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RESUMO

As doencas infecciosas emergentes (DIE) sdo um problema de saude publica global.
Nesse cenario, as zoonoses correspondem a maioria dos eventos de emergéncia, e
os virus representam a 22 maior causa de DIE. O Brasil é considerado um “hotspot”
para patdgenos emergentes, sendo destaque no cenario epidemioldgico a ocorréncia
de viroses com relevante impacto em saude publica, como as arboviroses, causadas
pelos virus ZIKV, YFV, DENV e CHIKV, bem como a Vaccinia Bovina, além do SARS-
CoV-2, causador da pandemia de COVID-19. Nesse contexto, este estudo teve como
objetivo investigar e caracterizar virus zoonéticos circulantes em pequenos mamiferos
silvestres presentes em remanescentes de mata inseridos em Belo Horizonte, MG. A
investigacao molecular desses virus em 6rgaos de roedores e marsupiais silvestres
demonstrou auséncia de circulagado de arbovirus nesses animais, para a investigagao
de VACV foi obtida uma sequéncia referente ao gene AS6R proveniente de uma
amostra de roedor (Cerradomys spp.), ainda a investigagdo molecular evidenciou
possivel circulagcéo viral também em um marsupial (Marmosops incanus). Os dados
obtidos suscitam indagagdes sobre a possivel atuagdo desses mamiferos no ciclo de
manutencdo e transmissao desses virus em areas verdes inseridas em ambiente
urbano. Os dados aqui apresentados também confirmaram a circulacdo do SARS-
CoV-2 em quatis (Nasua nasua), sinalizando para a ocorréncia de eventos de spillback
viral para mamiferos silvestres durante a pandemia. A ocorréncia de infecgao natural
por SARS-CoV-2 em quatis pela variante zeta (P.2) foi confirmada por
sequenciamento e inferéncias filogenéticas de genoma completo. Ainda, a
investigacao soroldgica evidenciou que 50% da populacéo analisada de quatis (n=40)
apresentou anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2. Com relacao a investigacao
molecular de arbovirus nenhum quati foi positivo. Para VACV, nao foi confirmada a
deteccao em gPCR, e nao foram detectados anticorpos anti-OPV nos soros testados.
O monitoramento de virus zoonéticos em pequenos mamiferos inseridos em areas de
interface silvestre-urbana contribui para elucidar a dindmica de transmissao desses
virus. Além disso, a compreensao dos ciclos enzodticos virais contribui para agoes de
controle e prevencgao diante de eventos de emergéncia, e a ocorréncia limitrofe com
areas urbanas aponta para o risco de exposicao humana as infecgcoes zoondticas.

Palavras-chave: Doencgas infecciosas emergentes; Mamiferos silvestres; Arbovirus;
VACV; SARS-CoV-2; Investigagdo molecular; Investigacéo soroldgica.



ABSTRACT

Emerging infectious diseases (EID) are a public health worldwide problem. In this
scenario, zoonoses account for the majority of emergency events, and viruses
represent the second largest cause of EID. Brazil is considered a “hotspot” for
emerging pathogens, and in the epidemiological scenario has the occurrence of
important viruses with a relevant impact on public health, such as arboviral diseases,
caused by the ZIKV, YFV, DENV and CHIKV viruses, as well as Bovine Vaccinia
(VACV), in addition to the SARS-CoV-2, responsible for the COVID-19 pandemic. In
this context, the aim of this study was to investigate and characterize zoonotic viruses
circulating in small wild mammals living in forest remnants located in Belo Horizonte,
MG. Molecular investigation of these viruses in organs of wild rodents and marsupials
demonstrated the absence of arbovirus circulation in these animals. For VACV
investigation, a nucleotide sequence of the A56R gene was obtained from a rodent
sample (Cerradomys spp.), the molecular investigation also showed possible viral
circulation in a marsupial (Marmosops incanus). Our findings raise questions about the
possible role of these mammals in the maintenance and transmission cycles of these
viruses in green areas inserted in urban environments. The data presented here also
confirmed the circulation of SARS-CoV-2 in coatis (Nasua nasua), suggesting the
occurrence of viral spillback events in local sylvatic mammals during the pandemic.
The occurrence of natural SARS-CoV-2 infection in coatis by the zeta variant (P.2) was
confirmed by complete genome sequencing and phylogenetic inferences.
Furthermore, the serological investigation showed that 50% of the analyzed coatis had
anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibodies. Considering the molecular investigation of
arboviruses, none of the coatis was positive. Detection of VACV was not confirmed by
gPCR, and no anti-OPV antibodies were detected in the sera of the tested coatis. The
monitoring of zoonotic viruses in small mammals located in urban-sylvatic interface
areas contributes to elucidate the transmission dynamics of these viruses. In addition,
understanding the enzootic cycles of these viruses helps to support control and
prevention measures in the face of emergency events. Furthermore, the borderline

occurrence in urban areas indicates the risk of human exposure to zoonotic infections.

Keywords: Emerging infectious diseases; Wild mammals; Arbovirus; VACV; SARS-
CoV-2; Molecular investigation; Serological investigation.
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1. INTRODUGAO

1.1 Doencgas infecciosas emergentes (DIE)

As doencgas infecciosas emergentes (DIE) podem ser caracterizadas como
doengas que ocorreram recentemente em uma determinada populagdo ou que ja
acometeram essa populagédo, mas que demonstram repentino aumento na incidéncia
de casos ou distribuigdo geografica (MORSE, 1995; RACANIELLO, 2004). As DIE
provocam prejuizos econdmicos e sociais e muitas vezes representam ameagas para
a saude publica em niveis globais. A compreensao de todos os fatores que podem
originar a emergéncia dessas doengas ainda € escassa, mas sabe-se que multiplas
causas estdo relacionadas, sendo que fatores socioecondmicos, ambientais e
ecologicos desempenham importante papel (MORENS et al., 2004; JONES et al.,
2008; ALLEN et al., 2017).

De acordo com Destoumieux-Garzon e colaboradores (2018), o aumento
populacional, industrializacdo e problemas geopoliticos sédo fatores que contribuem
para o surgimento das DIE. Esses fatores podem desencadear danos a biodiversidade
e ao equilibrio de ecossistemas, além de contribuir para movimentos migratérios de
populagdes humanas e das espécies animais, sendo que essas mudangas ambientais
estariam relacionadas ao surgimento de doengas infecciosas e nao infecciosas. Além
disso, a elevada densidade populacional em grandes centros urbanos, o saneamento
basico precario, a exposicdo dos seres humanos a vetores e reservatérios de
doencas, mudangas nos padrdes de uso da terra e mudancgas climaticas também sao
fatores que contribuem para a ocorréncia de novas DIE (Figura 1) (RACANIELLO,
2004; JONES et al., 2008; KESSING et al., 2021).

As DIE representam um grande desafio para a saude publica ja que geralmente
apresentam caracteristicas como rapida disseminagéo (sindrome respiratéria aguda
grave, SARS) e alta letalidade (Ebola), além dos obstaculos existentes para tornar o
desenvolvimento de vacinas e medicamentos mais rapido € menos oneroso para o
controle e prevengao dessas doengas. Também é relevante o fato de a maioria dos
esforgos, recursos e acgoes de vigilancia para combater o surgimento de DIE estarem
concentrados em paises onde a origem das mesmas é menos provavel (JONES et al.,
2008; CUNNINGHAM et al., 2017).
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Figura 1: Fatores globais que contribuem para o surgimento de patégenos
emergentes e reemergentes. Na figura sao evidenciados alguns dos principais
fatores relacionados a acédo antrépica que podem contribuir para a ocorréncia de
mudangas nos ecossistemas do planeta e emergéncia de patdégenos. Fonte:
Elaborado pela autora, STOFFELLA-DUTRA, A.G.

Em torno de 60% das DIE sédo causadas por patdogenos zoonéticos (Figura 2)
(KARESH et al., 2012; BENELLI; DUGGAN, 2018). Quase dois ter¢cos das doencas
infecciosas humanas provém de patdégenos que podem ser transmitidos entre
espécies de animais silvestres e/ou domésticos para os seres humanos.
Considerando a grande diversidade animal existente nos ecossistemas do planeta
Terra, € possivel presumir que os animais sejam a maior fonte das doencas
infecciosas humanas. Ainda, vale destacar o contato préximo de seres humanos com
espécies animais domesticadas, sendo que esse comportamento é capaz de facilitar
a transmissao de patdégenos para o homem. Estudos recentes estimam que em torno
de 1 bilhdo de casos de doencgas zoondticas acometam a espécie humana anualmente
(WOLFE, 2007; KARESH et al., 2012; GEBREYES et al., 2014; CDC, 2020A).

Mesmo sabendo que os animais estdo relacionados ao surgimento de DIE,
sabe-se que a acao antropica na modificagado dos ecossistemas € um dos principais
fatores que contribuem para a emergéncia de zoonoses. Alteragdes no uso da terra
podem influenciar na biodiversidade e nas relagcbes entre hospedeiros animais,
homem e patdgeno, além de poder desencadear alteragdes no clima local, nos

padrées da vegetagdo, na dindmica do vetor com as espécies hospedeiras e na



interface do contato entre homem e animais (KARESH et al, 2012; CUNNINGHAM et

al., 2017; HASSELL et al., 2017).
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Figura 2: Doencas infecciosas emergentes e reemergentes no mundo. A maioria
das DIE esta relacionada a zoonoses. Mapa evidenciando a distribuicdo global de
doengas emergentes e reemergentes e “Deliberadamente emergentes” desde 1981
até 2020. Em vermelho: patdogenos emergentes; em azul: patégenos reemergentes;
em preto: patdgenos ja utilizados como bioterrorismo. Fonte: Adaptado de MORENS;
FAUCI, 2020.

A emergéncia de uma DIE pode ocasionar impactos sem precedentes. Um
exemplo recente é a pandemia de COVID-19 (Coronavirus disease 2019), declarada
em margo de 2020 pela Organizagdo Mundial de Saude e que se estende até o
momento atual, sendo reportados até 20 de janeiro de 2023 mais de 663 milhdes de
casos notificados e mais de 6,7 milhdes de mortes em todo o mundo (WHO, 2021;
WHO, 2023A). Nesse cenario, a pandemia de COVID-19 se tornou o maior desafio de
saude publica global do século XXI, afetando significativamente setores de saude,
econdmicos, sociais e ambientais em todo planeta (MORENS; FAUCI, 2020; SUN et
al., 2020; MOFIJUR et al., 2021). Dentre os principais impactos ocasionados pela
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pandemia podem ser destacados os custos elevados com atendimento hospitalar e
suprimentos médicos, a sobrecarga de sistemas de saude, recessao econdmica
influenciada por medidas de controle e prevengcdo como distanciamento social,
restricdes de circulagéo e de viagens, impactos em saude mental e qualidade de vida,
além de impactos em vidas humanas e indices de pobreza mais elevados e desiguais
(NICOLA et al., 2020; WHO, 2020; MOFIJUR et al., 2021).

Segundo Allen e colaboradores (2017), regibes tropicais que apresentam
elevada biodiversidade e riqueza de espécies de mamiferos, além de alteragdes no
uso da terra, possuem elevado risco de ocorréncia de DIE zoondticas. Dentro desse
contexto surgiu o termo “hotspots”, o qual se refere as regides mais provaveis para a
origem de DIE (Figura 3). Estudos como o de Jones e colaboradores (2008) e Allen e
colaboradores (2017) rastrearam possiveis areas com potencial para a emergéncia
de DIE, e dentre as regides mundiais consideradas como hotspots a regidao sudeste

do Brasil merece destaque.

Figura 3: Distribuicdo do risco relativo previsto para eventos de DIE
zoonoticos no mundo. Nas dreas em amarelo e verde estdo os paises e regides
com maior risco de ocorréncia de eventos de emergéncia de DIE. Esses locais
sdo classificados como hotspots e a maioria estd presente em regides tropicais.
Fonte: ALLEN et al., 2017.

A perda de biodiversidade dos ecossistemas tem sido associada com o
aumento do risco de transmissdo de doencas zoonodticas relacionadas a varios
patdogenos. Além disso, regides que apresentam elevada biodiversidade, e
principalmente alta riqueza de espécies de mamiferos podem ser locais com maior
predisposi¢ao para surgimento de novas zoonoses (JONES et al., 2008; KEESING et
al., 2010; WHO, 2015). Nesse sentido, essas regides de alta biodiversidade poderiam

ser mais frequentemente fonte de novos patdégenos por possuirem mais espécies
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hospedeiras para mais patégenos (WHO, 2015). Estudos recentes sobre esse tema
sao escassos, porém é importante salientar que levando em consideragao o
conhecimento atual, a preservacao dos ecossistemas e da biodiversidade endémica
de cada regido é essencial para reduzir a prevaléncia de DIE (KEESING et al., 2010).

Nesse cenario, o Brasil é o pais que possui a maior diversidade de espécies do
mundo (UNEP, 2019). Ainda, nas ultimas décadas o Brasil apresentou uma crescente
urbanizagdo acompanhada por problemas ambientais, sociais e econdmicos nao
resolvidos, além do avango do desmatamento para dar lugar a atividades
agroindustriais e a proximidade de fronteiras agricolas com ambientes de florestas
tropicais. Todos esses fatores e o avanco do contato entre populagdes humanas e
animais contribuem para a emergéncia de DIE (BARRETO et al., 2011; KARESH et
al, 2012; NAVA et al., 2017).

Ademais, esses hotspots de biodiversidade, que se concentram principalmente
em latitudes mais baixas, abrangendo locais como Africa tropical, a América Latina e
a Asia requerem atencéo e intensificacdo dos programas de vigilancia epidemioldgica.
O monitoramento eficiente dessas areas deve ser capaz de antecipar e controlar a
emergéncia de DIE, assim como alertar para a necessidade de conservacao das areas
com alta diversidade de vida selvagem e para a presenca de populagdes inseridas em
regides de risco (JONES et al., 2008; MORSE, 2012; ALLEN et al., 2017).

Diante desse panorama acerca das DIE, € valido destacar o conceito de One
Health (Saude Unica), o qual defende que a saude das pessoas esta interligada a
saude dos animais e dos ecossistemas como um todo. Essa iniciativa consiste em
uma estratégia global para lidar com doengas, principalmente zoonoses, onde é
defendida uma abordagem transdisciplinar que leve em consideragdo os
componentes ambientais e ecoldgicos, a interface de saude animal e a saude humana
(CUNNINGHAM et al., 2017; CDC, 2018A; DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2018).

A iniciativa de Saude Unica visa controlar e prevenir as doencas infecciosas,
principalmente no cenario atual em que as doencas sdo disseminadas rapidamente
pelo globo (CDC, 2018A). Dessa forma, objetivando alcangar sucesso nas
intervencdes de saude publica, a abordagem de Saude Unica leva em consideracéo
a complexidade da ecologia das doengas zoondticas e analisa de forma individual e
como processos integrados os papéis dos hospedeiros, do patégeno e de possiveis
vetores (Figura 4) (KARESH et al., 2012; BENELLI; DUGGAN, 2018; CDC, 2018A).
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Figura 4: Ciclo de abordagem One Health. Vis&do geral de alguns fatores que podem
estar envolvidos na ocorréncia de um surto ou pandemia zoonética a partir do conceito
transdisciplinar e multisetorial de Saude unica. Destaque para a relagcao entre os
patdgenos zoondticos, a vida silvestres, ecossistemas e principalmente as diferentes
acdes antrépicas para a ocorréncia de eventos de spillover e spillback. Fonte:
Adaptado de ZUCCA et al., 2021.

No contexto das DIE, o processo que desencadeia a ocorréncia de eventos de
emergéncia € denominado spillover, ou transbordamento, onde a partir de um
reservatorio silvestre ocorre a transmissao de um patégeno para o homem. Entretanto,
a transmissao interespécies ndo apresenta riscos apenas para a espécie humana, e
também merece destaque o conceito de spillback, transmissdo reversa de um
patdgeno circulante em seres humanos para animais. A ocorréncia de spillback, assim
como o spillover, pode colocar em risco a saude animal e humana, além de evidenciar
o0 risco de estabelecimento enzoodtico de patdégenos em novos contextos
epidemioldgicos e populagdes animais (PLOWRIGHT et al., 2017; GUTHID et al,,
2020; FAGRE et al., 2022). Nesse sentido, a transmissdo humano-animal além de
trazer riscos para a conservacado de espécies silvestres e acabar por desencadear
alteracdes no equilibrio dos habitats, pode também contribuir para a manutencao de
ciclos enzoodticos desses novos patégenos em populagdes animais silvestres,
impedindo a erradicagao e dificultando ag¢des de vigilancia e controle (FAGRE et al.,
2022).
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Considerando esse cenario, Fagre e colaboradores (2022) sugeriram um
modelo com dois caminhos de spillback principais que podem ser desencadeados a
partir da transmisséo interespécies entre homens e animais silvestres (Figura 5). Em
um primeiro momento, considerando a transmisséo de um patégeno com transmissao
sustentada em humanos para uma nova espécie animal, € evidenciada a possivel
ocorréncia de morbidade e mortalidade nessa populagédo (Caminho 1), o que pode
prejudicar a conservagdo da nova espécie afetada. Ainda, a transmissdo de um
patogeno de origem humana para um novo hospedeiro animal que consiga
estabelecer a circulagdo e manutengdao enzoodtica desse patdgeno pode resultar
também em impactos para a saude desses animais quanto para outras populagdes

vulneraveis e susceptiveis que compartilham o mesmo nicho.
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Figura 5: Cenarios evidenciando a transmissao de patégenos de humanos para
animais silvestres. Em ambos os cenarios € demonstrado o sucesso de um spillover,
com a transmissao sustentada em humanos e a transmiss&o para novos hospedeiros
animais. Os caminhos representados mostram duas implicagbes principais: o risco
para a conservacao de espécies pela infecgdo causada por um novo patégeno e o
problema de saude publica com o retorno de transmissdo para as populacdes
humanas. Fonte: FAGRE et al., 2022.

Além disso, nesse panorama, partindo de um novo estabelecimento enzodtico,
o caminho 2 evidencia uma significativa ameaca, a qual destaca a possivel ocorréncia
de eventos de spillover secundarios na populacdo humana a partir dessa nova
espécie. Essa nova espécie susceptivel pode atuar como fonte de novas epidemias

tanto para populagdo humana, como sinalizado no modelo, mas também para
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animais. Vale destacar que o modelo indica apenas duas propostas de rotas de
transmissao que podem ser muito mais complexas considerando os diferentes

ecossistemas e composicédo de espécies de cada local (FAGRE et al., 2022).

1.2 Viroses emergentes

Dentre as DIE, as doengas virais emergentes merecem destaque. Estudos
recentes evidenciam que os patdgenos virais emergentes sao a segunda maior causa
de DIE no mundo, sendo que dentre esses os virus de RNA s&o os mais recorrentes
(JONES et al., 2008).

Ainda, sabe-se que a maioria das DIE s&o provenientes da vida silvestre, e
diante disso, as zoonoses virais representam relevante ameaca a saude publica global
ja que ocasionaram a maioria das recentes pandemias nos seres humanos (MORSE
et al., 2012; KARESH et al, 2012). Alguns exemplos importantes sdo a Influenza
aviaria H5N1 em 1995, a emergéncia de SARS em 2003, a epidemia de Ebola na
Africa em 2014 e a pandemia de COVID-19 (Coronavirus disease 2019) em 2020
(BURRELL et al., 2017; WHO, 2023A).

Em primeiro lugar, uma virose emergente é caracterizada como a infecgao
desencadeada por um determinado virus que nao era reconhecido previamente em
uma espécie de hospedeiro, ou uma infeccdo que ja era conhecida, mas que se
expandiu geograficamente e para um novo nicho ecolégico (FLINT et al., 2015;
BURRELL et al., 2017). Porém, para que ocorra a transmissdo de um virus entre
diferentes espécies, alguns fatores devem ser levados em consideragdo, como
caracteristicas ecoldgicas, caracteristicas virais e dos hospedeiros (FLINT et al.,
2015).

Além disso, também necessitam ser consideradas condicbes que afetam a
emergéncia viral, como propriedades do virus, aspectos relacionados a resisténcia do
hospedeiro, proximidade do homem com animais, fatores que alteram a transmissao,
como clima, exposigao, densidade e crescimento populacional humano, densidade e
exposicao a vetores, e alteracbes em ambientes naturais. Esses elementos podem
ocorrer simultaneamente ou n&o para desencadear a emergéncia da doenga (FLINT
et al., 2015; BURRELL et al., 2017).

Para que um virus de origem animal sustente a transmissao entre humanos,

alguns estagios evolutivos devem ocorrer. De acordo com Wolfe e colaboradores
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(2007) e Burrell e colaboradores (2017) sdo necessarios cinco estagios para a
emergéncia de uma infecgdo zoonédtica em populagdes humanas. Inicialmente, o virus
circula apenas entre hospedeiros animais. No segundo estagio ocorre a infeccao
primaria do virus para humanos, mas nao ocorre transmissao entre humanos. No
terceiro estagio o virus pode causar alguns ciclos de transmissao secundaria entre
humanos, mas a transmissao cessa rapidamente. O quarto estagio é caracterizado
pela existéncia de um ciclo natural (silvestre) onde os seres humanos sao infectados
por transmissao primaria do hospedeiro animal, e que também pode desencadear
longos surtos de transmissao secundaria entre humanos. O quinto e ultimo estagio é
definido pela transmissdo exclusiva e/ou sustentada do virus entre humanos. Vale
salientar que nao sao todos os virus que avangam por todo esse processo e que ao
longo dele novas linhagens virais portadoras de mutagdes que favorecem a infecgéo
nos novos hospedeiros podem ser selecionadas. A figura 6 evidencia esses estagios
com exemplos de espécies virais (WOLFE et al., 2007; BURRELL et al., 2017).

Transmissao

Estagio para humanos
Estagio 5: Apenas entre
agente exclusivo n - hEmanos

entre seres humanos

Estagio 4: Longos Entre animais e
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Figura 6: Estagios para a emergéncia de uma zoonose viral na espécie
humana. Modelo que propde cinco estagios principais para a expansao de um
patdgeno circulante apenas em animais se estabelecer como causador de
doenca em humanos. Para cada estagio € demonstrado um virus, destaque para
0 virus da raiva transmitido para humanos apenas por animais e para o HIV com
transmissao sustentada humano-humano. Fonte: WOLFE et al., 2007.



29

Ainda, estudos recentes evidenciaram que virus que demonstram alta
plasticidade de hospedeiros (capazes de infectar uma gama de hospedeiros diversa)
apresentam mais chances de se disseminar geograficamente e possuem maior
propensao a cruzar a barreira das espécies e ocasionar transmissao entre humanos,
sendo que as doengas desencadeadas por esses virus podem demonstrar entdo
maior potencial pandémico (JOHNSON et al., 2015).

S&o exemplos relevantes de viroses emergentes as causadas pelos arbovirus
(arthropod borne viruses), dentre esses destacam-se quatro importantes virus
capazes de causar epidemias, o virus da Febre Amarela (YFV), o virus da Dengue
(DENV), o virus Chikungunya (CHIKV) e o virus Zika (ZIKV). Esses ainda demonstram
grande importancia em termos de saude publica na América Latina e causam
preocupagao devido ao potencial de disseminagao global e pela possivel capacidade
de se adaptar a novos hospedeiros (HIGUERA e RAMIREZ, 2019).

No inicio de 2019, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) ranqueou dez
importantes ameacas a saude global, e dentre elas estdo incluidas doencgas
infecciosas emergentes causadas por virus com potencial epidémico e que
geralmente apresentam alta letalidade. Foram incluidos nessa lista os patdégenos
relacionados ao Ebola, a varias outras febres hemorragicas, Dengue, Zika, Nipah,
Influenza pandémica, Sindrome respiratéria aguda grave (SARS) e Sindrome
respiratéria por coronavirus do Oriente Médio (MERS-CoV) (WHO, 2019A).

Também podemos citar os hantavirus, os quais apresentam ampla distribuicao
geografica e sdo mantidos na natureza ocasionando infecgdes crénicas em roedores.
As febres hemorragicas por hantavirus sdo graves e apresentam alta letalidade (Bl et
al., 2008; JONSSON et al., 2010).

Além desses exemplos, também podem ser mencionados os ortopoxvirus.
Atualmente, apos a erradicagao da variola, uma extensa parcela da populagcdo nao
possui imunidade contra essa doencga e contra outras infeccbes desencadeadas por
ortopoxvirus zoonoéticos. Nesse sentido, esses virus merecem destaque devido a sua
ampla distribuicdo geografica e a ocorréncia frequente de surtos ndo s6 em uma
extensa gama de animais silvestres e domésticos, mas nos seres humanos
(ESSBAUER et al., 2010; SHCHELKUNOV, 2013; SILVA et al., 2021; WHO, 2022D).
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1.3 Classe Mammalia e virus zoondticos

A frequente interacdo do ser humano com o meio ambiente & condi¢cdo
favoravel para a transmissdo de patogenos interespécies (KARESH et al., 2012;
BURRELL et al., 2017). Nesse contexto, destaca-se o papel do contato préximo entre
humanos e animais que abrigam agentes patogénicos zoonoéticos na possivel
ocorréncia de spillover (WHO, 2015; PLOWRIGHT et al., 2017; FAGRE et al., 2022).

Com relacdo as classes de cordados, a maioria dos patégenos humanos
oriundos de animais surgiram dos mamiferos (classe Mammalia) e das aves (classe
Aves). E considerando a barreira entre espécies, esse cenario é o esperado devido a
maior proximidade filogenética desses grupos com os seres humanos (WOLFE et al.,
2007; OLIVAL et al., 2017).

Nesse contexto, um estudo conduzido por Olival e colaboradores (2017)
analisou interagdes de varias espécies virais com mamiferos e evidenciou que animais
incluidos nas ordens Chiroptera (morcegos), Primatas (primatas ndo humanos - PNH)
e Rodentia (roedores) tiveram maior proporgéo de virus zoonéticos em comparagao a
outros grupos de mamiferos (Figura 7). Além disso, esses dados sinalizam para a
importancia desses animais como alvos para vigilancia e descoberta de novos virus
(MORSE et al., 2012; OLIVAL et al., 2017). Ainda, em referéncia ao estudo de Olival
e colaboradores (2017), as familias virais destacadas como as mais presentes em
roedores sao Peribunyaviridae, Flaviviridae e Arenaviridae, para morcegos
Peribunyaviridae, Flaviviridae e Rhabdoviridae e para PNH a familia Herpesviridae,
seguida por Flaviviridae.

Entre todos os mamiferos, vale destacar os primatas ndo humanos, os quais
tém relagcao com cerca de 20% das doengas humanas, mas que representam apenas
0,5% de todas as espécies de vertebrados descritas até o momento (WOLFE et al.,
2007). Além desses, os roedores, os quais estao distribuidos em quase todos os
habitats do planeta, tem elevada abundancia, apresentam alta taxa de fecundidade e
interagem com os seres humanos frequentemente, também estdo estreitamente
relacionados a doencas humanas (WOLFE et al., 2007; BURRELL et al., 2017). Os
roedores representam a maior ordem de mamiferos em numero de espécies e podem
ser descritos como reservatorios zoonéticos e vetores para uma gama de patégenos
relacionados a espécie humana. Dentre os patdgenos importantes relacionados aos

roedores estdo incluidos os virus transmitidos por roedores (rodent-borne viruses),
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sendo que exemplos de destaque sao os virus membros das familias Hantaviridae e
Arenaviridae (BURRELL et al., 2017; DREWES et al., 2017; OLIVAL et al., 2017).
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Figura 7: Diagrama evidenciando a riqueza viral por ordem de mamiferos e
familia viral. Quanto mais vermelho, maior a riqueza viral em determinado grupo de
mamifero, com destaque para os roedores, primatas e quirépteros. Esse mapa foi
gerado com base em 754 espécies de mamiferos e 586 espécies virais reconhecidas
pelo ICTV. Fonte: OLIVAL et al., 2017.

Ainda, estudos recentes demonstraram que a ordem Rodentia é fonte de dois
tercos dos virus originarios de mamiferos (JOHNSON et al., 2020; KEESING;
OSTFELD, 2021). Além disso, é consideravel sinalizar a presenga desses animais em
ambientes peri-domésticos e domésticos, vivendo em contato proximo com humanos
€ animais domésticos. Esse contato proximo e o fato de muitas espécies de roedores
conseguirem prosperar em ambientes antropizados contribuem para esses mamiferos
se destacarem como fontes de patdégenos zoondticos para a espécie humana
(MEERBURG et al., 2009; KEESING; OSTFELD, 2021; ECKE et al., 2022). Por outro
lado, ainda vale salientar habitos de vida desses mamiferos que também contribuem
para espécies de roedores se tornarem reservatoérios potenciais de patdégenos e serem
mais resilientes as alteracdes antropicas, dentre eles o oportunismo e sinantropismo,

a historia de vida mais curta, maturidade sexual precoce, juntamente com periodos de
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gestacdo mais curtos e ninhadas mais frequentes (MEERBURG et al., 2009; HAN et
al., 2015; GRAVINATTI et al., 2020; TIRERA et al., 2021).

Com relacéo a distribuicdo de espécies de roedores na América do Sul e Brasil
(Figura 8), esses mamiferos correspondem a aproximadamente 50% da fauna da
América do Sul e sdo descritas 234 espécies da ordem Rodentia no Brasil, o que
corresponde a 34,7% de todas as espécies de mamiferos do pais (PAGLIA et al.,
2012; MAESTRI; PATTERSON, 2016) (Figura 8). Ainda, no contexto de urbanizagéo
e considerando as grandes cidades brasileiras, assim como no cenario global, estéo
distribuidas espécies sinantropicas como rato doméstico (Rattus rattus), rato marrom
(Rattus norvegicus) e camundongo doméstico (Mus musculus), os quais sdo roedores
sabidamente relacionados ao aumento de risco de transmissao de zoonoses (ECKE
et al., 2022).

Além dos roedores, outro grupo da ordem Carnivora que possui representantes
que podem apresentar habitos sinantropicos, é a familia Procyonidae, especialmente
os quatis (Nasua: Linnaeus, 1766). No Brasil, além dos quatis (Nasua nasua) sé&o
conhecidas mais trés espécies dessa familia, Jupara (Potos flavus), Gatiara
(Bassaricyon alleni) e Mao-Pelada (Procyon cancrivorus). Esses pequenos mamiferos
apresentam ampla distribuicdo pelos biomas brasileiros e possuem dieta onivora
(Figura 8) (PAGLIA et al., 2012; ICMBio, 2022).

