (Pol) | RNA-polimerase RNA dependente
Camada externa do capsideo externo; determinante do sorotipo
viral (imuno determinante); proteina de ligagdo aos receptores

2 2926 VP2 celulares e penetragdo nas células de mamiferos; segmento e
proteina mais variavel; hemaglutinina; principal epitopo
neutralizante
Proteina mais interna do capsideo interno; forma a superficie interna

3 2770 VP3 (T2) do nycleq.controla o -tamantjo e a organizacéo da e.strutqua do
capsideo; liga ao RNA; proteina altamente conservada; auxilia na
determinacéo da origem geografica do isolado.

4 1981 VP4 (Cap) | Enzima Cap; dimero; guanililtransferase; transmetilase.

5 1769 | NS1 (TuP) Forma Eubulos no pltoplasma celular que sdo caracteristicos da
replicacao de Orbivirus.
Camada interna do capsideo externo; segunda proteina mais
variavel; causa a fusdo da membrana viral e celular; influencia as

6 1638 VP5 L S . : o
caracteristicas conformacionais da VP2; envolvido na determinagéo
do sorotipo e na imunogenicidade.
Camada mais externa do capsideo interno; forma a superficie
externa do nucleo; determinante do sorogrupo, reflete a origem

7 1156 | VP7 (T13) | geografica dos isolados; terceiro segmento mais variavel do
genoma; envolvida na penetragdo de células de insetos; envolvida
na alta infectividade em insetos vetores e células de mamiferos.
Importante proteina da matriz do corpusculo de inclusdo viral;

8 1124 | NS2 (ViP) | ligacdo de ssRNA; fosforilada por quinases celulares que pode
afetar a ligagdo do RNA.

VP6 (Hel) | Helicase de ligagdo de ssRNA e dsRNA ; NTPase

9 1046 NS4 Possivel antagonista de interferon; envolvida na determinagédo da
viruléncia
Glicoproteinas; proteinas de membrana; envolvidas na saida do

NS3/ g P TEA .

10 822 NS3a virus da célula; citotdéxica, pode romper a membrana celular;

importante para a infec¢éo e transmisséo pelo inseto vetor.




20

3.3. Virus da lingua azul (BTV) e virus da doenga epizoética hemorragica (EHDV)
3.3.1. Etiologia

O Virus da Lingua Azul (BTV - Bluetongue virus) e o Virus da Doenga Epizodtica Hemorragica
(EHDV - Epizootic hemorrhagic disease virus) sdo membros do filo Duplornaviricota, classe
Resentoviricetes, ordem Reovirales, familia Sedoreoviridae e pertencem ao género Orbivirus
(ICTV, 2022). Ambos s&o arbovirus transmitidos por dipteros hematéfagos do género Culicoides
(Mellor, Carpenter & White, 2009; McGregor et al., 2021; ICTV, 2022).

Sao conhecidos atualmente 24 sorotipos “classicos” de BTV (BTV-1 a BTV-24), porém, existe um
numero crescente de sorotipos denominados de “atipicos” que, em conjunto com os “classicos”,
somam 36 (BTV-1 a BTV-36). Ja o EHDV possui atualmente sete sorotipos identificados (EHDV-
1,2,4,5,6,7 e 8). O sorotipo 3 foi agrupado como EHDV-1, o sorotipo 9 como EHDV-6 e o virus
de Ibaraki, que foi identificado no Japdo em 1959, foi classificado como EHDV-2 (Uchinuno et al.,
2003; Anthony et al., 2009; Savini et al., 2011; Maclachlan et al., 2019).

Tanto o BTV quanto o EHDV podem ser divididos em dois grandes grupos, os virus do Leste e
do Oeste, podendo determinar a origem do isolado viral. Esta identificagcdo pode ser realizada
pela analise do seg-7 (Savini et al., 2011; Belbis et al., 2017; Maclachlan et al., 2019).

Os sorotipos, tanto de BTV quanto de EHDV, apresentam variagao antigénica entre si e podem
apresentar viruléncia, patogenia, tropismos teciduais e sinais clinicos diferentes nos mesmos
hospedeiros. Alguns sorotipos podem resultar em reagdes cruzadas em testes sorolégicos com
outros do mesmo sorogrupo, porém, nao ha prote¢cao cruzada entre os sorotipos. Desta forma,
existe o risco da introdugcado de um sorotipo exético levar a surtos em animais que ja tiveram
contato com outros sorotipos do virus (Batten, et al. 2008; Attoui et al., 2009; Mellor, Carpenter &
White, 2009; Caballero-Gomez et al., 2021; Ries et al., 2021; WOAH, 2021).

O genoma segmentado dos Orbivirus apresenta variagdo entre cada espécie dentro deste
género, sendo que o BTV e o EHDV possuem um peso molecular de seus segmentos
semelhantes, de forma que ao serem analisados em um gel de eletroforese seu padrdo de
migracao das bandas é de 3-3-3-1, havendo diferenca somente na migracéo do seg-7 e seg-8,
que no BTV sdo mais separados e no EHDV s&o quase indistinguiveis (Maan et al., 2007; Anthony
et al., 2009). Outra caracteristica importante do genoma segmentado destes virus é a
possibilidade de ocorrer recombinagdo do genoma de virus da mesma espécie durante
coinfecgdes, seja com o envolvimento de diferentes sorotipos ou ndo, sendo este evento, em
conjunto com mutagdes, os principais responsaveis pela diversidade genética destes Orbivirus
(Alfieri, et. al. 2017).

Tanto a Lingua Azul (BT) quanto a Doenca Epizodtica Hemorragica (EHD) sdo doencas de
notificagdo obrigatéria pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (WOAH, 2019a; WOAH,
2019b) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), pela Instrucéo
Normativa No 50, de 24 de setembro de 2013 (MAPA, 2013)

3.3.2. Transmissao

A BT e a EHD sao arboviroses, agudas, infecciosas, ndo contagiosas, principalmente transmitidas
pelo seu vetor biologico Culicoides Latreille, 1809, insetos hematéfagos da ordem Diptera,
popularmente denominado no Brasil de maruim, mosquito pélvora ou mosquito do mangue
(Mellor, Carpenter & White, 2009; Lobato et al., 2015; McGregor et al., 2021). Existem mais de
1,3 mil espécies de Culicoides em todo globo, porém até agora somente cerca de 30 espécies
séo identificadas como vetores de BTV e EHDV. Culicoides insignis Lutz, 1913, o C. pusillus Lutz,
1913, sdo os unicos vetores comprovadamente competentes descritos no Brasil (Greiner et al.
1992; Mo et al. 1994; Mellor, Boorman & Baylis, 2000; Mellor, Carpenter & White, 2009; McGregor
etal., 2021).

Por estes insetos serem a principal forma de transmissao do BTV e EHDV, a ocorréncia das
doencas fica limitada as areas em que estes dipteros sdo encontrados, como regides tropicais,
subtropicais e temperadas do globo. Pela ocorréncia da transmisséo destes virus estar
relacionada com a abundancia de vetores adultos em certas épocas do ano, elas ocorrem de
forma sazonal, sendo mais observada nos periodos quentes e umidos, refletindo o crescimento
da populagao de Culicoides, e diminuindo nos periodos secos e frios, quando ocorre uma redugao
na populagéo destes insetos (Greiner et al. 1992; Mo et al. 1994; Mellor, Boorman & Baylis, 2000;
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Meiswinkel et al., 2004; Stallknecht e Howerth, 2004; Mellor, Carpenter & White, 2009; Lobato et
al., 2015; McGregor et al., 2021).

Existem outras formas de transmisséo ja relatadas para o BTV além do vetor biolégico. No caso
de carnivoros, foi relatada a ingestdo de animais infectados, placenta infectada e fetos abortados
como uma possivel via de infeccao (Alexander et al, 1994; Jauniaux et al., 2008). Caes
inoculados com vacinas contaminadas foram susceptiveis e as cadelas infectadas desta forma
abortaram e morreram (Wilbur et al., 1994; Evermann, 2008). A transmiss&o mecanica por outros
artropodes como carrapatos e outros mosquitos foi identificada (Brown et al., 1992; Bouwknegt
et al., 2010). O sémen de touros virémicos pode transmitir o virus em casos que exista presenca
de células sanguineas (Osburn, 1994; Kirkland et al., 2004). A transmissao transplacentaria foi
relatada tanto no caso de infecgdes naturais quanto em animais vacinados com vacinas vivas
atenuadas, especialmente no caso do sorotipo 8 (Wilbur et al., 1994; Flanagan and Johnson,
1995; Santman-Berends et al., 2010; Saegerman et al., 2011). Foi relatada também transmissao
via colostro (Mayo et al., 2010). Outras formas de transmisséo ja relatadas s&o contato entre
animais infectados no caso dos sorotipos 25, 26 e 27 e a transmissio iatrogénica por
equipamentos cirdrgicos contaminados e agulhas contendo sangue infectado. Apesar desta
grande variedade de formas de transmissao, a infecgdo por outras vias, fora a picada do vetor
biologico, é rara e considerada de baixa importancia para a manutengéo destas doengas (Attoui
et al., 2009; MacLachlan et al., 2009; Attoui et al., 2016; Saminathan et al., 2020).

3.3.3. Distribuigcao geografica

A BT foi inicialmente identificada e descrita na Africa do Sul, tendo sido relatada desde o século
18. A primeira descrigdo do quadro clinico foi realizada por Hutcheon em 1880, mas o primeiro
relato cientifico foi feito somente em 1902. Inicialmente foi descrita como “febre catarral malarica”
e posteriormente ganhou o nome “bluetongue” da forma anglicizada do africaner "bloutong”,
nome dado pelos fazendeiros sul africanos para descrever o aspecto cianético da lingua dos
animais afetados (Hutcheon, 1902; Spreull, 1905; Henning, 1956; MacLachlan et al., 2009).

A BT ja foi identificada em todos os continentes exceto a Antartida, sendo sua distribuicdo similar
a presenga do vetor bioldgico, Culicoides spp., além disto os sorotipos e hospedeiros afetados
também variam de acordo com a espécie de Culicoides de cada regido, formando o que é
denominado de epissistemas. Os locais em que a doenga ainda néo foi relatada sao considerados
como areas enzooticas (Tabachnick, 2004; Mellor, Carpenter & White, 2009). Apesar do BTV ja
ter sido identificado em praticamente todo globo, sua distribuicdo estda mudando devido as
mudangas climaticas advindas do aquecimento global, principalmente pelos impactos nas
populagdes de Culicoides locais resultando, assim, em surtos de BT em locais que antes s
observavam casos esporadicos (Purse et al., 2008; Saegerman et al., 2008; Wilson and Mellor,
2008).

O EHDV foi primeiramente isolado de um veado-de-cauda-branca (Odocoileus virginianus) no
estado de Nova Jersey, EUA, em 1955, que veio a ébito durante um surto que levou a morte de
500 a 700 veados (Shope et al., 1960). Este virus foi relatado na América do Norte, América do
Sul, Europa, Asia e Africa (Shope et al., 1960; Weir et al., 1997; Eschbaumer et al., 2012; Cétre-
Sossah et al., 2014, Alfieri et al., 2017; Shirafuji et al., 2017; Favero et al. 2013).

As areas de ocorréncia de BT e EHD podem ser divididas em trés: epidémicas, endémicas e
incursivas. Esta divisdo é baseada na presencga de hospedeiros, vetores biolégicos e fatores
ambientais como temperatura e umidade. Estas areas sdo dindmicas e podem mudar de
classificagdo por indmeros motivos, como pelo aumento do niumero de vetores devido ao
aquecimento global e pela introdugao de hospedeiros em novos locais. As areas endémicas séo
regides de clima tropical, com vetores competentes transmitindo estas doengas durante todo ano,
sendo observado alto nimero de animais soropositivos e rara ocorréncia de doencga clinica. As
areas epidémicas sao regides de clima subtropical e temperado, com sazonalidade da atividade
dos vetores, sendo mais ativos nos periodos de maior temperatura e umidade, assim variando a
soropositividade dos animais ao longo do ano e ocorrendo surtos de forma periédica. Ja as areas
incursivas sao locais que normalmente ndo se observa animais soropositivos e doengas, mas
que podem ocorrer surtos associados a mudangas climaticas. Desta forma, é possivel concluir
que a América do Sul e em especial o Brasil se encontram em sua maioria em zonas endémicas
e epidémicas, assim, demonstrando um risco que estas doencgas apresentam para este local
(Lobato et al., 2015; Ruder et al, 2015).
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Na América do Sul, por meio de testes sorolégicos em animais selvagens e domésticos, foi
identificado que o BTV esta circulando em todo o continente pelo menos desde 1975, ja o EHDV
foi primeiramente identificado somente em 1984 na Guiana (Groocock & Campbell, 1982; Lobato
et al., 2015). Ja no Brasil, foram identificados nove sorotipos de BTV (BTV- 3, 4, 12, 14, 17, 18,
19, 22 e 24) e dois de EHDV (EHDV-1 e 2) (Favero et al., 2013; Lobato et al., 2015; Baldini, 2016;
Lima et al, 2016; Matos et al., 2016; Baldini et al., 2018; Matos et al., 2018; comunicagao interna).
Além disto foram identificados animais soropositivos para outros dez sorotipos de BTV (BTV-1,
2,8,9,10, 13, 16, 20, 21 e 26) (Lobato et al., 2015; Kawanami et al., 2018; Da Silva et al., 2018).
E em Minas Gerais, Brasil, ja foi isolado 0 BTV-4 e 0 24 de ovinos (Lima et al, 2016; comunicacao
pessoal).

3.3.4. Hospedeiros

A BT e a EHD acometem uma grande variedade de ruminantes domésticos e silvestres, causando
doengas principalmente em ovinos e cervideos. Bovinos, caprinos e outros ruminantes sao
normalmente assintomaticos ou subclinicos, com algumas excegdes, como o BTV-8 que circula
na Europa (Henrich et al., 2007; Saegerman et al., 2008; Conraths et al., 2009; Meyer et al., 2009;
Favero et al., 2013; Baldini et al., 2018; Maclachlan et al., 2019). A mortalidade de BTV em ovinos
pode chegar a 30%, podendo ser maior dependendo do sorotipo. Bovinos, por serem geralmente
assintomaticos e possuirem um grande periodo de infecgéo pela viremia longa, sdo considerados
como possiveis reservatorios para estes virus. Tanto o BTV quanto o EHDV apresentam alta
morbidade e mortalidade em certas espécies de ruminantes selvagens, podendo chegar em
alguns casos até 90% de mortalidade, como em algumas espécies de cervideos. Assim, estas
doencgas sdao um grave risco para a conservagdo de cervideos (Gibbs e Lawman, 1977;
Stallknecht and Howerth, 2004; Baldini et al., 2018; Maclachlan et al., 2019; Baldini & Moraes,
2021). O BTV e o EHDV possuem muitos hospedeiros susceptiveis que ja foram identificados,
por testes sorolégicos e de identificagdo viral, como positivos, como pode ser visualizado no
Quadro 2.

Quadro 2: Hospedeiros de BTV e EHDV. *A -> Pesquisa de anticorpos. **V -> Pesquisa de virus.

Nome comum Espécie Virus | Identificagao Referéncia
Adax Addax BTV A More et al., 2017
nasomaculatus
Alce Alces alces BTV A More et al., 2017
BTV Schulz et al., 2012; Spickler, 2015;
Alpacas Vicugna pacos ’ AV More et al., 2017; Rivera et al.,2021;
EHDV Spickler, 2019
Anta Tapirus terrestris BTV A May-Junior, 2011
Anta-malaia Tapirus indicus BTV A Caballero-Gémez et al, 2021
i Spickler, 2015; More et al., 2017;
Antilocapra Antllo.capra EBJ[\)/\’/ AV Rivera et al.,2021; Spickler, 2019;
americana Smith et al., 2017
Antilope negro | Hippotragus niger | BTV A More et al., 2017
, Antilope BTV, Spickler, 2015; More et al., 2017;
Antilope-negro cervicapra EHDV AV Rivera et al.,2021
Bantengue Bos javanicus BTV A Caballero-Gomez et al, 2021
Biss BTV Spickler, 2015; Niedbalski et al.,
1Sao : : , 2015; More et al., 2017; Rivera et
americano Bison bison EHDV AV al.,2021; Spickler, 2019; Nol et al.,
2010; Savini et al.,2011
Bisdo-europeu Bison bonasus BTV AV Spickler, 2015; More et al., 2017
Blesbok DZ;Z;:?::S BTV A More et al., 2017; House et al., 1982
almiggeli-ra do mgg‘gggfus BTV AV Spickler, 2015; More et al., 2017
Tragelaphus House et al., 1982; Rivera et al.,
Bongo eurycerus BTV AV 2021; Caballero-Gomez et al, 2021
. . Spickler, 2015; More et al., 2017;
Bufalo-africano Syncerus caffer BTV AV Hamblin et al.. 1990
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. . . BTV, Spickler, 2015; More et al., 2017;
Bufalo-asiatico Bubalus bubalis EHDV A Spickler, 2019
Oreamnos )
Cabra montesa americanus BTV A Rivera et al.,2021
Canis lupus
Cachorro familiaris BTV AV Wilbur et al., 1994; Evermann, 2008
Spickler, 2015; More et al., 2017;
Caititu Pecatri tajacu BTV A Gerber et al., 2012; Rivera et al.,
2013
Camelus Batten et al, 2011; Spickler, 2015;
Camelo bactrianus BTV AV More et al., 2017
Cao-selvagem- . Spickler, 2015; More et al., 2017;
africano Lycaon pictus BTV A Alexander et al., 1994
Caggﬁ:réc:_i-:a- Am’l?;%’l::gus BTV A Caballero-Goémez et al, 2021
Carng;rl?-de- Ovis dalli EHDV A Rivera et al., 2021
Carneiro- . ) BTV, Spickler, 2015; More et al., 2017;
selvagem Ovis canadensis | ciiny AV Rivera et al.,2021; Spickler, 2019
Cervo
; Mosch
almiscarado mogsf?ifé’ris BTV A More et al., 2017
siberiano
. . BTV, o
Cervo Sika Cervus nippon EHDV A More et al., 2017; Rivera et al.,2021
Cervo- Cervus BTV .
. ’ M tal., 2017; R t al.,2021
canadense canadensis EHDV AV oreeta veraeta
BTV Spickler, 2015; More et al., 2017;
Cervo-dama Dama dama ’ AV Rivera et al.,2021; Spickler, 2019;
EHDV Savini et al..2011
Cervo-do_— Elaphurus EHDV A Rivera et al., 2021
padre-david davidianus
Cervo-do- Blastocerus BTV, AV Pandolfi et al., 1998; Spickler, 2019;
pantanal dichotomus EHDV ’ Kawanami et al., 2018
BTV Niedbalski et al., 2015; More et al.,
, 2017; Rivera et al.,2021; Spickler,
Cervo-nobre | Cervus elaphus | £, AV 2019; Nol et al., 2010; Caballero-
Gomez et al, 2021
Cervus timorensis .
Cervo-rusa usa EHDV A Spickler, 2019
: Spickler, 2015; More et al., 2017,
Chacal Canis mesomelas | BTV A Aloxander et al.. 1994
. . . BTV, .
Chital AXis axis EHDV More et al., 2017; Rivera et al.,2021
Chitas Acinonyx jubatus | BTV Spickler, 2015; More et al., 2017
Cobo-de-meia- _ Kobus BTV A Hamblin et al., 1990
lua ellipsiprymnus
Corca Capreolus BTV, More et al., 2017; Spickler, 2019;
¢ capreolus EHDV Savini et al.,2011
Dik-dik Madoqua phillipsi | BTV House et al., 1982
. Camelus Niedbalski et al., 2015; More et al.,
Dromedario dromedarius BTV AV 2017
Duiker de
flanco Cef u,‘)i'/éllel;;g gus BTV A House et al., 1982
vermelho
Duiker de Cephaloph'us BTV A House et al., 1982
Maxwell maxwelli
. Cephalophus
Duiker preto P p BTV A House et al., 1982

niger
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Duiker Zebra Cep::é‘r’gh us | gry A House et al., 1982
Elande Taurotragus oryx | BTV A More et al., 2017; House et al., 1982
Elefante Loxodonta BTV A Spickler, 2015; More et al., 2017;
africano africana Caballero-Goémez et al, 2021
Elefante- . More et al., 2017; Caballero-Gémez
asiatico Elephas maximus | BTV A et al, 2021
Fossa Cry F”C;?’l; ;OCta BTV A Caballero-Gémez et al, 2021
Ganeta-de- Spickler, 2015; More et al., 2017;
malha-ruiva Genetta maculata | BTV A Alexander et al., 1994
Gazela dama Nanger dama EHDV A Rivera et al., 2021
Gazela de Goitred Gazella BTV A Giir, 2008
cauda preta
Gazela de .. House et al., 1982; Caballero-
Thomson Gazella thomsonii | BTV A Gomey et al, 2021
Gazella
Gazela-persa subgutturosa EHDV A Spickler, 2019
subgutturosa
Gerenuk Litocranius walleri | BTV House e aal‘lj ;ggf; Rivera et
Girafa CameGIZZZf dalis BTV Spickler, 2015; More et al., 2017
rect;igjlf:éa Giraffa reticulata | BTV A House et al., 1982
Gnu-de-cauda- Connochaetes BTV AV Spickler, 2015; More et al., 2017;
branca gnou ’ House et al., 1982
Ao _ Spickler, 2015; More et al., 2017;
Gnu-de-cauda Connochaetes | gy, AV Hamblin et al., 1990; House et al.,
preta taurinus 1982

Hamessed Trag e'lap hus BTV A House et al., 1982

bushbuck scriptus
Alcelaph

Hartebeest celapnus BTV A More et al., 2017

buselaphus

. Spickler, 2015; More et al., 2017;

Hiena-malhada Crocuta crocuta BTV A Alexander et al., 1994
Hirola Beatragus hunteri | BTV A House et al., 1982
BTV Spickler, 2015; More et al., 2017;
laque Bos grunniens EHD\’/ AV Mauroy et al., 2008; Spickler, 2019;
Rivera et al., 2021
ibex Capra ibex BTV AV Spickler, 2015; More et al., 2017
- . More et al., 2017; Caballero-Gémez
Ibex ibérico Capra pyrenaica BTV A et al, 2021
ibex-da-Nubia Capra nubiana BTV A More et al., 2017
ibex-siberiano Capra sibirica BTV AV Spickler, 2015; More et al., 2017
Aepyceros More et al., 2017; Hamblin et al.,
Impala melampus BTV A 1990: Caballero-Goémez et al, 2021
. . reotr.

Klipspringer greegttraags; BTV A House et al., 1982
Kongoni Alcelaphus coke BTV A Hamblin et al., 1990
korrigum Da;mzlzc;us BTV A Hamblin et al., 1990

Kudo grande Zfegpesl;g I;g; BTV A Spickler, 2015; More et al., 2017

Tragelaphus BTV, House et al., 1982; Rivera et al.,

Kudu menor imberbis EHDV A 2021

Ledo Panthera leo BTV A Spickler, 2015; More et al., 2017,

Alexander et al., 1994
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Ledo-marinho-

Caballero-Gémez et al, 2021

da-patagbnia Otaria byronia BTV A
Leopardo Panthera pardus | BTV A Caballero-Gomez et al, 2021
BTV, Schulz et al., 2012; Spickler, 2015;
Lhama Lama glama EHDV AV More et al., 2017; Attoui et al., 2016
Spickler, 2015; Jauniaux et al., 2008;
Lince Lynx lynx BTV AV More et al., 2017; Caballero-Gémez
et al, 2021
Canis lupus
e . Caballero-Gomez et al, 2021
Lobo-ibérico signatus BTV A
Muflao Ovis orientalis BTV A More et al., 2017
~ Ovis aries BTV, Spickler, 2015; Savini et al.,2011;
Mufl&o europeu musimon EHDV AV Caballero-Gomez et al, 2021
Muntjac indiano M,ZZZZ;ZS EHDV A Spickler, 2019; Savini et al.,2011
Muntjac-chinés | Muntiacus reevesi | BTV AV Spickler, 2015; More et al., 2017
Nyala Trag,fézg ,I.ws BTV A House et al., 1982
Ocapi Okapia johnstoni BTV A More et al., 2017
Onga-pintada Panthera onca BTV A Caballero-Gémez et al, 2021
Orix Oryx gazella BTV A House et al., 1982
. s BTV, More et al., 2017; House et al.,
Orix-da-arabia Oryx leucoryx EHDV A 1982: Spickler, 2019
m .
irortoora tZ z Otomys irroratus BTV A More et al., 2017
Palanca- Hlppo(ragus EHDV A Rivera et al., 2021
vermelha equinus
Pantera da Puma concolor BTV, A More et al., 2017; Dunbar,
florida coryi EHDV Cunningham e Roof, 1998
Rato_ de grama Rhabdqmys BTV A More et al., 2017
listrado pumilio
Rinoceronte- Ceratotherium BTV, A Spickler, 2015; More et al., 2017;
branco simum EHDV Spickler, 2019
Rinoceronte- . . . BTV, Spickler, 2015; More et al., 2017
negro Diceros bicornis EHDV A Spickler, 2019
Springbok r’:gﬁ'g;f;;aﬁss BTV A More et al., 2017; House et al., 1982
BTV More et al., 2017; Dunbar,
Urso Negro Ursus americanus ’ A Cunningham e Roof, 1998; Spickler,
EHDV 2019
Veado-bororé Mazama nana BTV, AV Spickler, 2019; Baldini et al., 2018;
EHDV ’ Pinheiro, 2019
Veado- Subulo BTV, AV Spickler, 2019; Favero et al., 2013;
catingueiro gouazoubira EHDV ’ Kawanami et al., 2018
. Spickler, 2015; Niedbalski et al.,
Veado-de- Odocoileus BTV, AV 2015; More et al., 2017; Rivera et
cauda-branca virginianus EHDV ’ al.,2021; Spicklzeor,1 3019: Nol et al.,
p Niedbalski et al., 2015; More et al.,
Veado-de OdOC.OIIeus BTV, AV 2017; Rivera et al.,2021; Spickler,
cauda-preta hemionus EHDV 2019
. Mazama More et al., 2017; Kawanami et al.,
Veado-mateiro americana BTV AV 2018
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3.3.5. Epidemiologia em animais selvagens do Brasil:

Animais selvagens tanto de vida livre quanto de cativeiro, em especial animais presentes em
jardins zoologicos, se mostraram susceptiveis para infecgdes de Orbivirus (Nol et al., 2010;
Favero et al., 2013; EFSA, 2017; Caballero-Gémez et al., 2021). Além disto, estudos em animais
selvagens em cativeiro sdo considerados extremamente importantes para a vigilancia de
patogenos, especialmente os transmitidos por vetores, devido a grande variedade de espécies e
a facilidade de acesso a amostras durante exames de rotina e manejo dos animais (Nol et al.,
2010; Favero et al., 2013; Caballero-Gomez et al., 2021).

Estudos anteriores relataram BTV e EHDV circulando em jardins zoolégicos de diferentes partes
do mundo, além de ter sido demonstrado que diversas espécies, presentes nestes ambientes,
podem desenvolver doenga clinica, incluindo varias espécies ameagadas. Porém, a
epidemiologia destas doengas em animais selvagens em cativeiro é pouco conhecida (Pandolfi,
1999; Frolich et al., 2005; Mauroy et al., 2008; Nol et al., 2010; Sanderson et al., 2010; Baldini et
al., 2018; Morikawa et al., 2018; Sanchez-Romano et al., 2019; Caballero-Gémez et al., 2021).

Surtos de BTV e EHDV afetando cervideos foram descritos em centros de conservagao,
zooldgicos e mantenedores de fauna silvestre do Brasil (Duarte & Arita, 1992; Morato et al., 1993;
Kawanami et al., 2012; Favero et al., 2013; Baldini, 2016; Kawanami et al., 2017; Baldini et al.,
2018; Matos et al., 2018). A maioria dos estudos destes virus envolvendo animais selvagens na
América do Sul utilizam testes sorolégicos (Pandolfi et al. 1999; Morikawa et al., 2018). Em
estudos com amostras de cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) de vida livre no estado
de Sao Paulo foi identificado uma alta soropositividade para BTV e EHDV (Pandolfi et al. 1999;
Montassier et al., 2001). Em dois outros estudos, um com amostras de catetos (Pecari tajacu) e
outro com antas (Tapirus terrestris) no mesmo estado, foram identificados alguns animais com
anticorpos para BTV (May-Junior 2011; Gerber et al. 2012). Pesquisas no mesmo estado,
utilizando amostras de o6rgdos em parafina de cervos-do-pantanal e veados-mateiros,
identificaram alguns animais positivos para BTV em testes moleculares. Estes animais
apresentavam alguns sinais clinicos e histopatolégicos caracteristicos de infecgdes por doengas
hemorragicas como edema de face e lesdes ulcerativas na boca, lingua e estbmagos (Kawanami
et al., 2012; Kawanami et al., 2017; Kawanami et al. 2018). Em 2008, o EHDV-2 foi isolado de
um veado-bororé (Mazama nana) no Zoologico de Pomelore, Santa Catarina (Favero et al. 2013).

Em estudos no Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional (CASIB), no Parand, foram
identificados sete sorotipos de BTV (BTV-3, 12, 14, 18, 19, 22 e 24) e dois de EHDV (EHDV-1 e
2) isolados de veados-bororé e cervos-do Pantanal, que causaram diversos surtos nos cervideos
desta regido durante 15 anos. Uma preocupacéo foi a falta de anticorpos entre varios dos animais
testados, gerando a suspeita de que os animais acometidos apresentam um quadro agudo de
forma que vieram a 6bito antes de desenvolverem resposta imune (Favero et al., 2013; Baldini,
2016; Baldini et al., 2018; Matos et al., 2018).

No Brasil existem nove espécies de cervideos: Cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus),
Veado-bororé (Mazama nana), Veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus), Veado-catingueiro
(Subulo gouazoubira), Veado-galheiro (Odocoileus virginianus), Veado-mateiro (Mazama
americana, Mazama rufia), Veado-mateiro-pequeno (Mazama jucunda) e Veado-roxo (Mazama
nemorivaga). Destas, trés espécies, B. dichotomus, M. nana e M. jucunda, sado consideradas
ameacgadas de extingdo estando presentes na Lista Vermelha da Unido Internacional para a
Conservagdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN). Cada espécie possui uma
preferéncia por diferentes areas, mas é possivel encontrar espécies de cervideos por todo o
Brasil. O Cervo-do-pantanal é encontrado no Pantanal e areas de varzeas e é o maior cervideos
da América do Sul. O Veado-bororé encontrado em areas da Mata Atlantica, principalmente em
locais com vegetacdo mais densa e tem porte pequeno, sendo a menor espécie do género
Mazama. O Veado-campeiro é encontrado em areas de campos do Pantanal, Cerrado e Pampas
e possui porte médio. Veado-catingueiro é o mais abundante da regido neotropical tendo
plasticidade ecolégica, sendo encontrado na Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, além de haver
relatos desta espécie em regidbes de agricultura e pecuaria proximas as dareas naturais
remanescentes e possui porte pequeno a médio. O Veado-galheiro € comum no hemisfério norte,
sendo encontrado nos estados do norte do Brasil, ocupa diferentes ambientes, evitando areas de
floresta densa, ocorrendo em locais com arvores esparsas e possui porte médio. A espécie M.
americana é considerada um complexo de espécies com grande semelhanga morfoldgica, desta
forma o M. rufia esta incluso neste grupo de espécies. Este grupo de cervideos pode ser
encontrado em florestas tropicais e sub-tropicais da América do Sul, principalmente florestas com
mata densa e sdo as maiores espécies do género Mazama. O Veado-mateiro-pequeno €&
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encontrado em areas da Mata Atlantica e possui porte intermediario, sendo o maior mamifero
endémico da Mata Atlantica. E o Veado-roxo é encontrado na Floresta Amazbnica, regido central
da Mata Atlantica e partes do cerrado e tem porte médio (Azevedo, Oliveira & Duarte, 2021;
Duarte et al., 2015; Duarte et al., 2016; Lizcano & Alvarez, 2016).