Os quatis sul-americanos (Nasua nasua) tém uma dieta onivora, habitos
diurnos e terrestres, além de uma complexa estrutura social vivendo em bandos de
até 30 individuos, com machos adultos juntando-se aos grupos apenas durante a
época reprodutiva (PAGLIA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2021; PROJETO
QUATIS, 2022). Os quatis sdo animais extremamente sociaveis, sinantropicos e
oportunistas, sdo bem adaptados a viver perto de ambientes urbanos, interagem
facilmente com humanos e sao frequentemente avistados forrageando alimentos de
origem humana, especialmente no lixo (FERREIRA et al., 2013; RODRIGUES et al.,
2021; PROJETO QUATIS, 2022). A detecgao de virus zoondéticos ja foi confirmada
nesses pequenos mamiferos, como o Vaccinia virus (VACV), em grupos de Nasua
nasua habitantes de areas verdes fragmentadas inseridas em contexto urbano
(COSTA et al., 2018), além da detecgao de anticorpos anti-OPV nesses animais no
México (GALLARDO-ROMERO et al., 2016). Além disso, foi realizada a detecgao de
anticorpos totais contra arbovirus, Flavivirus e Alphavirus, em quatis de uma area de
Mata Atlantica do Brasil (RODRIGUES et al., 2023) e também a detecc¢ao do virus da
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raiva e anticorpos neutralizantes em quatis da espécie Nasua narica, no México
(ARECHIGA-CEBALLOS et al., 2010).
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Figura 8: Riqueza de espécies de roedores e distribuicido das espécies de
procionideos na América do Sul. (A) Mapa da América do Sul evidenciando a riqueza
de espécies de roedores na extensao territorial do continente, as areas em laranja e
vermelho sao areas com maior riqueza. (B) Mapa da América do Sul e central dando
destaque para as espécies de procionideos e sua distribuicao pelos paises neotropicais
desse continente. Destaque para a regido sudeste do Brasil (Biomas de Mata Atlantica
e Cerrado) que apresenta circulagdo expressiva tanto de espécies de roedores quanto
de procionideos. Fonte: Adaptado de MAESTRI; PATTERSON, 2016 e NAGY-REIS et
al., 2020.

1.4 Urbanizacgao, areas verdes e emergéncia de patdogenos

Em todo o planeta, a urbanizacdo e alteracido de habitats naturais vém se
intensificando. Dados de 2008 mostraram que, pela primeira vez na historia, mais de
50% da populagdao humana mundial residia em areas urbanas (UNFPA, 2007; PATEL;
BURKE, 2009; HASSELL et al., 2017). E, ainda, estima-se que no ano de 2030 dois
tercos da populacdo mundial vai habitar areas urbanas, sendo destaque as
megacidades, grandes centros urbanos com populagbes com mais de 10 milhdes de
habitantes (JOWELL et al., 2017; UNESCO, 2021).

As alteracbes no uso da terra e urbanizagdo rapida e sem precedentes
representam uma grande ameaca para o0 meio ambiente, provocando desmatamento,
fragmentacao ecoldgica, declinio e perda de biodiversidade de uma forma global
(MACKENSTEDT et al., 2015; HASSELL et al., 2017; OFORI et al., 2018). O
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expressivo aumento de areas urbanas altera radicalmente a estrutura das
comunidades de vida silvestre anteriormente existentes na regiao urbanizada, e além
das alteragdes locais pode provocar também consequéncias nas regides naturais do
entorno desses grandes centros urbanos (MACKENSTEDT et al., 2015).

Nesse sentido, areas urbanas com elevada densidade populacional, em sua
maioria ndo planejadas e sem infraestrutura adequada, causam uma série de
problemas para os seus habitantes, as populacdes de espécies nativas e ao ambiente.
Alguns dos principais problemas a serem destacados sdo o aumento de temperaturas,
poluicdo, aumento de areas com superficie impermeavel, fragmentagao de habitats,
alteragbes na hidrologia, redu¢ao da abundéancia e diversidade de espécies nativas,
aumento de espécies ndo nativas. Além de outros problemas sociais incontestaveis,
como desigualdade e pobreza, bem como o fato de que cidades densamente
povoadas e conectadas sdo locais facilitadores para a transmissdo de doencas
respiratorias, doengas causadas por vetores, epidemias e pandemias, como
observado na pandemia de COVID-19, cenario que ainda € potencializado pela
enorme conectividade aérea entre os paises (PATEL; BURKE, 2009; MACKENSTEDT
et al., 2015; JOHNSON; MUNSHI-SOUTH, 2017; BAKER et al., 2021).

Diante de todo esse cenario de urbanizagcdo e alteragbes de comunidades
naturais, a conversao de area com vegetagao em superficie construida € o problema
mais evidente. E, consequentemente, nesse caminho ocorre a reducdo de espacos
naturais e areas verdes e a formagéo de fragmentos de mata, desencadeando cada
vez mais disturbios nos ecossistemas e sua estrutura tréfica, além de alterar a
estrutura e composicdo da biodiversidade local (GODDARD et al, 2010;
MACKENSTEDT et al., 2015; JOHNSON E MUNSHI-SOUTH, 2017; HASSELL et al.,
2017). Levando em consideragao que a destruicao de habitats e as alteragbes de uso
da terra desencadeadas por agdes antropicas desencadeiam alteragdes na dinamica
dos ecossistemas e ocasionam a formagao de fragmentos de mata, é relevante
destacar também a formacéo de areas de transi¢do, chamadas ecétones (Figura 9)
(WEGNER et al., 2022).

Considerando essa perspectiva, as areas de floresta que abrigam grande
biodiversidade cada vez mais se tornam ameagas devido ao desmatamento,
especialmente por estarem mais propensas a se tornarem areas de transicdo, com
remanescentes de biodiversidade e alteragdes em sua composicdo de espécies.

Dessa forma, essas areas de ecotone e as areas de borda, sao relevantes no contexto
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da ocorréncia de DIE, ja que espécies silvestres presentes nesses locais entram em
maior contato com humanos, animais domesticados, de criagdo e sinantropicos,
elevando o risco de transmiss&o de patdégenos zoondticos (Figura 9) (WEGNER et al,,
2022). Como exemplo, observamos areas limitrofes entre regides de mata e pequenos
povoados e/ou cidades atuando de forma significativa no contexto epidemiolégico dos
ciclos de transmissao de algumas arboviroses, especialmente da Febre Amarela no
continente africano (MARFIN; MONATH, 2008; DOUAM; PLOSS, 2018).
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Figura 9: Desmatamento e criagao de ecoétones na emergéncia de patégenos
zoonoticos. Sao destacadas trés regides diferentes, areas de floresta, ecotones e areas
urbanas/periurbanas. A interagao entre as espécies presentes nesses locais ¢ alterada
de acordo com o nivel de interferéncia humana, e a dindmica entre as espécies pode
desencadear a transmissao facilitada de patégenos. Destaque para os remanescentes
de mata inseridos dentro da area urbana como fonte interagéo e contato entre as espécies
silvestres e sinantrépicas com a populagao humana. Fonte: WEGNER et al., 2022.

No ambiente urbano, a definicdo de espacos verdes pode ser ampla e diversa,
sendo incluidos como principais exemplos parques urbanos e reservas, jardins e
pracas, areas verdes proximas a rios e nascentes, areas esportivas e de recreacao,
areas privadas, jardins botanicos e zooldgicos, alguns tipos de cemitérios e também
corredores verdes e areas de trilhas e vias verdes (WHO, 2016; JOHNSON E
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MUNSHI-SOUTH, 2017; MMA, 2021A). A presenca dos espagos verdes urbanos
compreende importantes beneficios nesse panorama de urbanizacdo e perda de
habitats frequente, sendo importantes para trazer beneficios e servigos
ecossistémicos, como bem estar, saude fisica e mental, e qualidade de vida para o
homem, melhoria de qualidade do ar e agua, diminuigao de polui¢ado sonora e ilhas de
calor, além de promogéao, conservagao e protecdo da biodiversidade das espécies
silvestres do local (GODDARD et al., 2010; WOLCH et al., 2014; MACKENSTEDT et
al., 2015; WHO, 2016; WHO, 2017). Além disso, de acordo com Johnson e Munshi-
South (2017), os parques urbanos em alguns casos podem funcionar como fontes de
diversidade genética para as areas circundantes, contribuindo para o fluxo génico
entre as populacdes proximas.

Ainda, de acordo com a legislagdo brasileira, Art. 8°, § 1°, da Resolugéo
CONAMA N° 369/2006, areas verdes de dominio publico sao locais com vegetagao e
livres de impermeabilizacdo que exercem fungdes ecoldgicas, recreativas e
paisagisticas, contribuindo para melhoria da cidade e qualidade de vida tanto no que
diz respeito a qualidade ambiental, estética e funcional, e para o equilibrio ambiental
(MMA, 2021A). Além disso, de acordo com o Cdédigo Florestal (Lei n® 12.651, de 25
de maio de 2012), areas verdes urbanas também podem ser consideradas areas de
preservagao permanente (APP), sendo espacgos legalmente protegidos, e unidades
de conservagéao (UC) urbanas, e a manutengao desses locais tem reconhecido valor
de conservacgao e do patriménio natural, contribuindo também para fungdes sociais,
ecoldgicas e educativas (BRASIL, 2012; MMA, 2021A; MMA, 2021B).

A contribuicdo das areas verdes urbanas € inegavel, mas nesse complexo
contexto de urbanizagdo sem planejamento e sem precedentes, conservagao da
biodiversidade e alteragbes ecoldgicas, mudangas de uso da terra ocasionam a
alteragao das interfaces de contato entre homem-—vida silvestre, o que pode contribuir
para mais oportunidades de emergéncia de patégenos zoonéticos (HASSELL et al.,
2017; PLOWRIGHT et al., 2021). Ambientes antropizados e alterados desencadeiam
uma grande interferéncia humana na biodiversidade e equilibrio dos ecossistemas, e
essa perturbacao nas dindmicas patdégeno-hospedeiro e criagcdo de novas interfaces
de contato entre as espécies € um facilitador para eventos de emergéncia de
zoonoses (HASSELL et al., 2017; PLOWRIGHT et al., 2021).

Sabe-se que a manutengao da biodiversidade natural tem efeitos benéficos na

transmissao de doencgas infecciosas, como por exemplo, o efeito diluidor no qual a
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elevada biodiversidade pode atuar reduzindo a prevaléncia de patégenos, diminuindo
as chances de contato entre hospedeiros, o que também pode reduzir a exposigao
humana a patogenos (KESSING et al., 2010; KEESING; OSTFELD, 2021). Entretanto,
a distribuicdo das espécies, densidade e abundancia sao fatores que atrelados a
perda de biodiversidade em um determinado habitat podem afetar a ocorréncia e
contribuir para o aumento da transmissao de patégenos, além de fatores como
probabilidade de encontros e transmissdo entre hospedeiros competentes,
mortalidade e taxas de recuperacao de hospedeiros infectados (KESSING et al., 2010;
HASSELL et al., 2017; KEESING; OSTFELD, 2021).

Nessa perspectiva, a preservagdao de ecossistemas e manutengcdo de
biodiversidade endémica contribuem para diminuir a prevaléncia de DIE, contrastando
com os ambientes urbanos, com infraestrutura ndo planejada para areas verdes, os
quais em sua maioria apresentam um declinio de espécies nativas, fragmentacao de
habitats, prevaléncia de espécies invasivas, e barreiras para a dispersao de espécies
0 que consequentemente reduz o fluxo génico entre as populagdes animais
(KESSING et al., 2010; GODDARD et al., 2010; JOHNSON E MUNSHI-SOUTH,
2017).

Nos ambientes urbanos, pequenos mamiferos constituem parte relevante da
biodiversidade e podem ser comuns (OFORI et al., 2018). Entretanto, como ja
descrito, a perturbacdo das populagdes animais devido a urbanizagdo pode
desencadear a substituicido de espécies nativas por espécies invasivas e com habitos
generalistas. Assim, é possivel observar que dependendo do nivel de urbanizagao,
alteracdo de habitats e fragmentacdo, comunidades diversas de passaros e
mamiferos que possuem nichos ecolégicos mais especificos e dietas mais restritivas
tendem a ser substituidas por individuos de espécies com nicho ecolégico mais amplo,
generalistas, representadas principalmente por roedores, passaros necréfagos,
algumas espécies de pequenos mamiferos e morcegos (HASSELL et al., 2017;
HASSELL et al., 2021).

Nessa paisagem urbana antropizada, os animais generalistas constituem a vida
selvagem mais adaptada, e essas espécies que predominam e prosperam nesse
ambiente sdo denominadas espécies sinantropicas (HASSELL et al., 2017; KESSING
et al., 2021). Esses animais com habitos sinantrdpicos geralmente sdo predominantes
nos fragmentos de mata urbanos e séo capazes de utilizar os recursos proporcionados

pela vida antropizada, conseguindo sobreviver as pressées ambientais desses
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espagos com alta densidade populacional humana (OFORI et al., 2018; HASSELL et
al., 2017; HASSELL et al., 2021).

Dessa maneira, levando em consideragcdo que o contato entre vida silvestre-
homem €& um fator determinante para eventos de spillover, estudos recentes também
ja demonstraram que muitas espécies sinantropicas sao consideradas fontes de
patdgenos zoonoticos, entre eles os virus, podendo atuar como hospedeiros
reservatorios para doengas zoonoéticas, o que juntamente com a elevada densidade
de espécies silvestres e seres humanos favorece oportunidades de contato e
possiveis eventos de spillover (PLOWRIGHT et al.,, 2021; HASSELL et al., 2017,
UNEP, 2020). A alteragcao da ecologia de doengas e dindmica de transmissado de
patdogenos nesses ambientes também pode colaborar para eventos de transmissao
reversa, colocando em risco populagdes de animais, onde patégenos humanos podem
causar surtos em populagdes de animais silvestres (spillback), além de ser necessario
destacar que em ambientes urbanos o contato préximo da interface animais silvestres
— animais domésticos — seres humanos também €& importante fator de risco para
desencadear eventos de emergéncia de zoonoses principalmente em areas
periurbanas (DITCHKOFF et al., 2006; MESSENGER et al., 2014; HASSELL et al.,
2017; BORREMANS et al., 2019; PLOWRIGHT et al., 2021; HASSELL et al., 2021;
KEESING; OSTFELD, 2021).

Mediante o exposto, e visando mitigar os impactos da urbanizagdo na
biodiversidade e reduzir as possibilidades de eventos de emergéncia de patégenos
em areas urbanas, se faz necessaria uma gestao da biodiversidade urbana. Para
atender tal gestdo em um cenario satisfatorio, areas de grandes centros urbanos
devem procurar investir em infraestrutura planejada e manutengao de espacos verdes
urbanos naturais, o que reduz as areas fragmentadas e auxilia na diminuigdo de
perturbagdes ambientais, contribuindo para ecossistemas mais resilientes e para a
manuten¢do da vida silvestre e biodiversidade nativa (GODDARD et al., 2010;
JOHNSON; MUNSHI-SOUTH, 2017; HASSELL et al.,, 2021; PLOWRIGHT et al,,
2021).

Ainda, para atrelar o desenvolvimento urbano com esforgos de conservagéao e
integragcao com areas verdes se faz necessario compreender as areas de interface de
contato entre as espécies (humano-animal) e priorizar estudos e programas de
monitoramento e vigilancia epidemiolégica da circulagao e dindmica de transmissao

de patdgenos nas populagdes animais, reforcando a saude humana e animal e as
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agdes para prevencgao e controle de possiveis eventos de spillover (HASSELL et al.,
2017; OFORI et al., 2018; HASSELL et al., 2021; PLOWRIGHT et al., 2021).

1.5 Arbovirus

O termo arbovirus (arthropod borne viruses) se refere a um grupo diverso de
virus, onde estes sao transmitidos para seus hospedeiros vertebrados por meio de
vetores artropodes hematofagos. Esses virus estdo presentes principalmente nas
regides tropicais e subtropicais do planeta e infectam uma extensa gama de espécies
vertebradas (WEAVER, 2013; YOUNG, 2018).

Para se manter na natureza os arbovirus necessitam de hospedeiros e de
vetores (WEAVER e BARRETT, 2004). Os arbovirus apresentam carater zoondtico,
sendo que a emergéncia e reemergéncia desses virus € responsavel por ocasionar
taxas significativas de morbidade e mortalidade nas populagdes humanas (WEAVER,;
BARRETT, 2004; YOUNG, 2018).

Os ciclos de transmissdo dos arbovirus sdo complexos e diferem para as
diferentes espécies virais. Geralmente os virus sdo mantidos na natureza em um ciclo
silvestre, sendo que os principais vetores envolvidos nos ciclos de transmissao desses
virus sdao mosquitos, carrapatos e flebotomineos. Nos ciclos enzodticos, os
hospedeiros costumam ser principalmente passaros, pequenos mamiferos e primatas
nao humanos. Eventos de spillover ocorrem quando um vetor infectado pica um
homem ou animal doméstico inserido proximo a essas areas de transmissao silvestre.
Ainda, no contexto de transmisséo dos arbovirus € importante o estado virémico dos
hospedeiros vertebrados, além da presencga de vetores competentes para ocorréncia
de novos ciclos de transmissdo em novos hospedeiros susceptiveis (Figura 10)
(WEAVER; BARRETT, 2004; GOULD et al., 2017; YOUNG, 2018). Nesse cenario, 0s
humanos e outros animais como os equideos sédo considerados hospedeiros finais
nao reservatoérios (“dead-end-host”) para um grande numero de arbovirus, ja que
estes ndo apresentam viremia suficiente e assim nao seriam eficientes para infectar
um vetor (WEAVER; BARRETT, 2004; GUBLER, 2002).

Em contrapartida, vale destacar que para alguns arbovirus sdo descritas
transmissao entre humanos por mosquitos vetores, sendo exemplos os virus da
Dengue, Zika, Febre Amarela e Chikungunya (PAIXAO et al., 2018; YOUNG, 2018).

Também ¢é importante a ocorréncia de transmissao vertical para os arbovirus, que
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ocorre em algumas espécies de mosquitos vetores de uma fémea infectada para sua
prole (LEQUIME; LAMBRECHTS, 2014).

Transmissdo humano-vetor-humano spillover direto Amplificagdo em animais
{ ZIKV humano-humano sexual) domesticados

I N =

\ Y2

Ciclo urbano epidé Ciclo epizoético rural

m MmN

A. aegypti
A. albopictus
CHIKV, DENV, (MAYV?), /
OROV, YFV, ZIKV ﬁ ﬂ

CHIKV, DENV, MAYYV, JEV, RVFV
OROV, YFV, ZIKV

Figura 10: Ciclos de transmissao dos arbovirus. A figura ilustra o carater zoonético
desses virus. No ciclo urbano é demonstrada a transmissao entre humanos por meio
de mosquitos, Aedes aegypti e Aedes albopictus. No ciclo enzootico estdo envolvidos
hospedeiros animais e os vetores artrépodes, sendo que nesse ciclo os humanos se
infectam acidentalmente, ao ter contato com esses ambientes. Ainda, alguns arbovirus
como o virus da Encefalite Japonesa, estabelecem um ciclo epizodtico rural,
favorecendo spillover e causando epidemias em ambientes rurais. Fonte: Adaptado de
WEAVER et al., 2018.

Com relagao a ocorréncia de infecgdes por arbovirus na espécie humana, a
maioria delas € relacionada a trés familias virais, Togaviridae, Flaviviridae e
Peribunyaviridae (YOUNG, 2018). Diante disso, ressalta-se que os virus de RNA sao
0 maior numero e que para a América do Sul os arbovirus mais relevantes sao das
familias Togaviridae e Flaviviridae (HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

No Brasil, os arbovirus que demonstram mais impacto na saude publica sao o
virus da Dengue (DENV), o virus da Febre Amarela (YFV), o virus Zika (ZIKV) e o
virus Chikungunya (CHIKV) (FIGUEIREDO, 2016; PAIXAO et al., 2018; NAVA et al,
2017). Além de outros que apresentam risco de emergéncia como o virus Mayaro
(MAYV), o virus da encefalite Saint Louis (SLEV) e o virus Oropouche (OROV)
(FIGUEIREDO, 2007).
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1.6 Flaviviridae

Dentre as familias virais que podem ser correlacionadas a ocorréncia de
infeccbes emergentes e reemergentes, a familia Flaviviridae certamente pode ser
citada como uma ameaca devido a importancia que apresenta em contextos de saude
publica e saude animal, além da sua ampla distribuicdo global (PANDIT et al., 2018;
PIERSON; DIAMOND, 2020). Contribuindo para esse potencial epidémico estao
também fatores como a transmissao através de vetores artropodes e o extenso
espectro de hospedeiros, especialmente mamiferos e aves, que esses virus sao
capazes de infectar (PANDIT et al., 2018; PIERSON; DIAMOND, 2020).

O termo Flaviviridae deriva do latim “flavus” que significa amarelo. Essa familia
e dividida em quatro géneros: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus e Pegivirus. Dentre
estes, o género Flavivirus compreende o maior numero de espécies, 53 espécies
virais, dentre elas o Yellow fever virus (YFV), Dengue virus (DENV), West Nile virus
(WNV), Japanese encephalitis virus (JEV), Zika virus (ZIKV), Saint. Louis encephalitis
virus (SLEV) e Usutu virus (USUV), conhecidas por serem importantes patdégenos
humanos e animais (LINDENBACH et al., 2013; SIMMONDS et al., 2017; WEAVER
et al.,, 2018; PIERSON; DIAMOND, 2020).

Quanto a morfologia, os virions sao esféricos, possuem capsideo icosaédrico
e as particulas apresentam didmetro em torno de 40 - 60 nm. Sao virus envelopados
e apresentam genoma de RNA de fita simples, polaridade positiva (LINDENBACH et
al.,, 2013). As particulas apresentam trés proteinas estruturais, a proteina (C) do
capsideo que envolve o genoma, as proteinas do envelope (E) e de membrana (M)
(LINDENBACH et al., 2013; SIMMONDS et al., 2017).

O genoma viral apresenta em torno de 11.000 nucleotideos (11 kb) possuindo
apenas uma fase aberta de leitura (ORF — Open Reading Frame), flanqueada por
regidbes nado codificadoras (NCR) em ambas as extremidades, 5 com
aproximadamente 100 nucleotideos e 3’ de 400 a 700 nucleotideos. A traducédo do
RNA codifica apenas uma poliproteina, que posteriormente é clivada por proteases
virais e celulares para a formacgao das proteinas virais maduras. Sao codificadas trés
proteinas estruturais (C — prM — E) proximas a extremidade 5’, seguidas por sete
proteinas nao-estruturais (NS) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) que
estdo relacionadas com a replicacdo do genoma e montagem das novas particulas
virais (Figura 11) (LINDENBACH et al., 2013; SIMMONDS et al., 2017).
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Figura 11: Organizagao do genoma e estrutura de particula dos flavivirus. Destaque
para a poliproteina que é clivada por proteases celulares e virais para dar origem as
proteinas estruturais e nao-estruturais do virus. Nas particulas imaturas a proteina
precursora (prM) ainda nao foi clivada em proteina (M) para dar origem a particula
madura. Fonte: Adaptado de PIERSON; DIAMOND, 2020.

1.6.1 Febre Amarela

A Febre Amarela (FA) é conhecida como a febre hemorragica viral original,
caracterizando-se como uma doenga sistémica capaz de desencadear quadros
hemorragicos e apresentar alta letalidade (MARFIN; MONATH, 2008; KLITTING et al.,
2018). O virus da Febre Amarela (YFV) é um virus envelopado, de capsideo
icosaédrico com genoma de RNA fita-simples, polaridade positiva. Assim como os
outros flavivirus, o YFV apresenta didmetro aproximado de 50 nm, sendo um virus
relativamente pequeno quando comparado a outros ja identificados na virosfera
(BARRETT, 2001; LINDENBACH et al., 2013; GARDNER; RYMAN, 2010).

Até o momento, é descrito um Unico sorotipo para o YFV e 7 gendtipos virais.
Dentre os gendtipos descritos, 5 sdo encontrados na Africa e 2 na América do Sul.
Estudos filogenéticos sugerem que o YFV teve sua origem na Africa e foi introduzido
e disseminado para a América do Sul através dos navios de comércio e trafico negreiro
no século XVI (LEPINEIC et al., 1994; MUTEBI et al., 2001; BARRETT; HIGGS, 2007;
MARFIN; MONATH, 2008; MONATH; VASCONCELOS, 2015).
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A Febre Amarela é endémica nas regides tropicais da América do Sul e da
Africa (Figura 12). E considerada uma doenca reemergente devido ao aumento do
numero de casos nos ultimos 25 anos, mesmo com a existéncia de uma vacina efetiva.
A cada ano sao relatados cerca de 200.000 casos dessa febre hemorragica viral
acompanhados por cerca de 30.000 mortes, porém acredita-se que esses numeros
sao subestimados e a incidéncia real seja de 10-250 vezes maior. De acordo com a
Organizagao Mundial da Saude, 47 paises s&o considerados areas endémicas para a
FA, sendo 37 paises africanos e 13 pertencentes a América do Sul e Central
(MONATH, 2001; BARRETT; HIGGS, 2007; MONATH; VASCONCELOS, 2015; WHO,
2019B; PAHO, 2023A).

O YFV infecta primatas ndo humanos (PNH) e humanos nas regides
endémicas. Esse virus é transmitido para seus hospedeiros por intermédio de um
mosquito vetor. Na Africa, estdo envolvidos na transmiss&o os mosquitos do género
Aedes, enquanto na América do Sul, além deste género estdo compreendidos
também os géneros Haemagogus e Sabethes (BARRETT; HIGGS, 2007; GARDNER;
RYMAN, 2010).

Sao descritos trés tipos de ciclos para a FA. No ciclo silvestre, o virus € mantido
na natureza pela transmissao entre mosquitos silvestres e PNH em florestas tropicais
da Africa e América do Sul. Na Africa, este ciclo tem como principal vetor a espécie
Aedes africanus, e na América os vetores principais neste ciclo sdo Haemagogus
Jjanthinomys, H. leucocelaenus e Sabethes chloropterus. Nos dois continentes os
hospedeiros vertebrados divergem, e outro fator a ser considerado € que as espécies
de PNH das Américas geralmente sofrem de FA fatal, enquanto no continente Africano
os hospedeiros apresentam infeccbes mais brandas e em muitos casos subclinicas.
Neste ciclo silvestre casos humanos podem ocorrer de forma esporadica, quando o
homem adentra nessas areas de mata (BARRET, 2001; BARRETT; HIGGS, 2007;
GARDNER; RYMAN, 2010; SILVA et al., 2020; SACCHETTO et al., 2020).

Na Africa também pode ser caracterizado um ciclo intermediario, ou ciclo de
savana. Esse ciclo ocorre em areas umidas de savana préoximas a areas de florestas
tropicais, com a presenca de atividades humanas como aldeias rurais e terras
agricolas. Nesse ciclo, os mosquitos vetores se alimentam tanto em PNH quanto em
humanos (MUTEBI; BARRETT, 2002; BARRETT; HIGGS, 2007; MARFIN; MONATH,
2008).
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Areas com recomendagio de
vacinagio para Febre Amarela

- Areas com recomendacdo
- Recomendacdo de vacinacio desde 2017

Geralmente ndo recomendado
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[ata Saurce: Centers for Disease Control and Prevention, 2020, hitps://rh.gy/hoesii 1 i

Figura 12: Paises endémicos para a Febre Amarela e as regiées com recomendagao
de vacinagao. Em vermelho, areas com recomendacdo de vacinagdo, areas com
vacinacao geralmente ndo recomendada (laranja claro), locais sem recomendacao de
vacina (alaranjado mais claro e cinza). Para o Brasil em laranja escuro, area com
recomendacio de vacinagao desde 2017, porém atualmente todo territorio € considerado
area com recomendacao de vacina. Fonte: Adaptado de SACCHETTO et al., 2020 e CDC,
2018B.

O ciclo urbano caracteriza-se pela transmissdo do YFV entre humanos pelo
Aedes aegypti. Esse ciclo é motivo de notavel preocupagao, pois pode facilmente
desencadear epidemias. Nesse ciclo, o principal hospedeiro € o homem e a
transmissao da doenca pode acontecer de forma mais rapida, devido a alta densidade
do mosquito vetor e a possivel limitada imunizagdo dos individuos residentes em
areas urbanas (MUTEBI; BARRET, 2002; BARRETT; HIGGS, 2007; WHO,2019B). No
Brasil, o ultimo caso de FA urbana registrado ocorreu em 1942. Em contraste, na
Africa o ciclo urbano é bem mais frequente, e em 2016 foi registrada uma epidemia
sem precedentes de FA urbana na Angola e Republica Democratica do Congo, com
393 obitos confirmados pela OMS e registro de disseminagao para outros paises,
incluindo caso fatal para na China (KRAEMER et al., 2017; BRASIL, 2019a; EYE,
2018).
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A FA tem carater zoonético e normalmente os casos identificados em humanos
sao precedidos por epizootias (transmissao intensa de um agente patogénico entre os
animais hospedeiros naturais) em PNH. A ocorréncia de epizootias em PNH & um
alerta para a circulacédo do YFV e possivel transmissao para os seres humanos, sendo
os PNH considerados animais sentinelas (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Considerado o ciclo silvestre do YFV e a escassez de estudos buscando
entender a circulagdo do virus em outros hospedeiros e o possivel impacto na vida
silvestre e transmissdo do YFV, é importante destacar o estudo de Thoisy e
colaboradores (2004) que realizou um inquérito sorolégico para detecgdo de
anticorpos neutralizantes anti-YFV em pequenos mamiferos na Guiana Francesa.
Foram encontrados anticorpos neutralizantes em primatas além de outros mamiferos
silvestres como: cotia e porco-espinho (Rodentia), porco do mato (Artiodactyla), Irara
(Carnivora) e preguicas e tamanduas (Xenarthra). Esse estudo evidencia que outras
espécies de mamiferos, ndo s6 humanos e PNH, podem ser hospedeiros potenciais
para o YFV (THOISY et al., 2004). Esses dados suportam a hipotese de que o virus
poderia circular em outras espécies de mamiferos em remanescentes florestais
proximos a matrizes urbanas e que essas especies poderiam desempenhar um papel
na dinamica de circulagdo do YFV em ambientes urbanos e periurbanos das grandes
cidades do Brasil.

No Brasil, a ultima epidemia urbana de FA ocorreu no Rio de Janeiro em 1929,
registrando 478 ébitos. Em 1942 foram registrados 3 casos no Acre, e desde esta data
nao ha confirmacgao de ciclo urbano da doenca (BARRETT, 2001; COSTA et al., 2011).
Em dezembro de 2016, iniciou-se no pais uma das mais significativas epidemias de
FA silvestre ja reportadas, com casos registrados em regides que historicamente
apresentavam pouca ou nenhuma circulagcdo do YFV. Dados divulgados pelo
Ministério da Saude desde 1980 compdem uma série histérica da doenca, e desde
entdo esse ultimo surto foi o maior ja registrado (Figura 13) (SACCHETTO et al.,
2020). Segundo o Ministério da Saude, foram registrados nessa epidemia 2.155 casos
humanos, acompanhados de 745 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018A; DOUAM;
PLOSS, 2018). A reemergéncia silvestre de FA no Brasil teve como epicentro a regiao
sudeste do pais, a mais densamente povoada, com destaque para maior numero de
casos registrados em Minas Gerais e Sdo Paulo. Nessa regiao grande contingente

populacional se encontrava susceptivel, ja que os estados afetados ndo eram
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considerados como areas de recomendacao de vacinagdo (POSSAS et al., 2018;
BRASIL, 2019; STOFFELLA-DUTRA et al., 2020).
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Figura 13 — Grafico com série histérica do numero de casos humanos de FA no
Brasil. Casos de FA linha verde e a letalidade pontilhado em cinza. Dados do
Ministério da Saude, de 1980 até o periodo de monitoramento de 2019/2020, com
destaque para a emergéncia extra-amazonica principalmente a partir dos anos de
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O grande impacto em saude publica desencadeou ag¢des de vigilancia,

prevencao e resposta, onde foram distribuidas em torno de 68,9 milhdes de doses de
vacinas entre 2017 e 2018 (MINISTERIO DA SAUDE, 2018B; POSSAS et al., 2018).
Estudos de vigilancia genémica baseados em inferéncias filogenéticas de amostras

de YFV provenientes da epidemia de FA de 2016-2019 demonstraram que as

linhagens de YFV que circulantes apresentavam uma alta identidade com o genétipo
Sul-Americano |, linhagem 1E (MIR et al., 2017; FARIA et al., 2018; REZENDE et al.,
2018; DELATORRE et al., 2019).

Ainda, no que diz respeito ao cenario epidemiolégico no estado de Minas

Gerais, merecem destaque a ocorréncia de epidemias nos anos de 2001, 2003 e as
epidemias dos periodos de monitoramento 2016/2017 e 2017/2018. De 1989 a 2023,
foram registrados 1116 casos de Febre Amarela Silvestre em humanos no estado,

sendo o periodo de 2016 a 2018 responsavel por 1006 casos (90.1%) desse total.
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Ressalta-se a proximidade da epidemia com os grandes centros urbanos do estado,
abrigando um grande contingente populacional (SES, 2021; SES,2022).

Desde 2019 n&o sao registrados casos humanos de Febre Amarela no estado,
porém nos periodos de monitoramento de 2021/2022 e 2022/2023 foram confirmadas
22 epizootias em PNH, o que evidencia a manutengao da circulagao silvestre do virus
no estado, sendo uma dessas epizootias confirmadas em Belo Horizonte em
2021/2022 (SES, 2021; SES, 2022). Ainda, em Belo Horizonte foram confirmadas
quatro epizootias em PNH nos anos de 2016 e 2017, destacando a proximidade dessa
circulagdo enzodtica viral nos anos recentes e proxima a grandes centros urbanos
(PBH, 2017A).

1.6.2 Dengue

O Dengue virus (DENV) pertence ao género Flavivirus, familia Flaviviridae e
compreende 4 sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). Esses sorotipos
demonstram uma ampla variabilidade genética ja que dentro de cada sorotipo sao
identificados genotipos distintos (PIERSON; DIAMOND, 2013; WHO, 2019C). O
DENYV é um virus envelopado de simetria icosaédrica, que apresenta genoma de RNA
fita-simples, polaridade positiva com aproximadamente 10.7 kb (KUHN et al., 2002;
PIERSON; DIAMOND, 2013).

Acredita-se que o ancestral dos quatro sorotipos de DENV tenha se originado
de um ciclo silvestre envolvendo primatas ndo humanos e mosquitos ha cerca de 1000
anos atras. Ainda, o salto de espécies e a transmissao para os seres humanos dos
quatro sorotipos do virus ocorreram de forma independente provavelmente na Africa
ou no sudeste da Asia entre 100 e 800 anos atras (CDC, 2019; HOLMES et al., 2003).
As areas de circulacao viral foram expandidas principalmente nos séculos XVIII e XIX
através das atividades de transporte comercial, e ja no inicio do século XX a dengue
se apresentava como um problema significativo de saude publica em grande parte
dos paises tropicais (GUBLER, 1997; GUBLER, 2002).

Atualmente a dengue é a arbovirose que mais afeta os seres humanos em
ambito mundial, sendo que nos ultimos 50 anos a incidéncia da doenga aumentou
drasticamente (KYLE; HARRIS, 2008; BHATT et al., 2013; MESSINA et al., 2019). A
Organizagdo Mundial da Saude estima que aproximadamente 100-400 milhdes de

infecgdes ocorrem anualmente e considera-se que mais de 100 paises em todo o
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mundo sao areas endémicas para a doenga. Entretanto, paises das Ameéricas,
Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental sao os atualmente mais afetados por epidemias
de Dengue (CDC, 2019; WHO, 2022A). N&do obstante, de acordo com o estudo de
Brady e colaboradores (2012), cerca de 4 bilhdes de pessoas estdo em areas de risco
de infecgéo pelo DENV principalmente em regides tropicais e subtropicais (Figura 14),

e estima-se que 390 milhdes de pessoas sao infectadas anualmente (BHATT et al,,

2013; WHO, 2022A).
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Figura 14: Regides do planeta com predisposi¢cdo para transmissao do DENV.
Mapa de calor evidenciando uma projecdo das principais areas do mundo que
apresentam caracteristicas ambientais para transmissdo do Dengue virus. Destaque
para as regides tropicais e subtropicais. Fonte: MESSINA et al., 2019.

A Dengue é uma doencga febril aguda causada pelos quatro sorotipos do virus,
sendo que a infeccdo por um sorotipo ndo gera imunidade contra outros. A infeccao
por DENV pode causar um amplo espectro de manifestacées, sendo a maioria dos
casos assintomaticos e casos leves a moderados, de acordo com a OMS os casos de
dengue estao categorizados em dengue, com ou sem sinais de alerta, e dengue grave
(WHO, 2022A).

A circulagdo do DENV na natureza é mantida pela ocorréncia de dois ciclos,
um silvestre ou enzodtico e um ciclo urbano. No ciclo silvestre o virus é transmitido
entre primatas ndo humanos por mosquitos vetores Aedes spp. Esses ciclos silvestres
ocorrem nas florestas do sudeste da Asia e oeste da Africa (VASILAKIS et al., 2011;
HANLEY et al., 2014). O ciclo urbano pode ser encontrado em diversos centros
urbanos dos trépicos onde a dengue é endémica e representa grande impacto na
saude publica. Nesse contexto a transmissao ocorre entre seres humanos através do

vetor Aedes aegypti, além da possivel competéncia vetorial relacionada a vetores da
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espécie Ae. albopictus (GUBLER, 2002; DE FIGUEIREDO et al., 2010; SUKHRALIA,
et al., 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Ainda, é relevante sinalizar que o DENV € o unico entre os arbovirus que
evoluiu e se adaptou a transmissao exclusiva entre seres humanos, eliminando assim
a necessidade do ciclo enzodtico para se manter nos ambientes urbanos (GUBLER,
2002). Além disso, na América do Sul o ciclo silvestre ndo foi reconhecido e os
mamiferos silvestres ndo possuem papel confirmado nesse ciclo embora anticorpos
neutralizantes contra o DENV ja tenham sido identificados em animais como
marsupiais, morcegos e roedores nesse continente (THOISY et al., 2009; GWEE et
al., 2021). Os resultados moleculares de Thoisy e colaboradores (2009) evidenciaram
que os virus dos 4 sorotipos de DENV encontrados nas amostras de mamiferos
neotropicais eram divergentes daqueles que circulavam em populagdes humanas das
areas circundantes durante o periodo analisado, sugerindo uma circulagéo
independente do virus em ambientes florestais. A detecgdo do DENV em outras
especies de mamiferos, além de PNH, reforca a possibilidade de circulacdo desse
virus em outros hospedeiros vertebrados e sinaliza para a possivel circulagao viral em
areas de mata proximas a ambientes urbanos.

Nos ultimos 35 anos todos os quatro sorotipos do virus da dengue foram
introduzidos no Brasil e o virus foi responsavel por ocasionar varias epidemias com
mais de 10.000.000 casos e milhares de mortes. Atualmente a dengue é a doencga
infecciosa mais frequente no Brasil e com a circulacdo dos quatro sorotipos, essa pode
ser considerada hiper endémica nos centros urbanos do pais. Dentre os paises da
América do Sul, o Brasil esta entre os mais afetados pela doenga. Somente no ano de
2018 foram confirmados 174.724 casos de dengue no territorio nacional. De acordo
com boletins epidemiolégicos, no ano de 2022 o numero de casos provaveis da
doencga pode ter chegado a 1.450.270 casos (taxa de incidéncia de 679,9 casos por
100 mil hab.) sendo confirmados 1016 ébitos durante o ano no pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016; VILLABONA-ARENAS et al., 2014; SALLES et al., 2018; SVS, 2019;
SVS, 2021; SVS, 2023).

Em Minas Gerais, de acordo com dados oficiais, foram confirmados 71.056
casos de dengue em 2022, acompanhados de 66 o6bitos. O grafico abaixo evidencia
que o estado tem demonstrado elevados numeros de casos provaveis de Dengue nos
ultimos anos (SES, 2023), inclusive durante os anos de realizagdo desse estudo
(Figura 15).
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Fatores que podem estar relacionados a emergéncia de casos de dengue e a
ocorréncia de epidemias cada vez mais frequentes sdo o crescimento populacional, a
mobilidade humana, a urbanizacdo desenfreada e a dispersdo do mosquito vetor
(BARRETO; TEIXEIRA, 2008).
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Figura 15: Numero de casos provaveis de Dengue por semana epidemiolégica,
Minas Gerais. Casos provaveis por semana epidemioldgica de inicio dos sintomas, nos
anos de 2010 (roxo), 2013 (rosa), 2016 (roxo escuro), 2019 (laranja), 2021 (azul escuro)
e 2022 (azul claro). Fonte: SES, 2023.

1.6.3 Zika

O Zika virus (ZIKV) € um virus envelopado de RNA fita-simples e sentido
positivo, assim como os outros flavivirus, o ZIKV possui um genoma de
aproximadamente 11kb (LIU et al., 2019).

O ZIKV tem sua origem na Africa, sendo que foi identificado pela primeira vez
no ano de 1947 em Uganda. Esse primeiro isolado foi proveniente de macacos Rhesus
na floresta de Zika, e posteriormente em 1948, também na Africa, o virus foi isolado
de mosquitos Aedes africanus (DICK et al., 1952; SONG et al., 2017; WHO, 2022B).

Apos a sua descoberta, o virus foi responsavel por causar infeccbes
esporadicas em humanos na Africa e na Asia, sendo que a maioria dos casos eram
relacionados a quadros clinicos leves. Porém, em 2007 ocorreu o primeiro grande
surto de Zika, fora das regides da Africa e Asia, na llha de Yap (Estados Federados
da Micronésia), situada no noroeste do Oceano Pacifico. A partir de entdo o virus se
disseminou para a Polinésia Francesa e outras ilhas do pacifico em 2013 e 2014. Em
2015, o ZIKV ampliou ainda mais sua distribuicdo geografica e ocasionou surtos no
Brasil e América Latina, alcangando também a América do Norte em 2016 (Figura 16)
(KINDHAUSER et al., 2016; SONG et al., 2017; YUN; LEE, 2017).
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Figura 16: Surtos de Zika ao redor do globo. Desde sua emergéncia em 1947, o ZIKV
estava confinado em paises da Africa e no Sudeste Asiatico, mas a partir de 2007
ocorreram surtos fora dessas regides e o virus alcangou varios outros paises na ultima
década. Fonte: WEAVER, 2017.

No Brasil, a transmissdo autdctone do virus foi confirmada inicialmente no
nordeste brasileiro, e logo em novembro de 2015 o Ministério da Saude declara a
emergéncia do ZIKV como Emergéncia em Saude Publica de importancia Nacional
(BRASIL, 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Além da forma classica de
transmissao através da picada de mosquitos vetores, o ZIKV pode ser transmitido
também por via sexual e durante a gravidez da mae para o feto (MUSSO et al., 2015;
MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Nesse cendrio, a infeccdo pelo ZIKV foi
correlacionada com a ocorréncia de complicagdes neuroldgicas graves e irreversiveis,
acometendo principalmente fetos e recém-nascidos, como encefalites, microcefalia e
a Sindrome de Guillain Barré (MUSSO et al., 2015; MAGALHAES-BARBOSA et al.,
2016; SOUZA et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2017; WHO, 2022B).

O Ministério da Saude divulgou que em 2015 o numero de casos estimados da
doencga no pais pode ter ficado entre 497.593 e 1.482.701 casos, ja que 80% das
infecgdes por ZIKV ndo manifestam sinais ou sintomas da doenga (BRASIL, 2016). A
emergéncia do ZIKV nas Américas, especialmente no Brasil, trouxe impactos a longo
prazo, tanto em aspectos de saude publica e econbémicos, como também sociais

devido as malformagdes congénitas do sistema nervoso central em recém-nascidos.


http://www.saude.gov.br/guillainbarre
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Além de sobrecarregar os sistemas de saude do pais com a circulagdo de mais uma
arbovirose, e representar risco para a saude publica a nivel global devido a
possibilidade de disseminagdo desse virus internacionalmente (PIERSON;
DIAMOND, 2013; MUSSO; GUBLER, 2016; LESSLER et al., 2016; LOWE et al.,
2018).

Uma vez que esse arbovirus se disseminou de forma explosiva no Brasil a partir
de 2015, logo o virus também alcangou outras areas da América Latina e Caribe, e
atualmente 89 paises e territérios comprovaram a circulagdo do virus, todos
considerados areas infestadas pelo mosquito vetor Aedes aegypti (KINDHAUSER et
al., 2016; FARIA et al., 2017; WHO, 2022B). Entretanto, analises filogenéticas
apontam para introducéo do ZIKV no Brasil entre maio e dezembro de 2013, mais de
um ano antes da deteccgéo oficial (FARIA et al., 2016; GRUBAUGH et al., 2018). O
estabelecimento e ocorréncia de casos autoctones de Zika nas Américas pode ter sido
facilitado por alguns fatores como a auséncia de imunidade de grandes contingentes
populacionais em risco, o comportamento e elevada densidade do mosquito vetor
urbano Aedes aegypti, além da transmissdo nao-vetorial (WEAVER, 2017,
GRUBAUGH et al., 2018; LOWE et al., 2018; WHO, 2022B; PAHO, 2022A).

O ZIKV é transmitido por mosquitos vetores em dois ciclos distintos, um ciclo
silvestre e outro urbano. No ciclo silvestre o virus € mantido na natureza através de
vetores hematofagos das espécies de Aedes spp de habito arboreo e primatas néo
humanos (WEAVER et al, 2016; SONG et al, 2017). Porém, estudos de
soroprevaléncia ja identificaram a presenca de anticorpos contra o virus em outros
mamiferos, como roedores, morcegos, caprinos, ovinos e orangotangos (ANDRAL et
al., 1968; DARWISH et al., 1983). Entretanto esses estudos devem ser avaliados
levando em consideragcdo a reatividade cruzada dos flavivirus e ainda, deve-se
destacar que a presencga de anticorpos anti-ZIKV ndo garante que esses animais
apresentem viremia suficiente para transmitir o virus a mosquitos vetores (RABE et
al., 2016; DOMINGO et al., 2018). No ciclo urbano, a transmissao do ZIKV ocorre entre
humanos e mosquitos antropofilicos inseridos nas cidades, especialmente o Aedes
aegypti WWEAVER et al., 2016; SONG et al., 2017; WHO, 2022B).

Além disso, € importante destacar o estudo de Terzian e colaboradores (2018)
que identificou PNH positivos para o ZIKV na regido sudeste do Brasil. Bem como, o
estudo de Favoretto e colaboradores (2016) que identificaram o RNA viral em

espécies de sagui e macacos-prego. A detecgcédo de ZIKV (linhagem americana) em
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PNH sugere que os primatas do Novo Mundo podem ser susceptiveis a infec¢ao por
ZIKV. Dados que evidenciam a ocorréncia de spillback e o risco de estabelecimento
de um ciclo silvestre no pais, indicando um possivel papel desses animais no ciclo de
transmissdo e manutengdo do ZIKV em areas urbanas (FAVORETTO et al., 2016;
TERZIAN et al., 2018). Nas Américas, especialmente no Brasil, pais mais afetado pela
emergéncia de Zika no continente, o ciclo enzodtico do virus ainda ndo € bem
elucidado, e evidéncias de literatura ja demonstraram possivel atuagdo de outros
vertebrados na manutencéo silvestre do ZIKV (Figura 17) (ANDRAL et al., 1968;
DARWISH et al., 1983; BUENO et al., 2016; PAUVOLID-CORREA et al., 2019;
GUTIERREZ-BUGALLO et al., 2019.). O possivel estabelecimento de um ciclo
silvestre do ZIKV no Brasil envolvendo outras espécies de mamiferos além de PNH,
representa risco para a saude publica, e ressalta a necessidade de monitoramento e
vigilancia da vida silvestre, garantindo melhor controle frente a situagdes epidémicas.

Com relacdo a epidemiologia no estado de Minas Gerais, em dezembro de
2015 foi confirmada a primeira infecgdo por Zika em Belo Horizonte, e ja no ano de
2016 foram confirmados 526 casos da doeng¢a no municipio (PBH, 2016). De acordo
com dados de boletins epidemioldgicos da Secretaria de Saude de Minas Gerais,
foram estimados 722 casos provaveis de Zika no estado em 2020, e 103 casos no ano
de 2021. Considerando os dados referentes a 2022, de acordo com dados do
Ministério da Saude, foi estimado o numero de 9204 casos provaveis de Zika no pais,
sendo que no estado de Minas Gerais foram confirmados 18 casos da infecgcédo por
Zika (SVS, 2023; SES, 2023).
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Figura 17: Mapa demonstrando as ordens de animais susceptiveis a infecgao pelo
ZIKV. As cores dos paises representam as linhagens virais do ZIKV responsaveis por
epidemias em humanos nesses locais, linhagem africana (verde), linhagem asiatica (azul)
e linhagem americana (roxo). Dentre as espécies animais confirmados como susceptiveis
e/ou naturalmente infectadas pelo ZIKV destacam-se os mamiferos e aves, mas também
répteis. A diversidade de hospedeiros do ZIKV pode ser observada pelas ordens
demonstradas no mapa. Fonte: GUTIERREZ-BUGALLO et al., 2019.

1.7. Togaviridae

Considerando a ameaca relacionada aos arbovirus, € notavel destacar a familia
Togaviridae, especialmente com relagdo a espécie Chikungunya virus (CHIKV) que
recentemente emergiu em novas regides geograficas anteriormente ndo-endémicas
ocasionando epidemias de grandes proporgdes (WEAVER et al., 2018).

Essa familia compreende apenas o género Alphavirus, reunindo em torno de
30 espécies virais, sendo algumas delas Mayaro virus (MAYV), Ross River virus
(RRV), Chikungunya virus (CHIKV) e Eastern equine encephalitis virus (EEEV)
(CHEN et al., 2018; ICTV, 2019).

Os alfavirus sao virus envelopados, com capsideo icosaédrico e
aproximadamente 70nm de didametro. O genoma ¢é constituido de RNA fita simples,
polaridade positiva, e apresenta tamanho por volta de 10-12kb (KUHN et al., 2013;

CHEN et al., 2018). Estado presentes duas fases de leitura aberta, que codificam para
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duas poliproteinas, precursoras de quatro proteinas nao estruturais (NSP1-NSP4) e
cinco proteinas estruturais, sendo elas proteina do capsideo (C), subunidades do
envelope viral (E2 e E3), proteina transmembrana (6k) e subunidade do envelope (E1)
(Figura 18) (STRAUSS; STRAUSS, 1994; KUHN et al., 2013; CHEN et al., 2018).

O genoma possui ainda uma estrutura cap na extremidade 5’ e uma cauda poli
(A) na extremidade 3’, e logo apés a liberagdo do genoma no citoplasma celular o
RNA viral é reconhecido pela maquinaria celular e traduzido (STRAUSS; STRAUSS,
1994; KUHN et al., 2013; CHEN et al., 2018).

Figura 18: Organizacao gendmica e estrutura de particula dos Alphavirus. (A)
Representacao grafica do genoma dos Alphavirus, evidenciando as duas ORFs e a
disposicdo das proteinas estruturais e nao-estruturais do virus. (B) Imagem
evidenciando a estrutura de particula do Chikungunya virus. (C) Crio- microscopia
eletrénica (Cryo-EM). Fonte: Adaptado de WEAVER et al., 2015; ZANOTTO; LEITE,
2018.

1.7.1 Chikungunya

A febre Chikungunya €& uma arbovirose causada pelo virus Chikungunya

(CHIKV). Esse virus pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus, € um virus
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envelopado com genoma de RNA fita-simples, polaridade positiva de
aproximadamente 11.8 kb. O CHIKV esta inserido no complexo antigénico Semliki
Fores, que engloba outros alfavirus denominados artritogénicos como o0s virus
O'nyong nyong, Mayaro e Ross River (STRAUSS; STRAUSS, 1994; SCHWARTZ,
ALBERT, 2010; ROSSINI et al., 2016).

O termo Chikungunya significa “aqueles que dobram” na lingua Makonde,
falada em varias regides da Africa Oriental e faz referéncia as posicdes contorcidas
das pessoas que adoecem e sdo afetadas pelo inicio abrupto e severo de artralgia
(MAVALANKAR et al., 2008; VU et al., 2017). O virus foi isolado pela primeira vez em
1952, do soro de um paciente durante o primeiro surto confirmado da doenca em
humanos que atingiu uma regidao que hoje corresponde a Tanzénia (ROSSINI et al.,
2016; LUMSDEN, 1955). Assim, a reemergéncia do CHIKV é observada em regides
tropicais e subtropicais da Africa, nas ilhas do Oceano indico e no sul e sudeste da
Asia. A origem provavel do CHIKV esta no continente Africano, sdo descritos trés
gendtipos o do Oeste Africano, o gendtipo Leste/Centro/Sul-africano (ECSA) e o
genotipo Asiatico (POWERS; LOGUE, 2007; MADARIAGA et al., 2016; SILVA;
DERMODY, 2017).

Historicamente, dois ciclos de transmissdo do CHIKV sé&o descritos. O CHIKV
€ mantido na natureza em um ciclo enzodtico entre mosquitos Aedes spp.,
principalmente Ae. furcifer e Ae. africanus e primatas ndo humanos, sendo que outros
animais como roedores, morcegos, aves e esquilos também podem atuar como
hospedeiros reservatérios (CHEVILLON et al., 2008; PAHO, 2011; VOURC'H et al.,
2014; MATUSALI et al., 2019). A introdugao do virus em areas urbanas ocasiona o
ciclo urbano, no qual ocorre a transmissao do virus entre seres humanos através das
espécies de vetor Aedes aegypti e Aedes albopictus (CHEVILLON et al., 2008;
DIALLO et al., 2012; ROSSINI et al., 2016).

Na Africa a transmisséo viral no ciclo silvestre & bem estabelecida, sendo que
periodicamente ocorre a emergéncia de CHIKV para os seres humanos causando
surtos da doenca. Entretanto na Asia, a ocorréncia de surtos de Chikungunya é
relacionada principalmente a transmissao no ciclo urbano (ROSSINI et al., 2016; VU
etal., 2017).

O CHIKV apresenta elevado potencial para causar epidemias e na ultima
década foram reportados casos cada vez mais frequentes e a ocorréncia de maior

expanséao geografica da circulagdo viral. De acordo com os érgéos de saude mundiais
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anteriormente ao ano de 2013, os surtos causados pelo CHIKV eram relatados na
Africa, Asia, Europa e nos oceanos indico e Pacifico, porém a partir de 2013 foi
reportada a primeira transmissao local do CHIKV nas Américas, na ilha caribenha de
Saint Martin, sendo que no cenario atual o virus ja foi identificado em mais de 110
paises ao redor do mundo (Figura 19) (VU et al., 2017; CDC, 2022A; WHO, 2022C).

A capacidade de disseminacdo geografica do virus Chikungunya pode ser
atribuida principalmente a ocorréncia de mutagdes no genoma viral o que permitiu a
adaptacao do CHIKV ao vetor Ae. albopictus, o qual assim como o Aedes aegypti esta
presente em regides tropicais e temperadas do globo (TSETSARKIN et al., 2007;
ROSSINI et al., 2016).

® O genétipo Asidtico I Ae. aegypli o /3}’
B O Gendtipo ECSA 1 Ae. albopictus

E Linhagem indiana > .
[ Ae. ti and albopiciu
© Néo determinado S BROPICELD

Figura 19: Paises onde casos autdoctones de CHIKV foram relatados e distribuicao
geografica dos vetores Aedes aegypti e Aedes albopictus. Os simbolos coloridos
representam os gendtipos virais detectados em surtos ocorridos no pais. Fonte: Adaptado de
SILVA; DERMODY, 2017.

No cenario epidemioldgico do Brasil, os primeiros casos autoctones da doenca
ocorreram no Amapa, em setembro de 2014. Em 2015 foram confirmados 20.598
casos de febre Chikungunya no pais. Em 2018, foram confirmados 68.962 casos da
doenca e atualmente o CHIKV é difundido no pais ocorrendo em praticamente todas
as regides (FIGUEIREDO, 2017; SVS, 2019).

Desde os primeiros casos reportados a febre Chikungunya se tornou uma das
arboviroses de relevante impacto na saude publica do Brasil, dados epidemioldgicos

apontam para o numero de 1.276.194 casos de Chikungunya reportados no pais no
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periodo de 2014 e 2022. De acordo com dados da Organizagdo Pan-Americana de
saude em 2018 foram registrados 68.962 casos no Brasil, e em 2019 100.963 casos
(FRITSCH et al., 2022; PAHO, 2023B).

No ano de 2022, de acordo com o Ministério da Saude o numero de casos
provaveis da doenca foi proximo a 174.517 casos (incidéncia de 81,8 casos a cada
100 mil habitantes) (SVS, 2023). No mesmo ano, foram confirmados 6500 casos de
Chikungunya no estado de Minas Gerais, sendo que nos anos anteriores de 2020 e
2021 os casos provaveis no estado foram de 3.486 e 5.542 respectivamente (SES,
2023).

Ainda, devido a infestagcdo dos grandes centros urbanos brasileiros pelo Ae.
Aegypti, a ocorréncia de novos grandes surtos & provavel. Além disso, € importante
salientar que existe o risco de estabelecimento de um ciclo silvestre do CHIKV
envolvendo PNH e mosquitos nas Américas e isso representaria uma ameaga a saude
publica impossibilitando a erradicagdo da doenca no continente e no Brasil
(FIGUEIREDO, 2017; DONALISIO; FREITAS, 2015; LOURENCO-OLIVEIRA;
FAILLOUX, 2017). No Brasil ainda ndo se tem registros da deteccdo deste virus em
ambientes silvestres como na Africa, porém o cenario epidemiolégico atual e a
transmissao também por Ae. albopictus sao fatores que sustentam a hipotese de

estabelecimento do CHIKV em ambientes de mata no pais.

1.8 Poxviridae

Os poxvirus sao virus de DNA, incluidos na familia Poxviridae, pertencentes ao
filo dos virus grandes nucleo-citoplasmaticos de DNA (NCLDVs), os quais apresentam
particulas grandes se comparadas a grande maioria dos outros grupos virais
(FENNER et al., 1988; MOSS et al., 2013; MONTTINEN et al., 2021). Esses virus s&o
conhecidos por infectarem um amplo espectro de hospedeiros, desde insetos e
répteis, mas especialmente aves e mamiferos. Os membros dessa familia sao
divididos em duas subfamilias, Entomopoxvirinae, infectando invertebrados, e
Chordopoxvirinae, que inclui virus que infectam vertebrados (FENER et al., 1988;
MOSS et al., 2013; ICTV, 2011).

A subfamilia Chordopoxvirinae inclui 18 géneros, sendo que dentre estes, o
género Orthopoxvirus (OPV) merece destaque devido a significativa importancia no

que diz respeito a eventos de emergéncia e reemergéncia viral, ocasionando
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epidemias que afetam tanto a saude humana quanto veterinaria em todo o mundo.
Estéo incluidos nesse género espécies virais como o Variola virus (VARV), Vaccinia
virus (VACV), Monkeypox virus (MPXV) e Cowpox virus (CPXV). Ressaltando ainda o
carater zoonotico desses virus, nesse género apenas o VARV €& um patégeno
estritamente humano (MOSS et al., 2013; ICTV, 2011).

Até a sua erradicacdo, em 1977, a variola foi uma das doencas mais mortais
da histdria, estima-se que o VARV foi responsavel pela morte de 400 milhdes de
pessoas apenas no século XX (HENDERSON et al.,, 1999; MOSS et al., 2013). A
ocorréncia de epidemias por OPV zoondéticos também foi e ainda é relatada por todo
o0 mundo, ressaltando os surtos ocasionados pelo VACV no Brasil e América do Sul,
a circulacdo de CPXV principalmente na Europa, além de surtos recorrentes de MPXV
na Africa Central e Oeste (FENER,1988; MCFADDEN, 2005; SILVA et al., 2021; DIAZ,
2021). Vale destacar a emergéncia recente de MPXV, que se iniciou em maio de 2022,
e desde entdo sdo relatados casos de MPXV em paises que previamente nao
apresentavam transmissédo da doenga (WHO, 2022D). Naturalmente, roedores s&o
considerados hospedeiros enzodticos do MPXV, mas nessa epidemia atual casos
humanos sao relatados em 110 paises e regides do mundo, com 84.733 casos
humanos confirmados e 80 6bitos até janeiro de 2023 (MCFADDEN, 2005; DIAZ,
2021; WHO, 2023B).

Com relagcao as particulas virais, os poxvirus possuem particulas complexas
que apresentam um tamanho aproximado de 250-270 nm de didmetro por 350-370
nm de comprimento. Sao virus pleomorficos e as particulas podem apresentar forma
oval ou semelhante a um tijolo, ha a presenga de uma membrana externa de natureza
lipidica onde estao situadas proteinas de superficie tubulares (CYRKLAFF et al., 2005;
MCFADDEN, 2005; MOSS, 2013). No interior da particula esta presente um cerne
bicbncavo que envolve o material genético viral, enzimas, além de fatores de
transcricdo para genes precoces. Ainda, sdo encontrados corpusculos laterais
ancorados entre as duas concavidades do cerne e a membrana externa, os quais
carregam proteinas relacionadas a imunomodulagdo (Figura 21) (MOSS, 2013;
DAMON, 2013; SCHMIDT et al., 2013).