Diversos estudos em cervideos brasileiros demonstraram que o BTV e o EHDV podem infectar e
causar doengas hemorragicas nestes animais, sendo consideradas grandes problemas na
conservagdo de cervideos brasileiros tanto de cativeiro quanto de vida livre (Pandolfi, 1999;
Montassier et al., 2001; Favero et al., 2013; Lobato et al., 2015; Kawanami, 2016; Baldini et al.,
2018; Kawanami et al., 2018; Matos et al., 2018).

3.3.6. BTV e EHDV em Zoolégicos

Foram realizados estudos sorolégicos de BTV e EHDV em animais de zooldgico. Um dos
primeiros relatos é a analise de anticorpos contra BTV de animais que foram importados do
Quénia e da Africa do Sul para zoolégicos dos EUA. Os soros coletados foram submetidos ao
teste de IDGA. Foram testados 345 animais selvagens de 30 espécies diferentes pertencentes
as familias Cervidae, Bovidae, Camelidae, Giraffidae e Elephantidae. Este estudo constatou que
24 espécies diferentes possuiam anticorpos contra BTV, tendo identificado 13 novas espécies
com soropositividade para este virus, sendo a primeira identificagdo em membros da familia
Giraffidae. O estudo avalia que a identificacdo deste virus em animais africanos é esperada por
este virus ser endémico no continente africano e pelo clima dos paises que os animais foram
importados serem propicios para a transmissao de BTV. Além disso, a nao identificagdo das
novas espécies soropositivas antes pode ser devido a falta de testagem de animais selvagens.
Vinte oito dos soros positivos foram submetidos a SN sendo utilizados 20 sorotipos de BTV. A
maioria dos sorotipos identificados sao exéticos nos EUA. Tal estudo é extremamente importante
pois a importagado de animais selvagens pode levar a introdugao de sorotipos exéticos que podem
resultar em surtos (House et al., 1982).

Em setembro de 2007 em um zooldgico da Bélgica dois linces-euroasiaticos (Lynx lynx) vieram
a 6bito com sinais de doeng¢a hemorragica e utilizando gRT-PCR e isolamento viral foi identificado
que estes animais foram infectados pelo BTV-8. A principal suspeita é que eles foram alimentados
com fetos bovinos e recém-nascidos infectados com BTV-8 (Jauniaux et al., 2008).

No Brasil em 2008 no Zooldgico de Pomerode, Santa Catarina, um veado-Catingueiro, fémea de
2 anos, e um veado-bororo, de 1 ano, vieram a Obito com sinais de doenga hemorragica. Foi
identificado o virus como EHDV-2. Este virus pode causar surtos em cervideos e o veado-bororo
€ uma espécie ameagada, desta forma levantando a importancia de criar mecanismos de controle
e prevencdo de EHDV e BTV (Favero et al., 2013).

Amostras de soro de 241 animais de 71 espécies de cinco zooldgicos urbanos diferentes da
Espanha foram coletadas entre 2007 e 2019. As amostras foram testadas utilizando ELISA para
BTV e alguns dos soros positivos foram testados por SN para BTV-1 e BTV-4. Quarenta e seis
animais, 19,1%, foram soropositivos para BTV no teste de ELISA, das 71 espécies testadas 18
apresentaram anticorpos anti-BTV, variando a proporgéo de animais e espécies positivas dentro
de cada grupo. E animais soropositivos foram encontrados todos os anos da coleta. Trinta e nove
dos quarenta e seis animais positivos foram submetidos a SN e destes 25 apresentaram
anticorpos contra BTV-1, 5 contra BTV-4 e 3 animais apresentaram anticorpos contra ambos os
sorotipos. Assim demonstrando uma possivel circulagdo de BTV nos zooldgicos estudados
(Caballero-Gémez et al., 2021).

Em outro estudo foram coletadas amostras de soro de 17 carneiros-da-barbéaria (Ammotragus
lervia), machos e fémeas de diferentes idades, mantidos em cativeiro no Zooldégico de Curitiba,
Brasil para serem testadas para BTV, artrite encefalite caprina (CAE) e Maedi-visna (MV)
utilizando IDGA e ELISA. Sete dos animais, 41,2%, foram positivos para BTV e nenhum animal
foi positivo para CAE e MV. Alguns animais soropositivos do estudo nasceram no zoolégico, desta
forma demonstrando a circulagao de BTV neste ambiente e devido a auséncia de sinais clinicos
nestes animais & possivel que esta espécie possa contribuir na transmissdo (Morikawa et al.,
2018).

Também foram realizados estudos dos vetores de BTV e EHDV em zooldgicos. Um deles foi
realizado no Jardim Zoolégico Nacional da Africa do Sul, entre os anos de 2002 e 2004, em que
estes insetos foram capturados utilizando armadilhas de sucgao com luz negra colocadas em
quatro locais diferentes uma vez por semana. As espécies de Culicoides coletadas foram
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identificadas pelo padrdo de asas. Foram obtidos um total de 478.040 Culicoides de 33 espécies
diferentes. E foi relatado que a armadilha préxima ao elefante teve o maior nimero de insetos
coletados, representando 28 espécies diferentes. A espécie mais coletada foi C. imicola, sendo
mais identificada nas armadilhas proximas aos grandes animais. Ja na armadilha proxima as
aves esta espécie foi pouco identificada. As proporgcdes das espécies coletadas neste estudo
concordam com estudos prévios de captura de Culicoides realizados em fazendas da mesma
regido (Labuschagne et al., 2007).

Em 2007, no Zooldgico de Greenville e no Zooldgico de Riverbanks, na Carolina do Sul, EUA,
foram feitas capturas de Culicoides de maio a agosto, utilizando dois tipos de armadilhas,
armadilhas de sucgdo com luz incandescente e com luz ultravioleta, com atrativo (CO:2 produzido
por gelo seco). Duas armadilhas de cada tipo foram utilizadas no Zooldgico de Greenville e trés
no Zooldgico de Riverbanks. Ao todo foram coletadas 16 espécies de Culicoides, sendo 10
espécies encontradas no Zoolégico de Greenville e 12 espécies no Zooldgico de Riverbanks.
Seis espécies foram encontradas em ambos zooldgicos: C. guttipennis, C. obsoletus, C.
paraensis, C. sanguisuga, C. scanloni, e C. stellifer. No Zooldgico de Greenville foram coletados
101 insetos, sendo que 90% destes foram C. guttipennis e C. obsoletus. Ja no Zoolégico de
Riverbanks foram coletados 88 Culicoides, destes 81% pertenciam a 4 espécies: C. sanguisuga,
C. mulrenanni Beck, C. stellifer, e C. guttipennis. As armadilhas que utilizaram luz ultravioleta
capturaram cerca de 80% dos Culicoides, desta forma o uso destas é preferivel em comparagao
com as armadilhas com luz incandescente. A altura das armadilhas também foi um fator crucial
para a captura, sendo importante avaliar qual a altura que a espécie de Culicoides a ser estudada
costuma se alimentar dos hospedeiros. Varias das espécies coletadas ja foram associadas com
a transmisséao de patdgenos (Nelder et al., 2010).

Em 2008 no zooldgico de Chester, nordeste da Inglaterra, foi realizada a captura de Culicoides
em cinco locais utilizando armadilhas de sucgdo com luz negra (modelo Onderstepoort). As
armadilhas foram colocadas por quatro noites seguidas, de 25 a 29 de junho. As espécies foram
identificadas por aspectos morfoldgicos. Foram capturados um total de 35.401 Culicoides, sendo
97,5% fémeas e destes 96,6% pertenciam ao grupo Obsoletus que no reino unido é composto
por quatro espécies C. obsoletus sensu stricto, C. scoticus, C. dewulfi e C. chiopterus que nao
séo facilmente diferenciaveis somente por caracteristicas morfolégicas e podem transmitir BTV.
Também foram capturados machos do grupo Obsoletus, identificados como C obsoletus sensu
stricto e C scoticus. Ao todo foram identificadas 25 espécies. A grande densidade de Culicoides
capturados representa um alto risco para a transmisséo de BTV (Vilar et al., 2011).

Foirealizado coleta de insetos no Zooldgico Sunset (SSZ), Manhattan, Kansas, EUA, entre margo
e outubro de 2015, utilizando armadilhas de sucg¢ao com luz ultravioleta modelo CDC e armadilha
utilizando bioagentes para atrair os insetos (BG-S). Foram colocadas armadilhas em oito locais,
sendo realizada a coleta na ultima semana de cada més durante trés dias consecutivos. Foram
coletados 8.401 Culicoides, 2.260 com a armadilha BG-S e 6.141 com a CDC. As espécies de
insetos foram identificadas por andlises morfolégicas. Foram coletadas 21 espécies de
Culicoides, sendo trés destas C. ousairani, C. brookmani e C. denningi, novas identificagbes
neste Estado. Também foram coletadas sete espécies de Simuliidae, duas espécies de
Muscidae, dois Tabanideos e uma espécie de Psychodidae. A maioria dos insetos, em especial
os Culicoides, foram coletados na armadilha com luz ultravioleta (Swanson et al., 2018).

Entre junho de 2014 e junho de 2015, foram realizadas coletas de Culicoides em dois zoolégicos
da Inglaterra, ZSL London, localizado em uma area mais urbana, e ZSL Whipsnade Zoo,
localizado em uma area mais rural. Foram colocadas armadilhas de sucgdo com luz negra
(modelo Onderstepoort) em cinco locais em cada zooldgico e as capturas foram realizadas uma
vez por semana. As espécies de Culicoides coletadas eram identificadas por analise morfolégica
do padréo das asas, as fémeas eram também identificadas pelo estagio gonadotréfico entre ndo
pigmentada ou nulipara, ingurgitada, gravidica e pigmentada ou parida. Os Culicoides
ingurgitados foram posteriormente utilizados para a identificagcdo de preferéncia alimentar por
meio da extragao e sequenciamento do material genético presente no sangue do abdome destes
insetos, foi sequenciado a regido do citocromo C oxidase subunidade 1 (Cox 1), marcador
mitocondrial. Foram coletados 11.648 Culicoides, 5.880 do ZSL Whipsnhade Zoo e 5.768 do ZSL
London. Foram identificadas 20 espécies no ZSL London e 18 no ZSL Whipsnade Zoo, 13 delas
encontradas em ambos os zooldgicos e a maioria das espécies coletadas sdo de possiveis
transmissores de BTV. No ZSL London a armadilha mais préxima do camelo (Camelus
bactrianus) foi a com maior numero de capturas e no ZSL Whipsnade Zoo a armadilha préxima
ao elefante foi a com mais capturas. Entre novembro de 2014 e abril de 2015 n&o foi coletado
nenhum inseto, sendo denominada como temporada sem vetores. Dos Culicoides coletados, 71
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deles estavam ingurgitados, 0,61%, destes somente trés nao foram processados para analise de
preferéncia alimentar. Apés o sequenciamento foi possivel ter resultado para 31, 46%, dos
ingurgitados processados. Vinte e quatro das sequéncias alinharam com mamiferos e sete
alinharam com aves, sendo identificadas 13 espécies diferentes. Cada espécie de Culicoides
demonstrou uma preferéncia diferente, como por exemplo foi identificado C. obsoletus se
alimentando de elefantes asiaticos, alpaca ou lhama, camelo e cavalo de Przewalski (Equus
przewalskii), ja o C. achrayi se alimentou principalmente de aves da Inglaterra. Durante a coleta
foi notada a variagdo das capturas de acordo com a temperatura e clima (England et al., 2020).

Até o presente estudo nio foram realizados levantamentos das espécies de Culicoides presentes
em jardins zoolégicos no Brasil. Desta forma ndo sendo possivel avalias se existe a presencga
dos vetores de BTV e EHDV nestes locais.

3.3.7. Patogenia

A patogenia de BTV e EHDV é similar em ruminantes domésticos e silvestres, existindo
diferencas na severidade e sinais clinicos entre as espécies. A maioria dos animais infectados
sdo assintomaticos ou com sinais leves. A doenga clinica ocorre normalmente quando animais
suscetiveis sdo levados a regides enzodticas ou sorotipos novos sdo introduzidos em regides
que estes virus ja circulam. Assim, a ocorréncia de BT e EHD resulta da interagdo entre
hospedeiros, sorotipos virais, vetores e ambiente (Pini, 1976; Barratt-Boyes and
Maclachlan,1994; Darpel et al., 2009; Maclachlan et al., 2009; Maclachlan et al., 2019).

O BTV e o EHDV séao introduzidos no hospedeiro susceptivel por via cutanea pela picada de
fémeas de Culicoides infectados. Entdo, o virus é transportado pelas células dendriticas e
macréfagos da pele até os linfonodos regionais, onde realiza a replicagao inicial que dura de dois
a trés dias. Também ocorre multiplicacdo nas células endoteliais do local da inoculagao viral. O
virus é carreado por eritrécitos, leucécitos e plaquetas para outras partes do corpo pela circulagao
sanguinea e linfatica, em que ocorre replicagédo principalmente em 6rgéos do sistema linfatico
(linfonodos, baco, timo e medula éssea), pulmdes e células endoteliais dos vasos sanguineos de
diferentes 6rgéos, assim causando um segundo pico de viremia, que pode levar cerca de 20 dias.
No inicio da viremia, o virus se associa as células sanguineas, tanto como plaquetas quanto a
eritrécitos, mas em estdgios mais avangados da doenca se torna associado somente com
eritrécitos, devido ao curto periodo de vida das plaquetas. Particulas virais se ligam a glicoforinas
na superficie dos eritrécitos permanecendo em invaginagdes na membrana dessas células,
permitindo uma viremia prolongada na presenga de anticorpos neutralizantes e permitindo a
infecgéo de vetores. A lise das células endoteliais e eritrocitos infectados leva a les6es nos vasos
e consequentemente sinais relacionados a doenga hemorragica (Pini, 1976; Ellis et al., 1993;
Barratt-Boyes and Maclachlan,1994; Schwartz-Cornil et al., 2008; Schwartz-Cornil et al., 2008;
Darpel et al., 2009; Hemati et al., 2009; Maclachlan et al., 2009; Sanchez-Cordon et al., 2010;
Howerth, 2015; MacLachlan et al., 2015; Alfieri et al, 2017; Belbis et al., 2017; Roy, 2017).

Os determinantes da viruléncia destes virus s&o pouco definidos, apesar de existirem diferengas
claras entre sorotipos (Elbers et al., 2008; Conraths et al., 2009; Maclachlan et al., 2009; Ruder
et al., 2015; Matos et al., 2018; Maclachlan et al., 2019). Também podem existir diferengas de
viruléncia entre linhagens virais do mesmo sorotipo devido a mutagdes e recombinacdes entre
virus que coinfectam o mesmo hospedeiro (Oberst et al.,1987; Maclachlan et al., 2009). A
espécie do hospedeiro também influencia muito na viruléncia (Elbers et al., 2008; Conraths et al.,
2009; Maclachlan et al., 2009; Ruder et al., 2015; Matos et al., 2018; Maclachlan et al., 2019).
Além disto, estado imune, idade e estresse ambiental, como variagdo nas temperaturas, também
influenciam a severidade destas doengas (Verwoerd & Erasmus, 2004; Maclachlan et al., 2009).

A viremia de BTV em ovinos e cervideos costuma ser de 14 a 54 dias. Ja a de EHDV pode chegar
até a 60 dias. Essas espécies costumam apresentar varios sinais clinicos em ambas as doengas.
Ja nos bovinos, ambos os virus podem causar viremias longas de 60 até 100 dias, mas com
pouco ou nenhum sinal clinico, assim tornando estes animais importantes na epidemiologia
destas doengas (Koumbati et al., 1999; Howerth, 2015; Alfieri et al., 2017). A diferenca na viremia
se da pela longevidade dos eritrocitos de cada espécie (MacLachlan et al., 2009).

A infeccdo por BTV e EHDV resulta na morte celular principalmente de células endoteliais por
apoptose durante a liberagdo de particulas virais. Além disto, a replicagdo viral em células
mononucleares e endoteliais estimulam a liberacdo de mediadores inflamatérios, como
interleucinas (IL-1, IL-8, IL-6), interferon (IFN-I), prostaglandina F2-alfa e tromboxano, e
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mediadores vasoativos, como o O6xido nitrico, levando a respostas de fase inflamatéria
exacerbada, vasodilatagdo, agregagcdo plaquetaria e aumento na permeabilidade vascular,
resultando em febre, hiperemia, edema, tromboses, infartos teciduais e sindromes hemorragicas
(Quist et al. 1997; Foster et al. 1991; DeMaula et al., 2001; Schwartz-Cornil et al., 2008;
MacLachlan et al., 2009; Howerth, 2015;). Porém, mesmo ocorrendo a produg¢ao de anticorpos
de 7 a 14 dias ap6s a infecgao, o virus continua presente protegido na membrana dos eritrécitos.
Estes anticorpos neutralizantes, principalmente contra a VP2 e em menor quantidade contra a
VPS5, protegem contra uma futura reinfecgédo de virus do mesmo sorotipo, além de diminuirem a
possibilidade de transmissao para os vetores. O soro de animais infectados também possui
anticorpos induzidos pela VP7, que séo especificos para o sorogrupo, e por outras proteinas
estruturais e ndo estruturais. Além disto, a resposta imune celular tem um papel fundamental na
redugcédo da disseminagdo dos virus no organismo, mesmo que nao consiga eliminar os virus
completamente, os linfécitos TCD8+, por seu efeito citotdxico nas células infectadas, apresenta
um papel crucial no combate a infecgdo (Lobato et al., 1997; Schwartz-Cornil et al., 2008;
Maclachlan et al., 2009; Sperlova & Zendulkova, 2011; Alfieri et al., 2017).

3.3.8. Sinais clinicos

O BT e o EHD causam hemorragias sistémicas, tromboses, infartos teciduais e coagulacao
intravascular disseminada devido a injdrias no endotélio vascular. Os sinais clinicos podem variar
entre as diferentes espécies, assim como dentro da mesma espécie determinada pelo sorotipo
infectante e pelo estado imune dos hospedeiros. Desta forma, os animais podem ter quadros
subclinicos, superagudos, agudos, crénicos e morte subita. (Pini, 1976; Fischer et al., 1995;
Verwoerd and Erasmus, 2004; Darpel et al., 2009; Savini et al., 2011; Howerth et al., 2015;
Spickler, 2015; Belbis, 2017; Spickler, 2019).

Em ovinos, essas doengas costumam se manifestar na forma aguda, crénica ou subclinica. Estes
animais podem apresentar febre, apatia, taquipneia, hiperemia dos labios e nariz, descarga nasal
que pode ser mucopurulenta ou sanguinolenta, edema e Ulceras no trato gastrointestinal superior,
dispneia, diarreia e vomitos hemorragicos, pneumonia por aspiracéo e coagulopatias. Em casos
raros, pode ser observada lingua cianética. Em estagios mais avangados da doencga pode ocorrer
dermatites, coronites, laminites, hiperemia da banda coronaria, torcicolos, paresia e necrose dos
musculos estriados, sendo possivel identificar animais com as costas arqueadas e relutantes em
se mover. Em ovelhas prenhas, podem ocorrer abortos, mumificagdes fetais e nascimentos de
filhotes fracos com possiveis defeitos congénitos (Osburn, 1994; Stallknecht and Howerth, 2004;
Elbers et al., 2008; Maclachlan et al., 2008; Darpel et al., 2009; MacLachlan et al., 2009;
Saegerman et al,, 2011; Sperlova & Zendulkova, 2011). A infeccdo endotelial por BTV é
relativamente curta nos tecidos de ovelhas afetadas, durando cerca de 10 dias apés a infecgao,
em comparagdo com a morte que pode ocorrer em até 2 semanas apos a infecgéo (Verwoerd
and Erasmus, 2004; Maclachlan et al., 2008; Darpel et al., 2009).

Caprinos apresentam poucos sinais clinicos por infecgdes destas doengas, sendo eles similares
aos de ovinos s6 que em uma menor severidade. Alguns sinais identificados em surtos passados
foram redugdo da producéo de leite, febre, edema da face, descargas nasais, eritema do Ubere
e lesbes hemorragicas subcuténeas (Dercksen et al., 2007; Sperlova & Zendulkova, 2011).

Bovinos n&o costumam apresentar sinais clinicos nas infecgées por EHDV e BTV, existindo
excegdes como o BTV-8 que circula na Europa e o EHDV-2 anteriormente denominado como
virus de Ibaraki, que podem causar severos sinais clinicos como febre, anorexia, dificuldade de
deglutir, ulceras e erosbes na cavidade oral, nasal e trato digestorio, sialorreia, edemas,
hiperemia, conjuntivite, laminites, dermatites ulcerativas, coronites, problemas reprodutivos,
edema pulmonar e em alguns casos pode levar alguns animais a morte. Infecgcbes em vacas
prenhas podem resultar em reabsorgao fetal, aborto e nascimento de bezerros fracos e com ma
formacdes fetais, principalmente hidrocefalia (Uchinuno et al., 2003; Elbers et al., 2008; Conraths
et al., 2009; MacLachlan et al., 2009; Sperlova & Zendulkova, 2011).

Cervideos infectados por BTV e EHDV, podem apresentar quadros superagudos, com morte
dentro de 36 horas, até cursos crénicos com animais doentes por varias semanas. Estes animais
costumam desenvolver coagulagdo intravascular disseminada devido a danos vasculares
causados pela infecgao destes virus, o que leva a ocorréncia de diatese hemorragica. Além disto,
podem ter febre, anorexia, fraqueza, diarreia sanguinolenta, hematuria, cianose na lingua,
claudicagédo, edema na cabega e pescogo, Ulceras e erosdes na cavidade oral, desidratagao,
sialorréia, descarga nasal que pode ser sanguinolenta, hemorragias por todo corpo, choque
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hipovolémico e morte. A maioria destes sinais foram identificados em estudos com cervos-de-
cauda-branca e veado-catingueiro (Subulo gouazoubira). Outras espécies de cervideos se
mostraram resistentes a doenga clinica por estes virus, como o veado-de-cauda-preta
(Odocoileus hemionus columbianus) e o cervo-nobre (Cervus elaphus) (Work et al. 1992;
Stallknecht and Howerth, 2004; Maclachlan et al., 2008; Lépez-Olivera et al. 2010; Nol et al. 2010;
Favero et al., 2013; Lobato et al., 2015; Bianchi et al., 2017; OIE, 2018).

Varios ruminantes selvagens de vida livre e de cativeiro desenvolveram doeng¢a hemorragica
durante o surto de BTV na Europa causado pelo sorotipo 1, como bois-almiscarados, bisdes
americanos e europeus € iaques. Ruminantes africanos parecem ser resistentes a doenca clinica
causada pela infecgdo deste sorotipo (Fernandez-Pacheco et al.,2008; Mauroy et al., 2008).
Antilocapras também sao susceptiveis e podem vir a o6bito por infeccbes por BTV como
demonstrado em um surto prévio nos Estados Unidos (EUA) em que animais foram observados
com hemorragia e edema na aorta e artéria pulmonar, hemorragias no trato gastrointestinal,
linfonodos, bexiga e nas superficies sinoviais das capsulas articulares (Thorne et al. 1988).

Infeccbes experimentais de camelideos (lhamas, alpacas e camelos) demonstraram que estes
animais séo resistentes ao desenvolvimento de sinais clinicos (Batten et al. 2011; Schulz et al.
2012). Mas, foi descrito que os camelos podem ser reservatérios para BTV por ja ter sido
demonstrado que, mesmo nao apresentando sinais, € possivel que o virus se multiplique e seja
isolado de camelos infectados (Batten et al. 2011). Apesar deste relato, ja foram descritos casos
em lhamas vindo a 6bito por infecgdes de BTV. Estes animais apresentaram edema pulmonar,
hidrotorax e efusao pericardica (Meyer et al., 2009). Também houve descricao de uma alpaca
que veio a 6bito por infecgdo por BTV com sinais semelhantes aos descritos nas lhamas (Ortega
et al. 2010).

Doenga causada por BTV em ovinos selvagens, muflao (Ovis aries musimon) e carneiros
selvagens (Ovis canadensis) também foi descrita, com animais vindo a Obito e apresentando
quadros semelhantes aos descritos em ovelhas domésticas (Singer et al. 1998; Fernandez-
Pacheco et al. 2008). Ademais, iaques (Bos grunniens) infectados por EHDV-2 apresentaram
doenca clinica e vieram a 6bito, sendo observado anorexia, descarga nasal, Ulceras na mucosa
oral e lingua, petéquias em varios 6rgéos e tecidos e fluido sanguinolento na cavidade toracica e
abdominal (Campen et al. 2013).

No caso dos carnivoros, Linces (Lynx lynx) que ingeriram partes de ruminantes contaminados
com BTV apresentaram anemia, lesdes vasculares, edema pulmonar, entre outros sinais e vieram
a 6bito (Jauniaux et al., 2008). J& cachorros infectados por uma vacina contaminada com BTV
apresentaram abortos e edema pulmonar (Wilbur et al., 1994; Evermann et al., 2008).

3.3.9. Patologia

Os achados de necropsia de animais acometidos por ambas as doengas se caracterizam por
lesbes hemorragicas e edema generalizado, petéquias, equimoses e hiperemia em varios 6rgaos,
areas de erosdes e ulceracdes com lesdes necroéticas no trato gastrointestinal e edema pulmonar.
Alguns achados mais relevantes sdo: hemorragia na tunica média da artéria pulmonar na aorta,
edema pulmonar, cianose da mucosa oral, hemorragia na subserosa do piloro, areas de necrose
nos musculos esqueléticos e coragdo, inflamagao no trato respiratério superior, efusdao na
cavidade toracica, pneumonia bronco lobular bilateral, pleurite, pericardite, enterites e congestao
da lamina do casco e da banda coronaria, com anéis de crescimento e descamagao da parede
do casco. O baco, linfonodos, em especial 0 mesentérico, e tonsilas podem estar hipertrofiados
e com hemorragias, podendo apresentar petéquias. Também podem ser visualizadas petéquias
na base da lingua, saco pericardico, rins, intestino, coragao, musculo esquelético, rimen e
tecidos subcutaneos (Shope et al., 1960; Quist et al. 1997; Mauroy et al., 2008; Darpel et al.,
2009; MacLachlan et al., 2009; Favero et al., 2013; MacLachlan et al., 2015).

As principais lesdes microscoépicas incluem hipertrofia e dano endotelial generalizado, edema
perivascular, congestdo e hipertrofia vascular, hipdxia tecidual, hiperemia, hemorragia e
trombose com infarto tecidual. Na musculatura cardiaca e esquelética & possivel observar
infiltrado inflamatdrio de células mononucleares, fibrose, hemorragia e necrose (Tweedle and
Mellor, 2002; MacLachlan et al., 2009; Alfieri et al, 2017).
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3.3.10. Diagnéstico

O diagnéstico de BT e EHD é feito ao associar os dados da anamnese, os sinais clinicos dos
animais e os resultados dos diagnésticos laboratoriais, assim permitindo diferenciar essas
doencas de outros diagndsticos diferenciais, como Febre Catarral Maligna, Doenga Hemorragica
por Adenovirus, Febre Aftosa, Estomatite Vesicular, Diarréia Viral Bovina, Rinotraqueite
Infecciosa Bovina, entre outras (Williamson et al., 2008; Cubas et al., 2014; Maclachlan et al.,
2015). Além disso, como os sinais clinicos do BTV e EHDV séo similares e ambos compartilham
hospedeiros susceptiveis, € necessario o diagndstico laboratorial para diferenciar as duas
infecgdes, ja que na maioria das areas infectadas ambos os virus circulam ao mesmo tempo.
Ademais, os testes laboratoriais permitem a identificagdo de animais assintomaticos e
subclinicos. Os testes utilizados para ambos os virus podem ser divididos em métodos diretos e
indiretos. Os métodos diretos mais utilizados sdo o isolamento viral e testes moleculares como
reacdo em cadeia da polimerase com transcri¢cdo reversa convencional (RT-PCR) e em tempo
real (QRT-PCR) e sequenciamento genético. Ja os testes indiretos permitem identificar se os
animais possuem anticorpos contra os agentes infecciosos estudados e incluem testes
sorolégicos como imunodifusdo em gel de agar (IDGA), ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
soroneutralizagdo (SN), reagbes de imunofluorescéncia (RIF), imuno-histoquimica (IHQ), entre
outros (Stallknecht e Howerth, 2004; Wilson et al., 2015; Kawanami ef al., 2018; Dommergues et
al., 2019; WOAH, 2019a, b).

O isolamento viral, pode ser realizado em ovos de galinha embrionados, porém atualmente é
mais utilizado células de inseto, Aedes albopictus clone C6/36 e de Culicoides sonorensis (KC),
e células de mamiferos, BHK-21 (células de rim de hamster recém-nascido) ou células VERO
(células de rim de macaco verde africano). As células de inseto ndo apresentam efeito citopatico
(ECP), mas sdao muito eficientes para a multiplicacdo viral. J& as células de mamiferos
apresentam ECP e sao utilizadas para visualizar os efeitos causados pelos virus nas células e
para titulagcéo viral. Porém, apesar de ser considerado o teste padréo ouro, o isolamento viral é
muito dificil de ser realizado, por ser demorado e necessitar de pessoas treinadas (Maclachlan,
2015; Wilson et al., 2015; WOAH, 20193, b).