60

Os poxvirus apresentam genoma de DNA linear de fita dupla (dsDNA) com
tamanho aproximado de 140-300 kbp, podendo codificar em torno de 200 genes
(MOSS, 2013; DAMON, 2013; BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2016). O genoma ¢é
composto por uma regido central conservada, onde estao presentes genes essenciais
para a replicagao viral, e por duas regides variaveis nas extremidades compostas por
regides terminais invertidas (ITRs), contendo genes responsaveis pela interagdo com
hospedeiros, viruléncia e imunomodulagao (Figura 20). Essas regides ITRs sdo
variaveis entre os poxvirus, e em suas extremidades estao presentes sequéncias ricas
em adenina e timina conectando as duas fitas de DNA e que também apresentam
importante fungdo com relagdo a formacédo de concatameros para a replicagao do
DNA (MCFADDEN, 2005; MOSS, 2013; DAMON, 2013; BURRELL; HOWARD;
MURPHY, 2016).
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Figura 20: Morfologia de particula e genoma dos Orthopoxvirus. (A) Representagao
esquematica dos da particula viral dos ortopoxvirus. (B) Microscopia crio-eletronica de uma
particula madura de ortopoxvirus (MV), destacando o cerne em forma de halter, os
corpusculos laterais e a membrana externa. (C) Representagao esquematica do genoma dos
ortopoxvirus, com destaque para as duas regides principais, regiao conservada e ITRs. Fonte:
Adaptado de SMITH; MCFADDEN, 2002; MOOS, 2013; BURRELL; HOWARD; MURPHY,
2016.

1.8.1 Vaccinia Bovina

Dentre as espécies virais incluidas no género Orthopoxvirus (OPV), o Vaccinia
virus (VACV) é o virus mais extensamente estudado. Além disso, devido a eficaz
protecao cruzada observada entre os ortopoxvirus, o VACV foi utilizado por muitas
décadas como vacina contra a variola (FENNER et al., 1988; JACOBS et al., 2009;
DAMON, 2013).
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No Brasil e na América do Sul, o VACYV é o agente etiolégico da Vaccinia Bovina
(VB), uma zoonose emergente que é associada principalmente aos ambientes rurais.
A VB é uma doencga exantematica que acomete principalmente o gado leiteiro e os
ordenadores, podendo ser denominada uma zoonose ocupacional onde a transmissao
entre humanos e bovinos ocorre por contato direto, principalmente durante a ordenha.
A doencga € caracterizada pela presencga de lesdes ulcerativas e crostas na pele e
membranas mucosas, sendo que nos bovinos essas lesdes estdo presentes
principalmente nos tetos e ubere (FONSECA et al.,, 2011; KROON et al., 2011,
MATOS et al., 2018).

Mesmo sendo um dos virus mais estudados, ainda nao se sabe a origem e o
reservatorio do VACV, no entanto estudos recentes indicam que o VACV é uma
espeécie viral independente de Orthopoxvirus, nao derivada diretamente do CPXV ou
VARV (GUBSER et al., 2004; TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008). Assim,
hipéteses que buscam explicar a origem das linhagens brasileiras de VACV sao as de
que esses virus poderiam apresentar ocorréncia natural ou que poderiam ter sido
derivados de amostras vacinais que conseguiram uma circulagéo estavel em algum
reservatorio na natureza na época em que ocorria a vacinagao contra a variola
(DAMASO et al., 2000; MEDAGLIA et al., 2015; TRINDADE et al., 2016).

Com relacao a ocorréncia de VB no Brasil, no final da década de 1990 um
numero cada vez mais frequente de surtos zoonéticos de VACV em varias regioes
rurais do pais comegou a ser relatado (FONSECA et al., 2011). Entretanto,
anteriormente ao reconhecimento desses surtos, o VACV foi isolado entre as décadas
de 60 e 70 de roedores silvestres e sentinelas, o virus BeAn 58058 e o SPAn 232 virus
(SAV) (FONSECA et al., 1998; FONSECA et al., 2002). Ainda em 1999, isolados de
VACV, os virus Aracatuba e Cantagalo foram obtidos de bovinos acometidos pela
doencga na regiao sudeste do pais (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003).

Nos ultimos anos surtos de infecgao pelo VACV foram registrados por toda
extensao territorial do pais, sendo considerados um problema de saude publica e
também econdmico, afetando a industria de laticinios. Além disso, apesar de varios
estudos relacionados ao virus terem sido conduzidos nas duas ultimas décadas,
muitos aspectos relacionados a circulagao do VACV na natureza, seus hospedeiros e
rotas alternativas de infecgdo ainda ndo sdo completamente elucidados (OLIVEIRA et
al., 2017).
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Na literatura cientifica, diversos trabalhos ja demonstraram seja por evidéncias
moleculares ou soroldégicas que a circulagao do VACV ocorre em outros mamiferos
que nao so os bovinos e humanos, e entre esses estao incluidos animais domésticos
e silvestres (KROON et al., 2011; LIMA et al., 2019). A circulagdo de VACYV ja foi
demonstrada em roedores silvestres e marsupiais (PERES et al., 2013; MIRANDA et
al., 2017), procionideos (PERES et al., 2013), ratos (ABRAHAO et al., 2009), em
equideos (BRUM et al., 2010; BORGES et al., 2018), primatas ndo humanos
(ABRAHAO et al., 2010) e bufalos (FRANCO-LUIZ et al., 2016; LIMA et al., 2019).
Além de estudos do nosso grupo de pesquisa que detectaram a circulagdo do virus
em capivaras, gatos, caes e quatis no estado de Minas Gerais (DUTRA et al., 2017;
COSTA et al., 2017; COSTA et al., 2018) (Figura 21).
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Figura 21: Representacdao da distribuicao dos Orthopoxvirus pelo mundo.
Destaque para os virus VACV, CPXV e MPXV. Para cada OPV zoondtico é
evidenciada a ampla gama de hospedeiros animais, e as ordens em que esses virus
foram detectados seja por isolamento, detecgao molecular ou soroldgica. Fonte:
SILVA et al., 2021.

No estudo de Costa e colaboradores (2018) conduzido em ambientes de
intersecao entre areas urbanas e silvestres, em Minas Gerais, dados moleculares

evidenciaram a exposicao e possivel infeccdo por VACV em quatis e cdes domésticos.
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Os resultados encontrados sugerem que os quatis que estao inseridos em uma area
silvestre limitrofe a urbana poderiam ser uma fonte do virus para os caes, e a interagao
dessas duas espécies poderia manter a circulagao entre os dois ambientes, além de
contribuir para exposigcao de VACV para humanos em areas urbanas (COSTA et al.,
2018).

Nesse contexto, vale destacar que a dindmica de circulagédo do VACV pode ser
mais complexa do que vem sendo descrito, e nessa dindmica os roedores podem
apresentar potencial para serem considerados reservatérios naturais do virus.
Estudos indicam a eliminagao de particulas virais nas fezes e urina de roedores, além
de evidéncias de eliminagao de particulas de VACV em camundongos infectados
experimentalmente até 20 dias apds infecgdo, dados que podem sinalizar para a
atuacado desses animais na manutencao e transmissao viral na natureza e entre os
ambientes (FERREIRA et al., 2008; ABRAHAO et al., 2009B; PERES et al., 2018).
Segundo Abrahao e colaboradores (2009), estabelecendo um modelo hipotético de
transmissao, os roedores poderiam ser infectados em ambientes silvestres e
disseminar o virus para ambientes rurais, e também o contrario, sendo assim roedores
peri-domésticos poderiam atuar como ponte entre os dois ambientes. Ainda,
considerando os dados de Miranda e colaboradores (2017), foi evidenciado que
pequenos mamiferos e roedores poderiam atuar como reservatérios de VACV e da
mesma forma foi demonstrado o potencial das espécies de roedores na manutencao
da circulagéo e transmissao viral entre ambientes silvestres e rurais. Igualmente, em
areas urbanas, a dindmica seria a mesma, onde 0s roedores seriam 0s principais
responsaveis por facilitar a transmissao do VACV pelos ambientes, esses poderiam
interagir com outros mamiferos silvestres e animais domésticos inseridos em parques

e areas verdes préximos a grandes centros urbanos (OLIVEIRA et al., 2017).

1.9 Coronaviridae

Os coronavirus (CoVs) estao inseridos na ordem Nidovirales, sdo membros da
familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae, a qual é dividida em 4 géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (ICTV,
2021). Essa familia viral € motivo de atencdo devido a seu amplo espectro de
hospedeiros, infectando humanos, outros mamiferos e aves. Entretanto, os géneros

Alphacoronavirus e Betacoronavirus se destacam no que diz respeito a importancia
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médica e veterinaria, causando infecgdes respiratérias e gastrointestinais em
humanos e outros mamiferos (MASTERS; PERLMAN, 2013; CUI et al., 2019).

Até o momento sao conhecidos sete coronavirus capazes de causar doengas
em seres humanos (HCoVs), e todos sdo patdogenos zoonoéticos que podem ser
transmitidos por contato direto. Dentre esses, quatro HCoVs sao conhecidos por
causarem doenca respiratoria leve, semelhante a resfriados em seres humanos,
sendo eles os virus HCoV-229E e HCoV-NL63 pertencentes ao género
Alphacoronavirus, e os virus HCoV-OC43 e HCoV-HKU1 pertencentes ao género
Betacoronavirus (MASTERS; PERLMAN, 2013; CUI et al., 2019; ALANAGREH et al.,
2020; HALAWA et al., 2021).

Entretanto, os coronavirus ndo eram considerados uma ameacga para a especie
humana antes do comec¢o do século XXI. Em 2002, na provincia de Guangdong, na
China, emergiu o primeiro HCoV considerado como altamente virulento para os seres
humanos, o SARS-CoV (Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave),
responsavel por causar casos graves de pneumonia durante uma epidemia nos anos
de 2002-2003, apresentando uma taxa de letalidade de 9% (ZHONG et al., 2003; CUI
et al., 2019; WANG et al., 2020). O segundo evento de emergéncia viral de um novo
e zoonético HCoV ocorreu 10 anos depois, com a emergéncia do MERS-CoV
(Coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio), em 2012 na Arabia Saudita
e outros paises do Oriente Médio. A infec¢ao respiratéria causada pelo MERS-CoV é
grave e apresenta taxa de letalidade em torno de 35% (WANG et al., 2020; HALAWA
et al,, 2021; WHO, 2022E; CHAFEKAR e FIELDING, 2018). Ap6s a emergéncia
desses dois betacoronavirus mortais, em dezembro de 2019 um novo coronavirus
emergiu na populagdo humana, na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na China
(WU et al., 2020; HU et al., 2021; WHO, 2021).

Inumeros casos de uma pneumonia sem etiologia conhecida comegaram a ser
reportados e desde o primeiro caso constatado em 8 de dezembro, rapidamente a
doenca se espalhou provocando uma emergéncia de saude publica sem precedentes,
ultrapassando em muito os numeros de infectados e dispersdo dos outros
betacoronavirus, SARS e MERS (HU et al., 2021; WHO, 2021). Com o avan¢o do
numero casos e Obitos reportados em mais provincias chinesas, através de
sequenciamento genético e isolamento viral de amostras de fluido de lavagem bronco
alveolar de pacientes graves, cientistas chineses identificaram o agente causador da

pneumonia viral, um novo coronavirus pertencente ao género Betacoronavirus, o
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SARS-CoV-2 (Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2) (ICTV,2020;
CHEN et al., 2020; ZHU et al., 2020; HU et al., 2021).

Os coronavirus s&o virus envelopados de genoma RNA fita-simples, polaridade
positiva (+ssRNA) ndo segmentado. Apresentam particulas esféricas com
aproximadamente 125nm de diametro e com genoma entre 26-32kb, 0 maior genoma
entre os virus de RNA. O RNA viral possui Cap na extremidade 5’ e é poliadenilado
na extremidade 3, ainda, apresenta regides terminais nao traduzidas (UTRs) nas duas
extremidades. O genoma ¢é envolto pelo nucleocapsideo, o qual apresenta simetria
helicoidal (Figura 22). A proteina do nucleocapsideo (N) é altamente conservada entre
os CoVs, e demonstra atividade antigénica, sendo relacionada a varias interagdes
célula-hospedeiro e como alvo da resposta imune (MASTERS; PERLMAN, 2013;
BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2016; CUI et al., 2019).

Genoma viral
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Figura 22: Estrutura de particula do SARS-CoV-2 e organizagdo do genoma.
Representacao grafica da estrutura de particula do SARS-CoV-2, coronavirus de
maior importancia no cenario epidemioldgico atualmente, estdo evidenciadas as
principais proteinas estruturais € uma microscopia eletrbnica da particula. A
representagdo do genoma mostra a organizagao das ORFs e proteinas ao longo do
RNA viral, e sao evidenciadas as diferengas com os genomas de SARS-CoV e
MERS-CoV. Fonte: Adaptado de HALAWA et al., 2021.

As proteinas estruturais que compde o virion sao a proteina do envelope viral
(E), circundada pela glicoproteina de espicula (spike) (S), a qual é alvo da resposta
imune do hospedeiro e € responsavel pela ligagdo ao receptor ACE2 (enzima

conversora de angiotensina 2) nas células humanas. Também estdo presentes, a
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proteina de membrana (M), a mais abundante na estrutura viral e a proteina de
nucleocapsideo (N) relacionada a protecdo do genoma de RNA (MASTERS;
PERLMAN, 2013; CUI et al.,, 2019; CHEN et al., 2020; HALAWA et al., 2021). O
genoma do SARS-CoV-2 apresenta duas grandes fases de leitura aberta (ORFs)
ocupando cerca de dois tergos do genoma, dispostas no sentido 5'-3', sendo ORF1a
e ORF1b as quais codificam duas poliproteinas relacionadas a replicase viral e 16
proteinas nao-estruturais (NSP1- NSP16). Além de outras ORFs préximas a
extremidade 3' codificando as quatro principais proteinas estruturais: espicula (S),
envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N), e outras ORFs codificando
proteinas acessorias (Figura 23) (MASTERS; PERLMAN, 2013; ALANAGREH et al.,
2020; CHEN et al., 2020; HALAWA et al., 2021; HU et al., 2021).

1.9.1 COVID-19

Em fevereiro de 2020, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
classificou 0 novo virus como SARS-CoV-2 (Coronavirus da Sindrome Respiratoria
Aguda Grave 2), agente etiologico da COVID-19 (Coronavirus disease 2019)
(ICTV,2020; WHO, 2021). Logo a emergéncia do SARS-CoV-2 tomou grandes
propor¢gdes e em poucos meses 0 virus ja havia atingido varios paises. Em 11 de
marco de 2020 a Organizagdo Mundial da Saude declara a COVID-19 como uma
pandemia (HU et al., 2021; WHO, 2021).

O SARS-CoV-2 é transmitido por via aérea, por meio de goticulas respiratérias
durante o contato pessoal proximo, e apresenta alta transmissibilidade entre
humanos. Além disso, foi demonstrado significativo potencial de transmissdo por
individuos assintomaticos e pré-sintomaticos, fatores que somados ao cenario de
emergéncia viral e a conectividade aérea do mundo atual contribuiram para facilitar a
disseminagao rapida e o status de pandemia (HARRISON et al., 2020; MORENS;
FAUCI, 2020; WIERSINGA et al., 2020; HALAWA et al., 2021; WHO, 2021).

A COVID-19 apresenta como sintomas mais comuns: febre, tosse seca, fadiga,
dispneia, dores musculares, perda de olfato e paladar, cefaleia, nauseas e diarreia;
sendo que o inicio dos sintomas pode ocorrer entre a 2-14 apds a exposigao inicial ao
virus (CDC, 2022B). Porém a COVID-19 apresenta quadros clinicos variaveis,
podendo apresentar quadros mais leves em criangas e adultos jovens, até quadros

graves e oObitos, principalmente em individuos com comorbidades e idosos. A infec¢ao
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causada pelo SARS-CoV-2 tem como principal alvo os pulmdes, entretanto a COVID-
19 pode evoluir para quadros clinicos com manifestagcdes multissistémicas, causando
hipoxia grave, resposta inflamatdria exacerbada, les&o cardiaca, insuficiéncia renal,
complicagdes trombdticas, disfungéo hepatica, sepse viral, faléncia de érgéos e morte
(WIERSINGA et al., 2020; HALAWA et al., 2021; HU et al., 2021).

A tempestade perfeita para a emergéncia do SARS-CoV-2 levou o0 mundo a
uma crise de saude publica sem precedentes, com mais de 752 milhdes de casos e
6,8 milhdes de mortes relatadas por todo planeta até janeiro de 2023 (Figura 23)
(WHO, 2023A).
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Figura 23: Dados globais sobre os casos e 6bitos de COVID-19 relatados
semanalmente pela OMS, em 29 de janeiro de 2023. Cada cor representa um
continente e o nimero de casos, em amarelo: Américas, azul escuro: Asia, verde
claro: Europa, verde escuro: Mediterraneo oriental e azul claro: Africa. A linha em
azul representa Fonte: Atualizagéo Epidemiologica Semanal COVID-19, Organizagao
Mundial da Saude, WHO, 2023A.

No Brasil, o primeiro caso de COVID-19 foi confirmado em 25 de fevereiro de
2020, de um paciente que chegou da Italia no estado de Sao Paulo, e desde o comecgo
da pandemia foi observada uma rapida disseminag¢ao da doenca pelo pais, com uma
das taxas de crescimento mais altas do mundo, perdendo apenas para paises como
Estados Unidos e india. Até o dia 29 de janeiro de 2023 foram registrados 36.794.261
casos de COVID-19 com um acumulado de 696.759 6bitos (DE SOUZA et al., 2020;
JESUS et al., 2020; CONASS, 2022).

A partir da caracterizagdo gendmica do SARS-CoV-2, foi observado no decorrer
da pandemia o surgimento de variantes genéticas do virus, fato que colocou o0 mundo
em alerta para a possivel ocorréncia de variantes virais apresentando
comportamentos distintos em relagdo a viruléncia, mortalidade, transmissibilidade e
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evasao imune. O surgimento de variantes € um evento natural e esta relacionado a
evolucdo viral, que acontece através da ocorréncia de mutagdes, mudancas de
nucleotideos que ocorrem naturalmente no genoma viral durante a replicagéo, no caso
das variantes de SARS-CoV-2 mutagdes principalmente na proteina S viral (SINGH et
al., 2021; MISTRY et al., 2022; PAHO,2022B; WHO, 2022F). As novas linhagens
genéticas do SARS-CoV-2 que apresentam risco para a saude publica a nivel global
sdo classificadas pela OMS como Variantes de interesse (VOI) ou Variantes de
preocupagao (VOC) (WHO, 2022F). Durante a pandemia, algumas VOCs
demonstraram alteragdes gendmicas vantajosas que contribuiram para um melhor
fitness viral, e com isso apresentaram alta incidéncia e rapidamente dominaram o
cenario epidemiologico se sobrepondo em relagdo a outras linhagens previamente
circulantes. Sdo exemplos as VOCs: Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1),
Delta (B.1.617.2) e a Omicron (B.1.1.529) (CDC, 2021; MISTRY et al., 2022; WHO,
2022F). Nas variantes de preocupacao algumas alteracées chave foram observadas
e compartilhadas na proteina S, o que pode conferir a essas variantes aumento de
transmissibilidade ou alteragdo no cenario epidemiolégico da COVID-19, aumento de
viruléncia ou no desfecho clinico da doencga. Todos esses fatores associados a queda
na eficacia de ferramentas de controle e prevengdo da doenga, como vacinas,
diagndstico e alternativas terapéuticas disponiveis podem contribuir para o aumento
de casos de COVID-19 (CDC, 2021; SINGH et al., 2021; PAHO, 2022B).
Acrescentando a esse panorama, € importante destacar que os CoVs sao
capazes de sofrer recombinacdo e variagdo genética, se adaptando a novos
hospedeiros. E ainda, todos os HCoVs responsaveis por causar emergéncias de
saude publica na espécie humana sao originarios de morcegos, porém para todos
esses eventos de spillover foi observada a transmissao relacionada a um hospedeiro
intermediario, reforgando o carater zoonético desses virus. Para o SARS-CoV foi
identificado como hospedeiro intermediario as civetas (Paguma larvata), e para o
MERS-CoV algumas espécies de camelos dromedarios (CUI et al., 2019; MAHDY et
al., 2020; WANG et al.,, 2020; WIERSINGA et al., 2020). Até o momento nenhum
morcego reservatorio ou hospedeiro intermediario foi identificado para o SARS-CoV-
2. Entretanto grande diversidade de CoVs relacionados ao SARS-CoV-2 foram
encontrados circulando em morcegos em comparagao com outros hospedeiros, e
estudos filogenéticos sugerem que linhagens ancestrais do SARS-CoV-2 poderiam
estar circulando em morcegos ha décadas (BONI et al., 2020; HOLMES et al., 2021;
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LI et al., 2021; ZHOU et al., 2021; RUIZ-ARAVENA et al., 2022) (Figura 24). Desde
sua emergéncia, a origem zoonética do SARS-CoV-2 vem sendo suportada, estando
relacionada a coronavirus de morcegos-ferradura, género Rhinolophus (LI et al., 2021,
ZHOU et al., 2021; RUIZ-ARAVENA et al., 2022).
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Figura 24: Diagrama resumindo os hospedeiros e reservatérios intermediarios
de HCoVs emergentes e endémicos. Para o SARS-CoV-2 o evento de emergéncia
e a possivel participagdo de hospedeiros intermediarios como pangolins (Manis
Javanica) ainda néao foi elucidada. Fonte: Adaptado de JO et al., 2020.

E ainda, desde o inicio da pandemia de COVID-19, a infecgao por SARS-CoV-
2 ja foi descrita em inumeras espécies animais, sinalizando para a possibilidade de
estabelecimento de mais reservatoérios e/ou hospedeiros para o virus em animais
domésticos, de cativeiro, silvestres e de criacdo. Estudos recentes mostraram
evidéncia de infeccao natural por SARS-CoV-2 e susceptibilidade em varios animais,
como: caes e gatos, furdes, grandes felinos como tigres e ledes, gorilas selvagens e
outros primatas ndo-humanos, lontras, veados selvagens, visons, urso-gato-asiatico,
quatis, hienas, javalis, raposas e chacais (GAO; WANG, 2021; LARSEN et al., 2021;
MURPHY; LY, 2021; SHARUN et al., 2021; CDC, 2022C).

De acordo com a Organizagdo Mundial para a Saude Animal (WOAH), até
dezembro de 2022 foram reportadas infec¢gdes por SARS-CoV-2 em 26 espécies
animais e em 36 paises (WOAH, 2022). Dados que evidenciam o carater zoondtico

do SARS-CoV-2 e sua capacidade de transpor a barreira de espécies, relacionada
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principalmente com a ligagao ao receptor ACE2, altamente conservado e ubiquo na
maioria dos grupos de vertebrados. Em conjunto com esses fatores e considerando o
cenario epidemioldgico de circulagao disseminada e descontrolada do SARS-CoV-2,
€ consideravel o risco de manutengao enzodtica e estabelecimento do virus em novos
hospedeiros (DAMAS et al., 2020; DELAHAY et al., 2021; FISCHHOFF et al., 2021;
WEI et al., 2021).

A emergéncia do SARS-CoV-2 e sua ampla circulagdo em todo o mundo
sinaliza para a complexa dinamica de circulagdo desse virus, e com as evidéncias
cada vez mais sustentadas de infecgao pelo virus em outros mamiferos originadas do
homem, infecgdes zoondticas reversas, se faz necessario investigar e monitorar as
populagdes de vida silvestre e doméstica. Compreender melhor o papel que outras
espéecies podem ter na transmissao e manutencao do virus na natureza € importante
para tracar estratégias de prevencgao e controle tanto de novos eventos de spillover
quanto de spillback que causam impacto na saude humana e animal, além de
acompanhar a ocorréncia de possiveis muta¢cdes do SARS-CoV-2 (BASHOR et al,,
2021; GAO; WANG, 2021; GORAICHUK et al., 2021; MURPHY; LY, 2021).
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2. JUSTIFICATIVA

As doencas emergentes e reemergentes representam uma ameaca
significativa a saude publica global. As DIE podem ocasionar epidemias ao redor do
globo causando enorme impacto socioeconémico, principalmente em paises pobres
ou em desenvolvimento. Ainda em relagdo ao impacto econémico, bilhdes de dolares
sao gastos para acgdes de resposta a epidemias, pandemias e tratamento de doentes,
aléem das perdas de cunho social e econdmica em diversos setores da sociedade.
Estudos recentes estimam que cerca de 25% das 60 milhdes de mortes que ocorrem
em todo o mundo anualmente sdo devido as doencas infecciosas.

Os principais agentes infecciosos capazes de causar epidemias que afetam o
ser humano sao de origem zoonética, sendo que fatores socioecondmicos, ambientais
e ecoldgicos contribuem para a emergéncia ou spillover de novos patdégenos na
espécie humana.

O Brasil é considerado um “hotspot” para a emergéncia de doencas infecciosas
emergentes, seja pela elevada biodiversidade ou pelo cenario de alteracéo ecologica
de diversos ecossistemas. Atualmente, no cenario epidemiolégico do Brasil, os
arbovirus merecem destaque. Entre os flavivirus, apresentam grande ameaca a saude
publica o virus da Dengue que apresenta ampla circulagado no pais, o virus Zika que
foi recentemente introduzido, e o virus da Febre Amarela que ocasionou uma
epidemia silvestre de grande magnitude entre 2016 e 2019. Além desses, a
emergéncia do virus Chikungunya (Togaviridae) ja foi responsavel por ocasionar
epidemias em varias regides do pais, e representa uma séria ameacga para a saude
da populacdo. No Brasil ainda sdo escassos os estudos dedicados a investigar a
ecologia desses virus e o potencial de circulagdo em outros hospedeiros mamiferos
que ndo o homem ou PNH.

Com relagéo ao VACV, esse também se destaca como um virus emergente no
pais, afetando principalmente o gado leiteiro e os ordenadores que tém contato direto
com os animais infectados. A ocorréncia de surtos de VACV causa danos a economia
leiteira e a saude publica. A circulacdo do VACV no ambiente rural € amplamente
descrita na literatura, porém sabe-se que esse virus circula também em pequenos
mamiferos silvestres, o que contribui para sua manutencéao e circulagdo. Além disso,
ja foi detectada a circulagdo desse virus em gatos, cdes e quatis inseridos em

ambientes de interseg¢ao entre areas silvestres e ambiente urbano no estado de Minas
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Gerais. Considerando que grande parte da populagcdo ndo apresenta imunidade a
esse virus e que sua circulagao natural vem se ampliando no pais nos ultimos anos,
torna-se importante mapear o espectro de hospedeiros e potenciais areas de
ocorréncia do VACV em ambientes urbanos ou de intersecédo entre o ambiente urbano
e o silvestre.

Somando a todo esse cenario epidemiolégico, a pandemia de COVID-19
expds a ameaca da emergéncia de patdgenos para a espécie humana e os profundos
impactos em saude publica, sociais e econbmicos causados por uma pandemia.
Desde e emergéncia do SARS-CoV-2 em dezembro de 2019, foram registrados 752
milhdes casos de COVID-19 em todo o mundo até janeiro de 2023, sendo que o Brasil
foi um dos paises que pior respondeu e controlou a pandemia, com mais de 36 milhdes
de casos de COVID-19 confirmados. Em pouco mais de trés anos, a pandemia
causada pelo SARS-CoV-2 se tornou a maior emergéncia em saude publica do século
XXI. Mesmo com a disponibilidade de varias vacinas em tempo recorde, a COVID-19
evidenciou a enorme dificuldade de contengéo de patdogenos a nivel global e a falta
de coordenacao e apoio internacional do mundo moderno. Durante esses dois anos
de pandemia, inumeros eventos de spillback do SARS-CoV-2 da populagdo humana
para diferentes espécies animais foram descritos, evidenciando o potencial desse
virus de se estabelecer em novas espécies hospedeiras.

Pelo exposto, sabe-se que o risco de eventos de spillover tem intrinseca
relagdo com a perda de biodiversidade, destruicido de habitas naturais e com a taxa
de contato entre homem e hospedeiros animais. No Brasil os grandes centros urbanos
sem planejamento e densamente povoados, com areas verdes fragmentadas e
presenca de diversas populacdes de animais sinantrépicos, representam um risco
para alterar a dindmica de transmissao de patégenos ja endémicos no pais, mas
também para a ocorréncia de eventos de spillover na populagcdo humana, assim como
eventos de spillback.

Ainda, os mamiferos podem ser considerados reservatorios para a manutencao
de varios virus na natureza, entre eles os CoVs, os virus ZIKV, YFV, DENV, CHIKV e
VACV, os quais representam relevante impacto no cenario epidemioldgico brasileiro
e no estado de Minas Gerais. Considerando a emergéncia desses virus no pais,
associada a escassez de estudos eco-epidemioldgicos acerca da circulagao destes e
da caracterizacdo de populagcdes de mamiferos que podem atuar como possiveis

reservatorios e/ ou hospedeiros para esses virus, este projeto visa contribuir para
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avaliar a circulagao e dinamica ecologica destes virus em areas verdes inseridas em
grandes centros urbanos.

A hipotese da circulacdo desses virus em pequenos mamiferos que compde a
fauna de areas florestais inseridas em grandes cidades sinaliza para a risco de contato
do homem com esses virus zoonoticos, e para a consequente dispersdo e
transmissao destes nos ambientes urbanos, periurbanos e areas limitrofes. Deste
modo, é extremamente importante fortalecer o monitoramento e investigagcado de
patdgenos virais em animais silvestres e sinantrépicos, visando evitar e minimizar
impactos de eventos de emergéncia e transmissao descontrolada, os quais podem
colocar em risco tanto a saude humana quanto animal.

Além disso, este estudo se propbe a ampliar o conhecimento acerca da
ocorréncia desses virus no Brasil, principalmente no que diz respeito aos processos
de circulagdo zoondtica desses e assim contribuir para a construgcdo de processos
mais eficazes no que diz respeito a vigilancia, prevengao e resposta a possiveis

emergéncias dessas viroses.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Prospectar e caracterizar virus zoonéticos em pequenos mamiferos silvestres
e sinantrépicos (roedores e marsupiais) presentes em remanescentes de mata
(parques ecologicos) inseridos em uma grande matriz urbana, avaliando a circulagéo

viral e dindmica ecoldgica.