Para diagndstico de BTV e EHDV os testes moleculares mais utilizados séo a RT-PCR e qRT-
PCR por serem rapidos, sensiveis e poderem utilizar diferentes tipos de amostras. Uma
preocupagao importante antes de realizar estes testes é a metodologia da extragdo dos acidos
nucleicos, ja que ela vai interferir diretamente na qualidade do material genético adquirido (Maan
et al., 2010; Maclachlan, 2015; Wilson et al., 2015; Maan et al., 2017; WOAH, 2019a, b). Para
diagndstico de PCR geralmente s&o utilizados primers para os genes do seg-10, no caso do BTV,
e do seg-9, no caso do EHDV (Orru et al., 2006; Maan et al., 2010; Maan et al., 2017). O seg-10,
que codifica a proteina NS3/NS3a é utilizado por ser muito conservado entre os sorotipos de
BTV. Outro gene possivel de utilizar é o seg-9 que também é bastante conservado (Orru et al.,
2006; Maan et al., 2017). O uso do seg-9 no diagnéstico de EHDV segue o mesmo principio do
diagndstico de BTV, ja que ao utilizar um gene conservado, permite a identificacdo de diferentes
sorotipos dentro do grupo EDHV ou BTV (Clavijo et al., 2002). Para identificar o sorotipo dentro
desses grupos € necessario obter a sequéncia da VP2 (Maan et al., 2011; Maclachlan, 2015;
Wilson et al., 2015; WOAH, 20193, b).

Os testes soroldgicos sdo muito utilizados para avaliar a imunidade dos animais, distribuigao viral
e contato prévio com o virus. Os mais utilizados para BTV e EHDV s&o o SN, o IDGA e o ELISA.
A SN identifica anticorpos especificos para cada sorotipo de BTV e EHDV. Desta forma, caso
nao se conhega os sorotipos circulantes da regido, se torna um teste complexo de ser realizado.
Ja o IDGA e o ELISA sdao menos especificos que a SN, porém sao mais simples de serem
realizados, j& que apenas identificam se o animal possui ou ndo anticorpos contra o virus,
identificando o grupo BTV ou EHDV, mas nao identificando os sorotipos. Desta forma, sdo muito
utilizados em estudos epidemioldgicos. Um problema destes dois testes € a possibilidade de
ocorrer reagdo cruzada entre o BTV e o EHDV, por serem muito similares (Maclachlan, 2015;
Wilson et al., 2015; WOAH, 2019a, b).

A histopatologia permite a identificacdo de lesdes microscopicas caracteristicas dos virus. Os
testes de imunofluorescéncia e imuno-histoquimica permitem a identificacdo das proteinas virais
nos tecidos (Maclachlan, 2015; Wilson et al., 2015; WOAH, 2019a, b)

Para o diagnéstico de BT e EHD em animais vivos normalmente é utilizado sangue em &acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), heparina ou citrato, sendo amostras de individuos na fase
aguda da doenga um excelente material. Ja, para o diagndstico de animais que vieram a 6bito,
podem ser utilizados 6rgaos refrigerados, em especial bago, pulmao, linfonodos e figado, também
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sendo possivel com musculo esquelético e coragdo, se houver lesdes, e cérebro, no caso de
fetos. Com estes materiais & possivel realizar o isolamento viral e os testes moleculares. Também
€ possivel realizar os testes sorolégicos ao separar o soro ou plasma do sangue (Thevasagayam
et al., 1995; Tweedle and Mellor, 2002; Alves et al., 2009; Spickler, 2015; Maan et al., 2017; More
et al., 2017; Sailleau et al., 2019; Spickler, 2019; WOAH, 2019a, b; Saminathan et al, 2020).

Caso cervideos venham a 6bito com doenga hemorragica, além dos testes para BTV e EHDV, é
importante realizar o diagnéstico diferencial para Doenga Hemorragica por Adenovirus (AHD), ja
que apresentam sinais clinicos e lesbes similares (Woods et al., 1996). A AHD causou a morte
de centenas de cervideos de vida livre nos EUA e de alces (Alces alces) no Canada (Woods et
al., 1996; Sorden et al., 2000; Shilton et al., 2002). No Brasil ainda ndo existem relatos de AHD.
O diagndstico de infecgao por adenovirus pode ser feito por isolamento viral, imuno-histoquimica
e microscopia eletrénica de transmissao (Woods et al., 1996; Woods et al., 1999; Kawanami,
2012). Os testes sorolégicos sdo SN e ELISA (Lapointe et al., 2000).

3.3.11. Prevencao e controle

BTV e EHDV séao doengas de notificagéo obrigatéria para a WOAH (OIE, 2008; WOAH 2019a;
WOAH, 2019b) e para o MAPA (MAPA, 2013). Por serem transmitidas por um vetor bioldgico o
controle destas doengas é um desafio e para tal deve-se utilizar um conjunto de métodos como
vacinagao, controle dos vetores e monitoramento dos hospedeiros (Lobato et al., 2015; Spickler,
2015; Spickler, 2019; WOAH, 2019a, b; Saminathan et al., 2020). Atualmente n&o existe nenhum
tratamento especifico para estas doengas, sendo preconizado o uso de terapias de suporte como
anti-inflamatérios ndo esteroidais, fluidoterapia e antibioticoterapia (Tweedle and Mellor, 2002;
Bianchi et al., 2017; WOAH, 2019a, b).

A melhor forma de controle de BTV e de EHDV é o uso de vacinas, porém atualmente nao existe
nenhuma autorizada para uso no Brasil ja que ainda ndo se sabe ao certo quais os sorotipos
circulantes em cada regiao. Além disso, as vacinas para estes virus ndo sdo aprovadas para uso
no pais tanto pela baixa notificacdo quanto pelo baixo indice de diagndsticos realizados para
estas doencas. As vacinas devem ser multivalentes ja que a imunidade humoral é especifica, ndo
havendo protegao cruzada. Devido aos poucos estudos relatando os sorotipos de BTV e EHDV
circulantes no Brasil, o desenvolvimento destas vacinas comerciais se torna mais complexo,
sendo uma alternativa o uso de vacinas autdégenas. A vacinagdo nao impede a infecgdo, mas
resulta em sinais mais leves, diminuicdo da viremia, auxilia na sobrevivéncia de animais,
reduzindo a morbidade e mortalidade, além de diminuir a transmissdo para os vetores
(MacLachlan et al., 2015; Lobato et al., 2015; MacLachlan et al., 2019; WOAH, 2019a, b).

Outras medidas importantes para o controle destas doengas s&o relacionadas a prevengéo a
exposi¢ao dos animais aos Culicoides, como por meio da restricido de areas em que estes insetos
possuem maior prevaléncia. Como por exemplo, alojar os animais em estdbulos telados do pér
do sol até o nascer do sol, uso de inseticidas e repelentes de insetos. Porém, o controle dos
vetores é dificil pela alta densidade populacional destes insetos e extensa variedade de locais
que se reproduzem (Tweedle and Mellor, 2002; Lobato et al., 2015; MacLachlan et al., 2015;
Spickler, 2015; Spickler, 2019; WOAH, 2019a, b; Saminathan et al., 2020).

Ademais, medidas importantes para prevencdo de surtos dessas doengas sdo: quarentena,
programas de vigilancia, fiscalizagdo de animais sentinelas, controle do movimento de animais,
monitoramento de animais selvagens susceptiveis, diagndstico de animais assintomaticos, assim
como a melhora na comunicagao de casos destas doengas para um melhor entendimento de
suas distribuicdes. Porém, em areas epidémicas e endémicas algumas destas agdes se tornam
complexas devido a quantidade de vetores biologicos, de sorotipos circulantes e de animais
infectados (Lobato et al., 2015; MacLachlan et al., 2015; Spickler, 2015; Spickler, 2019; WOAH,
2019a, b; Saminathan et al., 2020).

Desta forma, € necessario realizar a fiscalizagao frequente destas doengas no campo. Somando
a variedade de sinais clinicos e hospedeiros da BT e da EHD, os veterinarios devem considerar
a possibilidade destas enfermidades como diagnésticos diferenciais em ruminantes domésticos
e selvagens. Para auxiliar estas medidas, é essencial o uso de métodos diagnésticos adequados
(Tweedle and Mellor, 2002; Lobato et al., 2015; MacLachlan et al., 2015; Spickler, 2015; Spickler,
2019; WOAH, 2019a, b; Saminathan et al., 2020).
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3.4. Culicoides

Os Culicoides Latreille, 1809, popularmente denominados no Brasil como maruim, mosquito
poélvora ou mosquito do mangue, pertencem a ordem Diptera e a familia Ceratopogonidae. Foram
identificadas cerca de 1.368 espécies vivas e 52 fésseis, sendo um total de 1.420 espécies ja
catalogadas de Culicoides no mundo e destas 299 espécies sdo encontradas no Brasil (Lobato
et al., 2015; Farias, Almeida & Pessoa, 2016; Borkent & Dominiak, 2020; Santarém & Felippe-
Bauer, 2021; Rios et al., 2021). Os Culicoides sdo um dos menores insetos hematofagos variando
entre 1,5 a 5 mm de comprimento e os adultos possuem padrdo crepuscular. Algumas
caracteristicas que diferenciam os Culicoides dos outros Ceratopogonideos sédo todas as
espécies deste género possuirem o primeiro tarsdmero posterior com cerdas esparsas e sem
distribuicdo uniforme; o segmento antenal apical arredondado ou afilado; as antenas das fémeas
possuem 13 segmentos, sendo os quatro mais préximos ao segmento terminal mais longos que
0s oito mais basais; possuirem a segunda célula radial na asa arredondada apicalmente; e as
suas asas serem cinzas, com a maioria das espécies possuindo manchas caracteristicas que
permitem a identificagdo (Lutz, 1913; Farias, Almeida & Pessoa, 2016; Rios et al., 2021). E
importante ressaltar que apesar da diversidade de espécies presentes no género Culicoides,
ainda faltam muitas informacdes e estudos sobre estes insetos, sendo muitas destas espécies
mal classificadas, suas caracteristicas pouco entendidas e ainda existem muitas espécies nao
catalogadas (Borkent & Dominiak, 2020).

Estes insetos se reproduzem em locais Umidos, quentes e ricos em matéria organica proximo de
hospedeiros vertebrados para realizarem o repasto (Mellor et al., 2000). Podem ser encontrados
em todos os continentes, exceto a Antartida, em altitudes de até 4000m, e sdo muito influenciados
por fatores ambientais como umidade e temperatura, havendo uma redugéo da populagao destes
insetos durante épocas frias e secas e um aumento em épocas quentes e Umidas (Mellor,
Boorman & Baylis, 2000; Lobato et al., 2015; Ruder et al., 2015; Santarém & Felippe-Bauer, 2016;
Borkent & Dominiak, 2020). O ciclo de vida destes insetos dura de duas a quatro semanas,
consistindo dos estagios de ovo, quatro fases larvais, pupa e adultos. Para o desenvolvimento
das fases imaturas é necessario local umido, sendo encontrados em uma grande variedade de
habitats, podendo variar de rios e lagoas até fezes e vegetagdo em decomposicdo, porém o
substrato de preferéncia para a oviposigao varia entre as diferentes espécies e a caracterizagao
de tais locais pode auxiliar na compreensdo da distribuicdo destes insetos. Os ovos sao
geralmente colocados em lotes aderidos ao substrato, eles ndo sdo resistentes a dessecacéo e
eclodem de dois a sete dia apds a postura. As larvas de Culicoides podem se alimentar de
material organica presente no substrato como fungos e plantas ou podem ser predadoras de
outros animais presentes no local como nematoides e outras larvas. Desta forma, o contetdo do
substrato pode levar a uma selegéo de diferentes espécies. Sendo espécies termofilicas, estes
insetos necessitam de temperaturas superiores a 10°C ou 15°C, dependendo da espécie, para
se multiplicar e aumentam sua replicagdo com a elevagao das temperaturas, tendo sua maior
atividade entre 13 °C e 35 °C (Blanton & Wirth, 1979; Mellor, Boorman & Baylis, 2000; Mellor,
Carpenter & White, 2009; Tweedle and Mellor, 2002; Veronesi et al., 2009). Os adultos
geralmente vivem de dez a vinte dias, podendo chegar até noventa dias em climas mais frios
(Mellor, Boorman & Baylis, 2000). Foi relatado que a diversidade de Culicoides & maior em
ambientes naturais do que os modificados para uso em agricultura (Kameke et al., 2021). As
fémeas precisam se alimentar de sangue antes da oviposi¢do podendo realizar multiplos
repastos, ja os machos so6 se alimentam em fluidos de plantas (Mellor, Boorman & Baylis, 2000).
Pouco é conhecido sobre os habitos reprodutivos das diferentes espécies de Culicoides, alguns
sd0 eurigamos, precisam de enxame para acasalar, enquanto algumas espécies sao
estenogamicas, irdo acasalar em espacos restritos (Erram & Burkett-Cadena, 2021; Linley &
Adams, 1972). Os Culicoides s&o considerados insetos exofagicos, que se alimentam em
ambientes abertos, e exofilicos, que vivem em locais abertos, mas algumas espécies podem se
alimentar em locais fechados (Baldet et al., 2008). E estes insetos podem voar uma distancia de
até dois quildbmetros e devido ao seu tamanho reduzido podem ser facilmente levados pelo vento,
podendo ser transportados de forma passiva até 700 km (Ducheyne et al., 2007). Nos estudos
morfolégicos, as fémeas adultas podem ser divididas em quatro estagios, denominados estagios
gonadotréficos, sendo eles nulipara ou ndo pigmentado, alimentada com sangue ou ingurgitada,
gravidica e parida ou pigmentada, como demonstrado na Figura 1 (Larska et al., 2017).
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Figura 1: Estagios gonotréficos de Culicoides puntatus. A: Nulipara ou ndo pigmentado. B:
Alimentada com sangue ou ingurgitada. C: Gravidica. D: Parida ou pigmentada (Larska et al.,
2017).

Os Culicoides podem transmitir uma grande variedade de nematoides, protozoarios, bactérias e
arbovirus para humanos e animais. Dentre as arboviroses transmitidas por estes insetos algumas
mais relevantes sdo BTV, EHDV, Peste Equina Africana, Virus do Nilo Ocidental, Virus
Oropouche, Encefalite Equina, Virus de Akabane, Virus da Febre Efémera Bovina, Virus Palyam
e Virus de Schmallenberg (Mellor, Boorman & Baylis, 2000; Mullen, 2002; Sabio et al. 2006;
Vasconcelos et al., 2008; Purse et al., 2015). Também podem transmitir endoparasitas
importantes como Leishmania sp., Haemoproteus spp., Trypanosoma spp. € Mansonella sp.
(Bennett 1961; Fallis and Bennett 1961; Damasceno, 2009; Rebélo et al., 2016). Além das
doengas que estes insetos podem transmitir, suas picadas geram desconforto, dor e podem
desencadear dermatites alérgicas (Corréa et al, 2007).

Ao ingerirem sangue de ruminantes virémicos com BTV ou EHDV, estes virus se multiplicam no
trato digestivo destes insetos que em seguida é liberado na hemocele, possibilitando a infecgao
de outros érgaos, especialmente as glandulas salivares, local de replicagao viral que possibilita
a transmissao. Este periodo entre a ingestao do sangue virémico e o inseto estar apto a transmitir
os virus e denominado de periodo de incubacéo extrinseco (PIE) e pode durar de dois a vinte
dias dependendo da temperatura, sendo este PIE menor quanto maior a temperatura e em
temperaturas baixas inferiores a 12°C ndo ocorre transmissdo. Os insetos permanecem
infectados durante toda a vida (Mellor, Boorman & Baylis, 2000; Tweedle and Mellor, 2002; Mellor,
Carpenter & White, 2009).

Apesar de existirem varias espécies desses insetos, somente uma pequena porgao delas é capaz
de transmitir BT e EHD. O principal vetor na Africa é o C. imicola, na Europa este também é o
principal vetor, junto com membros dos grupos C. obsoletus e C. pulicaris. J& na Asia ainda nao
se sabe qual o principal vetor, porém algumas das espécies identificadas sdo o C. imicola, C.
brevitarsis, C. wadai, C. fulvus, entre outros. Na Australasia as espécies identificadas como
competentes sdo C. brevipalpis, C. peregrinus, C fulvus, C. wadai, C. actoni e C. brevitarsis. E
na América do Norte o principal vetor € o C. sonorensis (Mellor, Carpenter & White, 2009;
Tabachnick, 2010). Ja na América do Sul e Central, o C. insignis Lutz, 1913, e o C. pusillus Lutz,
1913, sdo os vetores competentes descritos, porém este possui uma distribuicdo mais restrita
que o C. insignis. (Greiner et al. 1992; Mo et al. 1994; Mellor, Boorman & Baylis, 2000; Mellor,
Carpenter & White, 2009; Tabachnick, 2010). Estes insetos s&o a principal forma de transmisséo
de BTV e EHDV, sendo a ocorréncia das doengas limitada as areas em que estes dipteros séo
encontrados, desta forma a distribuicdo de BT e EHD ocorre em regides tropicais, subtropicais e
temperadas do globo. Porém, com o aquecimento global as areas que estes insetos e
consequentemente que estas doengas sao encontradas esta se expandindo (Lobato et al., 2015;
Ruder et al, 2015).

O C. insignis pertence ao subgénero Hoffmania Fox e além de ser o vetor de BTV e EHDV na
América do Sul, também esta relacionado com a ocorréncia de dermatite alérgica devido a sua
picada em ovelhas, cavalos, vacas, bodes e seres humanos. Sua distribuicdo é dos EUA até a
Argentina, no Brasil j& foi encontrado no Amazonas, Par4, Rondénia, Alagoas, Bahia, Cear3,
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Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Corréa et al, 2007;
Mellor, Carpenter & White, 2009; Tabachnick, 2010; Farias, Almeida & Pessoa, 2016; Santarém
& Felippe-Bauer, 2021). Em especial adultos tendem a realizar a oviposi¢ao em lama, podendo
ou nao conter fezes de animais, do local em que se desenvolveram. Outros fatores ambientais,
como vegetagao podem alterar as taxas de oviposigado, porém atualmente pouco é conhecido
sobre as preferéncias e requerimentos de oviposicdo desta espécie. O comportamento
reprodutivo do Culicoides insignis nao foi descrito até o presente momento (Erram & Burkett-
Cadena, 2021). Ja o C. pusillus pertence ao subgénero Avaritia Fox e pode ser encontrado dos
EUA até o nordeste da Argentina, no Brasil ja foi identificado no Acre, Amapa, Amazonas, Par4,
Rondénia, Bahia, Ceara, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina (Mellor,
Carpenter & White, 2009; Farias, Almeida & Pessoa, 2016; Santarém & Felippe-Bauer, 2021).

Outra espécie importante de ser descrita é o C. debilipalpis, subgénero Haematomyidium, que ja
foi associado com a possibilidade de transmissdo de BTV e EHDV em estudos realizados na
América do Norte (Mullen et al., 1985a e b; Smith & Stallknecht, 1996; Becker et al. 2010; Savini
et al.,2011; McGregor et al. 2018; Becker et al. 2020; McGregor, Shults & McDermott, 2022). E
considerado uma espécie silvestre encontrada do sul dos EUA até a Argentina, no Brasil ja foi
identificado no Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondénia, Roraima, Ceara, Maranhao,
Pernambuco, Goias, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Sdo Paulo e Santa Catarina, sendo
comum em areas de florestas (Farias, Almeida & Pessoa, 2016; Santarém & Felippe-Bauer, 2021;
McGregor, Shults & McDermott, 2022). Em um teste laboratorial de competéncia como vetor, C.
debilipalpis foram alimentados com sague contendo BTV-11, e foi identificado que apds 14 dias
eles permaneciam infectados, mostrando que ocorreu replicagéo viral (Mullen et al. 1985b). Em
outro experimento, em que o C. debilipalpis (no estudo denominado C. /ahillei, por ser anterior a
mudanga de nomenclatura para espécie) foi permitido alimentar em veados-de-cauda-branca
infectados experimentalmente com EHDV-2, foi isolado virus deste inseto e foi identificado
replicagéo viral (Smith, Stallknecht & Nettles, 1996). Além disto, em dois estudos realizados em
fazendas da Louisiana, EUA, BTV foi identificado por testes moleculares em pools de C.
debilipalpis (Becker et al., 2010; Becker et al., 2020). Outro fator importante é que foi identificado
que esta espécie possui preferéncia por se alimentar de cervideos, sendo encontrado durante
surtos tanto de BTV quanto de EHDV nestes mamiferos (Smith & Stallknecht, 1996; Becker et al.
2010; McGregor et al., 2018).

3.4.1. Culicoides no Brasil com foco no Estado de Minas Gerais

Das espécies 299 de Culicoides encontradas no Brasil, as frequentemente encontradas nos
estudos de realizados no pais sao: C. insignis, C. foxi, C. paraenses, C. venezuelensis, C. lahillei,
C. leopoldoi e C. limai. Outras espécies encontradas em menores quantidades, mas que ainda
sdo importantes para diferentes estudos sdo, C. acotylus, C. antunesi, C. bimaculatus, C.
brasilianum, C. bricenoi, C. debilipalpis, C. diabolicus, C. duartei, C. guyanensis, C. maruim, C.
lutzi, C. paraignacioi, C. sparamaruim, C. phlebotomus, C. plaumanni, C. pusillus e C. todatangae
(Gorsch et al. 2002, Ronderos et al. 2003, Corréa et al. 2007, Carvalho & Silva, 2014; Santarém
& Felippe-Bauer, 2021). Diferentes espécies de Culicoides encontrados na América do Sul, em
especial no Brasil sdo vetores de doengas para os animais, como os C. pusillus e C. insignis, que
foram associados com a transmissao de Orbivirus e o C. paraenses é o vetor do virus Oropouche
(Pinheiro et al., 1981; Mo et al., 1994).

Existe uma variagéo entre a quantidade de espécies e quantidade de individuos identificados em
cada captura dependendo do estado brasileiro, sendo maior nos estados do norte e menor nos
estados do sul e sudeste. As capturas realizadas no norte do pais tendem a conseguir uma
variedade maior e um numero maior de Culicoides, esta variagdo pode ser resultado das
diferencas climaticas entre cada regiao brasileira (Laender et al., 2004; Farias et al, 2020). Além
do clima de cada regido, outro fator que afeta a distribuicdo das populagdes de maruins é a agéo
antropica, existindo diferenga entre a quantidade e diversidade destes insetos encontrados em
areas urbanas e rurais (Farias et al, 2020).

No estado de Minas Gerais foram descritas 18 espécies diferentes de Culicoides: C. antunesi, C.
boliviensis, C. espinolai, , C. fernandoi, C. foxi, C. guttatus, C. guyanensis, C. ignacioi, C. insignis,
C. leopoldoi, C. limai, C. lutzi, C. minasensis, C. paraenses, C. plaumanni, C. pusillus, C. rachoui
e C. venezuelensis (Coquillett, 1904; Goeldi, 1905; Lutz, 1913; Costa Lima, 1937; Floch &
Abonnenc, 1942; Barretto, 1944; Ortiz, 1950; Ortiz & Mirsa, 1950; Ortiz, 1951; Forattini, 1954;
Forattini, 1957; Tavares & Souza, 1978; Tavares & Souza, 1979; Spinelli & Wirth, 1984; Felippe-
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Bauer, 1987; Felippe-Bauer & Lourenco-de-Oliveira, 1987; Spinelli et al., 1993; Laender et al.,
2004; Santarém & Felippe-Bauer, 2021). O C. insignis é a espécie mais abundante nas capturas
neste estado (Laender et al., 2004). Os padrbes das asas de algumas das espécies ja descritas
em Minas Gerais (MG) podem ser visualizados no Quadro 3.

Quadro 3: Pranchas com imagens de asas de algumas das espécies de Culicoides ja descritas

em Minas Gerais.

1944

Subgenero/grupo Espécie Padrao de asa Referéncia
C. limai Barretto Farias,
Grupo limai ' ’ Almeida &

Pessoa, 2016

Hoffmania Fox, 1948

Forattini, 1957

C. paraensis Castellon &
(Goeldi), 1905 Veras, 2015
Haematomyidium
Goeldi, 1905 .
C. debilipalpis AIFarl_as,
Lutz, 1913 meida &
’ Pessoa, 2016
C. guttatus _
(Coquillett), 1904 Farias, 2014
C. ignacioi Farias,
Almeida &

Pessoa, 2016

C. foxi Ortiz, 1950

Farias,
Almeida &
Pessoa, 2016
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Continuagao Quadro 3.

Grupo fluvialis C. leopoldoi Ortiz, Farias, 2014
1951
C. pusillus Lutz Farias,
Avaritia Fox, 1955 ’ 1913 ' Almeida &
Pessoa, 2016
T |/ ;.
C. venezuelensis i . :
Psychophaena Ortiz & Mirsa, %% ~ X t Ortiz & Mirsa,
Philippi, 1865 1950 = = ~ 3 = 1950

3.4.2. Preferéncia alimentar

A identificagdo do habito alimentar dos Culicoides é essencial na determinagédo de quais animais
podem ser hospedeiros deste inseto e, assim, auxiliar no entendimento da transmissao e
epidemiologia de diferentes doencgas, ja que os hospedeiros sdo grandes determinantes na
transmissao e evolugao de patdgenos. Além disso, também é possivel a identificacdo de espécies
que atuam como reservatorios de diferentes doencgas (Bessell et al., 2014; Hopken et al., 2017;
England et al., 2020; Snyman 2021). Diferentes andlises de preferéncia alimentar de Culicoides
focadas em animais domésticos foram realizadas em todo mundo, tendo um menor numero de
estudos abordando o componente de animais selvagens na alimentacdo destes insetos. Apesar
da consideravel importancia que estes animais possuem na transmissao de diferentes patégenos
(Venter et al., 2012; Snyman 2021).

E descrito que Culicoides podem se alimentar de anfibios, répteis, aves e mamiferos (Borkent,
2005). Analises da preferéncia alimentar de Culicoides identificaram que algumas espécies
destes insetos se alimentam de forma generalista, alimentando de diferentes espécies, ou
oportunista, se alimentando das espécies mais proximas dos locais em que se encontram,
tendendo a se alimentar principalmente de mamiferos e aves. Foi identificado que outras
espécies podem ter preferéncia por se alimentar s6 de mamiferos ou de aves. Varias espécies
variam sua alimentagdo de acordo com a disponibilidade de hospedeiros e com as mudangas
ambientais (Hopken et al., 2017; Carvalho et al., 2021; Snyman 2021). E relatado que diferentes
espécies de Culicoides se alimentam de sangue humano, de forma a ser uma relevante
preocupagao para a transmissao de zoonoses (Snyman 2021).

No passado, testes para a identificacdo da preferéncia alimentar de Culicoides foram feitos
utilizando analises soroldgicas (Blackwell, Mordue & Mordue, 1994; Blackwell, Brown & Mordue,
1995). Porém, estas metodologias sdo complexas e possuem uma sensibilidade limitada. Desta
forma, métodos moleculares foram desenvolvidos e sdo utilizados em diferentes partes do
mundo. Varios destes métodos utilizam primers baseados em genes universais mitocondriais de
vertebrados como o citocromo oxidase subunidade 1 (Cox 1) e citocromo b (Cyt b), além de outros
genes como o gene da prepronociceptina (PNOC) (Tobe, Kitchener & Linacre, 2010; Hadj-Henni
et al., 2015; Hopken et al., 2017; England et al., 2020; Carvalho et al., 2021; Snyman 2021).

Um estudo comparando a eficiéncia do Cyt b e do PNOC como marcadores moleculares para a
identificacao de preferéncia alimentar em insetos demonstrou uma maior eficiéncia do gene Cyt
b na detecgéo, sugerindo o uso deste gene para estudos de preferéncia alimentar (Hadj-Henni et
al., 2015). Em outro estudo avaliando a eficiéncia de genes para a identificagcéo filogenética de
diferentes espécies comparou o Cox 1 e o Cyt b, concluiu-se que ambos 0s primers possuam
resultados similares, porém o Cyt b possui maior congruéncia com filogenia de mamiferos, maior
variagdo de pares de bases em sequéncias curtas e possui uma taxa menor de falsos positivos
em comparagao ao Cox 1. Desta forma, este estudo sugere que caso seja necessario escolher
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entre os dois genes para andlises filogenéticas e de identificacdo de espécies é preferivel o uso
do gene Cyt b (Tobe, Kitchener & Linacre, 2010).

Existem poucas informagdes sobre preferéncia alimentar de Culicoides na América Latina. Um
estudo deste tipo realizado no Brasil foi feito na regido amazoénica utilizando o gene Cyt b. Foi
identificado que as espécies de Culicoides capturadas no estudo se alimentavam de uma grande
variedade de espécies de mamiferos, incluindo tamanduas, primatas ndo humanos e humanos,
e de aves. Demonstrando a existéncia de espécies generalistas no Brasil e também ressaltando
a possibilidade de transmisséo de patégenos, em especial zoonoses, por estes insetos (Carvalho
etal., 2021).

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Locais do experimento

As coletas das amostras de animais durante manejos de rotina e de animais que vieram a 6bito
foram realizadas na Fundagéo de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte (FPMZB-
BH). Além disso, o zoolégico também permitiu o uso de amostras armazenadas no banco de
soro, o qual € mantido desde 2012. E a coleta de Culicoides foi realizada de dezembro de 2021
até novembro de 2022, sendo também realizada na FPMZB-BH.

Os testes laboratoriais assim como o processamento das amostras foram realizados no
Laboratério de Pesquisa em Virologia Animal (LPVA) do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva (DMVP) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.2. Autorizagoes

O presente projeto foi autorizado pelo SISBIO sob o numero: 80725 (Anexo 1), pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o
protocolo n°® 233/2021 (Anexo 2) e pelo FPMZB-BH (Anexo 3).

4.3. Amostras estudadas

4.3.1. Amostras de soro e sangue total dos animais vivos da Fundag¢dao de Parques
Municipais e Zoobotéanica de Belo Horizonte (FPMZB-BH)

Amostras de Anta (Tapirus terrestris), Cervo-dama (Dama dama), Elefante africano (Loxodonta
africana) e Veado-catingueiro (Subulo gouazoubira) foram coletadas durante procedimentos de
rotina do zooldgico, para evitar estresse dos animais, de 2021 a 2022. Estas amostras consistem
de sangue em tubos com EDTA, heparina ou citrato, para obtengdo de sangue total e gel
separador, sem anticoagulante, para obtenc¢éo de soro, de acordo com o teste a ser realizado.
Os animais foram contidos quimicamente durante a coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com
Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o procedimento, seguindo os protocolos
estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB-BH, o sangue foi coletado e enviado ao LPVA para
que fossem realizados os testes diagndstico.

4.3.2. Amostras do banco de soro da FPMZB-BH

Foram utilizadas neste trabalho 72 amostras de soro, que estavam armazenadas a -20°C,
coletadas entre 2012 e 2022, de 62 animais diferentes totalizando 14 espécies, presentes no
Banco de soro do Jardim Zooldgico de Belo Horizonte. As espécies testadas foram Anta ( Tapirus
terrestris), Camelo (Camelus bactrianus), Cervo-dama (Dama dama), Cervo-do-pantanal
(Blastocerus dichotomus), Cervo-nobre (Cervus elaphus), Cobo-de-meia-lua (Kobus
ellipsiprymnus), Elande (Taurotragus oryx), Elefante africano (Loxodonta africana), Hipop6tamo-
comum (Hippopotamus amphibius), Lhama (Lama glama), Orix (Oryx gazella), Rinoceronte-
branco (Ceratotherium simum), Veado-catingueiro (Subulo gouazoubira) e Zebra (Equus

quagga).
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4.3.3. Amostras de tecido de cervideos que vieram a 6bito na FPMZB-BH

Os animais que vieram a 6bito na FPMZB-BH durante o periodo do estudo com sinais sugestivos
para BTV e EHDV foram submetidos a necropsia pela equipe do zooldgico ou pela equipe da
patologia da Escola de Veterinaria da UFMG. Foram coletadas amostras com cerca de dois
gramas de bago, pulméao, linfonodos, figado, medula 6ssea vermelha e sangue do coragao, sendo
as mesmas amostras coletadas no caso de aborto ou animal natimorto. As amostras foram
refrigeradas e encaminhadas ao LPVA (WOAH, 2019a, b).

As amostras encaminhadas ao LPVA foram submetidas aos testes de qRT-PCR para verificar a
possibilidade de infecgdo por BTV ou EHDV. Todos os testes foram realizados seguindo as
metodologias descritas nos manuais da WOAH (WOAH, 2019a, b).

Adicionalmente, foram utilizadas amostras de ja processadas de uma fémea de veado-
catingueiro encontrada morta no recinto no dia 2 de abril de 2020. Apds a necropsia e as analises
histopatolégicas realizadas pelo setor de patologia da Escola de veterinaria da UFMG foi
constatado edema pulmonar, Ulceras da lingua, mucosa oral e vaginal ciandticas, areas de
hemorragia multifocal em diferentes 6rgaos, como coragdo, encéfalo, rimen, intestino, pulmao,
baco, figado, entre outros, variando de discreta a extensa, com trombos, congestéo e infiltrado
inflamatorio. Além disso, o veado possuia um feto no terco médio da gestagdo que também
apresentou hemorragia multifocal em varios o6rgdos e apresentou petéquias na pele,
especialmente na cabeca. Foi realizada qRT-PCR para BTV e EHDV e as amostras coletadas de
figado e rim foram positivas para EHDV. Em conjunto com a andlise da necropsia,
histopatolégicas e o resultado do qRT-PCR é possivel dizer que o animal teve uma doencga
hemorragica devido a uma infecgdo por EHDV, doenga que pode causar surtos em cervideos
(Anexo 4). As amostras positivas foram utilizadas para isolamento viral e em seguida foi realizada
a sorotipagem pelo sequenciamento segmento 2 (seg-2), a amostra sequenciada foi denominada
Zoo.

4.4. Imunodifusdo em gel de agar (IDGA) de BTV e EHDV
4.4.1. Produgao do antigeno para IDGA de BTV e EHDV

Para a producéo de suspensdo viral para fabricacdo de antigeno para teste de imunodifusdo em
gel de agar (IDGA) foi utilizado EHDV-2 NEC2630 isolado no LPVA (Favero et al., 2013) e BTV-
4 cedido pelo centro pan-americano de febre aftosa. A produgao dos antigenos foi realizada de
acordo com os protocolos padronizados no LPVA segundo a WOAH (2019a, b).

As suspensoées virais de BTV e EHDV foram concentradas de 30 a 40 vezes utilizando o Labscale
TFF System com dispositivo Pellicon XL com filtro de 10 nm. Apéds a concentragdo os antigenos
foram aliquotados e armazenados a -20°C até serem utilizados para os testes de IDGA.

4.4.2. Imunodifusdao em gel de agar (IDGA)

Os soros recebidos da FPMZB-BH, provenientes tanto de animais vivos quanto do banco de
soros, foram submetidos ao teste de IDGA para BTV e EHDV sendo realizados no LPVA seguindo
os protocolos descritos nos manuais da WOAH (2019a, b).

O soro padréao de BTV foi obtido de um bovino previamente testado e padronizado frente ao
antigeno padrao de BTV. E o soro padrao de EHDV foi obtido de um experimento prévio realizado
no LPVA com a producédo de soro hiperimune de coelho inoculado com EHDV-2 (Favero et al.,
2013; Pinheiro, 2019). As leituras foram realizadas 72 horas apds, utilizando-se sistema de
iluminagdo com luz indireta e fundo escuro para visualizagdo de linhas de precipitacdo antigeno-
anticorpo.

4.5. Lavagem de hemacias

As amostras de sangue recebidas do zooldgico foram primeiramente centrifugadas 3000 rpm,
4°C por 10 minutos para a separagao do plasma da amostra. Em seguida é adicionado PBS buffer
1x (pH 7.0-7.4) em volume semelhante ao de plasma retirado das as amostras e entdo foram
centrifugadas a 3000 rpm, a 4°C por 10 minutos, o sobrenadante entédo é descartado. Este passo
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€ repetido de trés a cinco vezes. Entdo as hemacias sao ressuspendidas em um volume 1:1 com
PBS 1x e armazenadas a 4 °C (WOAH 2019a, b).

4.6. Reacdo em cadeia polimerase em tempo real (QRT-PCR) para diagnéstico de BTV e
EHDV

O RNA das amostras de 6rgdos de animais necropsiados e sangue recebidas do zooldgico foi
extraido utilizando método de Trizol® (Invitrogen™, Califérnia, EUA) de acordo com o protocolo
do fabricante. As amostras de sangue foram processadas pelo protocolo de lavagem de hemacias
previamente a extragdo do material genético. Apds a extragdo do ds-RNA, as amostras foram
testadas por qRT-PCR para BTV e EHDV seguindo o protocolo previamente padronizado no
LPVA. (WOAH 2019a, b). Para identificagdo do EHDV utilizou-se primers especificos para o gene
do seg-9 seguindo o protocolo de Maan et al. (2016), enquanto para o BTV foram utilizados
primers especificos para o seg-10 de acordo com Orru et al (2006) (Quadro 4 e 5).

Quadro 4: Primers utilizados para diagnéstico de BTV por gqRT-PCR.

Primer/

Virus probe Oligo name Sequence (5°-3’)
Forward Hofm_BTV_IVI_F2 TGGAYAAAGCRATGTCAAA
Hofm BTV_IVI._ R
BTV Reverse 5 ACRTCATCACGAAACGCTTC
FAM-ARGCTGCATTCGCATCGTACGC-
Probe Hofm_BTV_IVI_P Tamra

Quadro 5: Primers utilizados para diagnéstico de EHDV por qRT-PCR.

. Primer/ . )
Virus probe Oligo name Sequence (5°-3’)
Forward EHDV_15-32F ATGTCAGCTGCGGTYTTG
EHDV_112-
EHDV Reverse 85R TCCCAATCAACTAARTGRATYTGVATCT
Probe EHDV_69-48P FAM-CCTCGGTQI_(aBHA;;\:GTTGGATCAC—

Para o mix do gqRT-PCR para BTV e EHDV foi utilizado o kit SuperScript™ [ll Platinum™ One-
Step qRT-PCR Kit (Invitrogen™, Califérnia, EUA). Para o preparo do mix de gRT-PCR para BTV
foi utilizado 12,5ul de mix de reagao 2x, 0,5 yl de Primer Hofm_BTV_IVI_F2, 0,5 pl de Primer
Hofm_BTV_IVI_R2, 1,0 yl da sonda (probe) Hofm_BTV_IVI_P, 2,5 ul de agua livre de RNAse,
0,5 pl de ROX na diluicado 1:10, 1,0 pyl de MgSO4 e 0,5 ul de Superscript Il RT/Platinum Taq Mix,
totalizando 19,0 ul, entdo sao adicionados 6,0 ul de amostras para um volume final de 25 pl. Ja
para o preparo do mix de gRT-PCR para EHDV foi utilizado 12,5ul de mix de reagao 2x, 1,0 ul de
Primer EHDV_15-32F, 1,0 pl de Primer EHDV_112-85R, 0,5 ul da sonda (probe) EHDV_69-48P,
4,6 ul de agua livre de RNAse, 0,5 ul de ROX na diluigao 1:10, 1,0 pyl de MgS0O4 e 0,5 pl de
Superscript Il RT/Platinum Taq Mix, totalizando 21,6 ul, entdo séo adicionados 3,4 ul de amostras
para um volume final de 25 pl.

Para o ciclo do qRT-PCR para BTV foram utilizados um ciclo de 48°C por 30 minutos, um ciclo
de 95°C por 2 minutos e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por
30 segundos. E para o ciclo do gRT-PCR para EHDV foram utilizados um ciclo de 55°C por 30
minutos, um ciclo de 95°C por 10 minutos e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto.
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4.7. Isolamento de BTV e EHDV

Amostras positivas no gRT-PCR foram submetidas a isolamento viral em células de
Culicoides sonorensis (KC). As amostras de tecidos macerados e hemacias lavadas
foram filtradas com filtro de 0.22um e inoculadas em células KC em meio Schneider em
garrafas A25 (25 cm?) e incubadas por 10 dias. Apds este periodo o contetido de cada
garrafa era utilizado para a infeccao de uma nova A25 contendo células KC, foram feitas
de 2 a 3 inoculagdes, seguindo protocolo previamente padronizado no LPVA (WOAH
2019a, b). Apos este periodo o sobrenadante foi coletado e testado novamente usando
o protocolo de qRT-PCR para BTV e EHDV. As amostras de células KC infectadas
positivas foram inoculadas em células de mamifero BHK-21 (Baby Hamster Kidney 21)
seguindo protocolo previamente padronizado no LPVA (WOAH 2019a, b). As
suspensoes virais coletadas das células BHK-21 infectadas foram armazenadas a 4°C
para posteriormente serem submetidas a extracdo do material genético e
sequenciamento para sorotipagem do virus isolado (Sailleau et al., 2012; WOAH 20193,
b).

4.8. Culicoides
4.8.1. Captura dos Culicoides

Foram utilizadas seis armadilhas, cinco New Standard Miniature Blacklight modelo 1212 (John
W. Hock Company, Florida, EUA) de sucgéo, de 220V, com lampadas ultravioleta (UV) de 8W
(modelo 1212) e uma mini armadilha CDC com luz incandescente (CDC Mini Light Trap with
Incandescent Light) modificada para conter uma lampada Blacklight (UV) (John W. Hock
Company, Florida, EUA), gentilmente cedidas pelo Instituto Pirbright (Surrey, Inglaterra), para
captura dos dipteros e posterior identificacdo das espécies presentes no FPMZB-BH. As
armadilhas foram identificadas de 1 a 6 (A1 a A6). Duas destas armadilhas utilizavam baterias
de 6v (A1 e A2) e quatro utilizavam baterias de 12v (A3, A4, A5 e A6), ndo havendo diferenca na
eficiéncia de capturas entre estes dois tipos de armadilhas. As armadilhas foram alocadas a 1,5-
2 m acima do nivel do solo, e em areas externas préximas as recintos e areas de manobra, com
uma distancia de 50 m de outras fontes de luz (Harrup, 2014; Harrup, 2018).

Antes do inicio das coletas foi realizada uma visita a FPMZB-BH para avaliar quais seriam os
melhores pontos para colocar as armadilhas. Para a selegdo desses locais foram avaliados os
hospedeiros préximos, locais protegidos de chuvas para colocagdo das armadilhas, vegetagao,
distancia minima entre as armadilhas como preconizado (pelo menos 50 metros), além de fontes
de luz préoximas que podem interferir com as capturas e a altura minima que deveriam ser
colocadas cada armadilha para ter o melhor funcionamento possivel. As mesmas armadilhas
foram colocadas nos mesmos locais durante todo o experimento e foram utilizadas da forma
definida pelos protocolos (Harrup, 2014; Harrup, 2018). A posicdo de cada armadilha esta
representada nas Figuras 2 e 3 e os detalhes de cada localizagao estao presentes no Quadro 6.
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a) Distancia entre A1 e A2; b) Distancia entre A2 e A3; c) Distancia entre A3 e A4; d) Distancia entre A4 e
A5; e) Distancia entre A5 e A6; f) Distancia entre A6 e A1.

Figura 2: Mapa da vista aérea de parte da Fundagao de Parques Municipais e Zoobotanica de
Belo Horizonte (FPMZB-BH), com marcagéo dos locais em que foram instaladas as armadilhas
para captura de Culicoides spp. Fonte: Imagem modificada de GLand Measure.

SEJAM BEM-VINDOS A ZOOBOTANICA (Zoolégico, Jardim Botanico e Aquario do Rio Sdo Francisco)
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Jardim Zooldgico, Jardim Botinico e Aquério da Bacia do Rio Sio Francisco PARQUES E PREFEITURA
Portaria | - Av. Otacilic Negrio de Lima, 8000 - Pamputha ZOOBOTANICA BELO HORIZONTE
Porlana | - Av Antémo Francisco Lisbea, 7400 - Serrano (temporariamente fechada)

Figura 3: Mapa de visitagdo da Fundacéo de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte
(FPMZB-BH). 1. Armadilha préxima aos recintos do camelo e da lhama.; 2. e 3. Armadilhas
proximas aos recintos do cervo-dama, cervo-nobre, cervo-do-pantanal e 6rix 4. Armadilha no
recinto misto da Praga Nacional, que abriga antas, veados-catingueiros, tamanduas-bandeira e
emas; 5. Armadilha préxima aos recintos do cobo-de-meia-lua e da zebra; 6. Armadilha entre os
recintos dos elefantes e do rinoceronte branco. Fonte: Imagem modificada da Prefeitura de BH
(2021).



44

Quadro 6: Informagdes de cada localizacdo das armadilhas.

. Fontes
Acumulo -
de agua
Dentro de fezes
ID . ~ L = Altura da - corrente
. Localizagdo | Animais Vegetaca do . préximas .
armadilh e - . armadilh X (corrego
geografica proximos o ao redor | recint as
a a . s ou
o armadilha .
s riachos)
proximo
19°51'11,739
" S, | Camelo e . = . .
A1 44°0'51 876" Ihama a Nao 1,50 Sim Sim
(0]
19°51'42,917
" S, | Cervo- - . ~ "
A2 44°0'48,032" nobre b Sim 1,50 Nao Nao
(0]
19°51'42,917
" S, | Cervo- . - i
A3 44°048,032" | damae orix | ° Sim 1,50 Nao Nao
(0]
Recinto
misto
19°51'42,79" (veado-
S, catingueiro = = =
A4 44°0'27 365" , anta, a Nao 1,80 Nao Nao
(0] tamandua-
bandeira e
ema)
19°51'47,369 | cobo-de-
A5 " S, | meia-lua e | a Nao 1,50 Sim Nao
44°0'33,98" O | zebra
19°51'49,167 | Elefante e
" S, | do = . ~
AB 44°0'37,493" rinoceronte b Nao 1,50 Sim Nao
(0] branco

*a) Mata com vegetacao alta. **b) Vegetagéo baixa e gramineas.

Foram realizadas pelo menos duas coletas por més, uma a cada duas semanas em datas
variadas, evitando colocar as armadilhas em dias de chuva. As coletas iniciaram no dia 09 de
dezembro de 2021 e foram finalizadas no dia 18 de novembro de 2022 totalizando 12 meses de
coletas e 25 coletas. Uma coleta foi definida como o periodo entre a colocar e retirar todas as
armadilhas. A colocagao das armadilhas se dava as 16:00 horas e a retirada as 8:00 horas do
dia seguinte (Harrup, 2014).

Em todas as coletas foram anotados dados relativos a data, horario do nascer e pér do sol,
temperatura maxima e minima, umidade maxima e minima, estacdo e luminosidade da lua,
precipitacdo pluviométrica, pressao atmosférica do dia, presenca de acumulo de fezes préxima
as armadilhas, funcionamento das armadilhas durante as coletas, temperatura e umidade no
momento de colocar e retirar cada armadilha, o total de Culicoides coletados e o cédigo de cada
captura variando de Z1 para a primeira coleta, no dia 9 de dezembro de 2021, até Z25 para a
ultima coleta, no dia 18 de novembro de 2022. Os insetos capturados foram colocados em frascos
de boca larga, abrigados da luz, em alcool 70%, devidamente tampados e identificados no rétulo
quanto ao periodo de coleta e local do zoolégico e encaminhados ao LPVA para que a
identificagcao das espécies pudesse ser realizada.
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4.8.2. Identificagdo Culicoides

Os frascos com as amostras coletadas na FPMZB-BH foram encaminhados ao LPVA, onde foi
feita a identificagdo e caracterizagdo das espécies de Culicoides e do estagio gonadotréfico de
cada exemplar, para estudo da distribuicdo sazonal das diferentes espécies de Culicoides
(Harrup, 2014).

A identificagdo morfolégica e taxondmica das espécies de Culicoides foi realizada examinando
os padrbes de pigmentacdo das asas com estereoscopio (Olympus SZX7). As chaves de
identificacao utilizadas para a correta caracterizagdo de cada exemplar foram: Farias (2014),
Castellén & Veras (2015), Farias, Almeida & Pessoa (2016), Santarém & Felippe-Bauer (2016),
Borkent & Dominiak (2020), Rios et al (2021). Todos os Culicoides foram identificados por
espécie, género e caso fossem fémeas, estagio gonadotrofico (Figura 1) (Harrup, 2014; Larska
etal., 2017). Nos casos em que as identificagbes da espécie eram mais complexas, necessitando
que fossem montadas laminas para a identificacdo de dados morfolégicos especificos, os insetos
foram identificados em grupos. Os exemplares foram armazenados em PBS 1x, caso fossem
processados no mesmo dia, e em etanol 70%, para armazenamento dos insetos por periodos
maiores (Harrup, 2014).

4.8.3. Teste de identificacdo da preferéncia alimentar das espécies de Culicoides
identificadas

Os abdomens dos Culicoides ingurgitados foram separados do resto do inseto utilizando agulhas
entomoldgicas. Em seguida foram colocados em PBS 1x e armazenados a 4°C para
posteriormente serem submetidos a extragdo do material genético. Para a extragdo de DNA foram
utilizados dois kits, segundo a disponibilidade no laboratério. A extragdo para analise da
preferéncia alimentar foi realizada seguindo os protocolos dos fabricantes dos kits de extragao,
kit da Kasvi (Kit De Extragdo de DNA Mini Spin, nimero de catalogo K9-1050) e Roche (High
Pure Viral Nucleic Acid, numero de catalogo 11858874001). O DNA extraido foi armazenado a -
20°C.

As amostras de DNA extraidas de abdomens de Culicoides ingurgitados foram submetidas a
reacdo em cadeia polimerase (PCR) para amplificagdo do gene citocromo b (Cyt b) para
avaliagcao da preferéncia alimentar dos insetos coletados segundo protocolo de Carvalho et al.
(2021). Os primers utilizados foram cytb 1 5’- CCTTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3’ e cytb 2 5'-
CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3', os quais amplificam uma regido de 358 pares de
bases (bp) da regido conservada do Cyt b presente no DNA mitocondrial de vertebrados. As
amostras foram visualizadas em gel de agarose 2% e as que n&do apresentaram bandas foram
submetidas a uma nova reacédo de PCR, segundo Carvalho et al. (2021), para amplificacdo do
amplicon da primeira reacao, e foram novamente visualizados em gel de agarose 2%. Todas as
amostras que apresentaram banda foram enviadas para o CT Vacinas (Minas Gerais, Brasil) para
sequenciamento genético do gene Cyt b.

A sequéncia consenso foi gerada com base nas sequéncias Forward e Reverse utilizando os
programas Bioedit e Mega X. Foi realizado um Basic Local Alignment Search Tool (BLAST ®) na
plataforma do National Center for Biotechnology information (NCBI) com a sequéncias consenso
e com o Forward e o Reverse, o resultado foi anotado em uma tabela para analise. (Sailleau et
al, 2012; Viarouge et al.; 2014).

4.9. Sorotipagem de EHDV por sequenciamento do seg-2

O material genético das amostras isoladas em células BHK-21 foi obtido pela metodologia de
extracdo do ds-RNA utilizando método de Trizo/® (Invitrogen™ Califérnia, EUA) previamente
padronizado no LPVA. Esta metodologia foi escolhida por obter um material genético de maior
qualidade que possibilita resultados melhores ao ser submetido ao sequenciamento genético.

Apds a extragdo, 1 ul da amostra foi diluido na proporgéo 1:10 em agua RNase free e entao foi
corrida em gel de agarose 2% para avaliagdo do padrao de migracdo das bandas segundo
descrito por Anthony et al. (2011).

As amostras de ds-RNA obtidas apds a extracdo foram submetidas a reagcdo em cadeia
polimerase utilizando retrotranscriptase (RT-PCR) para o Seg-2 de EHDV identificagdo do
sorotipo segundo Sailleau et al. (2012) (Quadro 7). O resultado foi visualizado em gel de agarose
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2%. As bandas na altura correta foram cortadas e foram purificadas utilizando o kit NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up. Os amplicons foram enviados para sequenciamento genético do seg-2
no CT Vacinas (Minas Gerais, Brasil) para identificacdo do sorotipo.

Quadro 7: Lista de primers para sorotipagem de EHDV.

Grupo Tamanho | Sorotipo

BTV Primers | Sequéncia (5-3’) Localizagao (pb) BTV

. EHDAF | ATACGCCGATATGACTGG 255272 a5 EHDV2,
EHDAR | GATGATAATTCCTTATGTTTCG | 1041—-1020 EHDV7
EHDBF | ATTATGAGATTTCATTATGGG | 2479—2500 EHDVA4

B 522 '
EHDBR | AGCTTCAGTCACGAAGC 3001—2985 EHDVS

- EHDCF | GTTAAATTATTCCAGGATGG | 120 o EHDVE,
EHDCR | TTCCATATTCTGGTTTAATCC | 391-372 EHDV8
EHDDF | GTTAAATTGTGTCAGGATGG | 120

D 820 EHDVA1
EHDDR | CCGTCTACCCATTTCATCC 820801

Apds o sequenciamento a sequéncia consenso foi montada com base nas sequéncias Forward
e Reverse utilizando os programas Bioedit e Mega X. Foi realizado um Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST ®) na plataforma do National Center for Biotechnology information (NCBI)
com a sequéncia consenso e com o Forward e o Reverse. O resultado foi anotado em uma tabela
para que as andlises fossem feitas. (Sailleau et al, 2012; Viarouge et al.; 2014).

4.10. Estudo epidemioloégico

Foram coletados dados geoespaciais e climaticos utilizando GPS (Sistema de posicionamento
global) presente no celular dos pesquisadores, bem como dados presentes no site The Weather
Channel (weather.com) referentes a localizagao do experimento (Pampulha, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil) e também os dados publicados pelo INMET (Instituto Nacional de
Meteorologia) da mesma regido de todas as capturas de Culicoides. Além dos dados
geoespaciais e climaticos, foram anotadas informagdes dos animais soropositivos para BTV e/ou
EHDV e dos casos de animais que vieram a 6bito com sinais clinicos compativeis com infec¢ao
por estes dois virus. Estes dados, em conjunto com os resultados dos testes de diagndstico,
foram utilizados para um estudo da situagdo epidemiolégica do Jardim Zoolégico de Belo
Horizonte em relagcéo ao BTV e EHDV.

4.11. Estatistica

Analises univariadas e multivariadas do risco relativo das diferentes coletas de Culicoides foi
realizada, relacionando o nUmero de insetos coletados com fatores de risco como umidade do ar,
temperatura, indice pluviométrico, luminosidade, estacdo do ano, velocidade do vento, pressao
atmosférica e estacdo da lua. As analises foram feitas utilizando programas como Excel Windows,
JAMOVI e STATA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Testes sorolégicos

Foram testadas para BTV e EHDV 72 amostras de soros coletadas de 2012 a 2022, de 14
espécies, recebidas do banco de soros da FPMZB-BH, Anta (Tapirus terrestris), Camelo
(Camelus bactrianus), Cervo-dama (Dama dama), Cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus),
Cervo-nobre (Cervus elaphus), Cobo-de-meia-lua (Kobus ellipsiprymnus), Elande (Taurotragus
oryx), Elefante africano (Loxodonta africana), Hipopotamo (Hippopotamus amphibiu), Lhama
(Lama glama), Orix (Oryx gazella), Rinoceronte-branco (Ceratotherium simum), Veado-
catingueiro (Subulo gouazoubira) e Zebra (Equus quagga) e de animais que foram submetidos a
manejos de rotinas durante o projeto, de 2021 a 2022.

Treze amostras (cinco cervos-dama, um Cervo-nobre, um Cobo-de-meia-lua, trés Orix, um
Rinoceronte-branco e dois Veados-catingueiros) ndo foram testadas para EHDV por ndo haver
volume suficiente. Além destas, algumas amostras apresentaram contaminagéo bacteriana e
fungica impossibilitando a leitura. O resultado dos testes pode ser visualizado nos Quadros 8, 9,
10 e 11.

Quadro 8: Resultados do teste de IDGA por espécie estudada para BTV e EHDV utilizando
amostras recebidas da FPMZB-BH.

Espécie Resultado IDGA BTV Resultado IDGA EHDV
Nome comum Nome cientifico Positivos | Negativos T(:ta Positivos | Negativos Tolta
Anta Tapirus terrestris 2 3 5 0 5 5
Camelo Camelus bactrianus 2 3 5 0 5 5
Cervo-dama Dama dama 17 1 18 2 11 13
Cervo-do- Blastocerus
pantanal dichotomus L 0 L 0 L L
Cervo-nobre Cervus elaphus 6 0 6 1 4 5
Cobo-lci 2—me|a- Kobus ellipsiprymnus 1 1 2 0 1 1
Elande Taurotragus oryx 1 0 1 0 1 1
Elefante africano Loxodonta africana 1 0 1 0 1 1
. . Hippopotamus
Hipopotamo amphibiu 0 1 1 0 1 1
Lhama Lama glama 5 1 6 1 5 6
Orix Oryx gazella 9 0 9 3 3 6
Rinoceronte- Ceratotherium simum 0 2 2 0 1 1
branco
Veado- Subulo gouazoubira 9 4 13 4 7 11
catingueiro
Zebra Equus quagga 0 2 2 0 2 2
Total 54 18 72 11 48 59
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Quadro 9: Resultados do teste de IDGA por animal testado para BTV utilizando amostras
recebidas da FPMZB-BH, dividido por animal testado indicado pela data dos resultados. Foram

omitidos resultados em datas similares.

Espécie D Resultado IDGA BTV
Nome comum Nome cientifico Positivos Negativos
Vaudinho 2014
Anta Tapirus terrestris Estrela 2017 e 2020 2019
Pia 2022
Calif 2012
Camelo bgi?rﬂ;gfvujs Sarah 2; ;12 4e
Nataline 2016 e 2018
600A921 2012, 2014
129 2013
127 2012 e 2013
Femea velha 2014
205266 2015
MPO04 2016
195114 2016
Cervo-dama Dama dama MPo8 2018
226335 2018
206125 2018
034 2019
49052 2019
136 2019
05122019 2019
CD200222 2022
CD0604 2022
Cervo-do-pantanal gfgﬁéﬁgigﬁ: Linda 2013
128 2012
21718 2013
Cervo-nobre Cervus elaphus Carlos 2013
Quarentena 2014
Maradona 2019
138 2020
) Kobus Mais Velha 2016
cobo-de-meia-lua L
ellipsiprymnus Quarentena 2018
Elande Taurotragus oryx Herlandes 2012
Elefante africano Loxadonta Beré 2021
Hipopotamo-comum Hi’; pnc;g nginuvus Aisha 2019
Luiza 2012
Figuinho 2012
Lhama Lama glama Pé de pano 2015
Sabaya 2018 e 2019
Ziguinho 2019




Continuagao Quadro 9.
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G2 2012 e 2015
130 2012
(ﬁﬂh7o1t§) 2013
Orix-do-cabo Oryx gazella 25455 2014
4899504 2014
140 2014
712 2015
312 2016
Rinoceronte-branco Cerggjﬂgium Dorah 2;)(])'157(3
034 2012
64CE8B9 2012
063 2013
21704 2014
481687 2015 e 2016
011 2016
Veado-catingueiro Mazama
gouazoubira 058 2018
Elisa 2018
(V?Z%%ﬁ%Z) 2022
908471 2022
VC010222 2022
15022022 2022
Zebra Equus quagga Zure 2016
Zauck 2017

Quadro 10: Resultados do teste de IDGA por animal testado para EHDV utilizando amostras
recebidas da FPMZB-BH, dividido por animal testado indicado pela data dos resultados. Foram
omitidos resultados em datas similares.

Espécie Resultado IDGA EHDV
ID
Nome comum _Nor’n_e Positivos Negativos
cientifico
Vaudinho 2014
Tapirus 2017,2019
Anta terrestris Estrela e 2020
Pia 2022
Calif 2012
C / Sarah 2012
amelus
Camelo bactrianus 2014
Nataline 2016e
2018
600A921 2012
Cervo-dama Dama dama 129 2013
127 2012 e
2013




Continuagao Quadro 10.

Femea 2014
velha
205266 2015
MP04 2016
195114 2016
Cervo-dama Dama dama 226335 2018
034 2019
136 2019
CD200222 2022
CD0604 2022
Blastocerus .
Cervo-do-pantanal dichotomus Linda 2013
128 2012
21718 2013
Cervo-nobre Cervus elaphus Carlos 2013
Quarentena 2014
Maradona 2019
. Kobus .
cobo-de-meia-lua ellipsiprymnus Mais Velha 2016
Taurotragus
Elande oryx Herlandes 2012
. Loxodonta .
Elefante africano africana Beré 2021
. . Hippopotamus .
Hipopotamo-comum amphibiu Aisha 2019
Luiza 2012
Figuinho 2012
Lhama Lama glama Pé de pano 2015
Sabaya 2018e
y 2019
Ziguinho 2019
G2 2015 2012
130 2012
.- 21712
Orix-do-cabo Oryx gazella (filhote) 2013
25455 2014
712 2015
. Ceratotherium
Rinoceronte-branco simum Dorah 2015
034 2012
64CE8B9 2012
063 2013
481687 2015 e 2016
Vead i . Mazama 011 2016
eado-catingueiro gouazoubira 058 018
279940
(VC270122) 2022
908471 2022
VC010222 2022
15022022 2022
Zeb £ Zure 2016
ebra uus quagga
quus quagg Zauck 2017
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Quadro 11: Comparagao do resultados do teste de IDGA para BTV e EHDV nos diferentes anos
testados, utilizando amostras recebidas da FPMZB-BH. Foram omitidos resultados em datas
similares.

Resultado IDGA BTV Resultado IDGA EHDV
Ano Positivos Negativos | Total Positivos Negativos | Total
2012 8 4 12 2 10 12
2013 6 1 7 1 6 7
2014 6 3 9 0 5 5
2015 5 1 6 3 3 6
2016 7 1 8 3 4 7
2017 1 2 3 0 2 2
2018 6 2 8 0 4 4
2019 6 3 9 1 6 7
2020 2 0 2 0 1 1
2021 1 0 1 0 1 1
2022 6 1 7 1 6 7
Total 54 18 72 11 48 59

Os Quadros 8, 9, 10 e 11 apresentam os resultados dos testes de IDGA para BTV e EHDV. Como
é possivel visualizar, os testes de BTV mostraram uma taxa 75% (54/72) de animais positivos,
enquanto os de EHDV apresentaram somente 19% (11/59) de positividade. O grande numero de
cervos-dama, cervo-do-pantanal, cervos-nobre e veados-catingueiros soropositivos para o teste
de BTV 94% (17/18), 100% (1/1), 100% (6/6) e 69% (9/13), respectivamente e também dois
cervos-dama, um cervos-nobre e quatro veados-catingueiros sorologicamente positivos para
EHDV gera uma grande preocupacgao para conservagao destas espécies, ja que cervideos
costumam ter quadros bem severos destas doencas (Work et al. 1992; Stallknecht and Howerth,
2004; Maclachlan et al., 2008; Lépez-Olivera et al. 2010; Nol et al. 2010; Favero et al., 2013;
Lobato et al., 2015; Bianchi et al., 2017; OIE, 2018).