3.2 Objetivos Especificos

- Investigar a circulagao dos virus zoondticos, YFV, DENV, ZIKV CHIKV, VACV, em
amostras biologicas de roedores e marsupiais utilizando plataformas de diagndstico
por gPCR e RT-qPCR,;

- Caracterizar molecularmente os virus detectados;
- Estabelecer correlagbes ecoldgicas avaliando a circulagdo dos virus frente as

especies de animais capturados, transectos de captura, sazonalidade e ecologia da

paisagem.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleg¢des de pequenos mamiferos

Nessa tese foi analisada uma colegdo de pequenos mamiferos (roedores e
marsupiais) capturados no Parque das Mangabeiras (19° 56' S 43° 54' O) e no Parque
Jacques Cousteau (19°58" S 43°59' O), Belo Horizonte, Minas Gerais, durante o
periodo de abril de 2018 a margo de 2019. A colegédo engloba amostras de visceras
(figado, rim, baco, pulmao, coragao, bexiga, entre outros) de roedores e marsupiais
habitantes desses parques (n=128). A colegdo pertence ao grupo de pesquisa
ECOVIR e foi obtida dentro do projeto ZIKA 440593/2016-6, Emergéncia de Zika virus
no Brasil: dindmica evolutiva e ecoldgica do virus em diferentes matrizes urbanas.

Todas as amostras foram acondicionadas em freezer -70°C ou em RNA Later®
(Invitrogen™) no Laboratério de Virus do Departamento de Microbiologia, Instituto de

Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

5.2 Areas de estudo

As areas escolhidas para a captura dos pequenos mamiferos foram o Parque
das Mangabeiras e o Parque Jacques Cousteau, ambos inseridos no municipio de
Belo Horizonte, Minas Gerais (Figura 25). A cidade de Belo Horizonte é a capital do
estado de Minas Gerais, possui uma area territorial de 331.354km? e populacido de
2,5 milhées de habitantes (IBGE, 2021).

O Parque das Mangabeiras, projetado pelo paisagista Roberto Burle Marx e
inaugurado em 1982, localiza-se na regido centro-sul de Belo Horizonte e esta
préximo da Serra do Curral, a uma altitude variando de 1000 a 1300 metros. E o maior
parque urbano da cidade possuindo cerca de 2,4 milhdes de m? de area. Predominam
a vegetacao de Cerrado nas areas de maior altitude e a Mata Atlantica esta presente
nos fundos de vale e encostas adjacentes. O parque recebe cerca de 15 mil visitantes
por més, constituindo uma area verde do municipio que desempenha significativo
papel no lazer e turismo para a populacdo. No parque é observada uma fauna

diversificada, composta por aves, répteis, anfibios e mamiferos, sendo que deste


https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvJauP75FTxDPX2kepUt_yhnAuTDYA:1640110726503&q=19%C2%B0+57%27+3%22+S+43%C2%B0+54%27+18%22+O&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLVT9c3NCxIyS1Jzi0rWcQqY2h5aIOCqbm6grGSQrCCiTGIZ6KuYGihpOAPAMiZ4pUwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwisgfvJwPX0AhUpK7kGHTdlCs0QmxMoAXoECEYQAw
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ultimo grupo ja foram identificadas cerca de 30 espécies como quati, mico-estrela,
caxinguelé (esquilo), ourico-cacheiro e tatu-galinha (PBH, 2018A).

O Parque Municipal Jacques Cousteau, foi criado em 1971 e abrange uma area
de 335 mil metros quadrados. Esta inserido na regido Oeste de Belo Horizonte, e
apresenta uma cobertura vegetal diversa predominante de porte arbéreo, com
espécies de plantas nativas e exéticas. O Parque possui nascentes e cursos d’agua
perenes e a fauna € composta principalmente por anfibios, répteis, aves, como sabias,
frangos d’agua, saracuras, e mamiferos, como cuica, mico-estrela, esquilo-caxinguelé
e gambas. O Parque também é o maior produtor de mudas de plantas ornamentais
da cidade (PBH, 2018B).

=
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Figura 25: Mapas evidenciando a localizagao geografica de Belo Horizonte, e a
localizagao dos parques municipais incluidos no estudo (19° 48' 57" Sul, 43° 57' 15"
Oeste). Fonte: Portal Maps BH e Google Earth.
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5.3 Coletas

As coletas de pequenos mamiferos foram realizadas nos Parques Jacques
Cousteau e Mangabeiras (2018-2019) (Figura 26), sendo que no Parque Jacques
Cousteau dois transectos de amostragem de pequenos mamiferos foram
estabelecidos e no Parque das Mangabeiras trés transectos. Cada transecto
apresentou quinze estacdes de coleta distantes 20 metros uma da outra. Cada
estacdo teve duas armadilhas de coleta, sendo uma do tipo Sherman (dimensdes:
8x8x26 cm), especifica para a coleta de roedores e marsupiais de pequeno porte e
outra do tipo gaiola com isca suspensa, para captura de animais maiores como gamba
(Didelphis sp.) e cuica (Philander frenata), com um total de trinta armadilhas por

transecto.

Figura 26: Vista aérea dos parques urbanos, locais de coleta dos roedores e
marsupiais e registros das capturas. (A) Parque Jacques Cousteau, (B) Mangabeiras,
(C) Registros fotograficos das capturas, evidenciando armadilhas e espécies de pequenos
mamiferos coletados. Fonte: Mapas Google Earth e registros fotograficos realizados
durante as coletas do projeto.

Nas areas proximas de construgdes, ambas as armadilhas foram colocadas no

chao. Na area de mata nativa em cada ponto foi colocada uma armadilha no chao e
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outra no extrato médio da mata. Cada transecto foi percorrido uma vez por dia, logo
pela manha (Figura 27). A isca usada foi uma mistura de sardinha, amendoim, banana
e farelo de milho. As armadilhas foram iscadas no momento da vistoria, pela manha3,
entre 8h00 e 9h00, de cada dia de coleta. Durante cada periodo de coleta as
armadilhas ficaram abertas por 3-5 dias consecutivos. Em cada area as coletas
ocorreram por 5 dias consecutivos, a cada 2 meses, totalizando seis campanhas em
cada parque no periodo de 1 ano.

ApOos cada captura os animais foram pesados. Os pequenos mamiferos foram
anestesiados com uma combinacao de xilazina a 2% (roedores, 10 mg / kg, IP;
marsupiais, 5 mg / kg, IM) e cloridrato de cetamina (roedores, 100 mg / kg, IP;
marsupiais, 25 mg / kg, IM). Para a eutanasia dos roedores foi utilizada uma overdose
de propofol (10 mg/kg) por via intracardiaca. As amostras biologicas de visceras de
marsupiais presentes na colecdo sao provenientes de animais que foram a obito
durante as coletas.

A colegdo biolégica compreende um total de 128 animais, incluindo 125
roedores e trés marsupiais (Tabela 1). As capturas de pequenos mamiferos foram
realizadas mediante Licenca Permanente emitida pelo ICMBIo (Instituto Chico Mendes
de Conservacao da Biodiversidade), sob o protocolo 12.989-2, em nome do
pesquisador Adriano Paglia, componente da equipe do projeto. Os animais que
compreendem a colecao testemunho de cada area foram depositados na Colecao de
Mamiferos do Departamento de Zoologia da UFMG. As capturas foram aprovadas
pelo CEUA/UFMG sob o numero 306/2017.

TABELA 1: Numero amostral e distribuicao de roedores e marsupiais capturados nos parques
Jacques Cousteau e Mangabeiras em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Mamiferos Identificagao Mangabeiras Jacques Cousteau Total
(espécie/género)
Roedores Cerradomys spp. 9 25 125 (97,7%)
Necromys lasiurus 4 35
Rattus rattus 0 36
Ordem Rodentia* 4 12
Marsupiais Didelphis albiventris 1 0 3(2,3%)
Marmosops incanus 2 0
Total 20 (15,6%) 108 (84,4%) 128 (100%)

* Alguns roedores sem identificacdo foram caracterizados apenas como membros da ordem

Rodentia.
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Figura 27: Transectos de captura dos pequenos mamiferos. (A) Parque Jacques
Cousteau, Mapa mostrando a localizagao dos dois transectos de captura: Trilha 1: area
mais proxima a regiao antropizada do parque; Trilha 2: area de Cerrado e pastagem (B)
Mangabeiras, mapa evidenciando os trés transectos considerados nas capturas: Trilha 1:
area de transigcao Cerrado e Mata Atlantica; Trilha 2: area de mata mais preservada; Trilha
3: area mais antropizada, proxima a Vila Marcola. Fonte: ALMEIDA, 2021.
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5.4 Metodologia Laboratorial

As amostras bioldgicas dos roedores e marsupiais que compdem a colegao
foram preservadas em freezer -70°C ou em RNA Later® (Invitrogen™). As amostras
armazenadas em RNA Later foram destinadas para abordagem molecular, que
compreende a investigacdo do material genético viral nas amostras, e foi realizada
através da Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR). A triagem
molecular foi realizada para os virus YFV, DENV, ZIKV, CHIKV e VACV. Para a
triagem as amostras testadas foram os figados (n=128) e rins (n=128) desses

pequenos mamiferos.

5.4.1 Abordagem Molecular

5.4.1.1 Extracdo de DNA

Amostras de figado dos pequenos mamiferos (n=128) foram utilizadas para
investigacdo molecular de VACV através de qPCR. Para isso a extragao de DNA viral
desses fragmentos de tecido foi realizada utilizando o High Pure Viral Nucleic Acid Kit,
Roche, seguindo as orientagdes do fabricante.

Inicialmente os figados dos animais foram processados, sendo pesados 25 ug
de cada amostra. Os fragmentos de figados pesados foram acondicionados em novo
microtubo contendo 500 pL de PBS 1X, e o processo de lise tecidual foi realizado
através de trituracdo em bead beater (BioSpec, SoniBeast™ Cell Disrupter - modelo
607), usando trés esferas por microtubo por 2 minutos.

Apos o processamento, 200 uL do material resultante foram ressuspendidos
em 250 uL de Working Solution, contendo proteinase K, binding buffer e poly(A) (50
ML, 200 pL e 0,4 uL respectivamente). A suspensao foi homogeneizada em vértex e
incubada a 72°C por 10 minutos em bloco térmico (Eppendorf — Thermomixer 5355).
Posteriormente foram adicionados 100 uL de binding buffer a cada amostra e os tubos
foram vortexados. O produto foi transferido para colunas com filtro devidamente
identificadas e centrifugado (centrifuga Eppendorf 5415R) por 1 minuto a 8.000 g. O
liquido filtrado foi descartado e foram adicionados 500 pL de Inhibitor Removal Buffer,
novamente centrifugado por 1 minuto a 8.000 g. O liquido foi descartado e, em seguida

foram adicionados 450 yL de Wash buffer e cada coluna foi centrifugada por 1 minuto



83

a 8.000 g. A etapa de lavagem foi repetida mais uma vez e os tubos foram submetidos
a centrifugagao por 1 minuto a 12.000 g. As colunas foram acondicionadas em novos
microtubos de 1.5 mL devidamente identificados, e para a etapa de eluicdo do DNA
foram adicionados 50 pL de elution buffer em cada tubo, os tubos foram centrifugados
por 1 minuto a 8.000 g. Os DNAs extraidos foram quantificados e analisados quanto
a pureza através da utilizacdo de espectofotdmetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo

Scientific), e foram armazenados em freezer -20°C.

5.4.1.2 Extracdo de RNA

Para obtencao de RNA viral a partir das amostras biolégicas de figados (n=128)
e rins (n=128) dos pequenos mamiferos foram utilizadas as amostras armazenadas
em RNA Jater®. A extragao de RNA desses 6rgaos foi realizada utilizado o RNeasy
Mini Kit (QIAGEN®, USA). Inicialmente os figados e rins de cada animal foram
processados, sendo pesados entre 20 e 30 ug de cada amostra em novos microtubos
livres de nucleasse contendo 600 uL do tampéao de lise do Kit de extracédo. O processo
de lise tecidual foi realizado através de trituragdo em bead beater (BioSpec,
SoniBeast™ Cell Disrupter - modelo 607), usando trés esferas por microtubo durante
2 minutos. Apds essa etapa inicial, o material foi centrifugado (centrifuga Eppendorf
5415R) a 15.000 g por 10 segundos. Foram adicionados 600 pL de etanol 70%
(MERCK) em cada tubo de amostra, a mistura foi homogeneizada e em torno de 700
ML foram transferidos para as colunas do kit, que foram centrifugadas a 8.000 g por
30 segundos. Os tubos coletores foram descartados e o restante da amostra seguiu o
mesmo passo anterior. Em seguida, foi adicionado a cada tubo o volume de 800 pL
do tampao RW1, as amostras foram centrifugadas por 30 segundos a 8.000 g. Os
tubos coletores foram novamente descartados e foram realizadas duas etapas
sequenciais de adi¢cao de 500 uL do tampao RPE nas colunas e centrifugagao por 30
segundos a 8.000 g. O liquido filtrado foi descartado, e as colunas foram colocadas
em novos microtubos de 1.5 mL devidamente identificados, e em seguida para a
eluicdo do RNA foram adicionados 55 pL de agua livre de RNAses em cada coluna
seguido de centrifugacdo de 8000 g por 1 minuto. Ao final, os RNAs obtidos foram

armazenados em freezer -70°C.
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5.4.1.3 Detecgdo molecular através de RT-gPCR/gPCR

Nesse projeto, os ensaios moleculares para investigagdo de virus de RNA
foram todos baseados na metodologia de One-step RT-qPCR. Na abordagem One-
step, as etapas de transcricao reversa (sintese de DNA complementar — cDNA) e PCR
ocorrem conjuntamente e em um unico tubo, usando uma enzima transcriptase
reversa simultaneamente com uma DNA Polimerase. A transcriptase reversa utilizada
foi a enzima GoScript RT do kit de qPCR GoTag® Probe 1-Step RT-gPCR
(PROMEGA).

Os ensaios de RT-gPCR foram utilizados com o objetivo de triar as amostras
de 6rgaos dos pequenos mamiferos para a presenga de RNA viral de YFV, ZIKV,
DENV e CHIKV. Para a investigagdo de DNA de Ortopoxvirus, VACV, foram
realizados ensaios de gPCR.

A investigagdo do genoma dos virus que sao alvo de estudo nesse projeto foi
realizada com base em protocolos ja descritos na literatura e/ou utilizados e
padronizados no Laboratorio de Virus (UFMG), sendo que para a detecgao molecular
de cada virus foram padronizadas e utilizadas reagdes distintas, de acordo com os

reagentes utilizados.

5.4.1.3.1 B-actina murina

Com o objetivo de assegurar a integridade do processo de extragao de acidos
nucléicos, foi realizada a amplificagdo de um controle interno, o gene B-actina murina,
expresso constitutivamente em roedores, mas que também amplifica amostras de
marsupiais e outros mamiferos. Dessa forma, inicialmente todas as amostras de
orgaos de pequenos mamiferos foram submetidas a qPCR para amplificacdo de um
fragmento de 63pb deste gene.

Nesta metodologia, foram utilizados oS iniciadores 5'-
AAATCGTGCGTGACATCAAAGA -3’ senso e antissenso 5-
GCCATCTCCTGCTCGAAGTC-3'. A reacao foi realizada no aparelho StepOne™
(Applied biossystems) com as seguintes concentragdes e volume de reagentes: 5 pL
de Master mix, 0,5 uL de cada iniciador (B-actina) 10 pmol, 2 yL de amostra e 2 uL de
agua de livre de nuclease, para um volume final de 10 uL. A ciclagem utilizada foi de

94°C por 2 minutos para desnaturacgao inicial, 40 ciclos de desnaturagao a 94°C por
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15 segundos e pareamento e extensédo a 60°C por um minuto. Seguidos de curva de
melt padrdo com as etapas de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por

1 minuto.

5.4.1.3.2 Flavivirus

Para investigagao de virus pertencentes ao género Flavivirus foram utilizadas
reacdes de RT-qPCR especificas para cada virus, YFV (DOMINGO et al., 2012), ZIKV
(LANCIOTTI et al., 2008) e DENV (SANTIAGO et al., 2013; ALM et al., 2014) (Tabela
2). Todas as reacbes foram baseadas no sistema de deteccéo utilizando sondas
TagMan®, sendo que reagdes de qPCR com sonda fornecem deteccéo altamente
sensivel e especifica.

Para todas as reacoes foi utilizado o kit de gqPCR GoTaq® Probe 1-Step RT-
gPCR (PROMEGA), que contém o GoTag® Probe qPCR Master Mix, dUTP (2X), a
enzima Transcriptase Reversa GoScript™, agua livre de nucleases e a referéncia
passiva (ROX).

TABELA 2: Especificagdes dos genes alvo, tamanho dos fragmentos e referéncias das
reacdes para investigacao de flavivirus.

Virus Regiao alvo Amplicon(pb) Técnica Referéncia
YFV regido nao 88 pb RT-gPCR DOMINGO et al., 2012
codificante &’ (Tagman)
ZIKV gene E 76 pb RT-gPCR LANCIOTTI et al., 2008
(Tagman)
DENV-1 NS5 112 bp
DENV2 _ E ;?1 gp RT-qPCR
DENV-3 | pRM P 4 SANTIAGO et al., 2013
DENV DENV-4 :| 89 bp (Tagman)
regido nao RT-gqPCR
DENV codificante 3’ 63 pb multiplex ALM et al., 2014
UTR (Tagman)

Para a reacao de deteccao de YFV foram utilizados os inciadores, senso YFallF
‘B5-GCTAATTGAGGTGYATTGGTCTGC-3 e antissenso YFallR ‘5-
CTGCTAATCGCTCAAMGAACG-3 e a sonda YFallP ‘5-FAM-
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ATCGAGTTGCTAGGCAATAAACAC-TMR-3’, os quais tem como alvo a regido nao
codificadora (5’-NCR) do genoma do YFV.

Para a investigacédo de ZIKV foi utilizada a RT-qPCR descrita por Lanciotti e
colaboradores  (2008), sendo utilizados os iniciadores senso 5'-
CCGCTGCCCAACACAAG-3 e antissenso 5-CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT-3
e a sonda 5’-FAM-AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA-3’, que tem como
alvo um fragmento de 76 pb do gene do envelope viral. Tanto para a reacéo de YFV
quanto para a de ZIKV foram utilizados os mesmos volumes de reacéo e ciclagem,
5,0 uL de Master Mix, 0,5 uL de cada iniciador (10 uM), 0,25 uL de sonda (10 uM),
0,25 uL de Transcriptase Reversa, 2,5 uL de RNA e agua livre de nucleases q.s.p. 10
uL. As reacoes foram realizadas no aparelho StepOne™ (Applied biossystems) com
as seguintes condi¢des de ciclagem: um ciclo inicial de 45°C por 15 minutos, seguido
de 95°C por 2 minutos, e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos com 60°C por 1 minuto.

Para a investigacao do virus da Dengue foram utilizadas duas metodologias,
com os alvos descritos na Tabela 1. Para a RT-qPCR multiplex descrita por Alm e
colaboradores (2014) foram utilizados os iniciadores senso DENV_F 5-
GCATATTGACGCTGGGARAGAC-3 e antissenso DENV_R1-3 5-
TTCTGTGCCTGGAATGATGCTG-3’ e DENV_R4 5'-
YTCTGTGCCTGGATWGATGTTG-3 com a sonda DENV_P 5- 6FAM-
CAGAGATCCTGCTGTC-MGB(NFQ)-3'. Foram utilizados como volume de reagéo
12,5 uL de Master Mix, 2,25 uL de cada primer (10 uM), 0,5 uL de sonda (10 uM), 0,5
uL de Transcriptase Reversa, 4,0 uL de RNA e agua livre de nucleases q.s.p. 25,0 pL.
As condic¢des de ciclagem da reagao foram: um ciclo inicial de 50°C por 15 minutos,
seguido de 95°C por 2 minutos, e 40 ciclos de 95°C por 03 segundos com 60°C por
30 segundos.

Ja para a RT-qPCR descrita por Santiago e colaboradores (2013), os
iniciadores e sondas estdo descritos na Tabela 3. Foram utilizados como volume de
reacao e ciclagem, 5,0 uL de Master Mix, 0,5 uL de cada iniciador (10 uM), 0,3 uL de
sonda (10 yM), 0,2 uL de Transcriptase Reversa, 2,5 uL de RNA e agua livre de
nucleases g.s.p. 10,0 uL. As condigdes de ciclagem da reagao foram: um ciclo inicial
de 45°C por 15 minutos, seguido de 95°C por 2 minutos, e 45 ciclos de 95°C por 15

segundos com 60°C por 1 minuto.
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Todas as reagdes de RT-qPCR foram realizadas em duplicata. Em cada placa
de qPCR foram adicionados controles positivos, RNA viral de cada virus, sendo RNA
do YFV17DD vacinal (lote: 980FPO662), RNA de ZIKV SPH (amostra cedida por
Pedro F.C. Vasconcelos — Instituto Evandro Chagas) e de todos os quatro sorotipos

de DENV (colegao Laboratdrio de Virus). Além de controle negativo com agua.

TABELA 3: Iniciadores e sondas utilizados nos ensaios de RT-qPCR para DENV-1-4
(SANTIAGO et al., 2013).

Reagente Sequéncia Gene alvo
D1 primer Foward CAAAAGGAAGTCGTGCAATA NS5
D1-R CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAAC
D1-Sonda CATGTGGTTGGGAGCACGC
D2 primer Foward CAGGTTATGGCACTGTCACGAT E
D2-R CCATCTGCAGCAACACCATCTC
D2-Sonda CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA
D3 primer Foward GGACTGGACACACGCACTCA prM
D3-R CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGTCT
D3-Sonda ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG
D4 primer Foward TTGTCCTAATGATGCTGGTCG prM
D4-R TCCACCTGAGACTCCTTCCA
D4-Sonda TTCCTACTCCTACGCATCGCATTCCG

5.4.1.3.3 Alphavirus

Para investigagdo de CHIKV foi utilizada uma metodologia de RT-qPCR
baseada no estudo de Edwards e colaboradores (2007). A regidao amplificada
corresponde ao gene E1 do genoma viral. Foram utilizados os primers senso 5'-
TCGACGCGCCCTCTTTAA -3' e antissenso 5-ATCGAATGCACCGCACACT-3' e a
sonda 5'-ACCAGCCTGCACCCATTCCTCAGAC-3'. Foram utilizados como volume de
reacao 5,0 uL de Master Mix, 0,5 uL de cada primer (10 uM), 0,25 uL de sonda (10
MM), 0,25 uL de Transcriptase Reversa, 2,5 uL de RNA e agua livre de nucleases
g.s.p. 10,0 uL. As reagdes foram realizadas no aparelho StepOne™ (Applied
biossystems) com as seguintes condi¢des de ciclagem: um ciclo inicial de 45°C por 15
minutos, seguido de 95°C por 2 minutos, e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos com

60°C por 1 minuto.
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Todas as reagdes de RT-qPCR foram realizadas em duplicata. Em cada placa
de gqPCR foi adicionado o controle positivo, RNA viral de CHIKV gendtipo ECSA
(BHI1762H804917), amostra cedida gentilmente pelo Prof. Dr Mauricio Lacerda
Nogueira da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), e controle

negativo com agua.

5.4.1.3.4 Orthopoxvirus

Para a deteccao da presengca de DNA de VACV nas amostras bioldgicas de
pequenos mamiferos foi utilizada a metodologia de gPCR. Para amplificar o gene
A56R, que codifica a hemaglutinina viral (HA), o protocolo foi realizado conforme
descrito por Trindade e colaboradores (2008) (Tabela 4). As rea¢des desse protocolo
permitem distinguir amostras diferentes da espécie VACV.

A reacgao de qPCR foi realizada utilizando o kit de gPCR GoTaqg® Probe 1-Step
RT-gPCR (PROMEGA), com adicao de SYBR® Green (Applied biossystems). Todas
as amostras foram testadas em duplicata e foram incluidos nas placas o controle
positivo, DNA de VACV amostra Western Reserve (WR) (colecdo Laboratério de
Virus), e controle negativo (agua). Foram adicionados 5,0 uL de Master Mix, dUTP
(2X), Sybr, 0,2 uL de cada iniciador (10 uM), 1,0 uL de DNA e 3,6 uL de agua livre de
nucleases q.s.p. 10,0 uL. As reagdes foram realizadas no aparelho StepOne™
(Applied biossystems) com as seguintes condi¢gdes de ciclagem: um ciclo inicial de
95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 10 segundos e 58°C por 40 segundos,
seguidos de curva de melt padrao a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C
por 15 segundos. Para considerar amostras positivas foi avaliada a temperatura de
dissociagcao semelhante a do controle positivo utilizado nas reagdes. Quando essa
temperatura variou abaixo ou acima de 2°C, a amplificacdo foi considerada
inespecifica.

Ainda, foi realizada também gPCR visando a detec¢cdo do gene da DNA
polimerase (E9L) dos Orthopoxvirus (LI et al., 2006). Foram utilizados os iniciadores
senso ‘5-TCA ACT GAA AAG GCC ATC TAT GA-3 e antisenso 5-GAG TAT AGA
GCACTATTT CTA AAT CCC A-3' e asonda 5- TET- CCA TGC AAT ATA CGT ACA
AGA TAG TAG CCA AC-3’, os quais amplificam um fragmento de 100pb. A reacéo de
gPCR foi realizada nas seguintes condigdes: 5,0 uL de Master Mix, 0,4 uL dos
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iniciadores (10 uM), 0,2 uL de sonda (10 uM), 1,0 uL de DNA e agua livre de nucleases
g.s.p. 10,0 pL. Nessa reagdo também foi utilizado o Master Mix do kit de qPCR
GoTag® Probe 1-Step RT-gPCR (PROMEGA) e as reag¢des foram realizadas no
aparelho StepOne™ (Applied biossystems) com as seguintes condigdes de ciclagem:
um ciclo inicial de 50°C por 2 minutos, seguido de 95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de

95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

TABELA 4: Iniciadores utilizados para detecgdo de VACV com base na hemaglutinina viral,
gene A56R.

Iniciadores Sequéncia Especificidade

Ndo especifico, amplifica todas as
amostras de VACV. Amplifica outros
OPV.

HA-genérico F 5’- CAT CAT CTG GAA TTG TCA CTA CTA AA-3

HA-genérico R 5’- ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC-3’

HA-BVV F 5’-ACC GAT GAT GCG GAT CTT TA-3' Amplifica tOdabSr :;l';?:zgens de VACV

HA-genérico R 5’- ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC-3’

Amplifica amostras de VACV que ndo
HA BVV-nDELF 5’-GCG GAT CTT TAT GAT ACG TAC AAT G-3' apresentam a delegdo de 18 nt (BVV Grupo
2). Ndo amplifica virus do Grupo 1.

HA-genérico R 5’- ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC-3’

5.4.1.3.5 Gel de Agarose 1%

Para a analise de alguns fragmentos de DNA amplificados para o gene A56R
foi realizada eletroforese em Gel de Agarose 1%, a 100 volts (V). Para o preparo do
gel foi adicionado 1,0 g de agarose (Sigma) em 100 mL de tampao tris acetado de
EDTA (TAE 1X) (Tris 40mM, acido acético 20 mM e EDTA 1 mM), a agarose foi
dissolvida em aquecimento em micro-ondas e posteriormente distribuida em cuba de
eletroforese apropriada. Apos a solidificagdo do gel, 10uL de produto de DNA
amplificado foi adicionado em canaletas especificas juntamente com o corante Blue
Orange 6X (Promega) e ladder de 50 pb (Bioron). Apds o término da corrida, o gel foi
corado pelo periodo de 30 minutos com o corante de DNA SYBR Safe (Invitrogen) e

as bandas foram visualizadas em transiluminador de luz azul (Thermo Scientific).
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5.4.1.3.6 Sequenciamento

Para as amostras positivas, de todos os virus investigados, os amplicons das
reacdes de RT-gPCR foram purificados e encaminhados para o Instituto René Rachou
(Fiocruz Minas) para tentativa de sequenciamento para confirmagao dos resultados.
O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger ou dideoxi (SANGER, 1977)
em sequenciador automatico ABI 3700 (Applied Biosystems).

Os dados brutos do sequenciador foram analisados utilizando os programas
SeqTrace (STUCKY, 2012) e Sequence Scanner Software v2.0 (Applied Biosystems).
As sequéncias de nucleotideos relativas as regides analisadas dos genomas dos virus
detectados nesta pesquisa foram obtidas do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) para
analises comparativas. Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos foram
realizados com auxilio dos programas Clustal W e MUSCLE implementados no
software MEGA 10.2 (https://www.megasoftware.net/) (KUMAR et al., 2018).


https://www.megasoftware.net/
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagao ecoldgica dos pequenos mamiferos

A colecdo de pequenos mamiferos € composta por 128 animais, e
majoritariamente por roedores (n=125) o que corresponde a 97,7 % das amostras. Da
ordem Rodentia a colegdo abrangeu animais do género Cerradomys spp. (n= 34),
Necromys lasiurus (n=39), Rattus rattus (n=36) e roedores sem identificacdo de
espécie e género (n=16). De todas as amostras, apenas 2,3% séao referentes aos
marsupiais e estdo incluidas as espécies Didelphis albiventris (n=1) e Marmosops
incanus (n=2). Na sec¢do de anexos dessa tese foi adicionada uma tabela com dados
de todas as amostras e caracteristicas dos animais incluidos na coleg¢ao. A diferenca
com relagédo a quantidade de marsupiais se refere ao fato desses animais ndo terem
sido eutanasiados, como foi proposto para os roedores. Os exemplares de marsupiais
que foram incluidos nesse projeto foram a obito durante a coleta e assim tiveram as
visceras coletadas.

Com relagao a representatividade por parques 15,6% das amostras sao
referentes ao Parque das Mangabeiras (n=20) e 84,4% ao Parque Jacques Cousteau
(n=108). Com relagcdo a composicéo de espécies observadas nas coletas, a fauna
presente no Parque Jacques Cousteau sofre constante pressao antropica, ja que o
parque se encontra rodeado por area urbana, e apresenta uma pequena area de
extensédo (335 mil metros quadrados). Esses fatores podem ter contribuido para a alta
representatividade de roedores coletados nesse local, quando comparado ao Parque
das Mangabeiras.

No Parque das Mangabeiras as coletas foram mais frequentes no Transecto 1
(trilha 1) (Figura 27), area de transi¢do de Cerrado e Mata Atlantica e o género mais
abundante coletado em todo o parque foi de Cerradomys sp. (n=9). J& com relagéo
ao Parque Jacques Cousteau, foi possivel observar captura mais frequente no
Transecto 2 (area de Cerrado e pastagem) e com predominancia de espécies
silvestres, 35 capturas de Necromys lasiurus e 22 capturas de Cerradomys sp. Em
contrapartida, no Transecto 1 (area mais antropizada) foi observada maior frequéncia
de captura de Rattus raftus (n=35), o que evidencia a presenga abundante desse
roedor cosmopolita em areas de fragmentos de mata inseridas em regides

antropizadas. Destacando que a captura de Rattus rattus s6 ocorreu no parque
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Jacques Cousteau, o que corrobora também com a localizagdo do parque, cercado
por todo o perimetro por extensa area urbana.