No presente estudo foi identificado que 100% (9/9) dos ¢rix testados foram soropositivos para
BTV e 50% (3/6) foram soropositivos para EHDV. Em um estudo anterior realizado com animais
africanos que seriam importados para os EUA, foi identificado um animal desta espécie como
soropositivo para BTV (House et al., 1982). Este estudo anterior, em conjunto dos dados do
presente estudo, levanta a possibilidade destes animais participarem do ciclo destes Orbivirus.
Outros ruminantes africanos presentes no estudo também foram positivos para BTV, 50%(1/2)
dos cobos-de-meia-lua e o elande testado, sendo ambos ja relatados anteriormente como
soropositivos para este virus em diferentes artigos (House et al., 1982; Hambilin et al., 1990; More
et al., 2017; Caballero-Gémez et al, 2021). Além dos relatos de ruminantes africanos
soropositivos, eles parecem ser resistentes ao desenvolvimento de sinais clinicos pela infecgéao
por Orbivirus, desta forma estes animais podem também agir como reservatérios para doengas
como BTV e EHDV (Fernandez-Pacheco et al.,2008; Mauroy et al., 2008).

Foi identificado 83% (5/6) e 17%(1/6) das Ihamas positivas para BTV e EHDV respectivamente.
Isso condiz com dados anteriores que registraram estes animais sendo soropositivos para estas
doencas. Alguns estudos anteriores relataram que eles podem ser resistentes ao
desenvolvimento de sinais clinicos, sendo possiveis reservatérios, enquanto outros ja
descreveram casos de animais desta espécie vindo a ébito por infecgdes por BTV. Em ambos os
casos esta € uma espécie que deve ter atengao especial em estudos envolvendo Orbivirus
(Meyer et al., 2009; Batten et al. 2011; Schulz et al. 2011).

Outro animal que foi descrito como possivel reservatério de BTV é o camelo. Neste estudo
obtivemos 40% (2/5) de individuos desta espécie soropositivos para BTV, levando ao
questionamento sobre o papel destes animais na circulagdo de Orbivirus, ja que em infecgdes
experimentais foi comprovado que este animal pode desenvolver viremia, porém nao ha relatos
clinicos de animais desta espécie naturalmente infectados (Batten et al. 2011; Schulz et al. 2011).
O elefante testado também foi soropositivo para BTV e, apesar de ndo ser ruminante, ja foi
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relatada a possibilidade destes animais possuirem algum papel na transmissédo de Orbivirus
(Spickler, 2015; More et al., 2017; England et al., 2020; Caballero-Gémez et al., 2021).

No presente estudo foi identificado uma anta soropositiva para BTV. Outro estudo também ja
identificou individuos dessa espécie como sorologicamente positivos, chegando a encontrar 91%
de soropositividade nos animais testados, para BTV desta espécie no Cerrado brasileiro
(Fernandes-Santos et al., 2020). Esta espécie listada como vulneravel e é encontrada em todo o
Brasil (Varela et al., 2019). Além disto, foi observado que a anta foi a Unica espécie que foi
soropositiva em um teste de BTV, amostras de 2017, e no teste seguinte, com amostra de 2019,
foi negativa, mostrando que uma possivel queda na quantidade de anticorpos, e este mesmo
animal em um teste posterior, com amostra de 2020, foi novamente soropositiva, apresentando
a possibilidade de ter ocorrido uma reinfecgdo ou contato com um novo sorotipo viral. Existem
duvidas de como este animal pode estar associado ao ciclo de transmissao de Orbivirus no Brasil,
sendo necessario mais estudos para definir qual o papel desta espécie (May-Junior, 2011;
Fernandes-Santos et al., 2020).

Nao foram identificados nenhum rinoceronte nem hipopoétamos soropositivos para nenhuma das
doengas. E também pela grande diferenga entre animais soropositivos para BTV e EHDV
provavelmente ndo ocorreram reacdes cruzadas entre estes virus, ja que se tal fato estivesse
presente seria observavel propor¢gdes mais similares entre os animais soropositivos de ambos os
virus.

A quantidade de amostras coletadas em cada ano, bem como a soropositividade destas variou
muito, como demonstrado pelo Quadro 11. Esta variagao € devido ao protocolo de coleta de
amostras do Zoologico, que somente realiza tais costas durante manejos de rotina ou quando ha
alguma emergéncia. Este procedimento visa reduzir o estresse gerado nos animais. Por meio da
analise do quadro em questao é possivel visualizar que em todos os anos houve pelo menos um
animal soropositivo para BTV e em mais da metade dos anos houve pelo menos um animal
sorologicamente positivo para EHDV. Além disto, é possivel visualizar que os anos de 2015 e
2016 foram o com maior nimero de animais soropositivos para EHDV. O ano de 2012 foi o com
maior numero total de animais sorologicamente positivos para BTV e 2016 foi 0 ano com o maior
percentual de animais soropositivos para BTV (7/8).

Pela proporgao de animais soropositivos para BTV em comparagao com os para EHDV é possivel
que o BTV esteja circulando mais na regido do FPMZB-BH, apesar de ndo sabermos quais os
sorotipos circulantes. Devido ao grande numero de animais soropositivos, &€ possivel que estes
sorotipos podem ser pouco patogénicos, permitindo que os animais ndo apresentem sinais
clinicos. O alto numero de animais soronegativos para EHDV também gera uma preocupagao
por representar animais suscetiveis a infecgao por este virus. Ao avaliar os Quadros 8, 9 e 10 é
possivel visualizar que houveram animais soronegativos em um teste e se tornaram soropositivos
tanto para EHDV, no caso um 6rix, quanto para BTV, um cervo-dama e uma anta, sinalizando
que provavelmente estes animais foram infectados dentro do zoolégico. Desta forma sendo
necessario realizar exames dos animais destinados ao zooldgico pelo ICMBio, como requerida
pela IN23 de 2014, antes de serem introduzidos aos recintos, de forma a evitar a introdugao de
novos sorotipos e a entrada de animais imunodeficientes que podem vir a se infectarem neste
ambiente, e também nos casos de soltura dos animais que foram abrigados na FPMZB-BH,
evitando a introducao de orbiviroses em outros ambientes.

5.2. Testes moleculares em animais vivos e necropsiados

Foram recebidas amostras de sangue em EDTA de animais que eram submetidos a algum
manejo de rotina no zoolégico. As amostras de dois veados-catingueiros, dois cervos-dama, um
cervo-do-pantanal e um 6érix. Estas amostras de sangue foram centrifugadas e o soro era retirado,
para ser submetido aos testes de IDGA, e as hemacias foram lavadas. O material genético das
amostras de hemacias lavadas foi extraido pelo método de Trizol®. As amostras extraidas foram
submetidas a qRT-PCR para BTV e para EHDV. Todas as amostras foram negativas para ambos
os testes, representando que estes animais ndo estavam virémicos. Nenhum destes animais
apresentava sinais clinicos sugestivos de doenga hemorragica, porém todos os cervos-dama e
dois dos veados-catingueiros eram soropositivos para BTV e um veado-catingueiro era
soropositivo para EHDV, como é possivel visualizar no Quadro 12.

Também foram recebidas 3 amostras de animais que vieram a 6bito no zooldgico durante o
periodo do estudo, 2021 e 2022, dois veados-catingueiros e um cervo-do-pantanal. O material
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genético das amostras foi extraido pelo método de Trizol®. Todas as amostras foram submetidas
ao qRT-PCR para BTV e para EHDV e deram resultados negativos. Demonstrando que nenhum
dos animais veio a 6bito por infeccdo de Orbivirus. E importante ressaltar que nenhum dos
animais apresentavam sinais especificos de doencas hemorragicas, sendo testados
principalmente por terem alguns sinais sugestivos e por serem espécies de interesse para
estudos relacionados a Orbivirus. Ambos os veados-catingueiros eram soropositivos para BTV,
demonstrando que eles ja tiveram contato anterior com este virus mas debelaram a infecgao.

Quadro 12: Comparacéao entre os animais testados pelo gqRT-PCR e pelo IDGA para BTV e para
EHDV.

Resultado | Resultado
Espécie Data da ID Amostra | qRT-PCR | qRT-PCR | ResultadolDGA | Resultado IDGA
BTV EHDV
Nome Nome Positivos | Total | Positivos | Total
comum cientifico
hemacias
lavadas,
Iméao
Veado- Subulo 279940 pulmao, . .
. . ; 27/01/2022 linfonodo, Negativo Negativo 1 1 0 1
catingueiro | gouazoubira (VC270122) pool (baco,
figado e
coragao)
Veado- Subulo | 11000022 | goga71 | NEMACES | \ooativo | Negativo 1 1 1 1
catingueiro | gouazoubira lavadas
pulméao,
linfonodo,
Veado- Subulo | 45000022 | VC010222 |pool (bago,| Negativo | Negativo 1 1 0 1
catlnguelro gouazoublra fi
igado e
coragao)
Cervo-dama|  Dama 25/02/2022 | CD200222 hlzr\j‘;‘:;ass Negativo | Negativo 1 1 0 1
Cervo-dama | Dama dama | 06/04/2022 | CD0604 hlzr\j‘;‘:;ass Negativo | Negativo 1 1 0 1

5.3. Culicoides

Com a possibilidade da circulagcdo de BTV e EHDV no Jardim Zooldgico de Belo Horizonte foi
levantada a necessidade de se estudar melhor os vetores de BT e EHD neste espacgo. Foi
planejado a realizacdo de capturas de insetos, seguida pela identificagdo morfolégica dos
Culicoides por espécie, género e caso fosse fémea, estagio gonadotréfico. Sendo esta, a primeira
captura de Culicoides em um zooldgico no Brasil. Além disto as fémeas que se encontravam
ingurgitadas foram submetidas a PCR para a analise da preferéncia alimentar de algumas
espécies destes insetos.

5.3.1. Coletas dos Culicoides

No total foram realizadas 25 coletas de Culicoides. Algumas das informa¢des anotadas estao
representadas no Quadro 13.

Quadro 13: Informagdes por dia de coleta de Culicoides na FPMZB-BH.

Pressao
atm. Méd.
(hPa)

Lum.
da
lua

umi.
Min.
(%)

umi.
max.
(%)

Por
do
sol

temp.
max.
(°C)

temp.
min.
(°C)

temp.
méd.
(°C)

Més
D Data da da

coleta
coleta

Chuva
no dia

Nascer

do sol Estacgéo da lua

Total de
maruins
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z1 g%ﬂzz' Dez | 1828 | 0509 | 28.1 196 | 238 87 45 Crescente 39 N 1014 25

2 | 201z Dez | 1834 | 0513 | 289 | 209 | 249 86 53 Minguante 99 N 1014 38
21112 convexa

z3 %‘;’%11' Jan | 1839 | o522 | 3290 | 215 | 277 99 45 Crescente 6 s 1012 14

z4 | 1901- Jan | 1840 | 0532 | 342 | 234 28.7 80 38 Minguante % N 1019 128
20/01 convexa

z5 | 9202 Fev | 18:38 | 0541 | 274 | 215 | 245 99 69 Crescente 1 N 1015 52

z6 | 24 Fev | 1828 | 0551 | 253 | 214 | 234 99 77 Minguante 39 N 1018 189

z7 10/03- Mar 18:15 | 05:56 33.9 228 284 75 20 Quarto 50 N 1020 30
11/03 crescente

z8 24/03- Mar 18:03 | 06:00 296 219 258 81 52 Minguante 61 N 1020 37
25/03 convexa

z9 | o Abr | 17:51 | o604 | 329 24 285 76 41 Crescente 23 N 1018 9

z10 | 2004 Abr | 17:40 | 0608 | 32.1 19 25.1 82 32 Minguante 82 N 1018 4
21/04 convexa

z11 %%/%55_ Mai | 17:31 | 0613 | 266 | 182 | 224 99 72 Crescente 23 N 1019 10
18/05- . X i Minguante

zi2 | 9% Mai | 17:26 | o618 | 218 8.2 15 74 27 inguant 04 N 1015 0

z13 %12/%%' Jun | 17:23 | o624 | 206 | 177 | 237 99 45 Crescente 4 N 1019 2
15/06- X ; minguante

zia | 100 Jun | 17:24 | o628 | 258 | 113 | 186 99 39 ninguant 98 N 1019 1

z15 22%/%%' Jun | 1727 | 0631 | 258 | 109 18.4 91 40 nova 0 N 1021 0
13/07- X : minguante

zi6 | 30T w1732 | o631 | 202 | 163 | 228 83 29 inguant 98 N 1023 2

27 | 20T | 1737 | oe27 | 289 | 129 | 209 85 30 lua minguante 1 N 1022 1

zi8 | & Ago | 17:41 | 0620 | 263 | 135 | 199 68 43 lua crescente 99 n 1020 0

z19 2256/%88' Ago | 17:45 | 06:09 | 206 18 238 73 34 lua minguante 1 n 1025 3

z20 | 99009 Set 17:48 | 05:59 296 18 238 71 39 quarto 72 n 1026 0
06/09 crescente

221 2223/%%' Set | 1751 | 0544 | 275 | 203 | 239 91 63 lua minguante 9 s 1015 0

722 %67//11%' out | 1755 | 0531 | 339 | 205 | 272 91 41 lua crescente 89 n 1018 9

723 12%//11%' out | 1759 | 0521 | 325 | 215 27 81 37 lua minguante 31 s 1019 2
03/11- . ) quarto

z4 | PO Nov | 1805 | 0512 21 164 | 187 75 65 luarto 72 s 1022 3

225 112’ /1111 Nov | 1814 | 0507 | 329 | 199 | 264 73 41 lua minguante 31 n 1020 9

Ao todo foram capturados 568 espécimes de Culicoides de diferentes espécies discutidas em
mais detalhes a frente.

Ao final da coleta de todos os dados, foram feitas analises estatisticas em relagéo as possiveis
variaveis que poderiam ter afetado as coletas e foi montada uma tabela com a andlise univariada
e multivariada para cada variavel (Quadro 14).

Quadro 14: Andlise univariada e multivariada do indice de Risco Relativo (IRR) de diferentes

variaveis que podem ter afetado a quantidade de Culicoides em cada coleta.

- - Analise
Analise univariada L
.. multivariada
Variavel Valor Valor
() 0,
IRR (95%) de p IRR (95%) de p
Temperatura maxima 1'0:: (202)92 " | 0.778 - -
- 1.69 (1.47 - .
Temperatura minima 1.94) 0.000 - -
- 1.26 (1.09 - .
Temperatura média 1.46) 0.002 - -
15a20°C 4566(304:;()) ] 0.273 - -
Faixas de temperatura 83 7'(9 30
25.1a30°C _ 752.96) 0.000 - -
Umidade maxima 1'0? (110'?1 " | 0.007* - -
Continuacdo Quadro 14.
. - 1.04 (1.01 - .
Umidade minima 1.06) 0.001 - -
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. - 1.04 (1.01 - *
Umidade média 1.07) 0.002 - -
= 1.77 (0.83 -
Estacao da lua 3.75) 0.138 - -
Taxa da luminosidade da lua 1'0(1) 802?9 " | 0416 - -
. PR 5.44 (1.89 - « | 5.18 (2.00- N
Coletas em dias sem chuva (Precipitacao) 15.66) 0.002 13.42) 0.001
Armadilhas armada fora do recinto em comparagédo | 2.34 (1.07 - 0.034* ) )
com as dentro dos recintos 5.12) '
Fontes de agua préximo a armadilhas 2'7(7) 88'?3 " | 0.044* - -
~ . 0.99 (038 -
Vegetagao proxima 2.57) 0.979 - -
5.47 (1.59 - *
1 18.85) 0.007 - -
1.75 (0.50 -
3 6.13) 0.381 - -
Localizagdo das armadilhas ** 4 1'02 g%?o “ | 0.902 - -
3.44 (1.00 - *
5 11.92) | 905 - -
2.86 (0.82 -
6 9.92) 0.098 - -
Presenc¢a de acumulo de fezes proximas a 3.07 (1.50 - « | 2.56 (1.57- N
armadilhas 6.30) 0.002 4.18) 0.000
68.51 92.65
Janeiro (15.95 - 0.000* (22.30 - 0.000*
294.18) 384.92)
120.50 116.3
Fevereiro (28.18- 0.000* (29.47 — 0.000*
515.31) 459.17)
33.50 (7.72 « | 3147 (7.77 N
Marco - 145.30) 0.000 — 125.06) 0.000
. 6.50 (1.38 - « | 6.05(1.38 .
Abril 30.51) 0.018 _ 16.55) 0.017
. 5.00 (1.04 - « | 5.24 (1.15 - "
Maio 0.045 0.032
Més do ano *** 24.15) 23.75)
1.50 (0.24 - 1.50 (0.25
Julho 9.42) 0.665 _ 8.98) 0.654
1.50 (0.24 - 1.41(0.24
Agosto 9.42) 0.665 _8.44) 0.703
Setembro 1.42 (0) 0.982 1.14 (0) 0.992
5.50 (1.15 - « | 9.54(1.99 .
Outubro 26.27) 0.033 _ 45.55) 0.005
6.00 (1.27 - « | 12.50 (2.61 "
Novembro 28.39) 0.024 _59.79) 0.002
31.00 (7.14 « | 30.62 (7.61 .
Dezembro - 134.67) 0.000 —123.23) 0.000

* Resultados significativos p < 0,05.

** A armadilha 2 foi utilizada para a comparagéao entre todas as armadilhas por ser a com menor numero de
Culicoides capturados, assim sendo omitida da tabela.

*** Junho foi utilizado para comparar os meses, desta forma foi omitido da tabela.

Ao observar os dados das analises de indice de Risco Relativo (IRR) é possivel visualizar que
muitas variaveis afetaram as coletas na analise univariada, mas quando foram inseridas na
analise multivariada nao apresentaram tanta relevancia. Alguns fatores que mostraram ser mais
importantes nas analises univariadas durante as coletas foram a temperatura, a umidade, a
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precipitacdo, a localizagdo das armadilhas, a presenga de acumulo de fezes proximo as
armadilhas e a data da coleta. Ja nas analises multivariadas os dados que continuaram sendo
relevantes foram a precipitacdo, a presenga de acumulo de fezes préximo as armadilhas e a data
da coleta.

A variagao entre os dados da analise univariada e multivariada se da devido a associagédo dos
mesmos nao sendo possivel compara-los de forma independente. A temperatura e umidade
estdo muito associadas a data em que foram realizadas as coletas. Desta forma estes dados
podem ter interferido com as analises multivariadas. Da mesma forma, a presenga de acumulo
de fezes proximo as armadilhas esta associada com a localizagdo das armadilhas.

Em relagdo as analises univariadas, a temperatura e a umidade demonstraram ser muito
relevantes, o que é explicado pelo ciclo de vida dos Culicoides que se reproduzem melhor e séo
mais ativos durante épocas de maior temperatura e umidade, em especial no periodo do verao,
dado também indicado pela tabela com o maior risco para captura desses insetos neste periodo.
A presenga de precipitagdo pluviométrica também coincidiu com o periodo de verdo
demonstrando uma relagdo entre este fator e a época do ano (Mellor, Boorman & Baylis, 2000;
Tweedle and Mellor, 2002; Veronesi et al., 2009). A temperatura e a umidade média representam
a média das temperaturas e umidades de todas as armadilhas no momento em que elas eram
armadas e, como é possivel visualizar, a escolha do dia para colocar as armadilhas é
extremamente importante, isto é refletido também por um maior nimero de insetos serem
capturados em dias sem chuva. Como os Culicoides sao insetos pequenos, chuvas fortes,
principalmente com vento, atrapalham o voo deles, impactando negativamente nas coletas. A
faixa média de temperatura foi feita com base na temperatura média e, € possivel perceber que,
entre 25.1 a 30°C existe um maior numero de Culicoides, sendo explicado pelo comportamento
destes insetos que estdo mais ativos em temperaturas maiores (Mellor, Boorman & Baylis, 2000;
Tweedle and Mellor, 2002; Veronesi et al., 2009)

Os Culicoides realizam repasto e se reproduzem em locais com acumulo de fezes e outros tipos
de matérias organicas, desta forma demonstrando a importancia deste fator (Mellor et al., 2000).
Outro fator relacionado as armadilhas é a presencga de fontes de dgua préximas, que auxiliam na
reproducgao destes insetos. Foi também identificado que a colocagdao das armadilhas fora dos
recintos possui uma importancia para a uma maior captura de maruins. Este fator pode estar
relacionado com o comportamento dos maruins por serem considerados exofagicos, que se
alimentam em ambientes abertos, e exofilicos, que vivem em locais abertos, havendo algumas
variagdes entre as espécies (Baldet ef al., 2008). O conjunto dos fatores da presenca de acumulo
de fezes proximo as armadilhas, presenga de fontes de agua e a localizagdo das armadilhas em
relagcdo aos recintos, em conjunto com o hospedeiro mais proximo de cada armadilha fizeram
com que o indice de coleta de Culicoides variasse entre as diferentes armadilhas, sendo a A1
com a maior coleta e a A2 com a menor. A A2 foi utilizada para a comparagao entre o risco de
cada armadilha por ser a com menor coleta de maruins e por isto ndo aparece na tabela. Apesar
destes diferentes fatores que podem ter afetado a quantidade de Culicoides de cada armadilha,
detalhes especificos em relagao aos locais em que estes insetos se reproduzem ainda € muito
escassa, nao existindo dados especificos sobre os substratos de preferéncia deque cada espécie
utiliza para se reproduzir, isto €, devido ao método de coleta de maruins utilizado que somente
permite adquirir dados sobre a populagéo de adultos, sendo necessario o uso de outras técnicas
para avaliar os diferentes estagios de desenvolvimento destes insetos (Werner et al., 2020)

Com os dados da variagdo do numero de Culicoides das coletas em cada més foi possivel
observar que nos meses quentes e umidos, como o més de fevereiro, houve 120 vezes mais
Culicoides coletados que nos meses de clima frio e seco como setembro, demonstrado na Figura
4. Junho foi utilizado para a comparagao do risco entre os meses, por isto ndo esta presente no
quadro. Devido a maior captura de maruins nos meses quentes e que o PIE é diretamente afetado
pela temperatura ambiente, além de que foi visualizada a circulagdo de BTV e EHDV no
zooldgico, é mais provavel que animais sejam infectados nos meses quentes e umidos, sendo
necessario medidas de controle focadas nesta época.
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Figura 4: Grafico do total de Culicoides coletados na FPMZB-BH para cada més do projeto.

A partir dos resultados obtidos na analise multivariada, baseado nos fatores de risco obtidos, foi
montado um gréafico da média preditiva de Culicoides que podem ser coletados em cada més
(Figura 5). Este grafico permite que, ao se basear nos dados obtidos na coleta, seja possivel
realizar predigbes de como as proximas coletas na FPMZB-BH se comportardo. Por este grafico
€ possivel perceber que os meses de janeiro e fevereiro possuiram uma média preditiva
significativamente superior aos outros meses do ano. Isto demonstra que os meses de verao
possuem uma possibilidade de coleta de Culicoides superior aos outros, representando um maior
risco para a transmissao de BTV e EHDV. Também é possivel visualizar que os meses de inverno
tendem a ter futuras coletas, de maruins, préximas, mostrando que nesta época existem poucos
vetores circulando e uma menor chance de ocorrer a transmissao de Orbivirus.
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Figura 5: Grafico das médias preditivas das coletas de Culicoides na FPMZB-BH para cada més
do projeto.

A tabela de IRR, o grafico do total coletado para cada més e o das médias preditivas para cada
més, mostraram que a data de coleta é extremamente importante na quantidade de insetos
coletados. Essa informagao € corroborada por outros trabalhos feitos em zooldgicos e em
diferentes regiées do Brasil, que relataram que em periodos quentes e Umidos, relativos ao
periodo do verao, € possivel capturar uma grande quantidade de maruins, ja em épocas frias e
secas, periodo de inverno, esta quantidade reduz muito. Em algumas coletas feitas em meses
de inverno nao foi possivel coletar nenhum Culicoide (Laender et al., 2004; Farias et al, 2020;
Santarém & Felippe-Bauer, 2016; Mellor, Boorman & Baylis, 2000; Borkent & Dominiak, 2020;
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Lobato et al, 2015; Ruder et al, 2015; England et al., 2020; Labuschagne et al., 2007).
Demonstrando um maior risco para a transmissao de BTV e EHDV nos meses de verao, devido
ao maior numero de vetores (Mellor et al.,2000). Sendo recomendado o uso de medidas que
previnam a transmisséo destas doengas como uso de telas, inseticidas e repelentes (Tweedle
and Mellor, 2002; MacLachlan et al., 2015; Lobato et al., 2015; Spickler, 2015; Spickler, 2019;
Saminathan et al., 2020; WOAH, 2019a, b).

Também foi feita uma analise mais detalhada de como a localizagado de cada armadilha afetou
as coletas. A quantidade de Culicoides coletados por cada armadilha esta representada na Figura
6. Como é possivel visualizar a A1 foi a que teve maior quantidade de maruins coletados, seguida
pela A5. A A6 foi a terceira melhor, estando bem similar a A5. A A3 foi a quinta melhor. As A2 e
A4 capturaram um numero similar de insetos.

B omwa T wma |} sawramos §  sesssouncs Aw

Jardim Zooldgico, Jardim Botdnico e Aquirio da Bacia do Rio Sde Francisco PARQUES E
Portaria | - Av Otacix Negrao de Lima, 8.000 - Pampulh, ZOOBOTANICA
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puiha ‘ BELO HORIZONTE
Fortana || - Av Antbeo Francsco Lisboa. 2600 - Serrano (temporariamente fechadal

Figura 6: Total de Culicoides coletados por armadilha.

Foi também montado um grafico da média preditiva das coletas de Culicoides para cada
localizagdo das armadilhas (Figura 7). Foi utilizada a mesma metodologia que, ao utilizar os
fatores de risco identificados no estudo, é feito uma predigdo da quantidade de insetos que serdo
coletados em cada localizagdo das armadilhas em coletas futuras. Este grafico mostra que ao
analisar a média preditas de todas as coletas, a A1 pode apresentar uma quantidade média de
Culicoides coletados significativamente superior & A2 e A4 em coletas futuras. Ao realizar a
comparagdo da A1 com a A3, A5 e A5 néao é possivel dizer que a média foi significativamente
diferente entre elas, assim futuras coletas podem ter quantidades de insetos capturados
semelhantes entre estas armadilhas. Além disso, ao comparar a média predita da A2, A3, A4, A5
e A6 nao é possivel dizer que houve uma diferenga significativa entre elas. Desta forma, n&o é
possivel dizer que a A1 continuara com a maior coleta entre todas as armadilhas, mas é provavel
que ela tenha coletas superiores a A2 e A4.
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Figura 7: Grafico da comparagao entre as médias preditas das coletas de Culicoides para cada
armadilha utilizada na FPMZB-BH.

England et al. (2020) identificaram que em recintos préximos a camelos e lhamas, assim como
proximos a elefantes, no caso elefante-asiatico (Elephas maximus), foi possivel capturar uma
grande quantidade de Culicoides. Vilar et al. (2015) também relataram essa associagao entre
camelos e a captura de grandes quantidades de Culicoides, sendo a armadilha préxima a estes
animais a com a segunda melhor captura, atras somente da armadilha préxima a zebra-de-Grevy
(Equus grevyi) e o orix-de-cimitarra (Oryx dammah).

Ao observarmos os fatores de risco da A1, é possivel perceber que ela possuia todos os principais
fatores de risco detectados na analise univariada, como presenca de acumulo de fezes proximo
as armadilhas, fontes de agua préximas e estava fora do recinto. Outro fator que pode ter
influenciado o numero de insetos coletados por esta armadilha, bem como a A6, pode ser os
hospedeiros proximos. Em pesquisas anteriores foi identificado que a presenca de camelos
préximo aos locais das armadilhas era um dos possiveis fatores que podiam levar a um aumento
nas coletas nestes locais (Vilar et al., 2015; England et al., 2020). England et al. (2020)
identificaram que em recintos proximos a camelos e lhamas, assim como préximos a elefantes,
no caso elefante-asiatico (Elephas maximus), foi possivel capturar uma grande quantidade de
Culicoides. Vilar et al. (2015) também relataram essa associagéo entre camelos e a captura de
grandes quantidades de Culicoides, sendo a armadilha préxima a estes animais a com a segunda
melhor captura, atras somente da armadilha préxima a zebra-de-Grevy (Equus grevyi) e o 6rix-
de-cimitarra (Oryx dammah). Assim, o hospedeiro proximo pode ser um dos motivos que a A1,
préxima ao camelo, e a A6, proxima ao elefante, conseguiram capturar um uma grande
quantidade de Culicoides. Também ja foram descritas infecgdes experimentais de camelos por
Orbivirus, demonstrando que este animal pode desenvolver viremia (Batten et al, 2011; Schulz
et al., 2012). Apesar destes relatos, ndo ha dados de casos clinicos nestas espécies. E possivel
que um maior numero de insetos seja coletado préximos a camelos e elefantes pela maior
quantidade de fezes que estes animais produzem devido ao seu tamanho, o que leva a um
acumulo de matéria organica, que € um fator importante para a reprodugéo dos Culicoides, sendo
um fator também especulado por England et al. (2020). Além disso, o tamanho destes animais
também permitiria que um maior numero de insetos se alimentassem ao mesmo tempo, sem que
houvesse competicdo por espago, assim permitindo a presenga de uma populagdo maior de
maruins se alimentando durante o mesmo periodo. Animais maiores costumam ser menos ativos,
assim permitindo que os vetores realizem o repasto por periodos mais longos. Devido a estes
diferentes dados, existe a possibilidade de que camelos e elefantes tenham algum papel no ciclo
de Orbivirus.

Este maior numero de Culicoides na A1 e A6 pode representar um maior risco dos animais
proximos a elas, como o camelo, lhama e elefante, serem picados. Estes animais ja foram
identificados com anticorpos contra Orbivirus, porém a doenga clinica é rara. Para a prevengao
de doengas hemorragicas no zoolégico é recomendavel manter afastadas as espécies sensiveis
a BTV e EHDV, como os cervideos, camelos e elefantes, ja que aparentemente a presenca
destas espécies esta associada a um maior numero de maruins. Além disto, para controle destes
insetos e de outros é recomendavel ndo manter acumulo de fezes préximas aos recintos, ja que
este & um local propicio para a reproducédo de diferentes vetores. Durante os periodos de verao,
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€ recomendavel o uso de telas para insetos, inseticidas e repelentes para reduzir o repasto de
Culicoides, especialmente no caso dos Cervideos (MacLachlan et al., 2015; Lobato et al., 2015;
Spickler, 2015; Spickler, 2019; Saminathan et al., 2020; Vilar et al., 2015; England et al., 2020).