Os marsupiais incluidos nessa colecdo foram provenientes do Parque das
Mangabeiras, e esse parque apresentou numero amostral menor (15,6%), o que pode
ser correlacionado ao fato desse parque apresentar uma extensao territorial
significativa (2,4 milhdes de m?) com areas de mata mais preservadas, o que pode
contribuir para a maior dispersdo das espécies. Ainda, a presenca de uma fauna
silvestre mais diversa, pode ser relacionada a conexao com outras areas de mata do
entorno do parque, como a Serra do Curral e o Parque Mata da Baleia.

Com relacdo ao periodo sazonal de coleta, a maioria dos animais foram
coletados durante a estagao seca, correspondendo a 65,6% (n=84) do total, enquanto
34,4% (n=44) foram coletados em periodo que apresenta maior precipitagéo (outubro
— margo). Com relagcdo a composigao geral da colegéo, observou-se uma maior coleta
de mamiferos machos, 51,5% (n=66) comparado a 42,2% de fémeas (n=54), e oito
animais sem sexo definido (6,3%).

Na Tabela 5, foram reunidas as principais caracteristicas das espécies
analisadas nesse projeto, destacando que nossa area de estudo compreende
fragmentos dos biomas de Cerrado e Mata Atlantica, e todas as espécies coletadas
apresentam distribuicdo nesses biomas. Além disso, é importante destacar que
considerando os roedores incluidos no estudo, as familias Cricetidae e Muridae séo
as familias mais diversas de mamiferos do planeta (BURGIN et al., 2018), fator que
em conjunto com as caracteristicas intrinsecas dos roedores contribuem para os
habitos peri-domésticos observados nesses animais e a presenca de espécies dessas
familias nos parques estudados. Assim como para os roedores, 0s animais incluidos
na familia Didelphidae também sido conhecidos por prosperarem em ambiente com
acao antropica (JANSEN et al., 2010; BEZERRA-SANTOS et al., 2021).

TABELA 5: Caracteristicas ecolégicas dos pequenos mamiferos incluidos na colegao

Ordem Familia Género/Espécie Dieta Locomogao Peso Distribuicao
Rodentia Cricetidea Cerradomys sp. Frugivoro/Granivoro Terrestre 50-140g MA, CE, CA, PT
AM, MA, CE,
Cricetidea N. lasiurus Frugivoro/Onivoro Terrestre 40-80g CA, PT, PP
Muridae R. rattus Onivoro Terrestre/Arboricola 70-300g Cosmopolita
Didelphimorphia  Didelphidae D. albiventris Frugivoro/Onivoro Escansorial 500-2700g CE, CA, PT, PP
Didelphidae M. incanus Insetivoro/Onivoro Escansorial 20-140g MA, CE, CA

* (MA) Mata Atlantica (CE) Cerrado (CA) Caatinga (PT) Pantanal (AM) Amazénia (PP) Pampa.
Fonte: Gillespie, H. 2004; Paglia et al., 2012; IUCN, 2022; Guia dos Roedores do Brasil, 2008.
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As espécies incluidas na nossa coleg¢ao sdo consideradas generalistas, e como
demonstrado na Tabela 6, a dieta onivora desses mamiferos pode ser considerada
fator determinante para essa adaptacdo em areas de borda entre ambientes e para
os habitos sinantropicos. Nesse cenario, considerando pequenos mamiferos que
vivem inseridos em fragmentos de mata urbanos é relevante compreender que devido
a agao antropica alterando as condigbes ambientais, como por exemplo, através da
oferta de alimento, disponibilidade de abrigo e redugéo de predadores (MILLS, 2006),
€ observada elevada densidade populacional dessas espécies, que assim conseguem
prosperar e se adaptar cada vez mais ao ambiente urbanizado. De fato, no contexto
dos dois parques, o sucesso reprodutivo dos roedores, especialmente da espécie
Rattus rattus no Jacques Cousteau, pode ser correlacionado a presenca dessas
alteracdes antropicas.

Considerando ainda uma das problematicas relacionadas a elevada densidade
populacional de roedores e espécies generalistas em fragmentos florestais, pode-se
destacar o exemplo dos hantavirus. Onde estudos eco-epidemiolégicos ja
demonstraram risco aumentado de infec¢des por esses virus em ambiente degradado
e com composicdo de espécies alterado, ja que roedores generalistas sao as
principais espécies de roedores reservatérios de hantavirus, e essas espécies sao
facilmente encontradas em areas periurbanas e regides que demonstram alteragdes
de composigao vegetal (MILLS, 2006; SANTOS et al., 2018; PRIST et al., 2021).

Nao obstante, levando em consideracao o efeito diluidor na ocorréncia de DIE
(KESSING et al., 2010; KEESING E OSTFELD, 2021), onde o risco de transmissao
de patdgenos pode aumentar com o declinio da biodiversidade, o contexto dos dois
parques aqui estudados pode ser correlacionado com esse fator. No que diz respeito
a composic¢ao de espécies e distribuicdo de fauna nos dois parques, nao temos dados
que nos permitem inferir a diversidade e densidade das espécies animais desses
locais, mas pelo cenario de pressao antropica em que se encontram pode-se inferir
um predominio de espécies generalistas em detrimento de espécies especialistas.
Sendo que as espécies generalistas, frequentemente correlacionadas a habitats
degradados, apresentam risco aumentado para transmissdo de patdégenos e assim
como nos parques aqui estudados estdao mais propensas a estabelecer contato com

seres humanos e outros animais encontrados no entorno dos parques.
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6.2 Prospecg¢ao molecular de arbovirus em amostras de pequenos mamiferos

Foram analisados todos os figados (n=128) e rins (n=128) dos roedores e
marsupiais coletados para prospecgao dos arbovirus de interesse nesse projeto, YFV,
ZIKV, DENV e CHIKV. Apd6s a extragdo de RNA, todas as 256 amostras de RNA
provenientes dos figados e rins foram submetidas a gPCR para o gene da B-actina
murina, e todas foram positivas para esse controle enddégeno. Sendo assim foi
possivel validar o processo de extragdo de acidos nucléicos e prosseguir para a
triagem por RT-qPCR para os arbovirus investigados.

Dentre todos os 6rgaos processados e analisados, rins e figados dos pequenos
mamiferos para todos os alvos propostos (Tabela 6), uma amostra de figado de roedor
(FJC94), apresentou amplificagdo em RT-qPCR para o fragmento correspondente a

regiao 5’ nao codificante (NCR) do genoma de YFV (Figura 28).

TABELA 6: Tabela representativa dos alvos de RT-gPCR analisados e dos resultados
obtidos para investigagao de arbovirus.

Virus Regido alvo Ensaio Numerode Numero de rins Resultados
molecular figados testados RT-qPCR
testados
indetectavel
YFV 5’ NCR RT-gPCR n=128 n=128

*exceto FJC94

ZIKV Gene E RT-gPCR n=128 n=128 indetectavel
CHIKV El RT-gPCR n=128 n=128 indetectavel

DENV-1 NS5

DENV-2 E RT-qPCR _ _ indetectavel
DENV DENV-37] pRM n=20 n=20

DENV-4

Regido ndo RT-qPCR
DENV codificante 3’ multiplex n=108 n=108 indetectavel
UTR

+ Sao representados também o numero de 6rgaos testados para cada alvo para concluir a
investigacdo molecular proposta para os arbovirus.

A amostra de figado positiva para o RNA viral de YFV corresponde a um roedor,
da espécie Necromys lasiurus, macho, coletado na campanha de novembro de 2018
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no Parque Jacques Cousteau. Entretanto, o valor de Ct/Cq (threshold cycle), o qual
indica o numero de ciclos da reagcdo de gPCR necessarios para inicio da amplificagcao,
foi alto nas duas repeti¢des realizadas (média Ct = 35.9) e isso sinaliza para a baixa
carga viral presente na amostra, o que dificultou a continuidade de caracterizagdo e

tentativa de sequenciamento e isolamento viral a partir dessa amostra.
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Figura 28: Grafico de amplificagao da amostra de figado positiva para YFV
(FJC94). O gréfico é representativo de duas reag¢des de RT-qPCR positivas, com
média de CT de 35.7. (CP) Controle positivo, RNA YFV e (CN) controle negativo
da reacao.

Foi realizada a tentativa de amplificagdo de um fragmento maior do genoma de
YFV a partir dessa amostra (FJC94) para encaminhar para sequenciamento, porém
apos a realizagao de PCR convencional e visualizagao em gel de poliacrilamida 8%,
nenhuma banda foi visualizada. Ainda, foi realizado novo processamento e extragao
de RNA da mesma amostra de figado armazenada em freezer -70°C que ainda nao
havia sido descongelada para tentativa de nova amplificagcdo por RT-gPCR. Além
disso, foram realizadas extra¢gdes de RNA de outros 6rgados desse animal, além de
figado e rim, como bago, gbnadas e bexiga. Entretanto, nenhuma das novas tentativas
demonstrou amplificagdo nos ensaios moleculares. Considerando as novas
abordagens de investigagdo molecular tanto por PCR convencional quanto por RT-
gPCR, através de alvos maiores do genoma do YFV e em diferentes 6rgaos, os dados
aqui demonstrados ndo podem ser conclusivos quanto a positividade desse pequeno
mamifero para o YFV.

A deteccdo de YFV em espécies silvestres ja foi documentada na literatura,
sendo descrita evidéncias sorolégicas em pequenos mamiferos na Guiana Francesa

e no México, onde foram detectados anticorpos neutralizantes em varias espécies de
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primatas, bem como em outros mamiferos silvestres pertencentes as ordens
Rodentia, Artiodactyla, Carnivora e Xenarthra (THOISY et al., 2004; CIGARROA-
TOLEDO et al., 2016). Esses achados corroboram com a necessidade de investigagcao
do YFV em animais silvestres, principalmente em areas endémicas para FA e que
possuem registros recentes de surtos e epidemias em humanos e PNH (FIGUEIREDO
et al, 2019; SACCHETTO et al.,, 2020). Destaca-se também a importancia de
investigacdo nos parques inseridos em areas urbanas densamente povoadas, os
quais sao refugios de fauna e no contexto da FA podem contribuir para manuteng¢ao
da circulacao viral e para o risco de emergéncia de surtos urbanos. De fato, em Belo
Horizonte e regiao metropolitana foi relatada a ocorréncia de epizootias recentes, nos
anos de 2017, 2018 e 2021 (PBH, 2017A; PBH, 2017B; SACCHETTO et al., 2020;
PBH, 2021). Inclusive, com destaque para a ocorréncia de epizootias por FA no
Parque das Mangabeiras em 2017, e na regido oeste da capital onde esta inserido o
Parque Jacques Cousteau, o qual foi fechado pelo poder publico mais de uma vez.
Nesse cenario, os dois parques passaram a exigir comprovante de vacinagao para
visitantes.

As interagbes complexas entre fatores ambientais e ecolégicos acabam por
alterar o padrao de distribuicdo e transmissao de patdgenos entre os hospedeiros e
regides geograficas. Assim, considerando a ocorréncia de ciclos silvestres dos
arbovirus aqui estudados, evidéncias sorolégicas e moleculares ja descreveram a
exposicao e possivel papel de pequenos mamiferos na dindmica de transmisséo
desses virus. Um exemplo é o virus da Dengue, como descrito por Thoisy e
colaboradores (2009) que demonstrou por estudos moleculares a detecg¢ao dos quatro
sorotipos de DENV em animais das ordens Rodentia, Chiroptera e Marsupialia. Além
de outros estudos que corroboram esses achados moleculares e também soroldgicos
em roedores e marsupiais, além de primatas e morcegos (THOISY et al., 2004;
LAVERGNE et al., 2009; MORALES et al., 2017; OLIVEIRA-FILHO et al., 2018; GWEE
etal., 2021).

Sabe-se que para o ZIKV também existem evidéncias na literatura acerca da
participagdo de pequenos mamiferos na manutengdo de ciclos silvestres, como
roedores, morcegos, caprinos, ovinos e orangotangos (ANDRAL et al., 1968;
DARWISH et al., 1983; BUENO et al., 2016). E especialmente no Brasil, destaca-se
também a deteccdo viral em PNH, sinalizando para o possivel estabelecimento do

ciclo silvestre nesses animais no pais, o que ainda ndo € completamente elucidado e


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lavergne+A&cauthor_id=19725384
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Oliveira-Filho+EF&cauthor_id=29424106
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pode desempenhar importante papel na manutencado do ZIKV em areas urbanas
(FAVORETTO et al., 2016; TERZIAN et al., 2018). Para o CHIKV também existe a
possibilidade de manutengao viral em ciclos silvestres envolvendo PNH como ocorre
na Africa, e além da detecgdo em PNH, estudos ja& mostraram circulagdo viral em
roedores, esquilos, aves e morcegos (CHEVILLON et al., 2008; PAHO, 2011;
VOURC'H et al., 2014; MATUSALI et al., 2019).

A auséncia de deteccao dos arbovirus investigados nesse estudo pode ser
correlacionada a alguns fatores, como a auséncia de infecgao e viremia no momento
da coleta dos animais. E, ainda devido a fatores relacionados ao delineamento do
estudo, como auséncia de acompanhamento longitudinal da populacdo analisada e
auséncia de amostras de soro também para realizagdo de analises sorolégicas.

Reforgando os dados aqui apresentados, estudos pregressos que utilizaram
abordagens semelhantes com a nossa metodologia, também demonstraram auséncia
de circulagdo de arbovirus em colegdes de mamiferos investigadas (CABRERA-
ROMO et al., 2016; SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2018; PAUVOLID-CORREA et al.,
2019; DE OLIVEIRA FIGUEIREDO et al., 2022). Embora esses estudos de vigilancia
viral em interfaces humano-animal indiquem auséncia de circulagao de arbovirus em
determinadas populacdes estudadas, ndo se pode descartar essa possibilidade, visto
o carater zoonotico desses virus e principalmente levando em consideragao o papel
expressivo dos roedores como reservatorios de virus zoonoticos (MEERBURG et al,,
2009; KEESING; OSTFELD, 2021).

O risco de estabelecimento e spillback de patégenos como os arbovirus para
as populagdes de animais silvestres proximas a grandes centros urbanos no Brasil
deve ser considerado, ja que esses arbovirus sdo endémicos e estdo amplamente
distribuidos nas regides urbanas sendo responsaveis por causar epidemias sazonais
e frequentes com grande impacto na saude publica. Destaca-se, ainda, que a situacao
pode ser agravada no contexto dessas arboviroses pela presenca massiva do vetor
Aedes aegypti nas areas urbanas brasileiras (KOTSAKIOZ et al., 2017), e no contexto
dos parques, também seria relevante a investigacao viral entomolégica em espécies
competentes de mosquitos vetores que podem estar presentes nessas areas. Estudos
focados na cadeia epidemiolégica desses arbovirus ainda no ambiente silvestre
podem contribuir essencialmente para compreensao da dindmica de ocorréncia dos
ciclos enzodticos desses virus e sinalizam para a necessidade de uma abordagem de

vigilancia de longo prazo, visando detectar precocemente a circulagdo enzodtica, a
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disseminagao desses virus por biomas e a possivel ocorréncia de eventos de
emergéncia.

Ainda, infecg¢des por YFV em modelos animais, como hamsters, camundongos
e PNH, ja demonstraram comprometimento principalmente de 6rgdos como figado,
rins e bago, e com viremia média de 2-6 dias (MEIER et al., 2009; JULANDER, 2016).
Entretanto modelos utilizando camundongos nédo sao os preferenciais para infecgéao
por flavivirus, ja que de forma geral, o sistema imune desses animais consegue conter
a infeccdo. Por outro lado, os hamsters sao susceptiveis a infecgao por YFV e sao
modelos animais que reproduzem bem a infecgéo viral como ocorre em humanos e
PNH (TESH et al., 2001; JULANDER, 2016). Fazendo um paralelo com esses dados
e com o fato das infecgbes por arbovirus apresentaram no geral curtos periodos
virémicos (KERKHOF et al., 2019), a deteccado molecular de YFV e outros arbovirus
em animais saudaveis e que ainda n&do apresentam papel definido no ciclo de
manutengdo desse virus se torna um desafio. Somando-se a isso, os vetores
silvestres do YFV sdo encontrados majoritariamente na altura das copas das arvores,
e os roedores de maneira geral, assim como Necromys lasiurus, apresentam habitos
terrestres (PAGLIA et al., 2012; ALENCAR et al., 2016; SILVA et al., 2020). Vale
salientar que a espécie Necromys lasiurus € um dos principais reservatorios dos
Hantavirus (DE OLIVEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2018) além disso, apresenta
habitos generalistas se adaptando bem em ambientes antropizados com areas de
mata fragmentadas e peridomicilio, fatores que podem ser relacionados com um
possivel papel na manutencao de outros patégenos virais (DE OLIVEIRA et al., 2018;
SANTOS et al., 2018; COSTA et al., 2019).

Nossos dados indicam a auséncia de circulacdo desses arbovirus nos animais
investigados, nas areas e no periodo do estudo. Vale ressaltar que para compreender
melhor a possivel exposicdo desses animais aqui estudados aos virus investigados,
se faz necessaria a realizagao de testes sorolégicos que podem evidenciar exposi¢cao
pregressa a um determinado patdégeno, através da detecgdo de anticorpos. Porém,
como nao tivemos acesso ao soro desses animais, ndao podemos inferir sobre
possiveis infeccoes prévias na populacdo de mamiferos analisada. E diante disso,
mais esforgcos sdo necessarios para compreender a possivel dindmica de circulagao

enzodtica desses virus no contexto aqui apresentado.
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6.3 Prospecg¢ao molecular de VACV em amostras de pequenos mamiferos

Inicialmente, assim como realizado para a investigagao dos arbovirus, apos a
extracdo de DNA, as amostras foram submetidas a qPCR para o gene de B-actina
murina e todas foram positivas. Para a investigacdo molecular de VACV, as amostras
de figados (n=128) dos roedores e marsupiais foram testadas, por qPCR, para
amplificagdo de dois genes sendo o E9L (DNA polimerase viral) e AS56R
(hemaglutinina viral - HA) (LI et al., 2006; TRINDADE et al., 2008).

Para o gene E9L, testado em gPCR utilizando o sistema TagMan®, nao foi
observada positividade para nenhum dos animais coletados nos dois parques urbanos
investigados. Ja para a prospeccao molecular referente ao alvo A56R, trés amostras
foram positivas, o que representa uma positividade total de 2,3% dos 128 animais
analisados. Considerando as analises das reacbdes de qPCR, as trés amostras
positivas apresentaram curvas de melt no Tm esperado, condizentes com o Tm do
controle positivo utilizado (VACV-WR) (Figura 29).

Duas amostras de figados positivas (FJC26/FJC88) séo correspondentes a
roedores, ambos do género Cerradomys spp. coletados no mesmo ano e provenientes
do Parque Jacques Cousteau, o que corresponde a 8% dos Cerradomys spp.
coletados nesse parque (2/25). A terceira amostra positiva é referente ao figado de
um marsupial, da espécie Marmosops incanus, coletado no Parque das Mangabeiras,
correspondendo a 50% (1/2) dos exemplares de Marmosops incanus coletados nesse
estudo (Tabela 7).

TABELA 7: Amostras de pequenos mamiferos positivas na prospecgdo molecular de VACV,
referente ao gene alvo A56R.

Espécie Identificacao qPCR Média Sexo Parque Ano de
Figado Ct/Cq coleta
A56R
Marmosops FM31 + 29.3 Fémea Mangabeiras 2019
incanus
Cerradomys spp. FIC26 + 27.0 Macho Jacques 2018
Cousteau
Cerradomys spp. FJC88 + 35 Macho Jacques 2018

Cousteau
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Figura 29: Graficos dos resultados de qPCR para o alvo A56R (Hemaglutinina viral —
HA). Os graficos mostram a temperatura de dissociagéo dos controles positivos VACV WR e
das amostras consideradas positivas FM31, FJC26 e FJC88 na triagem molecular especifica
para o gene A56R. As amostras apresentaram amplificagdo na PCR 2 (HA-BVV F/HA-generic
R). Legenda: (C-) controle negativo, (C+ WR) controle positivo.
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Ainda, os resultados das reag¢des de qPCR foram visualizados em eletroforese
em gel de agarose 1%. A separagdo do material amplificado, por eletroforese,
referente as amostras FM31 e FJC88 mostrou amplicons com tamanhos de banda
condizentes com o tamanho do fragmento observado para os controles positivos
(Figura 30).
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Figura 30: Eletroforese em Gel de Agarose 1%. S&o observadas bandas para os
amplicons provenientes das reagdes para o gene A56R. Reagédo TRINDADE et al., 2008
(HA BVV). Acima das canaletas estdo indicadas as amostras testadas. Foram dedicadas
canaletas ao controle negativo (CN) e positivo (CP) VACV WR. Marcador de tamanho
molecular de 50pb (Bioron). As canaletas vazias sao referentes a produtos de reagao
testados, mas que ndo demonstraram visualizacdo de bandas de fragmentos.

A investigagao molecular referente ao gene A56R, foi realizada com o protocolo
de Trindade e colaboradores (2008) que é capaz de diferenciar os dois grupos de
VACV-Br (Vaccinia virus brasileiros). Através das analises dos graficos de
amplificagdo e curva de melt das trés amostras consideradas positivas, as trés podem
ser consideradas amostras de VACV pertencentes ao Grupo 1, levando em
consideragao que apresentaram amplificacdo apenas na reagéo de qPCR 2 (BVV)
(desenhada para amplificar todas as linhagens de VACV-Br) e ndo foi observada
amplificagdo na qPCR BVV nDEL que amplifica amostras de VACV que nao possuem
a delegao de 18 nucleotideos no gene A56R (Grupo 2). Entretanto, para confirmar a
caracterizagao das amostras como pertencentes ao Grupo 1 de VACV circulantes no

Brasil os amplicons foram encaminhados para tentativa de sequenciamento.
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ApoOs a purificagdo das bandas do gel de agarose, as amostras foram
encaminhadas para sequenciamento em ambas as orientagdes pelo método dideoxi
em plataforma ABI3130. Foi obtida uma sequéncia de nucleotideos equivalente a
amostra de Cerradomys sp. (FJC88). O fragmento obtido, referente ao gene A56R,
apresentou 127 pb. Foi confirmada a deteccédo de VACV em amostra de figado de
roedor Cerradomys sp. por sequenciamento genético, e a sequéncia foi alinhada com
sequéncias homologas de VACV brasileiros. A sequéncia obtida apresentou
similaridade com outras sequéncias de VACV depositadas no GenBank. Através do
alinhamento (Figura 31) é possivel observar a delecdo de 18nt no gene A56R,

agrupando a sequéncia as amostras de VACV do grupo 1 circulantes no Brasil.
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DMA Sequences

(| 1. ASER FJCBB_2018
2, F1545689.1 VACV_Cantagalo
3. AY523994.1 VACV_Aracatuba
4 EFOG3677.1 VACV_Sero
5. DQE10280.1 VACV_RIA
6. GU183770.1 VACV_Pelotas 2

L UHIINGAE 1 VALY L asBlemED

10.DQB10281.1 VACV_LOR2602
11. DQ206437.1 VACY_GuaraniP2
12. KI741380.1 VACV_KatingaH

13. DQ2229221 VACV_SPAN232
14. DA206436.1 VACY_GuaraniP1
15. DQ206442.1 VACY_BeAnS8058
16. AY243312.1 VACV_WR

DMA Sequences

1. ASGR FICB8_2018

2 FJS45689.1 VACV_Cantagalo
3. AY523994.1 VACV_Aracatuba
4. EFOB35TT.1 VACV_Serro
5.D0810280.1 VACV_RIA

6 GU1B3770.1 VACY_Pelotas 2
s
8 DQ24TTT0.1 VACY_Muriae

9. GQ226040.1 VACY_Mariana

10. DOB10281.1 VACV_LOR2602
11. DO206437.1 VACV_GuaraniP2
12, KIT41390.1 VACV_RatingaH
13. DO222922.1 VACV_SPAn232
14. DQ206436.1 VACV_GuaranP1
15. DO206442.1 VACV_BeAnS8058
16. AY243312.1 VACV_WR

Figura 31: Alinhamento de sequéncias do gene A56R da amostra FJC88 com sequéncias homélogas de VACV brasileiro. E possivel
observar a delecédo de 18nt no gene A56R na mesma posi¢do compartilhada entre a amostra FJC88 e os demais isolados brasileiros do Grupo
1. As cores e letras representam bases conservadas, eliminagdes sao representadas por tragos, e cores e letras diferentes bases divergentes.
Os fragmentos foram sequenciados em ambas as orientagbes pelo método dideoxi em plataforma ABI3130 (Applied Biosystems), a montagem
da sequéncia consenso e a analise de qualidade da sequéncia foi realizada utilizando os softwares SeqTrace e Sequence Scanner Software
v2.0. As sequéncias foram alinhadas pelo software MEGA 10.2 (usando o Muscle e Clustal W).
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A deteccédo de VACV em ambiente urbano sem registro preliminar de surto ja
foi descrita na literatura para outros mamiferos como gatos, caes, capivaras e quatis
(COSTA et al.,, 2017; DUTRA et al., 2017; COSTA et al., 2018). No Brasil, a maioria
dos estudos destinados a investigacdo de VACV ¢é direcionada a areas com historico
de surtos de VB, envolvendo principalmente humanos e bovinos. Porém, levando em
consideragao o amplo espectro de hospedeiros que o VACV é capaz de infectar, essa
caracteristica pode favorecer a circulagao viral também em ambiente urbano.

Desde os primeiros isolados de VACV em roedores silvestres e sentinelas na
década de 1960 no Brasil, a circulagdo de VACV em roedores vem sendo evidenciada
na literatura, seja através de deteccdo molecular ou sorolégica (FONSECA et al.,
1998; FONSECA et al., 2002; ABRAHAO et al., 2009; SCHATZMAYR et al., 2011;
PERES et al.,, 2013; BARBOSA et al., 2014; DUTRA et al., 2017; MIRANDA et al.,
2017), incluindo pequenos roedores silvestres e sinantrépicos e capivaras, além da
deteccado também em marsupiais (PERES et al., 2013; PERES et al., 2016; MIRANDA
etal., 2017). Dessa forma, os dados aqui apresentados corroboram com as evidéncias
ja descritas na literatura cientifica, onde espécies de roedores e marsupiais podem
atuar como reservatorios do VACV e contribuir para a persisténcia desse virus na
natureza. Torna-se importante ressaltar, também, a positividade para espécies do
género Cerradomys spp. observada neste estudo e, que também foi descrita no
estudo de Miranda e colaboradores (2017).

No contexto dos parques das Mangabeiras e Jacques Cousteau, nossos dados
reforcam a hipdtese de possivel atuagcdo desses mamiferos, principalmente os
roedores, como pontes de transmissdo entre o ambiente natural/silvestre para o
urbano, como ja descrito em modelos de transmissdo do VACV (ABRAHAO et al.,
2009; DE OLIVEIRA et al., 2017). Os habitos sinantropicos e generalistas de roedores
contribuem para manutencao desses mamiferos no espaco urbano, que fornece
recursos e abrigo, condi¢des propicias para reproducao e abundancia de populacdes
desses animais, e essa proximidade pode desencadear danos aos ecossistemas
urbanos, as populag¢des de animais silvestres e domésticos locais, mas também para
a saude humana. Além disso, considerando a atuagao dos roedores como link para
transmissao do VACV entre os ambientes, nas areas de entorno dos parques urbanos
0 risco de interacbes entre roedores e animais domésticos & concreto, o que
consequentemente pode contribuir disseminagao e transmissdo do VACV também

para o homem.
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Nesse cenario, a investigacao viral em areas de interface de vida silvestre com
grandes centros urbanos é uma oportunidade de compreender ndo s6 a dinamica de
circulagao do VACV em outros ambientes, mas entender um pouco mais acerca do
risco que essa circulacdo pode representar para a saude humana e animal. E
considerando o ambito de saude publica, a ocorréncia de infecgdo grave por VACV
em humanos imunocomprometidos € bem descrita na literatura (LAITON-DONATO et
al., 2020), e esse contexto de circulagcdo do VACV em areas de mata proximas a
grandes cidades pode colocar a populagdo humana susceptivel, ndo vacinada contra
a variola, em risco para a ocorréncia de infecgdes.

De acordo com os dados de gPCR apresentados, uma amostra de marsupial
(Marmosops incanus) proveniente do Parque das Mangabeiras, foi positiva para
VACV. Esse resultado sinaliza para a possivel circulagdo do virus também nos
roedores silvestres desse parque. Hipotese anteriormente levantada por Costa e
colaboradores (2018) que confirmaram por dados moleculares e soroldgicos, a
exposicao ao VACV em quatis e caes do Mangabeiras, mas que também considerou
a possivel atuacéo de roedores silvestres na circulagdo do VACV nesse local. Nesse
sentido, a positividade desse marsupial e dos dois roedores Cerradomys spp. do
Jacques Cousteau, reforga a possivel atuagcao de espécies silvestres na dindmica de
transmissao do VACV nessas duas areas verdes urbanas. Ressaltamos, também, que
no Parque das Mangabeiras sdo encontrados roedores do género Cerradomys spp.,
porém o numero reduzido de exemplares desse género nessa colegdo pode ser um
fator relacionado com a auséncia de deteccdo do VACV nos roedores desse parque.

A baixa taxa de positividade observada, 2,3% de todos os pequenos mamiferos
investigados para VACV pode ser correlacionada ao numero amostral pequeno, ao
periodo de coleta pontual (abril de 2018 a margo de 2019), e ao fato de a regido nao
apresentar historico de surtos de VB e n&o estar localizada proxima a areas de criagao
de bovinos e exploragao de economia leiteira. Acrescentando-se a esses fatores, a
auséncia de dados sorolégicos para as amostras incluidas nesse projeto.
Considerando estudos semelhantes ao nosso, de investigagdo de VACV em animais
silvestres, Miranda e colaboradores (2008), mostraram uma taxa de positividade de
6.4% (21/325) considerando detecgao molecular por gqPCR em roedores e marsupiais

amostrados em Minas Gerais.
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Ainda, levando em conta estudos de vigilancia para outros ortopoxvirus e a
deteccao desses virus em roedores. No estudo de Kinnunen e colaboradores (2011)
foi avaliada a soroprevaléncia de anticorpos anti-OPV em 15 espécies de roedores, e
foram encontradas soroprevaléncias de 33% na Finlandia e 32% na Alemanha, além
do estudo Oldal e colaboradores (2015) que evidenciaram uma taxa de
soroprevaléncia de 18% de anticorpos anti-OPV em roedores coletados na Hungria.
Ainda, as taxas mais elevadas observadas na Europa podem ser correlacionadas a
circulacdo do CPXV, que sabidamente apresenta roedores como hospedeiros
reservatorios, além de outros mamiferos susceptiveis, como gatos e humanos
(ESSBAUER et al., 2010).

Nessa perspectiva, para o MPXV também é observada circulagcdo em pequenos
mamiferos e roedores (LI et al., 2023). E diante do evento de emergéncia de MPXV
observado a partir de 2022 (WHO, 2022D), assim como as emergéncias relacionadas
aos outros ortopoxvirus e ao VACV, é importante manter atengdo e o monitoramento
da dinamica de transmissido e circulagao desses virus, especialmente devido ao
amplo espectro de hospedeiros e a papel zoondtico que representam.

Os resultados aqui descritos sdao importantes para destacar a ocorréncia de
ciclos enzodticos virais em determinadas areas geograficas, identificando assim
possiveis locais de risco para ocorréncia de eventos de spillover, além de espécies
animais susceptiveis, com potencial para albergar virus zoondéticos. No contexto
urbano, esses dados reforcam a necessidade de detecg¢ao precoce da circulacédo de
virus com carater patogénico, como uma agao preventiva para evitar surtos em

populagdes animais e humanas susceptiveis.
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7. CONCLUSOES

Os dados apresentados indicam a auséncia de evidéncias de circulagdo dos
arbovirus investigados, YFV, ZIKV, DENV e CHIKV, nos pequenos mamiferos

inseridos no Parque das Mangabeiras e Jacques Cousteau.

Embora na prospecgao molecular o RNA do YFV tenha sido detectado em uma
amostra de figado de Necromys lasiurus, essa detecg¢ao nao pdde ser confirmada por
sequenciamento ou isolamento viral. Portanto, esses dados n&o sdo conclusivos para

afirmar a positividade da amostra ao YFV.

A deteccdo de DNA do VACV em amostras de pequenos roedores e
marsupiais, € o sequenciamento de um fragmento do gene A56R a partir de uma
amostra de Cerradomys spp, sdo dados que reforgam a possibilidade de atuagéo
desses mamiferos na manutencédo e cadeia de transmissdo do VACV também em

ambiente urbano.
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8. PERSPECTIVAS

- Para as amostras consideradas positivas na investigagdo molecular para o gene
AS5S6R, realizar novos ensaios de PCR para tentativa de amplificacdo de fragmentos
de DNA maiores que possam contribuir para caracterizagdo genética dessas

amostras.

- Realizar tentativa de isolamento viral a partir das amostras consideradas positivas

para VACV nos ensaios de qPCR,;
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CAPITULOII

PROSPECGAO MOLECULAR E SOROLOGICA DE ViIRUS ZOONOTICOS EM
AMOSTRAS DE QUATIS (Nasua nasua) DO PARQUE DAS MANGABEIRAS,
MINAS GERAIS, BRASIL.

Belo Horizonte

2023



110

9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo Geral

Prospectar e caracterizar virus zoondéticos em uma populagado de Nasua nasua
presente na mastofauna de um parque urbano inserido em uma grande matriz urbana,

Belo Horizonte, Minas Gerais.

9.2 Objetivos Especificos

- Investigar molecularmente através de RT-qPCR a circulagdo de SARS-CoV-2 em

amostras bioldgicas de Nasua nasua;

- Investigar molecularmente através de RT-qPCR a circulagdo de arbovirus
(YFV/DENV/ZIKV/CHIKV) em amostras biolégicas de Nasua nasua;

- Investigar molecularmente através de qPCR a circulagédo de VACV em amostras

biolégicas de Nasua nasua;

- Caracterizar molecularmente os virus detectados;

- Investigar a presenga de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 e anti-

Ortopoxvirus em amostras biolégicas de Nasua nasua.
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11. MATERIAL E METODOS

11.1 Colecgéao de quatis (Nasua nasua)

A segunda colegdo biologica analisada nesse projeto engloba amostras
bioldgicas de swab oral, swab anal e soro de quatis (Nasua nasua) (n=40) coletadas
no Parque das Mangabeiras (19° 56' S 43° 54' O), Belo Horizonte, Minas Gerais, no
ano de 2021. A realizacdo das capturas de quatis foi concretizada em uma parceria
estabelecida entre o Laboratério de Virus UFMG, o professor Dr. Marcelo Pires do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Escola de Veterinaria UFMG,
juntamente com a Fundagao de Parques Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte
e o Projeto Quatis.

Todas as amostras foram acondicionadas em freezer -70°C ou em RNA Later®
(Invitrogen™) no Laboratério de Virus do Departamento de Microbiologia, Instituto de

Ciéncias Biologicas da UFMG.

11.2 Area de estudo

Esse estudo epidemioldgico de corte transversal foi realizado a partir da coleta
de amostras bioldgicas de quatis habitantes do Parque das Mangabeiras (Figura 32),
no periodo de fevereiro a agosto de 2021. Como descrito no Capitulo |, o Parque das
Mangabeiras € o maior parque urbano da cidade e esta inserido na regido centro-sul
de Belo Horizonte, contando com cerca de 15 mil visitantes/ més (PBH, 2018A). Os
detalhes acerca da estrutura e caracteristicas do parque ja foram descritos
anteriormente neste trabalho, portanto, pontuaremos neste tépico informacgdes
importantes com relagcado a populagao de quatis inserida nesse parque urbano.

Para o contexto da populag&o de quatis amostrada no Parque das Mangabeiras
€ relevante destacar o Projeto Quatis. O projeto é fruto de uma parceria entre a
Fundacgao de Parques Municipais e Zoobotanica (FPMZB) e a Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), e atua no monitoramento da populagéo de quatis do parque
ha pouco mais de 15 anos. As agdes do projeto incluem a realizagdo de pesquisas
para compreender o comportamento desses procionideos, fatores relacionados a
dieta, area de vida, habitos, morfologia e relagdes de interagdo com os seres humanos
visitantes do parque (PROJETO QUATIS, 2022; PBH, 2022).


https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvJauP75FTxDPX2kepUt_yhnAuTDYA:1640110726503&q=19%C2%B0+57%27+3%22+S+43%C2%B0+54%27+18%22+O&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLVT9c3NCxIyS1Jzi0rWcQqY2h5aIOCqbm6grGSQrCCiTGIZ6KuYGihpOAPAMiZ4pUwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwisgfvJwPX0AhUpK7kGHTdlCs0QmxMoAXoECEYQAw
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De acordos com estudos realizados com relagao ao levantamento populacional
da espécie Nasua nasua no parque, a densidade de quatis no ano de 2010 estava
acima das condigbes naturais (30,03 individuos/km?), e para o ano de 2021 dados
preliminares indicam que a estimativa de densidade seja de 24,63 individuos/km?. A
alta densidade de quatis no parque das Mangabeiras pode ser correlacionado a
auséncia de predadores naturais e grande disponibilidade e oferta de alimento de

origem humana para esses animais (HEMETRIO, 2011; comunicagao pessoal).

Fonte: FPMZE (2019). Foto: Benito Drammand/Sergio Augusto Domangues (2018-2020}

Figura 32: Mapa evidenciando a localizagao geografica de Belo Horizonte, e a
localizagao do Parque das Mangabeiras. O Parque das Mangabeiras é o maior
parque urbano de Belo Horizonte e esta situado na regido centro-sul da cidade. Fonte:
Adaptado de Portal Maps BH, FPMZB, 2020 e Google Earth.
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11.3 Coletas

Para obtencdo de amostras bioldgicas dos quatis foram realizadas duas
capturas por estagdo, compreendendo as estagdes seca e chuvosa (fevereiro e junho,
julho e agosto).

Os animais foram capturados através de armadilhas modelo Tomahawk,
montadas em cinco pontos estratégicos de passagem dos animais, sendo utilizadas
iscas de banana. Durante a captura as armadilhas de ferro galvanizado foram
revisadas diariamente, e possuem as seguintes dimensdes: de 70cm x 30cm x 20cm.
Os quatis capturados foram identificados, marcados, foi realizada a coleta de
amostras, tratamento de eventuais feridas e soltura.

Os animais foram anestesiados com Tiletamina e Zolazepam na dose
recomendada de 0,1ml/kg por via intramuscular conforme protocolo anestésico
utilizado no Zooldgico de Sorocaba, Sdo Paulo entre 1992 e 2011 (TEIXEIRA e
AMBROSIO, 2014) e monitorados mediante afericdo de frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratoria e temperatura retal. Ainda, durante o periodo de sedacéao foi
realizada a biometria de regides corporais e dentes visando estimar idade de cada
animal. A fim de monitorar esses animais sem necessidade de novas capturas, eles
foram marcados com um brinco numerado de polipropileno. Entretanto, alguns
animais podem perder essa marcagao, e assim eles também foram identificados com
implante de microchip na porgéo subcutanea da regido interescapular.

A coleta de sangue dos animais foi realizada através da puncgao da veia jugular
com auxilio de seringas estéreis de 5 mL e o sangue foi acondicionado em tubos de
coleta com ativador de coagulo para posterior utilizagao em investigagao sorolégica.
Também foram coletados swabs orais e anais dos animais, armazenados em RNA
later, para investigagdo molecular de virus zoondticos.

Apés as capturas e término dos procedimentos de identificagdo e coleta de
amostras, os quatis eram colocados em caixas de transporte para recuperacao
anestésica, e posteriormente, eram soltos no mesmo local onde foram capturados,
minimizando assim impactos e interferéncia em sua area de vida.

A realizagao do projeto foi aprovada pelo SISBIO sob a licenga de numero
75831, pelo CEUA/UFMG sob protocolos numeros 158/2020 e 100/2021 e a
Fundacao de Parques Municipais e Zoobotania de Belo Horizonte sob protocolo FU

004-2020 para execucgao. A colecao € composta por amostras de swabs e soros de
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40 individuos da espécie Nasua nasua (Tabela 8), quatro individuos contabilizados

correspondem a re-capturas.

TABELA 8: Numero amostral, data de coleta e sexo dos quatis incluidos nesse

estudo.
Data de coleta Sexo Numero amostral Total

Fevereiro/2021 Machos 3 8
Fémeas 5

Junho/2021 Machos 4 10
Fémeas 6

Julho/2021 Machos 6 15
Fémeas 9

Agosto/2021 Machos 4 11
Fémeas 7

Total 44

11.4 Metodologia laboratorial

Para investigagéo de infecgdo e/ou exposi¢ao dos quatis aos virus zoonaoticos
SARS-CoV-2, arbovirus (YFV/ZIKV/DENV/CHIKV) e VACV as amostras de swab anal
e oral foram submetidas a prospecc¢ao molecular por meio de Reagado em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR). Além da investigagao molecular, simultaneamente
também foi realizada a investigagdo soroldégica para a busca de anticorpos
neutralizantes anti-SARS-CoV-2 e anti-OPV nas amostras de soro desses animais,
através da técnica de soroneutralizagcdo por redugcao de placa (PRNT). As amostras
positivas na prospeccdo molecular foram encaminhadas para tentativa de

sequenciamento.

11.4.1 Abordagem molecular
11.4.1.1 Extragcdo de RNA

Para obtencdo de RNA viral a partir das amostras biolégicas dos quatis foi
realizada a extragdo de RNA utilizando o QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN®,
Maryland, USA). Para as amostras de swabs 70 pL foram diluidos em 70 pyL de meio
MEM 0% e homogeneizados, e posteriormente adicionados em 560 pL de solugao de
AVL, os soros referentes aos swabs positivos também foram analisados por RT-gPCR

e para extragcao 140 pL de soro foram adicionados a 560 pL de solugdo de AVL
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fornecida pelo kit. Os microtubos foram vortexados e incubados a temperatura
ambiente por 10 minutos. Apds o periodo de incubagao os tubos foram centrifugados
(centrifuga Eppendorf 5415R) a 12.000 g por 30 segundos, posteriormente foi
adicionado 560 pL de etanol (96-100%) em cada amostra e os microtubos foram
submetidos a agitagdo em agitadores do tipo vortex por 15 segundos.

Em seguida os tubos foram novamente centrifugados a 12.000 g por 30
segundos e as solugbes de amostra, AVL, etanol correspondente a cada amostra
foram adicionadas as colunas do kit devidamente identificadas, as colunas foram
centrifugadas a 6.000 g por 1 minuto. Os tubos coletores foram descartados e as
colunas colocadas em novos tubos coletores, e o passo anterior foi repetido. Apds a
centrifugacéo, os tubos coletores foram trocados e foi adicionado a cada coluna o
volume de 500 uL de buffer AW1 que foram centrifugadas a 6.000 g por 1 minuto. O
liquido filtrado foi descartado e as colunas adicionadas em novos tubos coletores para
adicao de 500 uL de buffer AW2 e centrifugagao por 3 minutos a 12.000 g. Apds esse
passo, as colunas foram colocadas em novos microtubos de 1.5mL devidamente
identificados e foi adicionado 60 yL de AVE em cada tubo para eluicdo. As colunas
foram incubadas por 10 minutos e posteriormente centrifugadas a 6.000 g por 1

minuto, ao final o RNA foi imediatamente armazenado em ultra freezer -70°C.

11.4.1.2 Extragcdo de DNA

Amostras de swabs orais e anais, e soros dos quatis também foram utilizadas
para investigacao molecular de VACV através de qPCR. Para isso a extragao de DNA
viral desses fragmentos de tecido foi realizada utilizando o High Pure Viral Nucleic
Acid Kit, Roche, seguindo as orientag¢des do fabricante.

Apos o processamento inicial, 140 uL de cada amostra foram adicionados em
250uL de Working Solution, contendo proteinase K, binding buffer e poly(A) (50uL,
200 pL e 0,4 pL respectivamente). A suspensdo foi homogeneizada em vortex e
incubada a 72°C por 10 minutos em bloco térmico (Eppendorf — Thermomixer 5355).
Posteriormente foram adicionados 100 uL de binding buffer a cada amostra e os tubos
foram vortexados. O produto foi transferido para colunas com filtro devidamente
identificadas e centrifugado (centrifuga Eppendorf 5415R) por 1 minuto a 8.000 g. O
liquido filtrado foi descartado e foram adicionados 500 pL de Inhibitor Removal Buffer,

novamente centrifugado por 1 minuto a 8.000 g. O liquido foi descartado e, em seguida
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foram adicionados 450 uL de Wash buffer e cada coluna foi centrifugada por 1 minuto
a 8.000 g. A etapa de lavagem foi repetida mais uma vez e os tubos foram submetidos
a centrifugagéo por 1 minuto a 12.000 g. As colunas foram acondicionadas em novos
microtubos de 1.5 mL devidamente identificados, e para a etapa de eluicdo do DNA
foram adicionados 50 pL de elution buffer em cada tubo, os tubos foram centrifugados
por 1 minuto a 8.000 g. Os DNAs extraidos foram quantificados e analisados quanto
a pureza através da utilizagdo de espectofotdmetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo

Scientific), e foram armazenados em freezer -20°C.

11.4.1.3 B-actina

Assim como proposto na metodologia do Capitulo |, foi realizada a amplificagéo
de um controle interno, o gene B-actina murina, expresso constitutivamente em
roedores, mas que também amplifica para amostras de outros pequenos mamiferos.
Dessa forma, inicialmente todas as amostras de RNA e DNA extraidos foram
submetidas a qPCR para amplificagdo de um fragmento desse gene. Sendo utilizados
os iniciadores 5-AAATCGTGCGTGACATCAAAGA -3’ senso e anti-senso 5'-
GCCATCTCCTGCTCGAAGTC-3'. As reacgdes foram realizadas no aparelho
StepOne™ (Applied biossystems), sendo utilizadas as concentragdes, volume de

reagentes e condi¢des de ciclagem como descrito no Capitulo I, tépico 5.4.1.3.1.

11.4.1.4 RT-gPCR para SARS-CoV-2

Para a investigagao molecular de SARS-CoV-2 foi utilizada a RT-qgPCR descrita
pelo Centro de Controle e Prevencao de Doengas (CDC, 2020B) que tem como alvo
os genes N1 e N2 do nucleocapsideo (N) viral do SARS-CoV-2 (Tabela 9).

Para todas as reacgdes foi utilizado o kit de iTag™ Universal Probes One-Step
Kit (BIO-RAD) e o conjunto de iniciadores e sondas 2019-nCoV RUO Kit (Integrated
DNA Technologies — IDT).

Para o preparo do mix da reagao foram utilizados os seguintes reagentes: iTaq
universal probes reaction mix (2x) 10 L, transcriptase reversa 0,5 pL,
Iniciadores/Sonda 1,5 L, agua livre de nucleases 3,0 yL e RNA 5 L, para um volume
final de reacao de 20 pL. O mix foi preparado separadamente para cada alvo (N1, N2).
Apoés o preparo da reagdo, as amostras foram submetidas a ciclagem térmica no
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equipamento Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR Systems com as
seguintes condigbes: 25°C por 2 minutos, 50°C por 15 minutos, seguidos de 95°C por
2 minutos e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 55°C por 30 segundos. Em cada
reacao foram adicionados controle negativo (NTC, agua) e controle positivo RNA de
SARS-CoV-2 (gentilmente cedido pela Dra. Danielle Durigon e Dr. Edison Durigon,
USP, Brasil e Dr. Rafael Elias Marques (Centro Nacional de Biociencias LNBio-
CNPEM).

TABELA 9: Iniciadores e sondas utilizados para a deteccdo por RT-gPCR de
SARS-CoV-2.

Reagente Sequéncia 5’ - 3’ Concentragao
2019-nCoV_N1 GAC CCC AAA ATC AGC GAAAT 500 nM
Forward Primer
2019-nCoV_N1 TCT GGT TAC TGC CAG TTG AAT CTG 500 nM
Primer Reverse
2019-nCoV_N1 FAM-ACC CCG CAT TAC GTT TGG 125 nM

Sonda TGG ACC-BHQ1
2019-nCoV_N2 TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA 500 nM
Primer Forward
2019-nCoV_N2 GCG CGA CAT TCC GAA GAA 500 nM
Primer Reverse
2019-nCoV_N2 FAM-ACA ATT TGC CCC CAG CGC 125 nM
Sonda TTC AG-BHQ1

11.4.1.5 RT-gPCR para investigacao de Flavivirus

Para investigagao de virus pertencentes ao género Flavivirus foram utilizadas
reagdes de RT-qPCR especificas para cada virus, YFV (DOMINGO et al., 2012), ZIKV
(LANCIOTTI et al., 2008) e DENV (SANTIAGO et al., 2013). Para todas as reagdes foi
utilizado o kit de gQPCR GoTag® Probe 1-Step RT-qPCR (PROMEGA), sendo que as
condi¢des de ciclagem das reagdes, reagentes, iniciadores e sondas utilizados estao
descritos na metodologia do Capitulo I, tépico 5.4.1.3.2. Para a investigacao do virus
da Dengue foi utilizada apenas a RT-gPCR descrita por Santiago e colaboradores

(2013), com os iniciadores e sondas descritos na Tabela 3 do Capitulo |.
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11.4.1.6 RT-gPCR para Alphavirus

Para investigagdo de CHIKV foi utilizada uma metodologia de RT-qPCR
baseada no estudo de Edwards e colaboradores (2007). A regidao amplificada
corresponde ao gene E1 do genoma viral, e os ensaios de RT-qPCR foram baseados

nas mesmas condi¢des descritas no Capitulo I, topico 5.4.1.3.3.

11.4.1.7 qPCR para Orthopoxvirus

Para a investigagao da presenga de DNA de VACV nas amostras biologicas de
quatis foi realizada triagem molecular através de qPCR, com investigagdo de trés
alvos. As reagdes de qPCR, para os genes alvo A56R (hemaglutinina viral - HA) e
C11R (VGF/viral growth factor — fator de crescimento viral) foram realizadas utilizando
o kit de gPCR GoTag® Probe 1-Step RT-gPCR (PROMEGA), com adigdo de SYBR®
Green (Applied biossystems). Todas as amostras foram testadas em duplicata e foram
incluidos nas placas o controle positivo, DNA de VACV amostra Western Reserve
(WR), e controle negativo (agua).

Para o gene A56R foram utilizados os iniciadores senso ‘5-CAT CAT CTG GAA
TTG TCA CTA CTA AA-3’ e antisenso 5'- ACG GCC GAC AAT ATA ATT AAT GC-3’
(TRINDADE et al., 2008). Foram adicionados 5,0 uL de Master Mix, dUTP (2X), Sybr,
0,2 uL de cada iniciador (10 uM), 1,0 uL de DNA e 3,6 uL de agua livre de nucleases
g.s.p. 10,0 puL. Para o gene C11R foram utilizados os iniciadores senso ‘5-
CGCTACAACAGATATTCCAGCTATCAG-3’ e antisenso 5'-
AGCGTGGATACAGTCACCGTGTAA-3’ (KROON et al., 2016), sendo adicionados
para a reagao 5,0 uL de Master Mix, dUTP (2X), Sybr, 0,8 uL de cada iniciador (10uM),
2,0 uL de DNA e 1,4uL de agua livre de nucleases q.s.p. 10,0 uL.

Todas as reagbes foram realizadas no aparelho StepOne™ (Applied
biossystems) com as seguintes condi¢des de ciclagem: um ciclo inicial de 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de 95°C por 10 segundos e 58°C por 40 segundos, seguidos de
curva de melt padréao a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15
segundos. Para considerar amostras positivas foi avaliada a temperatura de
dissociagcao semelhante a do controle positivo utilizado nas reagdes. Quando essa
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temperatura variou abaixo ou acima de 2°C, a amplificacdo foi considerada
inespecifica.

Foi realizada também gPCR visando a detecgdo do gene da DNA polimerase
(E9QL) dos Orthopoxvirus (LI et al., 2006). Foram utilizados os iniciadores senso ‘5-TCA
ACTGAAAAGGCCATCTATGA-3' e antisenso 5-GAGTATAGAGCACTATTTCTA
AATCCCA-3’' easonda 5- TET- CCATGCAATATACGTACAAGATAGTAGCCAAC-3/,
sendo que as condi¢cdes de ciclagem das reacdes e reagentes, utilizados estado

descritos na metodologia do Capitulo I, tépico 5.4.1.3.4.

11.4.1.8 Gel de Agarose 1%

Visando realizar a analise de alguns fragmentos de DNA amplificados, foi
realizada eletroforese em gel de agarose 1%, a 100 volts (V), como descrito no

Capitulo I.

11.4.1.9 Sequenciamento e inferéncias filogenéticas

As analises de sequenciamento e inferéncias filogenéticas referentes a
investigacdo de SARS-CoV-2 foram realizadas em parceria com o Dr. Luiz Carlos
Junior Alcantara e a Dra. Marta Giovanetti, Fundacado Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Para as amostras positivas o RNA viral foi encaminhado para sequenciamento
para confirmacao dos resultados. Inicialmente para a sintese de cDNA foi utilizado o
kit SuperScript IV Reverse Transcriptase kit (Invitrogen) seguindo as orientagbes do
fabricante. A partir do cDNA ¢é realizada uma PCR multiplex utilizando a Q5 High
Fidelity Hot-Start DNA Polymerase (New England Biolabs) e um conjunto de
iniciadores especificos (ARTIC Network (https://github.com/articnetwork/artic-
ncov2019/tree /master/primer_schemes/ nCoV-2019/V1) para sequenciar 0 genoma
completo do SARS- CoV-2 (QUICK, J., 2020).

Para prosseguir com o sequenciamento os produtos amplificados da PCR
foram purificados com beads 1x AMPure XP (Beckman Coulter) e posteriormente
foram quantificados usando Qubit® dsDNA HS Assay Kits (Invitrogen) de acordo com
as instrugdes do fabricante. A preparacao das bibliotecas para sequenciamento foi
realizada usando um protocolo ja publicado e com o Kit de sequenciamento Oxford
Nanopore Ligation (SQKLSK109). Para cada amostra foi adicionado um cédigo de


https://github.com/articnetwork/artic-ncov2019/tree%20/master/primer_schemes/%20nCoV-2019/V1
https://github.com/articnetwork/artic-ncov2019/tree%20/master/primer_schemes/%20nCoV-2019/V1
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barras usando os kits Native Barcoding Expansion (NBD104 e EXP-NBD114). Depois
da etapa de ligagao do adaptador de barcode as bibliotecas de sequenciamento foram
colocadas em uma célula de fluxo (FLO-MIN106) para sequenciamento MinlON
subsequente. Os dados das sequencias gerados (reads) foram “base calling” usando
o software Guppy e a demultiplexacao de cédigo de barras foi realizada usando qcat.
As sequéncias consenso foram geradas por montagem de novo usando o Genome
Detective e a Coronavirus Typing Tool (XAVIER et al., 2020).

A atribuicdo de linhagem foi realizada usando a ferramenta de software de
classificagao de linhagem Pangolin (RAMBAUT et al., 2020). Foi utilizada a plataforma
GISAID (Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data) (https://gisaid.org/) para
obtencao de sequéncias de genoma de SARS-CoV-2 de todo o mundo, para posterior
realizacdo de analises comparativas. As sequéncias foram alinhadas usando a
ferramenta ViralMSA (LI, 2018; MOSHIRI et al., 2020) e 1Q- TREE2 (MINH et al,,
2020), sendo usada para andlise filogenética a abordagem de maxima
verossimilhanca. A topologia de arvore de maxima verossimilhanca foi entao usada
para estimar o numero de eventos de transmissao viral entre varias regides brasileiras
e o resto do mundo. O TreeTime (SAGULENKO et al., 2018) foi usado para
transformar esta topologia de arvore em uma arvore datada usando uma taxa média
constante de 8,0 x 10* substituigdes de nucleotideos por sitio por ano, apds a excluséo
de sequéncias discrepantes (outlier sequences). O padrao de mutacdo da VUI
(variante sob investigacéo) foi analisado usando a ferramenta online NextClade
(AKSAMENTOQV et al., 2021).

11.4.2 Abordagem soroldgica

Visando avaliar de maneira mais completa a exposicdo e/ ou infecgcdo dos
quatis ao SARS-CoV-2 e ao VACV a abordagem de investigagdo molecular foi
complementada pela abordagem sorolégica. O teste escolhido para investigar a
presenca de anticorpos neutralizantes nas amostras de soro de quatis foi o ensaio de

soroneutralizagao por redugéo de placa (Plaque Reduction Neutralizing Test — PRNT).
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11.4.2.1 Células Vero

Células Vero (CCL81) foram utilizadas nos testes de soroneutralizagdo para
investigacdo de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2. Células de linhagem
continua Vero sido células derivadas de epitélio do rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiopis) e foram obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC), Maryland, EUA. Essas células foram cultivadas em meio de cultura simples
(Meio minimo de Eagle — MEM) (Gibco, USA), com acréscimo de soro fetal bovino
(SFB) a 5% (Cultilab, Brasil) para o crescimento celular, também sao adicionados
antimicrobianos (penicilina a 100 U/mL e estreptomicina a 0,1 mg/mL) e anfotericina
B (2 ug/mL) para inibir o crescimento de bactérias e fungos, em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de COz2. O cultivo foi realizado em garrafas de células com areas de

25cm?, 75cm? e 150cm?.

11.4.2.2 Células BSC-40

Células BSC-40 foram utilizadas nos testes de soroneutralizagdo para
investigacdo de anticorpos neutralizantes anti-ortopoxvirus. Células de linhagem
continua BSC-40 sao células epiteliais derivadas do rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiopis), obtidas da American Type Culture Collection (ATCC),
Maryland, EUA. As células foram cultivadas em meio de cultura simples (Meio minimo
de Eagle — MEM) (Gibco, USA), acrescido de soro fetal bovino (SFB) a 5% (Cultilab,
Brasil) para o crescimento celular, com adi¢cdo de antimicrobianos, penicilina a 100
U/mL, estreptomicina a 0,1 mg/mL e anfotericina B (2 ug/mL) para inibir o crescimento
de bactérias e fungos, e mantidas em estufa a 37°C suplementada com 5% de COa2.
O cultivo foi realizado em garrafas apropriadas e, posteriormente, as células foram
transferidas para placas de 6 pocos com fundo chato para a realizagao do teste de

soroneutralizagéo.

11.4.2.3 Ensaio de soroneutralizacdo para SARS-CoV-2

Os ensaios de soroneutralizagcdo para investigacdo de anticorpos
neutralizantes anti-SARS-CoV-2 foram realizados em parceria com o Dr. Mauro
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Martins Teixeira e o Dr. Leonardo Camilo de Oliveira, em laboratério com nivel de
biosseguranga adequado, no Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO — MG).

Para os ensaios de PRNT, as amostras de soro foram inicialmente aquecidas
a 56°C por 20 minutos para a inativacdo do sistema complemento e testadas, em
duplicata, para detecg¢ao da presencga de anticorpos contra SARS-CoV-2.

Para cada soro testado, foram utilizadas placas de 24 pocos, nas quais foram
implantadas 1x10° células Vero por pogo 24 horas anteriormente ao ensaio. A amostra
de virus controle, referéncia para a contagem do numero de placas na auséncia de
anticorpos, foi diluida seriadamente até a obtengdo do niumero de 100 UFPs em 100uL
(1x103 UFP/mL). Os soros também foram diluidos seriadamente, nas diluicbes de
1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640.

Para cada diluicdo de soro, foi preparada uma mistura de 100uL de diluicdo de
soro mais 100 pL de suspensao viral contendo 100 UFP, mantidas sob agitacédo (200
rom) a 37°C, por 1 hora e, em seguida, inoculadas nas células. As placas teste foram
incubadas a 37°C e apds 1 hora de adsor¢ao das particulas virais, foi acrescentado
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 1% SFB, suplementado com 1,5%
CMC. As placas foram entdo incubadas a 37°C pelo periodo de 72 horas até o
aparecimento de ECP. Apds esta incubacgao, as células foram fixadas por 15 minutos
em solugao tamponada de formaldeido a 10% e em seguida, a monocamada de
células foi corada com solucgao de cristal violeta durante 15 minutos.

Para cada teste realizado, foi utilizado como referéncia controles com amostras
de soro sabidamente positivas, ou seja, com anticorpos neutralizantes contra o SARS-
CoV-2. A atividade neutralizante contra as particulas de SARS-CoV-2 foi determinada
e expressa como concentragdo de soro requerida para atingir 50% de reducgéo de

unidades formadoras de placa (UFP).