Durante o periodo das coletas alguns animais vieram a 6bito, o que pode ter interferido no nimero
total de Culicoides. No dia 24 de setembro de 2022 a zebra morreu, no dia 31 de agosto do
mesmo ano, o camelo e no inicio de setembro, o cobo-de-meia-lua. Todas as trés mortes foram
avaliadas por necropsia e histopatologia e nenhuma foi associada a possibilidade de ter sido
devido a doenga hemorragica. Desta forma, n&o foi necesséria a realizagdo de qRT-PCR para
diagnéstico de doengas causadas por Orbivirus. Estas mortes podem ter tido algum efeito na
quantidade total de Culicoides coletados, bem como na quantidade individual de cada armadilha
ja que no zooldgico s6 havia um exemplar de cada uma destas espécies e apds o 6bito os recintos
permaneceram vazios até o final das coletas.

5.3.2. Identificagdo morfolégica dos Culicoides

As identificagdes morfolégicas dos Culicoides coletados foram feitas de acordo com diferentes
chaves de identificagdo avaliando os padrdes de pigmentacdo das asas com estereoscopio
(Farias, 2014; Castellon & Veras, 2015; Farias, Almeida & Pessoa, 2016; Santarém & Felippe-
Bauer, 2016; Borkent & Dominiak, 2020; Rios et al 2021). Apds a identificagdo da espécie ou
grupo, foi feita a identificacdo do género seguida pela identificagdo do estagio gonadotréfico de
cada individuo caso fosse uma fémea (Harrup 2014; Larska et al., 2017).

Além dos Culicoides ja previamente descritos em Minas Gerais representados no Quadro 3
também foi encontrado o C. debilipalpis Lutz, 1913, com seu padrdo de asa apresentado no
Quadro 15.

Quadro 15: Padrao de asa do C. debilipalpis Lutz, 1913.

Subgenero/grupo Espécie Padréo de asa Referéncia
Haematomyidium Culicoides Farias,
Goold 1{905 debilipalpis Lutz, Almelda &
, 1913 Pessoa, 2016

Os Quadros 16 e 17 apresentam o total de Culicoides identificados até o nivel de espécie e os
identificados somente até o nivel de grupo, respectivamente. As informagdes de cada uma das
espécies e grupos identificados foram agrupadas em quadros para melhor visualizagdo (Quadro
18) e o total esta apresentado na Figura 8. Também foi montado um quadro (Quadro 19) com as
informagdes dos insetos capturados por armadilhas e outro com as informacgdes relativas aos
meses (Quadro 20). E a variagdo da quantidade de Culicoides por més pode ser observada na
Figura 9.

Quadro 16: Total de Culicoides identificados até o nivel de espécie.

Espécie Total
Culicoides venezuelensis Ortiz & Mirsa,

1950 12
Culicoides debilipalpis Lutz, 1913 17
Culicoides foxi Ortiz, 1950 18
Culicoides pusillus Lutz, 1913 32
Culicoides paraensis (Goeldi), 1905 35
Culicoides insignis Lutz, 1913 426




Quadro 17: Total de Culicoides identificados até grupo.

Grupo Total
Culicoides do grupo guttatus (Coquillett),
1904 5
Culicoides do grupo Limai 22
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Quadro 18: Informacgbes sobre espécies e grupos de Culicoides em relagdo ao estagio
gonadotréfico, coletados na FPMZB-BH durante o periodo de dezembro de 2021 a novembro de

2022.
Espécie Macho | Nulipara | Ingurgitada | Gravidica | Parida | Total
Culicoides do grupo guttatus (Coquillett), 1904 0 2 1 0 2 5
Culicoides venezuelensis Ortiz & Mirsa, 1950 0 1 0 2 9 12
Culicoides debilipalpis Lutz, 1913 8 0 3 0 6 17
Culicoides foxi Ortiz, 1950 1 0 0 0 17 18
Culicoides do grupo Limai 4 8 3 1 7 23
Culicoides pusillus Lutz, 1913 7 5 5 1 14 32
Culicoides paraensis (Goeldi), 1905 2 4 6 1 22 35
Culicoides insignis Lutz, 1913 5 136 42 22 221 426
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C. do grupo C. C. debilipalpis C. foxi Orliz, C. dogrupo C. pusillus C. paraensis C. insignis
Limai Lutz, 1913 (Goeld), 1905 Lutz, 1913
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Figura 8: Total de Culicoides por espécies e grupos identificados.
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Quadro 19: Informagdes das espécies e grupos de Culicoides coletados na FPMZB-BH durante
o periodo de dezembro de 2021 a novembro de 2022 em relagdo a cada armadilha utilizada.

Espécie A1 A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | Total
Culicoides do grupo guttatus (Coquillett), 1904 0 3 0 0 2 0 5
Culicoides venezuelensis Ortiz & Mirsa, 1950 0 1 1 0 1 9 12
Culicoides debilipalpis Lutz, 1913 0 2 3 1 3 8 17
Culicoides foxi Ortiz, 1950 0 5 6 1 2 4 18
Culicoides do grupo Limai 14 0 4 3 1 1 23
Culicoides pusillus Lutz, 1913 10 4 3 0 4 11 32
Culicoides paraensis (Goeldi), 1905 6 1 2 12 6 8 35

Culicoides insignis Lutz, 1913 168 20 | 44 | 22 | 105 | 67 | 426

Total 198 | 36 | 63 | 39 | 124 | 108 | 568

Quadro 20: Informagdes das espécies e grupos de Culicoides coletados na FPMZB-BH durante
o periodo de dezembro de 2021 a novembro de 2022 em relagdo a cada um dos meses das

coletas.

Espécie Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set | Out | Nov | Dez | Total
Culicoides do grupo guttatus (Coquillett), 1904 | 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 5
Culicoides venezuelensis Ortiz & Mirsa, 1950 2 2 0 0 0 0 0 2 0 1 0 5 12
Culicoides debilipalpis Lutz, 1913 0 4 0 0 0 0 0 0 0 7 5 1 17
Culicoides foxi Ortiz, 1950 1 10 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 18
Culicoides do grupo Limai 5 6 3 4 0 0 0 0 0 0 1 4 23
Culicoides pusillus Lutz, 1913 20 6 5 0 0 0 0 0 0 0 0 1 32
Culicoides paraensis (Goeldi), 1905 18 6 3 1 0 0 2 0 0 2 1 2 35

Culicoides insignis Lutz, 1913 96 | 205 | 49 9 10 3 1 1 0 0 5 47 426

Total 142 | 241 | 67 | 14 | 10 3 3 3 0 11 12 | 62 | 568




63

210
200
190
s
180 —
. -
. -
.
s -
M -
170 : H
HE
. -
160 o
H
.
150 ¥
H
H
.
H
.
140 :' e
: .
: H
H .
130 . .
- 4 i Soma de Outros C. do subgénero Hoffmania
w s
-g 120 === Soima de Outros C. do subgénero Haematomyidium
= :' === Soma de C. do grupo Reticulatus
=
= ’ H
g 110 . . Soma de C. guttatus {Coquillett), 1904
2 . H
§ _: H =—@=—Soma de C. venezuelensis Ortiz & Mirsa, 1950
- - H
_g 100 a2 :_ === Soma de C. debilipalpis Lutz, 1913
3 H .
S b H —8  Soma de C. foxi Ortiz, 1950
H
-
w X H === Soma de C. do grupo Limai
=
ﬁ = & = Soma de C. pusillus Lutz, 1913
=
c
[t 80 === Spma de C. paraensis (Goeldi), 1905
o .
H == o == Soma de C. insignis Lutz, 1913
70 H
H
H
v
H
60 H
.
1

25

=== S0ma de Outros C. do subgénero
Hoffmania

== Soma de Outros C. do subgénero
Haematomyidium

3
-

=== Soma de C. do grupo Reticulatus

Soma de C. guttatus (Coquillett), 1904

Slreceencnintrenenonensy,

15
—@=—Soma de C. venezuelensis Ortiz & Mirsa,

1950
=== Soma de C. debilipalpis Lutz, 1913

coseparsmsuensaninone

=
=]

=@ Soma de C. foxi Ortiz, 1950

Quantidade de Cuficoides identificados

=== Soma de C. do grupo Limai

®stetsiscnccan

= 4 == Soma de C. pusillus Lutz, 1913
=== Soma de C. paraensis {Goeldi}, 1905

== ot == Soma de C. insignis Lutz, 1913
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Age Set Out Nov Dez

Figura 9: Variacdo da quantidade de Culicoides de cada espécie e grupo capturados, segundo
més de captura.



64

Como é possivel visualizar nos quadros e figuras acima, C. insignis foi a espécie mais encontrada
nas coletas. Também foi a mais encontrada em todas as armadilhas e em todos os meses, com
excecao do periodo de inverno, junho a setembro. Esta informagao corrobora o estudo realizado
por Laender et al. (2004) que identificaram esta espécie sendo a mais prevalente no estado de
Minas Gerais. Carvalho & Silva (2014) em seu estudo no Maranh&o também identificaram que o
C. insignis era a mais encontrada, havendo uma predominancia desses insetos em locais com
mamiferos como currais e pocilgas. A segunda espécie mais encontrada foi o C. pusillus, o que
gera uma preocupacao, ja que esta, em conjunto com o C. insignis, sao identificados como os
possiveis transmissores de BTV e EHDV na América do Sul (Mellor, Boorman & Baylis, 2000).
Desta forma, foi possivel identificar os dois principais vetores que esta pesquisa tem foco.

Outra espécie muito encontrada foi C. paraensis (Goeldi), 1905. Esta espécie é a transmissora
do Virus Oropouche na América Latina. Além disto, esta espécie também pode transmitir
Bunyavirus Ananindeua para aves e mamiferos e Mansonella ozzardi e sua saliva pode gerar
dermatite alérgica. (Romana & Wygodzinsky, 1950; Sherlock & Guitton, 1965; Borkent, 2005;
Vasconcelos et al., 2006). Ja tendo sido identificado em grandes quantidades durante surtos de
EHDV em cervideos dos EUA (Smith & Stallknecht, 1996).

Outras espécies encontradas em menor quantidade foram C. foxi Ortiz, 1950, C. venezuelensis
Ortiz & Mirsa, 1950 e C. debilipalpis Lutz, 1913, espécies que até o momento ndo foram
associadas a transmissdo de nenhuma doenga na América do Sul.

Todas as armadilhas capturaram pelo menos um Culicoide, porém as espécies coletadas em
cada armadilha variaram. Como na A1, que possuiu a maior coleta foi identificado somente C.
insignis, C. paraensis, C. pusillus e C. do grupo Limai. Além disto, nesta armadilha C. insignis foi
encontrado mais que nas outras armadilhas, revelando que poderia haver algum atrativo para
esta espécie neste local, aumentando o risco de transmissdo de doengas para as espécies
préoximas, camelo e lhama. Ademais, a A4 teve a maior coleta de C. paraensis sendo possivel
que este inseto tenha uma certa preferéncia por cervideos, como ja relatado em estudos
anteriores (Smith & Stallknecht, 1996).

Todas as espécies apresentaram uma maior coleta no periodo de verdao. Durante o periodo de
inverno houve uma reducéo da captura de todas as espécies, muitas chegando a ndo serem
encontradas por varios meses como C. pusillus e C. foxi. C. debilipalpis aparenta ser uma
excegao por ter sido mais coletado de outubro a novembro, apesar de ter sido identificado em
fevereiro e dezembro também. Esta variacdo das espécies entre as estagbes do ano esta
relacionada com o maior risco de captura de Culicoides ser nos periodos de verdo como
observado anteriormente. Demonstrando um maior risco de transmissdo de BTV e EHDV,
especialmente devido a maior temperatura no verdo, o qual leva a uma reducédo do PIE,
agravando ainda mais a circulagao destas orbiviroses.

E perceptivel uma diferenca entre a captura de machos e fémeas das diferentes espécies, sendo
justificada pelas diferencas alimentares destes géneros, ja que somente a fémea realiza repasto
em animais, mas ambos podem se alimentar de fluidos de plantas (Mellor, Boorman & Baylis,
2000). Ja a comparacao entre os estagios gonadotréficos, mostra que as fémeas paridas foram
coletadas em quantidades maiores ou iguais aos os outros estagios. Estes resultados concordam
com achados prévios em estudos realizados com Culicoides em zooldgicos, que demonstraram
que fémeas foram mais identificadas que machos e as fémeas paridas foram as mais encontradas
(Labuschagne et al., 2007; England et al., 2020). Isto pode ser devido a uma maior quantidade
de fémeas identificadas como paridas que nuliparas, ja que os Culicoides podem parir mais de
uma vez, permitindo que existam mais individuos neste estagio. Além disso, quando estes insetos
se encontram ingurgitados ou gravidicos é pouco provavel que continuem proximos aos
hospedeiros ja que ndo necessitam mais se alimentar de vertebrados. Neste momento,
provavelmente estariam em outros locais ricos em matéria organica para realizar a oviposig¢ao.
Outro fator interessante é a proporgao de fémeas ingurgitadas coletadas que foi de 10%, valor
superior ao encontrado em estudos prévios (Labuschagne et al., 2007; England et al., 2020).

Ao comparar a FPMZB-BH com outros zooldgicos do mundo onde ja foram realizados projetos
de coleta de Culicoides foi possivel perceber que todos possuiram uma grande diversidade de
espécies coletadas, assim como no presente estudo. Porém, varios dos estudos anteriores
relataram quantidades maiores de Culicoides coletados que o presente projeto, como no estudo
realizado no Jardim Zoolégico Nacional da Africa do Sul entre 2002 e 2004 que coletaram
478.040 exemplares e em outro estudo no zoolégico de Chester em 2008 que foram coletados
35.401. Porém, outro estudo realizado no Zoolégico de Greenville e no Zoolégico de Riverbanks
em 2007 coletaram 101 e 88 Culicoides respectivamente, nUmeros mais proximos dos obtidos
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na atual pesquisa. Esta variagao pode ser devido as condigdes ambientais diferentes entre cada
zooldgico e aos diferentes habitos das espécies de Culicoides de cada regido (Labuschagne et
al., 2007; Nelder et al., 2010; Vilar et al., 2011; Swanson et al., 2018). A diferenga na urbanizagéo
ao redor, presenga de corpos d'agua proximos, vegetacdo ao redor e dentro dos jardins
zooldgicos nao se mostraram serem fatores relevante para o numero de Culicoides coletados, ja
que houveram pesquisas em zooldgicos com diferentes caracteristicas dentro das citadas que
conseguiram coletas superiores a do presente estudo (Labuschagne et al., 2007; Nelder et al.,
2010; Vilar et al., 2011; Swanson et al., 2018; England et al., 2020).

5.3.3. Teste de preferéncia alimentar

Para os testes de preferéncia alimentar foi utilizado amplificagdo do gene citocromo b (Cyt b),
segundo Carvalho et al. (2021), do abdémen de fémeas ingurgitadas, identificadas ao nivel de
espécie. Foram extraidas 56 amostras e apés PCR para Cyt b, 14 (25%) apresentaram banda
em gel de agarose 2%.

England et al. (2020) obtiveram 46% de sucesso na amplificagdo de amostras de Culicoides
ingurgitados para analise de preferéncia alimentar, demonstrando que os resultados obtidos no
presente estudo sdo condizentes com o de experimentos anteriores. Alguns fatores que podem
ter dificultado a taxa de amplificagao foram a degradacao do DNA, pelas amostras de Culicoides
terem sido armazenado durante muito tempo antes de serem processados, em alguns casos
cerca de um ano ja que todos os Culicoides ingurgitados foram processados ao mesmo tempo
no final das coletas. O periodo entre a coleta dos maruins € 0 armazenamento dos mesmos em
etanol 70%, também pode ter afetado. O fato de haver pequenas quantidade de sangue nas
fémeas ingurgitadas também pode dificultar este teste, especialmente no caso dos insetos que
ndo estavam completamente ingurgitados ou possuiam o sangue parcialmente digerido (Hadj-
Henni et al., 2015; Riddin et al., 2019; England et al., 2020; Snyman et al., 2021).

Foram coletados ao todo 568 Culicoides, destes 60 (10,5%) estavam ingurgitados. Das fémeas
ingurgitadas, foram extraidas 56 amostras de diferentes espécies: 42 de C. insignis, 5 de C.
pusillus, 6 de C. paraensis e 3 de C. debilipalpis. Destas, 14 foram enviadas para
sequenciamento, sendo ao todo 9 amostras de C. insignis, 3 de C. debilipalpis e 2 de C. pusillus.
Apds o sequenciamento duas amostras de C. insignis nao conseguiram ser identificadas pelo
Blast. O resultado do sequenciamento das amostras identificadas pode ser visualizado nos
quadros a seguir (Quadro 21, 22 e 23).

Quadro 21: Resultado do sequenciamento das amostras extraidas do abdémen de Culicoides
ingurgitados para andlise da preferéncia alimentar.

Identificagao

Espécie de Data . Sequéncia | Porcentagem de similaridade
das . Armadilha o
Culicoide coleta usada (%)
amostras
. Cervo-nobre (Cervus elaphus)
Amostra 1 C;;)l\/sc;fo;gss 22%1122' A3 Consenso (93,9%), Cervo-dama (Dama
g damay) (90,9%)
Culicoides 19/01 - Humano (Homo sapiens)
Amostra 4 insignis 20/01 A1 Consenso (93.54%)
Culicoides 19/01 - Humano (Homo sapiens)
Amostrab | o piivalpis | 20/01 A4 Consenso (98,5%)
Culicoides 19/01 - Anta (Tapirus terrestris)
Amostra 7| o bilipalpis | 20/01 Ad Consenso (94.58%)
Cervo-nobre (Cervus elaphus)
Culicoides 24102 Forward (87.6%); Cervo-dama (Dama
uiicol - dama) (86.5%
Amostra 22 insignis 25102 A2 ) ( )
Reverse Cervo-nobre (Cervus elaphus)
(77.5%)
Culicoides 24/02- Humano (Homo sapiens)
Amostra 25 pusillus 25/02 A3 Forward (92.8%)
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Rola-birmana (Streptopelia
tranquebarica) (95,1%), Lagarto
L ) do Ird (Agamura kermansis)
Amostra 34 C;I)l‘lsc;o;c;’ss 224;.:/%22 A3 Reverse (95,1%), Peixe amazbnico
9 (Teleocichla mindanensis)
(95,1%), Trepadeira-americana
(Certhia americana) (95,1%)
Cervo-nobre (Cervus elaphus)
Reverse (95,4%), Chital (Axis axis)
Culicoid 24/02 (93,4%), Sambar (Cervus
Amostra 39 ulicoiaes /02- A3 unicolor) (93%)
insignis 25/02
Cervo-nobre (Cervus elaphus)
Consenso (89.1%) ; Cervo-dama (Dama
dama) (88.8%)
Culicoides 24/02- Humano (Homo sapiens)
Amostra 45 insignis 25/02 A3 Consenso (99,1%)
Culicoides 24/02- Humano (Homo sapiens)
Amostra 52 insignis 25/02 A5 Consenso (97.7%)
Culicoides 10/03- Humano (Homo sapiens)
Amostra 54 pusillus 11/03 A2 Consenso (95.8% )
Culicoides 06/10- Elefante africano (Loxodonta
Amostra 64 | yopilipalpis | 07/10 A6 Consenso Africana) (99,4%)

Quadro 22: Espécies identificadas pelo sequenciamento de preferéncia alimentar com mais de
90% de similaridade em relagéo a cada espécie de Culicoide ingurgitado analisada.

Espécie de Culicoide

Espécies Identificadas

Cervo-nobre (Cervus elaphus) , Cervo-dama (Dama dama) , Chital
(Axis axis), Sambar (Cervus unicolor), Humano (Homo sapiens),
Culicoides insignis Rola-birmana (Streptopelia tranquebarica), Lagarto do Ird (Agamura
kermansis), Peixe amazdnico (Teleocichla mindanensis),
Trepadeira-americana (Certhia americana)

Culicoides debilipalpis

Elefante africano (Loxodonta Africana), Humano (Homo sapiens),
Anta (Tapirus terrestris)

Culicoides pusillus

Humano (Homo sapiens)

Quadro 23: Espécies identificadas pelo sequenciamento de preferéncia alimentar com mais de
90% de similaridade em relacao a cada espécie de Culicoide ingurgitado analisada, subdivididos

pela armadilha em que foram capturados.

Quantidade de
Armadilha | Espécie de Culicoide |Culicoides testados
por armadilha

Espécies Identificadas

1 Culicoides insignis

1

Humano (Homo sapiens)

Culicoides insignis

Cervo-nobre (Cervus elaphus); Cervo-dama

(Dama dama)

Culicoides pusillus

Humano (Homo sapiens)




Continuagao Quadro 23.

67

Culicoides insignis

Cervo-nobre (Cervus elaphus), Cervo-dama
(Dama dama), Chital (Axis axis), Sambar
(Cervus unicolor), Humano (Homo sapiens),
Rola-birmana (Streptopelia tranquebarica),
Lagarto do Ira (Agamura kermansis), Peixe
amazénico (Teleocichla mindanensis),
Trepadeira-americana (Certhia americana)

Culicoides pusillus

Humano (Homo sapiens)

4 Culicoides debilipalpis

Humano (Homo sapiens), Anta (Tapirus

terrestris)

5 Culicoides insignis 1 Humano (Homo sapiens)

6 Culicoides debilipalpis 1 Elefante africano (Loxodonta Africana)

Resultados de sequenciamento genético com valores de similaridade inferiores a 95% sé&o
considerados baixos e as amostras sdo consideradas ndo sendo plenamente identificadas.
Porém como o fragmento possui 358 bp, sendo cada amostra extraida do abdome de um
Culicoide, insetos hematéfagos de tamanho reduzido, assim gerando uma dificuldade para a
extragao e resultando em pouco material genético, foi aceito resultados com valores inferiores
aos de 95%. Além disto, muitas das sequencias da regido conservada do Cyt b presente no DNA
mitocondrial dos vertebrados de interesse podem n&o estar completamente disponiveis nos
bancos de dados, assim sendo outro fator que complica a analise dos sequenciamentos. Outro
fator importante € que existe a possibilidade do maruim ter se alimentado de mais de um
vertebrado, desta forma interferindo nas analises, para evitar tais interferéncias seria necessario
0 uso de outro primer para identificagdo de espécies como o citocromo C oxidase subunidade 1
(Cox 1), outro marcador mitocondrial.

Estes resultados comprovam pela primeira vez, na América do Sul, que possiveis vetores de BTV
e EHDV se alimentaram em cervo-nobre (Cervus elaphus) e cervo-dama (Dama dama),
conhecidos hospedeiros.

No Jardim Zoolégico de Belo Horizonte ndo existem exemplares de chital (Axis axis) nem de
sambar (Cervus unicolor). Desta forma, para a amostra 39, acreditamos que a sequéncia
amplificada seja de cervo-nobre. Foi identificado uma grande similaridade entre as amostras de
cervideos, de forma a levantar uma duvida se o mesmo inseto se alimentou de ambos os animais,
cervo-nobre e cervo-dama, ja que estes recintos sao proximos ou somente suas sequéncias sao
similares o suficiente para ambos serem identificados quando foi realizado o Blast. Este
procedimento compara a sequéncia genética da amostra com todas do banco de dados,
apresentando todas as sequéncias atribuindo um valor de cobertura e de similaridade, e caso
sequéncias armazenadas no banco de dados sejam similares, ambas podem ser identificadas.

Devido a grande quantidade de sequéncias de C. insignis identificadas como pertencentes a
cervo-nobre e cervo-dama, 3/9 (33%), é possivel que esta espécie possa ter preferéncia por se
alimentar em cervideos. As duas amostras de C. pusillus estudadas mostram que esta espécie
se alimentou em seres humanos (Homo sapiens).

Outro fator interessante é que todas as espécies de Culicoides se alimentaram de seres humanos
(Homo sapiens), sendo um total de 6 das 14 amostras, 43%. A picada do C. insignis é relacionada
a dermatite alérgica em diferentes espécies, incluindo seres humanos (Corréa et al., 2007). Desta
forma a alimentagao identificada mostra que é necessaria uma atencao para este inseto com
relagcdo ao desconforto e possiveis complicacdes que esta dermatite pode causar em visitantes
e trabalhadores do zoolégico. Estes dados de Culicoides se alimentando de seres humanos séo
similares aos ja registrados em outros estudos com outras espécies destes insetos que também
obtiveram uma alta porcentagem de DNA humano identificado. A alimentagdo de maruins em
seres humanos significa uma maior possibilidade de transmissao de arboviroses (Snyman et al.,
2021).
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E importante ressaltar que esta é a primeira identificacéo de C. debilipalpis Lutz, 1913 no estado
de Minas Gerais (MG) (Santarém & Felippe-Bauer, 2021). Esta espécie ja foi identificada no Acre,
Amapa, Amazonas, Para, Rondbnia, Roraima, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Goias, Mato
Grosso do Sul, Espirito Santo, Sdo Paulo e Santa Catarina (Santarém & Felippe-Bauer, 2021).
Porém, nenhum estudo havia relatado a circulagdo desta espécie em MG, ainda que ela seja
encontrada em varios outros estados do Sul e Sudeste. Esta espécie ja foi descrita como um
possivel vetor de BTV e EHDV na América do Norte (Mullen et al., 1985a e b; Smith & Stallknecht,
1996; Becker et al. 2010; Savini et al.,2011; McGregor et al. 2018; Becker et al. 2020; McGregor,
Shults & McDermott, 2022). E conhecida por se alimentar de espécies hospedeiras de Orbivirus
e, caso se alimentem de sangue infectado, ja foi comprovada a replicagéo viral de BTV e EHDV
(Mullen et al. 1985b; Smith, Stallknecht & Nettles, 1996), além de ja terem sido identificados
insetos desta espécie, capturados em fazendas dos EUA, infectados por BTV (Becker et al., 2010;
Becker et al., 2020). Pelas revisdes bibliograficas realizadas acreditamos que é a primeira vez
que é identificado o C. debilipalpis se alimentando de elefante africano (Loxodonta Africana) e
anta (Tapirus terrestris), possiveis hospedeiros de Orbivirus. Nao se conhece o papel da anta em
nem do C. debilipalpis, no ciclo de transmissao desses Orbivirus no Brasil. Diferente de estudos
anteriores que descreveram esta espécie possuindo preferéncia por cervideos, nao foi
identificado nenhum individuo que se alimentou de espécies deste grupo (Smith & Stallknecht,
1996; Becker et al. 2010; McGregor et al. 2018). Devido a todos estes fatores descritos, sdo
necessarios mais estudos para confirmar a sua importancia no ciclo de transmissao de BTV e
EHDV.

Foi identificado que o C. insignis pode ter se alimentado de uma rola-birmana (Streptopelia
tranquebarica), uma trepadeira-americana (Certhia americana), um lagarto do Irda (Agamura
kermansis) ou um peixe amazoénico (Teleocichla mindanensis). Ja que as quatro espécies
apresentaram 95,1% de identidade com a sequéncia do C. insignis testada e n&o séo
encontradas na regido do zooldgico é possivel que o Cyt b destas espécies possuam alta
similaridade genética com outra espécie presente no zooldgico, cuja sequéncia do Cyt b ndo esta
presente nos bancos de dados.

Estudos anteriores mostraram que diferentes espécies de Culicoides tém preferéncia por
diferentes animais, existindo os que se alimentam somente de mamiferos ou aves e outros que
tem uma alimentagéo generalista como identificados no C. insignis. Esta alimentacao generalista
do C. insignis também foi identificada em estudos anteriores, em que esta espécie foi identificada
se alimentando de aves, roedores e cdes (Gusméao et al., 2015). Alguns insetos tendem a se
alimentar das espécies mais proximas, ndo importando quais sejam, e sao considerados de
alimentagéo oportunista, outro motivo relacionado a este fato seria 0 comportamento migratério
dos vertebrados que obrigaria estes insetos a adaptarem sua alimentagéo as espécies presentes
no local (England et al., 2020; Carvalho et al., 2021; Snyman et al., 2021). Além disto, devido ao
tamanho reduzido dos Culicoides, estes insetos podem ser transportados por varios quildmetros
pelo vento (Ducheyne et al., 2007), forgcando eles a se alimentarem das espécies que estiverem
presentes. Assim, esses podem ser alguns dos motivos da grande variedade de hospedeiros dos
Culicoides. Foi descrito que espécies generalistas podem apresentar uma redugdo na sua
capacidade como vetor, devido a grande variedade de hospedeiros em que se alimentam. Apesar
disto, este habito pode permitir a transmissdo de patégenos entre uma variedade maior de
hospedeiros (Santiago-Alarcon et al., 2013; Snyman et al., 2021). Além disso, espécies
generalistas costumam ter uma maior abundancia, por conseguirem sobreviver em mais
ambientes diferentes, permitindo assim uma maior transmisséo e auxiliando na manutengao de
ciclos de diferentes doencas (Brown, 1984; Carvalho et al., 2021).

A inferéncia de preferéncia alimentar por analises do sangue ingerido pelos Culicoides é
complexa, ainda mais com uma quantidade limitada de exemplares de cada uma das espécies
estudadas, mas € um bom indicativo de quais espécies devem ser tratadas com maior atengéo
especialmente no caso dos possiveis vetores de BTV e EHDV, C. insignis, C. pusillus e C.
debilipalpis. O entendimento dos diferentes hospedeiros de cada espécie de Culicoides permite
que sejam desenvolvidos melhores modelos preditivos em relagdo a transmissao de patégenos
e metodologias para a prevencao de diferentes doencas (Hopken et al., 2017).
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5.4. Sorotipagem de EHDV por sequenciamento

Para a realizagao da sorotipagem de EHDV foram utilizadas amostras de figado e rim
de uma fémea de veado-catingueiro (Subulo gouazoubira) originaria da FPMZB-BH,
encontrada morta no recinto no dia 2 de abril de 2020 com sinais de doen¢a hemorragica.
Estas amostras foram identificadas como positivas para EHDV por qRT-PCR. Estas
amostras foram isoladas em células KC e BHK-21 e o ds-RNA foi extraido da amostra
de rim, segundo protocolo padronizado no LPVA. A amostra extraida foi identificada
como Zoo e apés a extragdo, apresentou padrdo migracdo de bandas caracteristicas
para EHDV (Figura 10). Este padrao permite verificar o sucesso da extragdo, bem como
avaliar se nao houve contaminacgao por outro Orbivirus.

Figura 10: Padréo de migracdo das bandas da amostra extraida em gel de agarose 2%.

Em seguida foi realizado RT-PCR para amplificagao do Seg-2, sendo identificado que a
amostra tinha banda compativel com o grupo A de EHDV, em qual segundo Sailleau et
al. (2012), estédo o EHDV-2 e o EHDV-7. Entéo, foi realizado o sequenciamento do Seg-
2 da amostra e os resultados foram processados para que fosse realizado um Blast.

Nao foi possivel montar uma sequéncia consenso com boa qualidade da amostra, porém
ao realizar um Blast com as sequéncias Forward e Reverse individualmente, ambas
identificaram esta amostra como sendo um EHDV sorotipo 2 (EHDV-2). A sequéncia
Forward do Zoo se alinhou com um EHDV-2 isolado de um veado-de-cauda-branca
(Odocoileus virginianus) em Nova Jersey, EUA em 1975 (Wilson et al., 2016) com 100%
de cobertura e 90.10% de identidade e a sequéncia Reverse se alinhou com um EHDV-
2 isolado de um Culicoide em Kentucky, EUA em 1971 (Cheney et al., 1996) com 99%
de cobertura e 88.55% de identidade, sendo ambas sequéncias de referéncia muito
similares geneticamente e que se alinham no mesmo grupo quando montado arvores
filogenéticas para o segmento VP2 (Cheney et al., 1996; Wilson et al., 2016). Assim,
ambas as sequéncias da amostra Zoo foram similares a amostras de EHDV-2 norte-
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americanas. As informacdes dos sequenciamentos estdo resumidas no Quadro 24. As
sequéncias e imagens do Blast de cada uma estao presentes no Anexo 5.

Quadro 24: Informacgdes das porcentagens de similaridade dos sequenciamentos do segmento
VP2 da amostra de EHDV isolada.

Identificagdo das amostras Sequencia usada Porcentagem de similaridade (%)
Forward EHDV-2 (90.10%)
Zoo
Reverse EHDV-2 (88.55%)

O veado-catingueiro que foi encontrada morta no recinto no dia 2 de abril de 2020 na
FPMZB-BH, apds necropsia e analise histopatologica apresentou lesées hemorragicas
sistémica associada a lesbes vasculares, hipertrofia endotelial e vasculite, compativeis
com infeccdo por Orbivirus. Algumas dos achados mais relevantes foram edema
pulmonar e no sistema respiratério superior, pneumonia intersticial linfo-histiocitaria
multifocal, mucosa oral e vaginal cianética, Ulceras na lingua, areas de hemorragia
multifocal em diferentes 6rgédos, com trombos, congestdo e infiltrado inflamatério,
linfadenite neutrofilica multifocal discreta com histiocitose e hemorragia moderada,
esplenite fibrino-hemorragica difusa moderada e glossite necro-hemorragica ulcerativa
histiocitica e neutrofilica com trombose. Além disto, a fémea possuia um feto no tergo
médio da gestacdo que também apresentou hemorragia multifocal em varios 6rgaos e
apresentou petéquias na pele, especialmente na cabega. Foram encontrados danos
endoteliais generalizados, edema, congesto, trombos, hipdxia tecidual, hiperemia,
hemorragia, necrose, fibrose, dentre outras lesbes microscopicas caracteristicas de
doencas hemorragicas. Devido a estes achados de necropsia e histopatologia
condizentes com infecgao por Orbivirus foi realizado qRT-PCR para diagndstico de BTV
e EHDV, foram utilizadas amostras de figado, rim e placenta. As amostras de figado e
rim foram positivas para EHDV e a de placenta foi negativa, a pesar das lesdes
encontradas no feto. Desta forma, as amostras positivas foram utilizadas para o
isolamento e a amostra de rim foi selecionada para ser sequenciada identificando
infeccao por EHDV-2.

O EHDV-2 ja foi identificado em estudos prévios no Brasil em cervideos originarios do
Criadouro de Animais Silvestres da ltaipu Binacional (CASIB), no Parana, e de um
animal no Zoolégico de Pomerode, Santa Catarina, em um veado-bororé (Mazama
nana), demonstrando que este sorotipo esta circulando em diferentes estados brasileiros
levando a morte diferentes espécies de cervideos, sendo uma grande preocupagao para
a conservagao destas espécies (Favero et al., 2013; Matos et al., 2018).

No caso do EHDV-2 identificado no Zooldgico de Pomerode em um veado-borord, os
sinais clinicos associados foram cianose e petéquias na lingua e mucosa
gastrointestinal, conteudo hemorragico no intestino, petéquias na bexiga urinaria,
petéquias e equimose no pericardio e epicardio. Além disso, foi visualizado o bago
contraido, linfonodos e rins hemorragicos, pulmdo com congestdao e petéquias e
conteudo fluido no sistema respiratério. Na histopatologia foram identificados achados
de congestao difusa no rim e hemorragia subendocardica extensa (Favero et al., 2013).
Estes achados sao similares aos identificados no veado-catingueiro testado nesse
estudo, que apresentou mais sinais de doenga hemorragica, sendo identificado edema
pulmonar, congestao e trombos (Anexo 4).
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No CASIB existem relatos de varias mortes de cervideos, veados-bororos e cervos-do-
pantanal por diferentes sorotipos de BTV e EHDV. Os animais apresentam sinais
compativeis com doencas hemorragicas como edemas, laminite, trombos, congestdes,
Ulceras e hemorragias generalizadas. Os quadros costumam ser agudos podendo haver
mortes subitas. Neste local ja foram identificados BTV-3, 4, 14,18, 19 e 22 e EHDV-1 e
2. Foi relatado que os cervideos normalmente vém a 6bito durante surtos de Orbivirus,
que costumam ocorrer de margo a junho, logo apds o fim verdo, similar ao encontrado
no presente estudo em que o animal veio a ébito logo apés o fim do verao (Baldini, 2016;
Baldini et al., 2018; Pinheiro, 2019).

Em Sé&o Paulo, foram identificados animais do Nucleo de Pesquisa e Conservagao de
Cervideos (NUPECCE), Universidade Estadual Paulista (Unesp), Jaboticabal e do
Centro de Conservagao do Cervo-do-Pantanal (CCCP), Companhia Energética de Sao
Paulo, Promissdo, que vieram a O&bito com sinais sugestivos de doencga viral
hemorragica. Apdés qRT-PCR foram diagnosticados cervos-do-pantanal, veados-
catingueiros e veados-mateiros com infecgao de BTV. Além disto foram identificados
varios animais soropositivos para BTV no NUPECCE. Também foi descrito cervideos
positivos para BTV por qRT-PCR, em amostras de sangue total, sem sinais clinicos.
Caso similar ao encontrado no presente estudo em que cervideos foram soropositivos
para BTV e EHDV, demonstrando que foram infectados por estes virus, mas nao ha
registros de sinais clinicos nestes animais. Mostrando que, possivelmente estes animais,
apesar de ter ocorrido viremia, ndo desenvolveram sinais ou possuiram somente sinais
leves. Também foi relatado que, entre os animais que vieram a 6bito por BTV, uma
grande parte morreu no periodo do verao (Kawanami, 2012; Kawanami et al., 2012;
Kawanami, 2017; Kawanami et al., 2018).

Os registros dos cervideos que vieram a 6ébito por Orbivirus no Brasil relatam uma
variedade de sinais, podendo ser devido a variedade de espécies e de sorotipos em
cada local, estado imune de cada animal, época do ano e quantidade de virus inoculada
pelos vetores. Porém, todos apresentaram sinais compativeis com doencas
hemorragicas. Desta forma, para tentar controlar surtos € necessario a realizagéo de
diagnésticos o quanto antes. Outro fator similar nos registros, € que a maioria dos
animais morreram durante ou préximo ao verao, periodo com clima quente e chuvoso
que favorece a propagagdo dos vetores, aumentando a chance de infecgdes e
ocorréncia de surtos (Mellor et al.,2000). Desta forma, em locais que possuem cervideos,
como zoolégicos e centros de conservagado, é necessario estabelecer medidas que
visem prevenir a transmissao destas doengas como alojar os animais em estabulos
telados do por do sol até o nascer do sol, usar inseticidas e repelentes de insetos e
controlar o acumulo de matéria organica e fezes (Tweedle and Mellor, 2002; Lobato et
al., 2015; MacLachlan et al., 2015; 2020; WOAH, 2019a, b). BTV e EHDV sao graves
problemas para a conservacao de cervideos e devem ser controladas para prevenir
surtos.
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6. CONCLUSAO

° BTV e EHDV circulam na FPMZB-BH infectando diferentes espécies de
mamiferos.
° Foram identificadas espécies hospedeiras de Orbivirus soropositivos para BTV

e EHDV na FPMZB-BH em amostras de soros coletadas de 2021 a 2022 e em amostras
presentes no banco de soro de 2012 a 2021.

° Nenhum dos cervideos que vieram a 6bito durante o experimento, 2021 a 2022,
foram diagnosticados como positivos para BTV e EHDV por qRT-PCR.

° Foi identificado uma maior quantidade de Culicoides durante o periodo do verao.

° Foi identificado um maior nimero de Culicoides préximo aos recintos dos
Camelos e Ihamas.

° Foram identificados vetores competentes de BTV e EHDV descritos na América
do Sul, Culicoides insignis e Culicoides pusillus, na FPMZB-BH.

° Culicoides debilipalpis esta presente no estado de Minas Gerais.

° Culicoides insignis se alimenta de hospedeiros susceptiveis a BTV e EHDV.

° Culicoides debilipalpis se alimenta de hospedeiros susceptiveis a BTV e EHDV.
° Foram identificadas diferentes espécies de Culicoides se alimentando de seres
humanos.

° Foi realizada a sorotipificacdo de EHDV-2 de um veado-catingueiro (Subulo

gouazoubira) que veio a 6bito na FPMZB-BH em abril de 2020.
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8. ANEXOS
8.1. Anexo 1: SISBIO.

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 80725-1 [Data da Emissdo: 12/11/2021|Data da Revalidagédo™: 12/11/2022
08:12:32

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao
previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente
mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do

Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Nome: Zélia Inés Portela lobato CPF: 528.123.596-68
Dados do titularSISB 1O

Titulo do Projeto: Estudo do virus da lingua azul (VLA) e virus da doenga epizoodtica hemorragica
(VDEH) em ruminantes do Jardim

Zoolégico de Belo Horizonte

Nome da Instituicdo: Universidade Federal de Minas Gerais CNPJ: 17.217.985/0001-04

Cronograma de atividades

# [Descrigdo da atividade Inicio (més/ano) [Fim (més/ano)

1 |Pesquisa bibliografica 10/2021 11/2025

2 [Teste de IDGA 11/2021 11/2025

3 [qRT-PCR 11/2021 11/2025

4 [Imuno-histoquimica e Histopatologia 11/2021 11/2025

5 |[Estudo epidemioldgico 10/2022 11/2025

6 |Analise dos resultados e escrita de artigos 10/2022 11/2025

7 |Coleta de amostras 12/2021 11/2025

Equipe
# |Nome Funcéo CPF Nacionalidad
e

1 [EDUARDO ALVES CAIXETA |Pesquisador 103.178.616- |Brasileira
38

2 |Renato de Lima Santos Co-orientador 071.522.838- Brasileira
26

Observacoes e ressalvas
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1 |Deve-se observar as as recomendagdes de prevengdo contra a COVID-19 das autoridades sanitarias locais e das Unidades de Conservagéo a serem|
lacessadas.

2 |Esta autorizagdo NAO libera o uso da substancia com potencial agrotéxico e/ou inseticida e NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe]
[da necessidade de atender as exigéncias e obter as autorizagdes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotéxicos (Lei n° 7.802,
Ide 11 de julho de 1989, Decreto n° 4.074, de 4 de

janeiro de 2002, entre outros).

3 |Esta autorizagdo NAO libera o uso da substancia com potencial agrotéxico e/ou inseticida e NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe]
[da necessidade de atender as exigéncias e obter as autorizagdes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotoxicos (Lei n° 7.802,
Ide 11 de julho de 1989, Decreto n° 4.074, de 4 de

janeiro de 2002, entre outros)

|4 |O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagdo vigente, ou quando daj
inadequagdo, omissdo ou falsa descricdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedi¢gdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter 3
lautorizagao ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislagdo brasileira em vigor.

5 |Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n°|
10/2010, no que especifica esta Autorizagao, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera|
ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ldmbito do ensino superior.

6 [As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos|
humanos e materiais, tendo por objeto

coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de]
recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagado do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 80725-1 Data da Emissao: 12/11/2021 08:12:32 Data da Revalidacao*: 12/11/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades 4
ser enviado por meio do

Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséao.

Nome: Zélia Inés Portela lobato CPF: 528.123.596-68

Dados do titular SISBIO

Titulo do Projeto: Estudo do virus da lingua azul (VLA) e virus da doenga epizodtica hemorragica (VDEH) em ruminantes|
do Jardim

Zoolbgico de Belo Horizonte

Nome da Instituigao: Universidade Federal de Minas Gerais CNPJ: 17.217.985/0001-04

Observacgodes e ressalvas

7 |[Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagao que dispde sobre acesso a componente do
patrimdnio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e

na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para
fins de pesquisa cientifica, bioprospeccao e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em
www.mma.gov.br/cgen.

8 |O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta ¢
instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo taxondmico de interesse, evitando
a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao
comprometa a viabilidade de populagbes do grupo

taxondmico de interesse em condigdo in situ.
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regularizagédo

fundiaria encontra-se em curso.

O [Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter
las anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do responséavel pela
area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena
(FUNAI), da unidade de conservagéo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario,
posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéao federal cujo processo de

10|[Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacéo
devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedigdes, as condigdes para realizagdo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

Outras ressalvas

CENAP Atibaia-SP

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# [Descricdo do local Municipio-UF Bioma Caverna? |[Tipo
1 |Jardim Zooldgico de Belo Horizonte  [Belo Horizonte-MG Mata Atlantica  |N&o Dentro de UC
Municipal
Atividades
# [Atividade Grupo de Atividade
1 |Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ IAtividades ex-situ (fora da natureza)

Atividades X Taxons

# |Atividade

[Taxon

Qtde.

1 |Coleta/transporte de

amostras bioldgicas ex situ Lama glama -

2 |Coleta/transporte de

amostras bioldgicas ex situ Ceratotherium simum -

3 [Coleta/transporte de

amostras bioldgicas ex situ Kobus ellipsiprymnus -

4 [Coleta/transporte de

amostras bioldgicas ex situ Dama dama -

5 [Coleta/transporte de

amostras bioldgicas ex situ Camelus dromedarius -

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

NUumero: 80725-1

Data da Emissao: 12/11/2021 08:12:32

Data da Revalidagao*: 12/11/2022

ser enviado por meio do

Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséao.

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a

Nome: Zélia Inés Portela lobato

CPF: 528.123.596-68
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Dados do titular SISBIO

Titulo do Projeto: Estudo do virus da lingua azul (VLA) e virus da doenga epizodtica hemorragica (VDEH) em ruminantes
do Jardim

Zoolégico de Belo Horizonte

Nome da Instituicdo: Universidade Federal de Minas Gerais

CNPJ: 17.217.985/0001-04

Atividades X Taxons

# [|Atividade [Téxon Qtde.
6 [Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Equus quagga -
7 |Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Oryx gazella -
8 [Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Subulo gouazoubira -
9 [Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ [Tapirus terrestris -
10 |Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Blastocerus dichotomus -

1

N

Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Cervus elaphus

A quantidade prevista s6 é obrigatéria para atividades do tipo "Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ". Essa
quantidade abrange uma porgao territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservagao Federal ou um Municipio.

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano.

Materiais e Métodos

Tipo de Método (Grupo taxondmico) Materiais

IAmostras bioldgicas (Outros mamiferos) Sangue, Animal encontrado morto ou partes
(carcaga)/osso/pele,

Fragmento de tecido/6rgao

Destino do material biolégico coletado

Nome local destino Tipo destino

Universidade Federal de Minas Gerais Laboratorio

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nudmero: 80725-1 Data da Emisséo: 12/11/2021 08:12:32

Data da Revalidagao*: 12/11/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagé@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades
a ser enviado por meio do

Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Nome: Zélia Inés Portela lobato

CPF: 528.123.596-68
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Dados do titular SISBIO

Titulo do Projeto: Estudo do virus da lingua azul (VLA) e virus da doenga epizodtica hemorragica (VDEH) em

ruminantes do Jardim

Zoolégico de Belo Horizonte

Nome da Instituigao: Universidade Federal de Minas Gerais

CNPJ: 17.217.985/0001-04

Registro de coleta imprevista de

material biolégico

Taxon* Qtde.

Tipo de Amostra

Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxonémico possivel.
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8.2. Anexo 2: Autorizagdo Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG.

1 Projeto

1.1 Finalidade: Pesquisa

1.2 Titulo: Estudo do virus da lingua azul (VLA) e virus da doenga epizodética hemorragica
(VDEH) em ruminantes do Jardim Zoolégico de Belo Horizonte

1.3 Titulo em inglés: Study of Bluetongue Virus (BTV) and Epizootic Hemorrhagic
Disease Virus (EHDV) in ruminants from the Belo Horizonte Zoo

1.4 Inicio: 10/01/2022

1.5 Término: 30/11/2025

1.6 Experiéncia do responsavel (em anos): 20

1.7 Grande area: CIENCIAS AGRARIAS

1.8 Area: MEDICINA VETERINARIA

1.9 Subarea: MEDICINA VETERINARIA PREVENTIVA

1.10 Especialidade: DOENCAS INFECCIOSAS DE ANIMAIS

1.11 Resumo: No ano de 2020, foi identificado e confirmado um cervideo do Jardim Zoolégico
de Belo Horizonte positivo para o virus da doenga epizodtica hemorragica (VDEH), o que levanta
uma serie de preocupagdes, como se mais algum animal possa estar infectado, como este virus
foi inserido neste ambiente e a quanto tempo ele esta circulando neste local. Desta forma se faz
necessario um estudo aprofundado da real extenséo deste problema. Além disto, devido a sua
similaridade com o virus da lingua azul (VLA) é necessario a investigagdo de ambos os virus
como diagnéstico diferencial. Tanto o VDEH quanto o VLA sdo conhecidos por causarem surtos
e levarem diferentes espécies de ruminantes ao 6bito, além disto ambos sao de notificagao
obrigatdria para a organizagdo mundial da saude (OIE), ja existem alguns grupos de pesquisa
focados no estudo destas doengas e ja foram identificados uma variedade de sorotipos de VLA
e dois sorotipos de VDEH no Brasil. Desta forma, é imprescindivel a realizagdo de um estudo
epidemiolégico do local para ambos os virus, de forma que seja possivel eventualmente ser
aplicadas medidas de controle e prevencgao, especialmente as voltadas para o controle dos
Culicoides, vetores de ambas as doengas. Amostras de sangue em EDTA, em heparina, citrato
ou gel separador, assim como soro e plasma, coletadas durante procedimentos de rotina e do
banco de amostras do zoolégico serdo encaminhadas Laboratério de Pesquisa em Virologia
Animal da UFMG (LPVA). Além destas amostras, caso algum animal venha a 6bito, durante o
periodo do estudo, com sinais sugestivos para VLA e VDEH, sera realizada a necropsia e seréo
coletadas cerca de duas gramas de amostras de bago, pulméo, linfonodos, figado, medula
6ssea vermelha e coragéo, e caso ocorra algum aborto ou animal natimorto sera coletado pré-
colostro, além das amostras ja citadas. Parte destas amostras serdo colocadas em formol para
realizagdo de exame de histopatologia e imuno-histoquimica (IHQ) para VLA e VDEH e outra
porcéo sera refrigerada para que seja realizado qRT-PCR e posteriormente realizar isolamento
viral caso a amostra seja positiva no teste molecular. As amostras de sangue recebidas do
zooldgico seréo centrifugadas e o soro ou plasma, dependendo do tipo de tubo utilizada, sera
separado e armazenado. Nos tubos de EDTA, parte das hemacias sera separada para, caso a
amostra seja positiva para qRT-PCR seja realizado o isolamento viral, o restante das hemacias
sera lavado e armazenado para caso seja necessario a realizagdo do qRT-PCR. O soro ou
plasma serdo submetidos ao teste de imunudifusdo em gel de agarose (IDGA) para diagndstico
de quais sdo soropositivos para VLA e/ou VDEH. O isolamento viral das amostras virémicas
sera realizado em células KC e em seguida sera realizado o sequenciamento para a
identificacdo do sorotipo. Também serdo realizados testes de Imuno-histoquimica e
Histopatologia em amostras provenientes do Jardim Zoolégico de Belo Horizonte, de ruminantes
que morreram com suspeitas de doenga hemorragica, guardadas no Banco de Tecidos do setor
de Patologia da Escola de Veterinaria da UFMG. Além disto sera realizada a coleta e
identificacao de Culicoides spp., grupo de dipteros vetores do VLA e VDEH. Serao coletados
dados geoespaciais e climaticos de todas as capturas de Culicoides, dos animais soropositivos
VLA e/ou VDEH e dos casos de animal que venha a ébito com sinais por estes virus. Estes
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dados, em conjunto com os resultados dos testes diagndstico serdo utilizados para um estudo
da situagao epidemioldgica do Jardim Zooldgico de Belo Horizonte em relagéo ao VLA e VDEH.
Todos os testes diagndsticos soroldgicos, moleculares e identificagdo dos Culicoides seréo
realizados no LPVA, enquanto os exames histopatolégicos e IHQ serdo efetuados no
Laboratério de Histopatologia e Imunoistoquimica do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinarias da Escola de Veterinaria.

1.12 Objetivos: Estudo epidemioldgico relacionado ao Virus da Lingua Azul (VLA) e o Virus da
Doencga Epizodtica Hemorragica (VDEH) no Jardim Zooldgico de Belo Horizonte.

1.13 Materiais e métodos: As amostras serdo originarias de animais pertencentes ao Zooldgico
de Belo Horizonte. Serao recebidas amostras de animais vivos coletadas durante procedimentos
de rotina realizados no Zoo e do banco de amostras do zooldgico, que consistirdo em sangue em
EDTA, em heparina ou gel separador. Caso algum animal venha a ébito durante o periodo do
estudo, com sinais sugestivos para VLA e VDEH sera realizada a necropsia e serdo coletadas
cerca de duas gramas de amostras de bago, pulmao, linfonodos, figado, medula 6ssea vermelha
e coracado, além de sangue no coragao. Caso ocorra algum aborto ou caso de animal natimorto
sera coletado, além das amostras ja citadas. Uma porgdo das amostras oriundas da necropsia
sera refrigerado, encaminhado ao Laboratério de Pesquisa em Virologia Animal da UFMG (LPVA)
e os resultados serdo enviados imediatamente apos a finalizagdo dos testes. Outra parte da
amostra sera armazenada em formol para posteriores testes histopatologicos e de imuno-
histoquimica. No caso dos animais que ja morreram a mais tempo, as amostras que se encontram
fixadas ou em I&mina serao utilizadas para fazer imuno-histoquimica. Caso a amostra se encontre
em formol, ela sera emblocada em parafina antes de ser processada para a realizagédo IHQ. As
amostras de sangue recebidas do zooldgico serdo centrifugadas e o soro ou plasma, dependendo
do tipo de tubo utilizada, sera separado e armazenado, nos tubos de EDTA parte das hemacias
sera separada para, caso a amostra seja positiva para gqRT-PCR, realizar isolamento viral. O
restante das hemacias sera lavado e armazenado para caso seja necessario a realizagdo do
gRT-PCR. O soro ou plasma serdo submetidos ao teste de imunudifusdo em gel de agarose
(IDGA) para diagnéstico sorolégico para VLA e/ou VDEH. As amostras provenientes de necropsia
serao submetidas a teste de qRT-PCR, Imuno-histoquimica e Histopatologia para verificar se este
animal era positivo para VLA e/ou VDEH. Nos casos de animais positivos para os testes
anteriores, sera realizado o isolamento viral em células de inseto das amostras virémicas e em
seguida sera realizado 0 sequenciamento para a identificagdo do sorotipo. Caso existam animais
com sintomatologia clinica, amostras de sangue total e soro serao coleadas e sera realizado um
teste de imunudifusdo em gel de agarose (IDGA) e gRT-PCR para diagnéstico de VLA e VDEH.
Também serdo realizados testes de Imuno-histoquimica e Histopatologia em amostras
provenientes do Jardim Zooldgico de Belo Horizonte, de ruminantes que morreram com suspeitas
de doenca hemorragica, guardadas no Banco de Tecidos do setor de Patologia da Escola de
Veterinaria da UFMG (World Organisation for Animal Health (OIE), 2019a; World Organisation for
Animal Health (OIE), 2019b).

1.14 Relevancia: A execugédo deste projeto permitira o entendimento da epidemiologia do virus
da lingua azul (VLA) e do virus da doenca epizodtica hemorragica (VDEH) no Jardim Zoolégico
de Belo Horizonte, compreendendo melhor como se encontra a distribuigcdo destas doengas, os
animais afetados e assim permitindo a tomada de medidas corretas e eficientes para se lidar com
tais doengas.

2 Equipe
Responsavel: Zelia Ines Portela Lobato
CPF: 52812359668
Unidade: Escola de Veterinaria
Departamento: Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva

Telefone: 3132826897
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3 Grupos de
Experimentais
3.1 Grupo | 3.2 3.2.1 3.3 3.4 Raga | 3.4.1 3.5Sexo | 3.6 3.7 3.9
Nome Quant ou Idade Massa Invasi
vulgar Outro | jdade | linhagem | Raga ou corporal | vidade
linhagem
(Inglés)
18078 - Espécie 2 orix Oryx indiferent | 1 1kg GI1
silvestre e (anos)
Animais n 30-
Da brasileir
Fundacéao a
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 1
3.8 Proce | Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
déncia
3.1 Ne | 3.13
SISBIO

Espécie
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80725 oOrix -
Oryx
gazella
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras bioldgicas
dade(s)
3.14 Jardim Zoolégico de Belo Horizonte
Local(is)
18158 - Espécie 2 cervo European indiferent | 1 1kg Gl
silvestre dama fallow deer | e (anos)
Animais n 30-
Da brasileir
Fundagéo | g
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 2
3.8 Proce | Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
déncia
3.1 N° | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 cervo
dama -
Dama
dama
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras bioldgicas
dade(s)
3.14 Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
Local(is)
18159 - Espécie 2 cervo red deer indiferent | 1 1kg Gl
e (anos)
Animais silvestre nobre
Da n ao-
Fundagao brasileira
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 3
3.8 Proce | Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
déncia
3.1 N° | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 cervo
nobre -
Cervus
elaphus
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras biolégicas

dade(s)
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3.14 Jardim Zoologico de Belo Horizonte
Local(is)
18160 - Espécie Zebra Plains indiferent | 1 (anos) | 1 kg Gl
silvestre Zebra e
Animais n 30-
Da brasileira
Fundacéao
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 4
3.8 Proce | Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
déncia
3.1 N° | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 Zebra -
Equus
quagga
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras biolégicas
dade(s)
3.14 Jardim Zooldégico de Belo Horizonte
Local(is)
18161 - Espécie Cobo- Waterbuc | indiferent | 1 (anos) | 1 kg Gl
silvestre de- k e
Animais n 30- meia-
Da brasileira lua
Fundagéao
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 5
3.8 Proce Jardim Zoolégico de Belo Horizonte
déncia
3.1 N° | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 Cobo-de-
meia-lua -
Kobus elli
psiprymnu
s
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras biolégicas
dade(s)
3.14 Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

Local(is)
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18162 - Espécie 2 rinoceront | White indiferent | 1 1kg Gl
silvestre n e branco Rhino e (anos)
Animais 30-
Da brasileira
Fundagéao
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 6
3.8 Proce | Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
déncia
3.1 N° | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 rinoceront
e branco -
Ceratother
ium
simum
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras biolégicas
dade(s)
3.14 Jardim Zoologico de Belo Horizonte
Local(is)
18163 - Espécie 2 camelo- dromedar | indiferent | 1 1kg Gl
silvestre n doméstic |y e (anos)
Animais 30- o
Da brasileira
Fundagéo
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 7
3.8 Proce | Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
déncia
3.11 Ne | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 camelo-
domeéstico
Camelus
dromedari
us
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras bioldgicas
dade(s)
3.14 Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

Local(is)
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18164 - Espécie 2 camelo- dromedar | indiferent | 1 1kg Gl
silvestre doméstic |y e (anos)
Animais n 30- o
Da brasileira
Fundagéao
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 7
3.8 Proce | Jardim Zoolégico de Belo Horizonte
déncia
3.1 N° | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 camelo-
doméstic
o
Camelus
dromedar
i
us
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras bioldgicas
dade(s)
3.14 Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
Local(is)
18165 - Espécie 2 Lhama llama indiferent | 1 1kg GI1
silvestre e (anos)
Animais n 30-
Da brasileira
Fundagéao
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 8
3.8 Proce | Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
déncia
3.11 Ne | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 Lhama -
Lama
glama
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras bioldgicas
dade(s)
3.14 Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

Local(is)
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18166 - Espécie 2 cervo do | Marsh indiferent 1kg Gl
o silvestre pantanal Deer e (anos)
Animais brasileira
Da
Fundagéao
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 9
3.8 Proce | Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
déncia
3.1 N° | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 cervo do
pantanal -
Blastocer
u ]
dichoto
mus
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras biolégicas
dade(s)
3.14 Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
Local(is)
18167 - Espécie 2 veado Gray indiferent 1 kg GI1
o silvestre catingueir | Brocket e (anos)
Animais brasileira 0
Da
Fundagao
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 10
3.8 Proce | Jardim Zooldgico de Belo Horizonte
déncia
3.1 N° | 3.13
SISBIO
Espécie
80725 veado
catingueir
o -
Mazama
9
ouazoubir
a
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras biolégicas
dade(s)
3.14 Jardim Zoologico de Belo Horizonte

Local(is)
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18168 - Espécie 2 anta Lowland indiferent | 1 1kg Gl
o silvestre Tapir e (anos)

Animais brasileira
Da
Fundagéao
De
Parques
Municipais
E Zoobota
nica 11
3.8 Proce | Jardim Zoolégico de Belo Horizonte
déncia
3.1 N° | 3.13
SISBIO

Espécie
80725 anta -

Tapirus

terrestris
3.12 Ativi | Coleta/transporte de amostras bioldgicas
dade(s)
3.14 Jardim Zoolégico de Belo Horizonte
Local(is)

4 Acomodacdes
OBS. Ordem das dimesées: (Comprimento x Largura x Altura)
41 Grupo | 42 Tipo de | 4.3 Local | 4.3.1 4.4 4.5 46 Tipo | 4.7
de animal acomodacga o Qutro de cama
Dimensodes Quantidade de Exaustéao
animais do ar
18078 - Nao se Outro Jardim 71717 m 7 Nao se Nao
Animais Da aplica Zoolégico aplica
de
Fundagéo Belo
De
Parques Horizonte
Municipais E
Zoobotanica
1
18158 - Nao se Outro Jardim 71717 m 2 Nao se Nao
Animais Da aplica Zoolbgico aplica
de

Fundacéo Belo
De
Parques Horizonte
Municipais E
Zoobotéanica
2
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18159 - Nao se Outro Jardim 71717 m Nao se Nao
Animais Da aplica Zooloégico aplica

de
Fundagéo Belo
De
Parques Horizonte
Municipais E
Zoobotanica
3
18160 - Nao se Outro Jardim 71717 m Nao se Nao
Animais Da aplica Zoolégico aplica

de
Fundagéao Belo
De
Parques Horizonte
Municipais E
Zoobotanica
4
18161 - Nao se Outro Jardim 71717 m Nao se Nao
Animais Da aplica Zoolégico aplica

de
Fundagao Belo
De
Parques Horizonte
Municipais E
Zoobotéanica
5
18162 - Nao se Outro Jardim 71717 m Nao se Nao
Animais Da aplica Zoolbgico aplica

de
Fundacéo Belo
De
Parques Horizonte
Municipais E
Zoobotéanica
6
18163 - Nao se Qutro Jardim 777 m Nao se Nao
Animais Da | aplica Zooloégico aplica

de

Fundagao Belo
De
Parques Horizonte
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Municipais

E

Zoobotanic

a

7

18164 - Nao se Outro Jardim 7777 m N&o se Nao

Animais Da | aplica Zooloégico aplica
de

Fundagéo Belo

De

Parques Horizonte

Municipais

E

Zoobotanic

a

7

18165 - Nao se Outro Jardim 71717 m Nao se Nao

Animais Da | aplica Zoolégico aplica
de

Fundagéo Belo

De

Parques Horizonte

Municipais

E

Zoobotanic

a

8

18166 - Nao se Outro Jardim 71717 m Nao se Nao

Animais Da | aplica Zoolégico aplica
de

Fundagéo Belo

De

Parques Horizonte

Municipais

E

Zoobotanic

a

9

18167 - Nao se Qutro Jardim 777 m Nao se Nao

Animais Da | aplica Zoolégico aplica
de

Fundagao Belo

De

Parques Horizonte

Municipais

E
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Zoobotanic
a

10

18168 - Nao se Qutro Jardim 7177 m 2 Nao se Nao

Animais Da | aplica Zooloégico aplica
de

Fundagéo Belo
De

Parques Horizonte

Municipais
E

Zoobotanic
a

11

5 Procedimentos

5.1 Grupo | 5.2 Procedimento
de animal

18078 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos serdo coletadas durante

Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue
Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serao contidos quimicamente durante a
Fundagdo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o

De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Serdo coletados
Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipai | enroscando a agulha no canhao (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da
s

E Zoobota | pungdo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodao
nica 1 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da presséo

sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

18158 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos serdo coletadas durante
Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue
Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serdo contidos quimicamente durante a

Fundagéo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o
De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Serao coletados
Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipai | enroscando a agulha no canhao (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da
s

E Zoobotad | pungdo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodédo
nica 2 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da pressao

sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.
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18159 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos serdo coletadas durante
Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue
Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serdo contidos quimicamente durante a

Fundagéo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o
De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Serdo coletados
Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipai | enroscando a agulha no canhao (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da
s

E Zoobota | pungdo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodao
nica 3 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da presséo

sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

18160 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos serdo coletadas durante
Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue
Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serédo contidos quimicamente durante a

Fundagdo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o
De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Seréo coletados
Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipai | enroscando a agulha no canhao (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da
]

E Zoobotad | pungdo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodao
nica 4 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da pressao

sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

18161 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos seréo coletadas durante
Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue
Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serdo contidos quimicamente durante a

Fundagdo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o
De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Serao coletados
Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipai | enroscando a agulha no canhao (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da
s

E Zoobotad | pungdo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodédo
nica 5 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da presséo

sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

18162 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos serdo coletadas durante
Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue
Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serdo contidos quimicamente durante a

Fundacgdo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o

De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Serdo coletados




105

Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipai | enroscando a agulha no canhao (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da

s

E Zoobota | pungdo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodao

nica 6 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da presséo
sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

18163 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos serdo coletadas durante

Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue

Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serdo contidos quimicamente durante a

Fundagéo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o

De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Serao coletados

Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipai | enroscando a agulha no canhao (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da

s

E Zoobota | pungdo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodao

nica 7 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da pressao
sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

18164 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos serdo coletadas durante

Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue

Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serao contidos quimicamente durante a

Fundagdo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o

De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Serdo coletados

Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipai | enroscando a agulha no canhado (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da

s

E Zoobotad | pungdo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodao

nica 7 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da presséo
sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

18165 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos serdo coletadas durante

Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue

Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serdo contidos quimicamente durante a

Fundagéo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o

De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Seréo coletados

Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipais | enroscando a agulha no canhdo (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da

E Zoobota | pungéo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodéo

nica 8 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa

da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da presséo

sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.
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18166 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos seréo coletadas durante

Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue

Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serédo contidos quimicamente durante a

Fundagdo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o

De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Seréo coletados

Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipais | enroscando a agulha no canhdo (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da

E Zooboté | pungéo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodao

nica 9 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da presséo
sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

18167 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos seréo coletadas durante

Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue

Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serdo contidos quimicamente durante a

Fundagéo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o

De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Serao coletados

Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipais | enroscando a agulha no canhao (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da

E Zoobota | pungéo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodéo

nica 10 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa
da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da pressao
sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

18168 - Coleta de amostras de sangue: As amostras dos animais vivos serdo coletadas durante

Animais procedimentos de rotina, assim evitando estresse dos animais. Estas amostras consistirdo em sangue

Da em EDTA, em heparina, citrato ou gel separador. Os animais serédo contidos quimicamente durante a

Fundagéo | coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e monitorados durante todo o

De procedimento, seguindo os protocolos estabelecidos pelos veterinarios da FPMZB. Seréo coletados

Parques até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer)

Municipais | enroscando a agulha no canhao (adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da

E Zooboté | pungdo. Quando o animal estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodao

nica 11 embebido com etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa

da agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da presséo

sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a 70%.

6 Planejamento Estatistico

6.1 Especificagao: O projeto consiste em um estudo epidemiologico relacionado ao Virus da Lingua Azul (VLA)
e o Virus da Doenga Epizodtica Hemorragica (VDEH) no Jardim Zoolégico de Belo Horizonte, em que serdo
utilizadas amostras de sangue total e soro coletadas em procedimentos de rotina e provenientes do banco de amostras
do Zoologico. Também serdo utilizadas amostras de 6rgdos e outros tecidos da necropsia de animais que vieram a
obito com sintomatologia caracteristica para VLA ¢ VDEH, assim como amostras de tecido provenientes do banco
de tecidos do setor de Patologia da Escola de Veterinaria da UFMG. Com tais amostras sera realizado teste de
imunudifusdo em gel de agarose (IDGA), qRT-PCR, imuno-histoquimica (IHQ) e isolamento viral para VLA e
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VDEH. Todas as amostras virdo de animais com sintomatologia e que vierem ao 6bito com forte suspeita de doencas
hemorragicas. Assim, o numero de animais varia de acordo com o niimero de individuos que é acometido
sazonalmente. Dessa forma nao ha como fazer uma previsdo do niimero de animais que serdo estudados. Os dados
do RT-qPCR serdo avaliados quanto aos valores de CT. A comparagdo das variaveis amostrais correlacionadas com
o status sorologico para LA e DHE sera realizada através do teste do qui- quadrado. Enquanto, os dados de
distribui¢do anormal serdo processados por métodos nao paramétricos.

7 Local de Execucdo

7.1 Local (unidade/laboratério):

7.1.1 Outro: Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

7.2 Descrigao do local: Ambientes em que os animais ja sdo mantidos e estao de acordo
com as normativas do Zooldgico.

Manejo e Alimentacdo dos Animais

7.3 Restricao alimentar: Nao se aplica

7.3.1 Duracédo (em horas):

7.3.2 Justificativa:

7.4 Restricao hidrica: Nao se aplica

7.4.1 Duracéo (em horas):

7.4.2 Justificativa:

7.5 Tipo de contencdo: Farmacoldgica

7.5.1 Descricdo da contencéo: Sera utilizada contengédo quimica durante os
procedimentos de coleta utilizando Zoletil 3mg/kg junto com Xilazina 0,5mg/kg e os
animais serdo monitorados durante todo o procedimento, seguindo os protocolos ja
estabelecidos pelo Jardim Zoolégico de Belo Horizonte.

8. Proc. Cirurgicos e de Anestesia

8.1Haverad algum tipo de procedimento cirtirgico? Nao se aplica

8.1.2 Tipo:

8.1.3 Justifique o procedimento cirurgico multiplo ou
repetitivo no mesmo animal: 8.1.4 Informe de forma clara e
objetiva o(s) procedimentos(s) cirtrgicos(s):

8.1.5.1 O animal devera se recuperar da anestesia geral ao final da cirurgia?

8.1.5.2 Por quanto tempo o animal sera mantido em experimentacdo apds a cirurgia?

8.1.6.1 O experimento impedira o animal de se alimentar de forma
normal e espontanea? 8.1.6.2 Justifique se o animal ndo puder se
alimentar espontaneamente apos a cirurqia:

8.1.7.1 Podera ocorrer a perda temporaria ou permanente de funcao do animal apos a
cirurgia?
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8.1.7.2 Justifique a possivel ocorréncia de perda temporéaria ou permanente de
alguma funcdo orgénica nos animais:

8.2 Havera inducao de alteracoes metabdlicas graves ou de processos degenerativos
cronicos? Nao se aplica

8.2.2 Descreva o agente e os principais efeitos esperados:

8.3 Havera extracio de fluidos organicos ? Sim

8.1.1 Informe a natureza do fluido, o local, o volume, a frequéncia e o0 método da colheita:
Sera coletado, aproveitado o momento de avaliagao clinica de rotina ou outros
procedimentos rotineiros realizado nos animais sangue total em tubos com e sem
anticoagulantes. Serdo coletados até 8mL de sangue pela veia jugular utilizando o
equipamento de coleta a vacuo (sistema vacuotainer) enroscando a agulha no canhao
(adaptador) e retirando a capa protetora da agulha no momento da pungéo. Quando o animal
estiver sedado sera realizado antissepsia do local escolhido com algodao embebido com
etanol a 70%. Posteriormente, sera realizado o garrote da veia jugular, retirado a capa da
agulha para introduzi-la no vaso, e depois, introduzir os tubos no adaptador. Por meio da
pressao sanguinea, o sangue ira fluir para o tubo. Por fim, o local sera limpo com etanol a
70%.

8.4 O animal sera usado apenas para retirada de érgaos? N&o se aplica

8.4.2 Informe sobre quais 6rgdos deverao ser retirados:

8.5 No pr ocedimento (cirdrgico ou nao) serdao utilizadas drogas pré-anestésicas ou
anestésicas ? Ndo se aplica

8.1.2 Descreva a posologia, drogas e via de administracédo:

8.6 No procedimento seriao utilizadas drogas pré e/ou pos cirurgicas (antibiéticos, anti-
inflamatorios, analgésicos, etc)? nao

8.1.3 Descreva a posologia, drogas e via de administragdo ou justifique: Nao se aplica

9 Eutanasia

9.1 Grupo de animal 9.2 Submissao a eutanasia?

18078 - Animais Da Fundagao De Parques Municipais E | Nao
Zoobotanica 1

9.3 Destino dos animais nao submetidos a eutanasia Jardim Zoolégico de Belo Horizonte

18158 - Animais Da Fundagao De Parques Municipais E | Nao
Zoobotéanica 2

9.3 Destino dos animais ndo submetidos a eutanasia Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

18159 - Animais Da Fundagéo De Parques Municipais E | Nao
Zoobotanica 3

9.3 Destino dos animais ndo submetidos a eutanasia Jardim Zoologico de Belo Horizonte
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18160 - Animais Da Fundagao De Parques Municipais E
Zoobotanica 4

Nao

9.3 Destino dos animais nao submetidos a eutanasia

Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

18161 - Animais Da Fundagao De Parques Municipais E
Zoobotanica 5

Nao

9.3 Destino dos animais nao submetidos a eutanasia

Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

18162 - Animais Da Fundagao De Parques Municipais E
Zoobotéanica 6

Nao

9.3 Destino dos animais ndo submetidos a eutanasia

Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

18163 - Animais Da Fundagao De Parques Municipais E
Zoobotanica 7

Nao

9.3 Destino dos animais ndo submetidos a eutanasia

Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

18164 - Animais Da Fundacdo De Parques Municipais E
Zoobotéanica 7

Nao

9.3 Destino dos animais nao submetidos a eutanasia

Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

18165 - Animais Da Fundagédo De Parques Municipais E
Zoobotanica 8

Nao

9.3 Destino dos animais nao submetidos a eutanasia

Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

18166 - Animais Da Fundacao De Parques Municipais E
Zoobotéanica 9

Nao

9.3 Destino dos animais ndo submetidos a eutanasia

Jardim Zooldégico de Belo Horizonte

18167 - Animais Da Fundacdo De Parques Municipais E
Zoobotéanica 10

Nao

9.3 Destino dos animais nao submetidos a eutanasia

Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

18168 - Animais Da Fundagao De Parques
Municipais E

Zoobotanica 11

Nao

9.3 Destino dos animais nao submetidos a
eutanasia

Jardim Zooldgico de Belo Horizonte

10 Biosseguranca

10.1.1 O local é constantemente supervisionado e de facil acesso, de modo a atender de
modo rapido as situagdes emergenciais, mesmo em fins de semana, feriados e recessos

institucionais ? Sim
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10.1.2 INFORME a descricdo de como é a supervisdo do local e procedimentos em caso de
situacdo de emergéncia: Além dos tratadores de animais, biélogos e veterinarios, que trabalham
diariamente, de 7:00 as 17:00, existem vigias em toda a area do Jardim Zooldgico de Belo
Horizonte 24 horas por dia.

10.2.2 Existem equipamentos para deteccdao de incéndio ou vazamentos de gas,
inundagdes e situagdes similares, em periodos que dispensam a presenca de pessoas?
Nao

10.2.1 INFORME sobre equipamentos para deteccdo de incéndio ou vazamentos de gas,
inundacoées e situacbes similares, em periodos que dispensam a presenca de pessoas:
Além dos tratadores de animais, bidlogos e veterinarios, que trabalham diariamente, de
7:00 as 17:00, existem vigias em toda a area do Jardim Zooldgico de Belo Horizonte 24
horas por dia.

10.3.1 Sao fixados avisos sobre medidas e procedimentos de biosseguranga no local
onde se encontram os animais e de como se proceder nos casos de incéndio ou
vazamentos de gas, inundagdes e situagbées similares, em locais com animais
inoculados com germes ou substincias radioativas que podem contaminar
perigosamente outros animais e pessoas? Nio

10.3.2 INFORME como serdo os avisos e procedimentos de biossequranca: Jardim Zoologico
de Belo Horizonte nao possui esse tipo de procedimentos de biosseguranca.

10.4.1 Havera administragao/inoculagao de toxinas, microorganismos, parasitas, agentes
quimicos toxicos, células tumorais, exposi¢cao a outros agentes considerados
perigosos para outros animais, pessoas ou meio ambiente? Ndo

10.4.2 INFORME como sera a administragdo/inoculacdo: Nao se aplica.

10.5 Quais sdo os procedimentos de limpeza?: No interior dos recintos a limpeza é feita
diariamente pelos tratadores de animais. Os residuos séo coletados diariamente e
encaminhados a SLU. A geréncia de veterinaria possui um servico terceirizado de coleta e
destinagdo de residuos biolégicos e quimicos.

10.6 Como sera o acondicionamento, tratamento (se necessario, antes do destino final) e o

destino final dos dejetos e das carcagas dos animais apés a eutanasia? Ndo se aplica.

10.7 Material radioativo: Nao se aplica.

10.8 N°. do registro de manejo de radioativos: Nao se aplica.

11 Documentos (Anexos)

11.1 Cépias de dois artigos cientificos recentemente publicados nos quais foram utilizados
procedimentos similares aos propostos:

Epizootic Hemorrhagic Disease in Brocket Deer, Brazil-
compactado.pdf Multiple bluetongue virus.pdf
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11.2 Outros Anexos:

e chapitre_bluetongue.pdf
e chapitre_ehd.pd

12 Termo de Responsabilidade

Eu, Zelia Ines Portela Lobato certifico que:

a) li e acato o disposto na Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, e nas demais normas
aplicaveis a utilizagao de animais em ensino e/ou pesquisa, especialmente as Resolugdes
Normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA;

b) este estudo n&o é duplicativo, possuindo mérito cientifico e a equipe participante deste
projeto/aula foi treinada e € competente para executar os procedimentos descritos neste
protocolo;

¢) nao existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto;

d) o projeto tera inicio apenas apds a aprovagao da CEUA;

e) todas as informagdes preenchidas sao verdadeiras.
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8.3. Anexo 3: Carta de Anuéncia da FPMZB-BH.

paraUESE | L+ PREFEITURA
ZOOBOTANICA @ BELO HORIZONTE

DECLARACAO

A Fundacéao de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte informa
estar ciente e concordar com a realizagao do projeto de pesquisa “Estudo do
virus da lingua azul (VLA) e virus da doencga epizootica hemorragica (VDEH)
em ruminantes do Jardim Zooldgico de Belo Horizonte”, no periodo de

13/12/2021 a 13/12/2022 de responsabilidade do pesquisador Eduardo Alves
Caixeta.

Belo Horizonte, 09 de Dezembro de 2021

SERGIO AUGUSTO DOMINGUES:99046520668 Assinado de forma

digital por SERGIO AUGUSTO DOMINGUES:99046520668 Dados:
2021.12.10 15:57:18

Sérgio Augusto Domingues Presidente

Fundagao de Parques Municipais e
Zoobotéanica
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8.4. Anexo 4: Laudo Anatomopatolégico 20/00337.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA R R
L =

DEPTO. CLINICA E CIRURGIA VETERINARIAS (% &
SETOR DE PATOLOGIA m

Laudo Anatomopatolégico

FEP/MVZ - Clinica - Laboratério de Diagnéstico Veterinario - CP 4747 - Belo Horizonte, MG 31270-971 - Tel.: (31) 3499-2294

Numero do Exame: 20/00337 Ficha Clinlca N°

Espécie: Veado catingueiro (Mazama gouazoubira) Data de Recebimento:02/04/2020

Nome do Animal: Data do Obito:02/04/2020

Raga: Data da Necrépsia: 02/04/2020

Sexo: Fémea Proprietario: Fundagéo Zoo-Botanica de Belo Horizonte
Idade: dias TelJFax:( ) -

Peso: Kg Procedéncia: Fundagao Zoo-Botanica de Belo Horizonte

Veterinario Responsavel:
Patologista Responsavel:Renato de Lima Santos - CRMV: 4577 - (031) 3409-2239

Exame Solicitado:( X ) Necropsia (X ) Histopatologico () Toxicolégico ( ) Bacteriolégico
(X) Viralégico ( ) Parasitologico () Outros:

Material Enviado: ( X ) Material Fresco - (X ) Carcaga ( ) Orgaos:

( ) Material Fixado:
Prof. Rer
o

Histérico:

Animal encontrado morto no recinto.

Achados Macroscépicos:

Pele da regido nasal intensamente avermelhada (hiperemia) com quantidade moderada de liquido esbranquicado espumosa

nas narinas (edema).

Mucosas oral e vaginal moderadamente cianéticas.
Lingua difusamente vermelho escura com duas are:
de revestimento (lceras).

Subcutaneo da regio abdominal lateral com duas 4reas focalmente extensas simétricas de hemorragia.

Saco pericardico com areas multifocais a coalescentes de hemorragia moderada.

Coragdo com areas multifocais de hemorragia no pericardio e no endocérdio. Apice com drea focalmente extensa

esbranquigada associada a multiplas areas de hemorragia.
Pulmées ndo colapsado, de superficie lisa e brilhante com evidenciagéo dos septos interlobulares. Ao corte, com moderada

quantidade de liquido esbranquigado espumoso até o terco meédio da traqueia (edema).

Omento com multiplas areas coalescentes de hemorragia.

Intestino delgado com conteudo pastoso e vermelho escuro (hemor(agia).
Corno uterino direito intensamente dilatado contendo um feto aproximadamente no tergo medio da gestag&o.

Pele do feto com multiplas areas de hemorragia (petéquias), principalmente da regido da cabega.

as focais de 0,5 e 0,3 ¢cm de didgmetro de perda de continuidade do epitélio

Histopatologia:

Fémea:
ex com marginagao leucocitaria, hipertrofia do endotélio e alguns com infiltrado linfo-

Encefalo: vasos da meninge e do cort i f [
histiocitico e alguns neutrofilos na parede e no espago perivascular. Hemorragia perivascular discreta. Cortex com areas

multifocais de gliose discreta.

de continuidade do epitélio associada a deposigao de material eosinofilico amorfo
(necrose), material finamente granular basofilico (colénias bacterianas), & material fibrilar eosinofilico arranjado em formato
cilindrico (trombos de fibrina). Hemorragia subepitelial multifocal moderada associada a dilatagéo do vasos (congestao).
Vasos abaixo da area de necrose superficial intensamente dilatados e parcialmente obstruides por material fibrilar eosinofilico
(trombo de fibrina). Miécitos adjacentes ap vaso € a areas de necrose do epitélio intensamente eosinofilicos e por vezes
fragmentados (necrose de coagulagao) entremeados por infiltrado inflamatério moderado formado por histiécitos e neutrofilos
associado a hemorragia e inimeras estruturas basofilicas bacilares (bacilos de putrefagao).

Eséfago: submucosa com areas multifocais discretas de i‘nﬁltrado linfo-histiocitario predominantemente perivascular e
hemorragia multifocal discreta. Epitélio da mucosa com hiperceratose paraceratotica moderada.

Lingua: 4rea focalmente extensa de perda

a coalescentes de hemorragia intensa associada a infiltrado neutrofilico.

Rumen: 1amina propria com areas multifocais . :
da metade superficial da papila, associada a hemorragia €, por vezes, vaso

Algumas papilas com necrose de coagulagac
ocluido por material eosinofilico fibrilar (trombo).

Reticulo: |amina propria e submucesa com areas multifocais a coalescentes de hemorragia intensa.

Omaso: lamina prépria com areas multifocais discretas de hemorragia e alguns macréfagos com hemacias
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intracitoplasmaticas (eritrofagocitose),
Abomaso: congestdo moderada.

Intestino delgado: tecido adiposo adjacente com areas multifocais de hemorragia moderada.

Intestino grosso: lamina propria e submucosa com éreas multifocais de hemorragia moderada e infiltrado neutrofilico discreto.
Vasos sanguineos com hlperlroﬁa_de células endoleliais dos vasos sangulneos. Algumas areas com necrose do topo das
E“'Os'd??e)s associada a hemorragia. Vasos sanguineos da serosa com hipertrofia do endotélio € infiltrado linfo-histiocitério
vasculite).

Linfonodes: seios medulares com moderada quantidade de macréfagos e hemécias. Areas multifocais discreta de infiltrado
geuhtroﬁllco. Vasos sanguineos com hipertrofia do endotélio. Tecido adiposo adjacente com 4reas multifocais a coalescentes
e hemorragia.

goragéo: |epic?rdio t(:om é&eas multifocais extensas de hemorragia. Miocardio com areas multifocais discretas de hemorragia e
rea focalmente extensa de necrose de cardiomidci . Vas deradamente dilatados e repletos
de hemécias (congestao), citos (necrose de coagulagéo) 0S MO

Traqueia: sem alteragdes histologicas significativas.
Tireoide: tecido conjuntivo adjacente com &reas multifocais a coalescentes de hemorragia moderada.

Pulmao: éreas multifocais de espessamento moderado dos septos com infiltrado linfo-histiocitério. Lumen dos alvéolos com
&reas de acumulo de moderada quantidade de material eosinofilico homogéneos (edema), outras areas com acumulo de
hemacias (hemorragia) ou acimulo de material eosinofilico fibrilar (fibrina), por vezes revestindo a superficie do espago
alveolar (membrana hialina). Vasos sanguineos dilatados e repletos de hemacias (congestao discreta). Areas multifocais com
discreta quantidade de macréfagos com pigmento enegrecido intracitoplasmatico (antracose).

Figado: espagos porta com infiltrado inflamatério discreto formado por linfécitos e macréfagos com raros neutréfilos. Alguns
espagos porta com hemorragia discreta. Células de Kupfer e alguns aglomerados de macréfagos com pigmento
intracitoplasmatico acastanhado (interpretado como hemossiderina). Vasos sanguineos dilatados e repletos de hemacias
(congestao discreta).

Bago: polpa vermelha com material fracamente eosinofilico homogéneo formando feixes (fibrina). Polpa branca com
hemorragia moderada.

Adrenal: medular com hemorragia difusa intensa. Cortical com &reas multifocais de hemorragia discreta. Células da medular
com nucleos grandes em sua maioria vacuolizados. Tecido conjuntivo adjacente com 4reas multifocais extensas de
hemorragia intensa.

Rim: alguns tabulos com células de citoplasma eosinofilico e nucleos fragmentados (necrose tubular aguda). Area focal de
hemorragia discreta. Alguns vasos com hipertrofia do endotélio associada a infiltrado linfo-histiocitario (vasculite).

Bexiga: epitélio e submucosa com dreas multifocais de hemorragia discreta.
Utero: endométrio e miométrio com areas multifocais de infiltrado linfo-histiocitéario predominantemente perivascular associado
a hemorragia discreta. Alguns vasos com hipertrofia do endotélio e infiltrado inflamatério linfo-histiocitario (vasculite).

Placentoma com areas multifocais de congestao e hemorragia, por vezes com material eosinofilico parcialmente obstruindo o
lamen dos capilares (trombo de fibrina) e dreas multifocais de infiltrado linfo-histidcitrio discreto.

Ovario: 4reas multifocais de hemorragia discreta.
Musculo: sem alteragbes histolégicas significativas. 5
Glandula mamaria: intersticio com infiltrado linfocitico difuso discreto.

Feto: T
Pele: derme superficial e musculo subcutaneo com areas multifocais de hemorragia intensa.

Rim: cortical com areas multifocais de hemorragia moderada. Autélise moderada.

Figado: vasos dilatados e repletos de hemacias (congest&o moderada).

Frof. Renfuto feAinfy/Suntos

CRMV-MG 4,577
EV-UFMG

Coragao: vasos dilatados e repletos de hemécias (congestao discreta).

Pulmio: areas multifocais de hemorragia moderada.

Timo, bago e testiculo: sem alteragdes histolégicas significativas.

Encéfalo: vasos dilatados e repletos de hemécias (congestéo discreta).

DIAGNOSTICOS MORFOLOGICOS:

Fémea:

Encéfalo: meningoencefalite nao supurada m
Lingua: glossite necro-hemorragica ulcerativa

ultifocal moderada com vasculite e hemorragia.
histiocitica e neutrofilica com trombose.




Esofago: esofagite linfo-histiocitaria multifocal discreta com hemorragia discreta.

Ramen: rumenite necro-hemorrégica e neutrofilica multifocal intensa com trombose multifocal.

Retlculo: hemorragia multifocal intensa.

Omaso: hemorragia multifocal discreta.

Abomaso. congestdo moderada,

Intestino delgado, serosa: hemorragia multifocal moderada.

Intestino grosso: hemorragia multifocal moderada com vasculite linfo-histiocitaria.

Linfonodos: linfadenite neutrofilica multifocal discreta com histiocitose e hemorragia moderadas.

Coragdao, epicardio e miocardio: hemorragia multifocal moderada e necrose focalmente extensa. o
Pulmao: pneumonia intersticial linfo-histiocitéria multifocal moderada com edema, hemorragia e membrana hialina
intralveolares.

Figado: hepatite portal linfocitéria discreta com hemorragia discreta.

Bago: esplenite fibrino-hemorragica difusa moderada.

Adrenal. hemorragia multifocal intensa.

Rim: necrose tubular multifocal discreta com hemorragia focal discreta e vasculite linfo-histiocitaria discreta.
Bexiga: hemorragia multifocal discreta.

Utero: metrite linfo-histiocitaria multifocal moderada com hemorragia e vasculite linfo-histiocitaria.

Ovario. hemorragia multifocal discreta.

Glandula mamaria: mastite linfocitaria difusa discreta.

Feto:

Pele: hemorragia multifocal intensa.

Rim: hemorragia multifocal moderada.

Figado: congestdo moderada.

Coragao: congestao discreta.

Pulmé&o: hemorragia multifocal moderada.

Encéfalo: congestéo discreta.

Exames Complementares:

PCR - Virus da doenga hemorragica epizodtica: positivo nas amostras de figado e rim, negativo na amostra de placenta.
PCR - Virus da lingua azul: negativo nas amostras de figado, rim e placenta.

Conclusdo:
Doenga hemorragica sistémica compativel com a infecgao pelo virus da doenga hemorragica epizodtica.

Comentarios:

6 i i i lares (hipertrofia endotelial e
As lesbes hemorragicas observadas nos vérios 6rgdos avaliados associadas as lesGes vascu i
vasculite) sao compativeis com a infecgéo pelo virus da doenga hemorrégica epizootica, confirmada por meio de PCR. As
lesBes necrotizantes sao atribulveis & injuria vascular priméria e trombose. Outras alteragbes, como a meningoencefalite
observada nesse animal, ndo sao classicas da infecgo por esse virus & devem ser investigadas. Trata-se de uma doenga

que pode causar surtos em cervideos ou casos esporadicos em ambientes endémicos.

Belo Horizonte, 18/06/20
Prof. Re
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8.5. Anexo 5: Sequéncias do Seg-2 da amostra Zoo utilizada para a sorotipagem.

>Zoo Forward
GCGTGGAGAGTAATGGGATTATATCATCAGAAGATGCGTTCGAGGAATTAATACGTAGCT
CAAGCGCAAATGTGAAGTTAAAAACTGATTTTAGCGGTGACCGCATACATCATGAACTAT
CATATTGCGATATCCATACTGATGCAACGATAGCGGAAACTATTGAGATTGACGCGCATA
ATAACGAAGAAGAAGGTTGTTTCCACGGTGAAAATACGGTAGTATATAATCATTTATTAA
CAGAGTCGAATTACATAGGGTCGGGGACGTGTTACGATTTGGAGGATCATATACAGCTGA

>Zoo Reverse
AGGATCATATACAGCTGAGAACAATAGGAGACGTTGGTCCGCGACCTCGCGATCATATTG
ATGTATTAGGGCGGACACATTCTAGAGGAGAGAAGCAAATAATTCGGAGATACGGAGGCG
GTGAGATTAAAACGCTAACCACCAGTGTGAGCCCAGACGAATTTGAACTTAAAAAGAAAA
TATTTAATGGGGACGTGGCAATTGGAGTAGAGAAAAGAGATTTAATTAAATATAGTGATG
AGATACTACAATTAGATGATATTGCGGCGAGTTGGATTAGGACCCAGAACGCGAATAACT
TGGAGAAGATCGTTGCGTTATTGGAGCAGCTGGGAGAAAAGAAACAAAAGGTAGAGCCGT
ATAACTCAAATGACATACGTGAACGTTCAGAAAAA
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