11.4.2.4 Ensaio de soroneutralizagdo para Orthopoxvirus

Para a deteccao de anticorpos neutralizantes anti-OPV foi utilizado o protocolo
descrito por Newman e colaboradores (2003), e adaptado pelo nosso grupo (COSTA
et al.,, 2013; KROON et al., 2016), sendo que os ensaios de soroneutralizagdo séo
considerados como método padrao-ouro para a detecgao de anticorpos neutralizantes

relacionados com protecao a infecgdes virais.
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Inicialmente, os soros foram triados em duplicata na diluicdo de 1:40. Essa
diluicéo é feita em meio MEM 0% SFB, adicionado de igual volume de MEM contendo
entre 30 e 300 unidades formadoras de placa (UFP) de VACV-WR. Inicialmente, as
amostras de soro foram incubadas a 56°C por 30 minutos em banho-maria para
desnaturagcao das proteinas do sistema complemento. Para o controle de virus,
fundamental para a revelagao da técnica, o mesmo processo foi adotado exceto pela
presenca da amostra de soro diluido, o qual foi substituido por SFB. As solucdes de
soro e virus foram homogeneizadas e incubadas por 16 horas a 37°C em estufa
suplementada com 5% CO2. As solugdes soro-virus foram inoculadas em placas de
seis pogos com monocamadas de BSC-40, apresentando 90 e 100% de confluéncia
para adsorcdo. Durante esse processo, a placa foi incubada a 37°C em atmosfera de
5% de CO2 e homogeneizadas a cada quinze minutos durante uma hora. Apds a
adsorgéo, 2 mL de MEM 2% SFB foi adicionado a cada um dos pogos, seguindo para
o periodo de incubacéo de 48 horas a 37°C, 5% de CO2. Apds as 48 horas de
incubagédo, as placas foram fixadas com solugédo de formalina a 10% (formaldeido
37%) e coradas com solugdo de cristal violeta a 1%. As placas de lise viral foram
visualizadas e contadas. A partir da média do numero de placas de cada duplicata,
foram consideradas positivas as amostras que apresentaram média de reducao 250%

aquelas encontradas no controle de virus.

11.4.3 Isolamento viral

Apos a triagem molecular por RT-gPCR, as amostras positivas para SARS-
CoV-2 foram submetidas a tentativa de isolamento viral. Esse ensaio foi realizado em
parceria com o Dr. Mauro Martins Teixeira e o Dr. Leonardo Camilo de Oliveira, em
laboratério com nivel de biosseguranca adequado, no Laboratorio Nacional
Agropecuario (LANAGRO - MG).

Para o isolamento de SARS-CoV-2 foram utilizadas células VERO. As amostras
foram diluidas em meio DMEM (1:1, 80uL amostra em 80 uyL meio) 3X antibidtico
Penicilina/Streptomicina e inoculadas sobre a monocamadas de células VERO em
placas de 12 pogos. Foi realizada adsorgao por 2 horas, com homogeneizagao padrao
de 15 em 15 minutos. Apds o periodo de adsorgao o volume final foi completado com
1mL de DMEM 2% SFB e as placas foram incubadas em estufa a 37°C em atmosfera

com 5% de COzpor 4 dias, ou até aparecimento de ECP.
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12. RESULTADOS E DISCUSSAO

12. 1 Prospecgéo molecular de SARS-CoV-2 e investigagao soroldégica em amostras
de Quatis

Para validar o processo de extracdo de RNA de todas as amostras bioldgicas
de quatis, essas foram submetidas a qPCR para o gene -actina murina, e todas foram
positivas para a presencga do controle endoégeno.

Considerando todos os quatis incluidos nesse estudo (n=40), todos os swabs
orais e anais foram submetidos a RT-qPCR para investigacdo do material genético de
SARS-CoV-2. Dentre todas as amostras, 2 animais foram positivos, o que representa
uma positividade de 4,5% do total.

Com relagao aos dois quatis positivos, o quati (Q341) foi positivo para a amostra
de swab oral, o quati (Q535) foi positivo tanto no swab oral quanto anal. As amostras
de soros referentes a esses dois animais também foram submetidas a RT-qPCR para
SARS-CoV-2, entretanto nenhum dos dois soros foi positivo, indicando que nao havia
viremia detectavel no momento da captura. Os dois quatis positivos sdo fémeas e
foram capturadas no més de fevereiro de 2021 (Tabela 10) (Figura 33).

De acordo com o CDC (2020), as amostras sao consideradas positivas quando
apresentam amplificacao dos dois alvos N1 e N2, considerando um valor de threshold
(Ct) =40. Todas as amostras analisadas nesse trabalho foram submetidas a repeti¢ao

de RT-qPCR para confirmagao dos resultados.

TABELA 10: Dados das amostras de quatis positivas e resultados da prospec¢do molecular
de SARS-CoV-2.

Quati Data Sexo Amostra RT-gPCR SARS-CoV-2 Ct
Q341 17/02/2021 Fémea Swab oral + 33N1/37 N2
Swab anal -
Soro -
Q535 18/02/2021 Fémea Swab oral + 20 N1 /24 N2
Swab anal + 30 N1/33 N2

Soro -
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Figura 33: Graficos de amplificagdo das amostras de swab positivas
para SARS-CoV-2. (A) Grafico de amplificacdo Q535. (B) Grafico de
amplificacao Q341. Os graficos sao representativos de duas reagbes de RT-
gPCR positivas. (CP) Controle positivo, RNA de SARS-CoV-2 e (NEG NTC)
controle negativo da reacao.

Visando confirmar a deteccdo do SARS-CoV-2, as trés amostras positivas
foram encaminhadas para o processo de sequenciamento utilizando a metodologia
MinlON, e obtivemos uma sequéncia de genoma completo a partir da amostra de swab
anal do quati 535. Analises filogenéticas inferidas pelo método da Maxima
Verossimilhanga demonstraram o agrupamento esperado com outras sequéncias de
genoma de SARS-CoV-2 provenientes de todo o mundo, depositadas no GISAID
desde outubro de 2021 (n=3,441), e confirmaram que a sequéncia se agrupa com a
variante P.2 (zeta) do SARS-CoV-2, circulante no Brasil (Figura 34).
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Figura 34: Arvore filogenética de SARS-CoV-2. A andlise de Maxima
Verossimilhanga da sequéncia de genoma completo de SARS-CoV-2 proveniente de
Nasua nasua obtida nesse trabalho foi inferida a partir de 3,441 genomas de SARS-
CoV-2 de todo o mundo até outubro de 2021. As cores representam os clados
correspondentes as diferentes variantes de preocupacdo de SARS-CoV-2
denominadas pela OMS. Variante alpha (Marrom), variante beta (Marrom claro),
variante delta (Azul), variante Gamma (Verde), variante Omicron (Rosa), outras
variantes (cinza). Em amarelo estdo destacadas as sequéncias referentes a variante
P.2 (zeta), e destacada de vermelho é representada a sequéncia de SARS-COV-2
proveniente de Nasua nasua desse estudo. A arvore em escala temporal também
evidencia a ocorréncia dessas variantes através do tempo. A sequéncia de SARS-
CoV-2 recém-gerada foi depositada no banco de dados do GISAID sob o numero de
acesso EPI_ISL_8800460. A sequéncia também foi incluida no SISGEN (Sistema
Nacional de Gestao do Patriménio Genético) numero A627307.

A sequéncia de genoma completo do SARS-CoV-2 obtida do swab anal de um
quati mostra a primeira descrigdo da linhagem zeta (B.1.1.28.2, denominada P.2) em

outras espécies, e nao apenas em hospedeiros humanos. No Brasil, a variante P.2 foi
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detectada inicialmente no estado do Rio de Janeiro, em outubro de 2020, e havia sido
considerada uma variante de interesse (VOI). Mutagdes foram identificadas no gene
que codifica a proteina Spike do virus, incluindo a mutagcado E484K, que esta presente
em outras variantes de preocupacdo em todo o mundo e pode contribuir para a
reducao da neutralizagao por anticorpos e escape do sistema imune (LAMARCA et
al., 2021; VOLOCH et al., 2021). Nossos dados reiteram a dispersao e circulagdo da
variante zeta pelo Brasil, e no estado de Minas Gerais, na época do estudo
(LAMARCA et al., 2021; SABINO et al., 2021; VOLOCH et al., 2021).

Com base nos resultados da técnica de soroneutralizagédo, foram detectados
anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 em 20 amostras de soro de quatis,
correspondendo a uma porcentagem de 50% dos animais analisados, considerando
uma porcentagem de redugéo de 50% (PRNT-50) em pelo menos uma das diluices
testadas (1:20, 1:40,1:80). Ainda, considerando uma porcentagem de redugao maior,
de 90% (PRNT-90), 13 amostras (32,5%) apresentaram anticorpos neutralizantes
detectaveis em pelo menos uma das trés diluicbes testadas. Por fim, sete quatis
(17,5%) apresentaram anticorpos neutralizantes na PRNT-90 em todas as diluicbes
(Figura 35).

Para os quatis positivos na investigacao molecular, foi observado para o soro
do quati Q535, positivo tanto em swab anal como oral, a presenga de anticorpos contra
0 SARS-CoV-2 nas trés diluigbes considerando uma porcentagem de redugéo de 50%
(Figura 35). Dados que juntamente com a deteccdo de RNA viral confirmam a
exposicao/infecgao desse animal pelo virus. Entretanto, o quati Q341 nao apresentou
anticorpos detectaveis. Considerando os quatro quatis recapturados, trés
demonstraram soroconversao quando comparadas as amostras de soro coletadas
pela primeira vez. Sendo as primeiras capturas dos quatro animais referentes ao més
de fevereiro de 2021 e as recapturas em junho, julho e agosto do mesmo ano.

Os dados sorolégicos de 50% dos quatis apresentando anticorpos
neutralizantes anti-SARS-CoV-2 podem sugerir um cluster de exposi¢gao natural e
infeccdo nessa populagdo de animais no momento do estudo. Reforgando nossos
dados, os resultados de soroconversao de trés animais recapturados, com niveis de
anticorpos superiores aos observados nas amostras de soro da primeira data de
coleta, podem sugerir diferentes eventos de exposi¢cao ao SARS-CoV-2 ou uma janela
de soroconversao para os individuos analisados até o periodo do nosso estudo. Dessa

forma, estudos experimentais sdo uma necessidade urgente para entender melhor a
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suscetibilidade da espécie Nasua nasua a infecgdao por SARS-CoV-2, a resposta

imune e a possivel capacidade de excregao e transmissao viral dos quatis.
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Figura 35: Grafico representando os dados de PRNT e a porcentagem de redugao
das amostras de soro de quatis analisadas. Anticorpos neutralizantes de SARS-CoV-
2 detectados pelo teste de neutralizagcdo por reducdo de placa. A linha destacada
representa uma porcentagem média de redugdo de todas as amostras testadas. Os
circulos representam todas as amostras testadas em diferentes diluicdes (n=44), os
circulos verdes representam o quati 535 e os circulos vermelhos representam os sete
quatis com anticorpos neutralizantes considerando PRNT 90% em todas as diluigdes
(1:20, 1:40, 1:80).

Nesse sentido, os dados aqui apresentados confirmam um evento de

transmissao reversa do SARS-CoV-2, com ampla circulagdo na populagédo humana,

para uma populacdo de quatis em uma area urbana do Brasil. Esses resultados

também chamam a atencdo para a possibilidade de transmissdo zoondtica em

ambientes silvestres e o risco de estabelecimento de ciclos de transmissdo enzodtica

do SARS-CoV-2, inclusive em areas verdes fragmentadas proximas a ambientes

urbanos. Ainda, esses dados sao corroborados pela extensa literatura cientifica atual,

a qual vem reportando a ocorréncia de infec¢des naturais e susceptibilidade ao SARS-

CoV-2 em uma ampla gama de hospedeiros animais, considerando espécies de

animais domésticos, de cativeiro, de criagao e silvestres (SHARUN et al., 2021; CUI
et al.,, 2022; WOAH, 2023). A infecgao natural por SARS-CoV-2 ja foi descrita em

espécies animais como: caes, gatos, furdes, hamsters, visons, grandes felinos,

primatas n&do humanos, quatis, veados, esquilos, entre outros (MCALOOSE et al.,
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2020; FARAG et al., 2021; GAO e WANG, 2021; MURPHY e LY, 2021; SHARUN et
al., 2021; CDC, 2022C; WOAH,2022). Enfatizando que animais vivendo em locais com
maiores oportunidades de contato com o homem, como casas, zoologicos, parques e
fazendas apresentam maior risco de infecgao natural pelo SARS-CoV-2 (FARAG et
al., 2021; GORAICHUK et al., 2021; MUNNINK et al., 2021).

Os quatis sdo pequenos mamiferos diurnos e que apresentam uma dieta
onivora, sdo animais muito sociaveis, apresentando locomocdo terrestre, mas
também s&o tipicamente encontrados em arvores. Esses animais sdo considerados
sinantrépicos, conseguindo prosperar em areas proximas a ambientes urbanos,
frequentemente sao avistados interagindo com o homem e s&o encontrados ingerindo
alimentos de origem antrépica (HEMETRIO, 2011; FERREIRA et al, 2013;
RODRIGUES et al., 2021; PROJETO QUATIS, 2021) De acordo com Hemetrio (2011),
a densidade de quatis no Parque das Mangabeiras, area de estudo deste projeto, esta
acima do considerado natural (30,03 individuos/km? no ano de 2010), o que pode ser
correlacionado a auséncia de predadores naturais e grande disponibilidade de
alimento.

Levando em consideragdo essas caracteristicas da espécie e o cenario do
Parque das Mangabeiras, alguns fatores podem ajudar a explicar a possivel fonte e
vias de transmissdo do SARS-CoV-2 na populagao de quatis amostrada. No contexto
ecologico observado, o comportamento dos quatis pode facilitar o contato com
visitantes e turistas, com fémites contaminados, lixo e restos de comida em lixeiras e
nas areas urbanas limitrofes ao parque, como residéncias e estabelecimentos
comerciais (Figura 36). Tal fato, corrobora também com a positividade viral encontrada
em swabs orais provenientes desses animais. Esse conjunto de fatores pode ainda
facilitar a possivel ocorréncia de transmisséao interespécies de SARS-CoV-2, nessas
areas limitrofes entre ambientes urbano-silvestres, locais que podem propiciar maior
interacéo e oportunidades de contato entre hospedeiros humanos, animais silvestres
e domésticos. Estudos pregressos do nosso grupo de pesquisa ja demonstraram a
possivel atuagao dos quatis do Parque das Mangabeiras na circulagdo do VACV em
ambiente urbano (COSTA et al., 2018). Dados que também suportam a investigagéo

de outros virus nesses procionideos, como proposto por esse projeto.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Oude+Munnink+BB&cauthor_id=33172935
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Figura 36: Mapa demonstrando o deslocamento do quati 341 pelo Parque das
Mangabeiras e registros da populagao de quatis amostrada. (A) Vista de satélite do Parque
Municipal das Mangabeiras, destacando os cursos d'agua em linhas azuis e o deslocamento
do Quati 341 através de pontos georreferenciados em circulos amarelos, durante o periodo de
fevereiro a marco de 2021. Area do Parque Municipal das Mangabeiras, circundada por uma
linha vermelha. (B, C) Fotografias de individuos da populagdo de Nasua nasua do Parque das
Mangabeiras. Fotégrafo: Augusto Gomes. Este mapa foi criado com o Software QGIS 3.24.3,
DATUM SIRGAS 2000 (UTM 23S).

Além disso, fortalecendo os dados observados, registros de monitoramento por
GPS (Sistema de Posicionamento Global) do quati 341, no periodo de fevereiro a

margo de 2021 (Figura 36), mostram, de fato, o deslocamento do animal pelas areas

limitrofes do parque, com residéncias e ambientes urbanos, além dos registros
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fotograficos de individuos da populagdo de quatis estudada, em contato com lixo e
restos de alimentos de origem humana (Figura 36).

Vale destacar também que a deteccdo molecular de um quati positivo para
SARS-CoV-2 também foi descrita em um zooldgico do estado de lllinois, nos Estados
Unidos (APHIS, 2021; WOAH, 2022). Resultados que assim como 0S NoOSsos,
reafirmam a susceptibilidade desses animais ao SARS-CoV-2, e assim como os quatis
do Parque das Mangabeiras, o quati positivo desse zooldégico também n&o
apresentava sinais clinicos de infecgéo.

Com base em nossos resultados, ndo € possivel comprovar como esses quatis
foram infectados com o0 SARS-CoV-2. No entanto, encontramos fortes evidéncias da
transmissao do SARS-CoV-2 a partir de uma origem humana, especialmente devido
ao genoma viral obtido, que pertence a variante P.2, que também circulava na
populagcdo humana naquele local (Rede Genémica Fiocruz, 2022), juntamente com o
status sorologico observado na populagdo de quatis. E novamente, considerando o
contexto ecologico observado, que sugere contato indireto com lixo humano
contaminado ou mesmo contato direto proximo com humanos infectados.

A transmissdo direta de SARS-CoV-2 de humanos infectados para outros
animais ja foi bem documentada (MUNNINK et al., 2021; YEN et al., 2022; CDC,
2022C). Anadlises de sequenciamento de genoma ja mostraram a transmissao
humano-animal e animal-humano do SARS-CoV-2 entre visons e trabalhadores em
fazendas de visons na Holanda (MUNNINK et al., 2021) e entre hamsters de
estimacdo e humanos em Hong Kong (YEN et al, 2022). Além dos estudos de
Pickering e colaboradores (2022), o qual demonstrou a transmissao animal-humano
através de veados de cauda branca, no Canada, e o estudo de Sila e colaboradores
(2022), entre gatos e humanos na Tailandia. Esse cenario reforca a ameaga para
ocorréncia de possiveis novos clusters de transmissdo de SARS-CoV-2 nas interfaces
animal-humano e a preocupagdo com o risco de novos eventos de spillover em
populagdes humanas. Além disso, a possibilidade de transmissao sustentada entre
animais silvestres pode contribuir para a evolugao viral e levar a ocorréncia de
mutac¢des (BASHOR et al., 2021), fato que pode contribuir para o surgimento de novas
variantes, alterar a dindmica da transmiss&o, e em cenarios mais extremos ocasionar
escape vacinal.

A deteccao de RNA viral no swab oral e no swab anal do quati 535 indica a

presenca simultanea do virus em dois sitios corporais diferentes desse animal. Além
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disso, a presenca de anticorpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 (PRNT-50) em todas
as dilui¢cdes testadas de soro deste animal, juntamente com nossos resultados de RT-
gPCR apontam para uma replicacao viral neste hospedeiro. Ainda, os baixos valores
de Ct do swab oral (Tabela 12), podem indicar elevada carga viral no trato respiratorio
superior deste mamifero. Resultados que estdo de acordo com estudos relacionados
a patogénese do SARS-CoV-2 em humanos e outras espécies de mamiferos, em
relagdo a infecgbes naturais e experimentais, mostrando replicacdo viral afetando
principalmente o trato respiratorio superior, mas também o trato intestinal (V’KOVSKI
etal., 2021, LAMERS et al., 2022). Analisados em conjunto, esses resultados mostram
a suscetibilidade dos quatis ao SARS-CoV-2 e trazem mais evidéncias sobre a
possivel excrecao e capacidade de transmissao desses hospedeiros, embora nao
esteja claro se os quatis infectados podem transmitir o virus para outros animais. Foi
realizada a tentativa de isolamento viral das amostras positivas na RT-qPCR, porém
nossas amostras foram coletadas no reagente RNAlater™ e esse reagente
demonstrou toxicidade para a monocamada celular.

No contexto ecoldgico observado, para a populagédo de quatis do Parque das
Mangabeiras, seria relevante monitorar esses pequenos mamiferos visando
compreender melhor o possivel papel desses animais como hospedeiros e/ou
reservatorios do SARS-CoV-2 em areas de interface silvestre-urbana. Ainda, com
relagdo a conservagao da espécie e possiveis impactos na ecologia desses animais,
seria importante ampliar a compreensao acerca da susceptibilidade da espécie frente
a infeccao pelo SARS-CoV-2, avaliando por exemplo fatores como o curso da
infeccdo, a presenca ou nao de sintomas, o padrao de resposta imune desses animais
e interacéo da proteina S viral com receptor ACE2, o qual é conservado entre varias
espécies de mamiferos (SUN et al.,, 2020; WEI et al., 2021). A compreensao de
aspectos relacionados a infeccao pelo SARS-CoV-2 nesses animais pode contribuir
para explicar a auséncia de viremia e de sinais clinicos observada nos animais no
momento de captura.

Dessa forma, diante do evento de spillback de SARS-CoV-2 para animais
silvestres aqui documentado, é importante orientar os moradores das areas limitrofes
e visitantes do parque para n&o alimentar os animais e restringir o contato préximo
com a populacado de quatis, buscando minimizar as possiveis fontes de transmissao
do SARS-CoV-2 para esses animais. Além disso, visando evitar futuros surtos seria

importante a adogdo de iniciativas relacionadas a saude unica, como a vigilancia de
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circulagdo viral em outros animais do parque, a exigéncia de comprovante de

vacinacao e a conscientizagao dos visitantes.

12.2 Prospecgéo molecular de VACYV e investigagéo soroldgica em amostras de quatis

Apobs o processo de extragao, todos DNAs obtidos, referentes as amostras de
swabs orais, anais e soro, foram dosados em Nanodrop e submetidos a gPCR para o
gene da pB-actina, para posterior prospeccdo para 0s genes propostos para
investigacao de OPV.

Com relagcado aos resultados referentes a investigagcdo molecular nos quatis
analisados, para o alvo E9L nenhuma amostra foi considerada positiva. Com relagao
a triagem para A56R, trés amostras, dois swabs orais (Q354; Q551) e um soro (Q543),
foram consideradas indeterminadas por apresentarem amplificagdes detectaveis na
curva de amplificagdo, mas temperaturas de dissociacdo divergentes do controle
positivo, ou apenas uma duplicata proxima (Tm com temperatura variando abaixo ou
acima de 2°C - amplificagdo considerada inespecifica). Entretanto, quando foram
realizadas repeticoes desses resultados de qPCR, as amostras foram consideradas
negativas.

Para a investigagao realizada para o gene C11R (VGF), cinco amostras
(12.5%) foram consideradas positivas nas analises de qPCR, considerando
amplificagcbes observadas nas duas duplicatas e temperaturas de dissociagao
préximas ao controle positivo da reacédo. Essas amostras apresentaram valores de Cq
variando entre 31.9 e 34.5, e sao referentes aos quatis 552 (soro), 542 (soro), 543
(soro), 352 (swab oral) e 535 (swab oral).

Vale destacar também que para nenhum desses cinco animais considerados
positivos na investigagao molecular para o gene C11R, foi observada positividade nos
outros alvos testados. Também, nao foi observada amplificacdo para amostras
bioldgicas diferentes (soro, swab oral e swab anal) referentes ao mesmo animal.

Ainda, os fragmentos de DNA amplificados para o alvo VGF nas reagdes de
gPCR foram fracionados e visualizados em gel de agarose 1%, sendo confirmada a
presenca de banda no tamanho esperado (semelhante ao controle positivo),
entretanto apds a purificagao e tentativa de sequenciamento por método de Sanger,
nao foi obtida nenhuma sequéncia de nucleotideos com qualidade adequada. As

andlises dos dados brutos de sequenciamento pelos programas SeqTrace e
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Sequence Scanner (como descrito e utilizado no Capitulo I) demonstraram sequéncias
com baixa qualidade, o que inviabilizou a confirmacgéo da positividade das amostras
para VACV e a caracterizagdo molecular.

Levando em conta esses dados, € valido destacar que a triagem molecular de
OPV através da investigacdo do gene C11R pode ser considerada mais sensivel
quando comparada aos outros alvos, ja que esse alvo € bem conservado e encontra-
se duplicado no genoma dos OPVs (ABRAHAO et al., 2010), fato que poderia ajudar
a explicar o perfil de deteccéo observado para as amostras de quatis analisadas.

No entanto, a metodologia aqui utilizada para investigacdo do gene C11R,
utiliza iniciadores que amplificam um fragmento de 81 pb desse gene. Nesse sentido,
o tamanho do fragmento pode ser considerado pequeno, e esse fato pode ser
considerado como uma hipotese para a falta de sucesso do sequenciamento, e a
utilizacao de fragmentos de DNA mais longos e ndo degradados (amplicon do alvo
desejado) é fator determinante para a obtencdo de sequéncias de nucleotideos
confiaveis e de qualidade em sequenciamento Sanger (CROSSLEY et al., 2020).

Considerando os dados apresentados, uma perspectiva com relagao a esses
resultados € a realizagao de novos ensaios de PCR para as amostras positivas na
investigacdo para VACV, visando buscar a amplificagdo de regides maiores do
genoma viral para nova tentativa de sequenciamento.

Com relacédo os dados referentes a investigacdo sorolégica da populagao de
quatis amostrada, ndo foram detectados anticorpos neutralizantes anti-OPV nas
amostras de soro desses animais, considerando o ponto de corte = 50% (PRNT-50)
em relagao ao controle de virus (Figura 37).

Ainda, os ortopoxvirus s&do imunologicamente reativos, sendo observada
imunidade cruzada entre esses virus, onde a infecgao desencadeada por uma espécie
viral gera imunidade contra qualquer outra espécie do género (FENNER et al., 1988;
JACOBS et al.,, 2009). Nesse sentido os dados de PRNT aqui apresentados séo
correlacionados a presenca de anticorpos anti-OPV, porém a técnica é considerada
padrao-ouro para detec¢ao de anticorpos neutralizantes em decorréncia de infecgdes
virais (KROON et al., 2016) e é amplamente utilizada em estudos de soroprevaléncia
relacionados a investigacao de circulacdo do VACV no Brasil e outros OPV em todo
mundo (ABRAHAO et al., 2010; COSTA et al., 2018; ABREU et al., 2022; LUCIANI et
al., 2022; ZAECK et al., 2023).
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VACV neutralization in coatis serum samples
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Figura 37: Grafico representando os dados de PRNT-50 para as amostras
de soro de quatis. No grafico é evidenciada a porcentagem de redugao de
placas de lise dos soros testados em relagdo ao controle de virus (VACV- WR).
Todas as amostras foram consideradas negativas e a linha em destaque
representa a média dos percentuais de reducéo de todas as amostras.

A auséncia de imunidade anti-OPV observada nesse estudo, em contraste com
os dados de Costa e colaboradores (2018), pode estar correlacionada com o numero
amostral do nosso estudo. Considerando que a populacao estimada de quatis para os
anos de 2010 e 2021, fica em torno de 124 e 101 individuos respectivamente
(HEMETRIO, 2011; HEMETRIO comunicagao pessoal) e ndo amostramos todos os
individuos, além da possibilidade de auséncia de infec¢ao prévia por ortopoxvirus nos
animais aqui analisados.

No contexto ecoldgico aqui observado, onde a populagao de quatis do Parque
das Mangabeiras transita frequentemente por espagos urbanos limitrofes ao parque,
como a Vila Margola, areas residenciais e de comércio, e estabelece contato frequente
com os visitantes, essa proximidade de animais com seres humanos pode ser um fator
relevante para aumentar o risco de transmissao de patégenos zoondticos como
descrevemos para o SARS-CoV-2, mas também para o VACV. Cenario que justifica
a investigagao desses animais como potenciais hospedeiros e/ou reservatorios virais,
e dessa area verde urbana no contexto eco-epidemiolégico do VACV.

No Brasil, a cadeia epidemiolégica do VACV ja é bem explorada no contexto
rural, com atuacgao principal de bovinos e seres humanos (SILVA-FERNANDES et al.,
2009; KROON et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2017). A avaliagao da circulagdo do VACV
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em areas urbanas tem sido mais explorada, e os dados apresentados nessa tese e
em estudos pregressos pontuam para a atuagéo de mamiferos silvestres e domésticos
na dindmica de circulagéo desse virus nesses ambientes (DUTRA et al., 2016; COSTA
etal., 2017; COSTA et al., 2018; ABREU et al., 2022).

Corroborando os nossos dados e hipotese, Costa e colaboradores (2018)
confirmaram a circulagdo de VACV em quatis do Parque das Mangabeiras, a partir de
amostras coletadas nos anos de 2013 a 2015 através de analises moleculares e
sorologicas. Em conjunto, os dados moleculares aqui descritos e os resultados de
Costa e colaboradores (2018), indicam que o VACV circula nessa populagdo de
procionideos e pode desempenhar um papel na manutencdo e disseminagao do
VACV nesse ambiente urbano, atuando assim como proposto para os roedores nos
estudos (ABRAHAO et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2017), como links entre o
ambiente de mata e as areas periurbanas do entorno do parque.

Ainda, destacando o possivel papel de quatis nesse cenario, o estudo de
Gallardo-Romero e colaboradores (2016) mostrou uma prevaléncia de anticorpos anti-
OPV de 16.67% em quatis da espécie Nasua narica (quati de nariz branco) no México,
além da confirmacao da detecgdo de anticorpos anti-OPV em um quati na regiao
sudoeste do estado de Sao Paulo (PERES et al., 2013).

12. 3 Prospecg¢ao molecular de arbovirus em amostras de swabs de quatis

Para a prospecg¢ao molecular para arbovirus foram analisados os swabs orais
e retais dos quatis. De todas as amostras de quatis amostradas, nao foi observada
positividade para os arbovirus testados, YFV, ZIKV, CHIKV e DENV.

Assim como para a investigacao realizada para os roedores e marsupiais,
incluidos no Capitulo | deste estudo, as hipoteses relacionadas a auséncia de
deteccao dos arbovirus investigados na populagdo de quatis aqui analisada podem
ser a auséncia de infeccdo e viremia no momento da coleta, além da nao
susceptibilidade desses procionideos a infecgao pelos arbovirus investigados. Ainda,
uma limitacdo acerca da investigacao de arbovirus nos quatis foi a auséncia de
realizagao de investigacao soroldgica, devido a escassez na quantidade de soro para
realizacdo de PRNT, ja que essas amostras foram submetidas também a investigagao

sorologica para SARS-CoV-2 e OPV. E ainda, devido a reatividade cruzada entre
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esses virus, seriam necessarios ensaios de soroneutralizagao direcionados para cada
um dos arbovirus investigados.

Considerando o cenario epidemioldgico do Brasil, a deteccdo de arbovirus em
espécies de mamiferos silvestres ja foi relatada no pais, como anticorpos contra
DENV-1, DENV-2 e YFV em primatas do estado da Bahia, e anticorpos contra DENV-
3 em preguicas (CATENACCI et al., 2018) além da detecgao da circulagédo de ZIKV
em PNH (FAVORETTO et al., 2016; TERZIAN et al., 2018).

Para o velho mundo, a ocorréncia de ciclos enzodticos de ZIKV, DENV e CHIKV
em PNH e em areas naturais ja é bem descrita, porém nas Américas esse cenario
ainda precisa ser elucidado, e espécies com potencial para reservatorios e/ou
hospedeiros podem ser identificadas. De fato, Oliveira-Filho e colaboradores (2018)
encontraram soroprevaléncia de anticorpos para ZIKV, DENV-1, DENV-2, DENV-3,
DENV-4, YFV em macacos-prego de Pernambuco. Além do estudo de Moreira-Soto
e colaboradores (2018), que investigou a presenga de anticorpos anti-arbovirus em
PNH, e encontrou evidéncias soroldgicas limitadas (devido a reatividade cruzada) da
infeccdo de PNH por ZIKV e CHIKV, resultados recentes que mostram o risco de
manutencao de ciclos silvestres desses virus no pais, assim como o observado para
Febre Amarela.

Nesse mesmo sentido, estudos nacionais ja evidenciaram a deteccdo de
anticorpos totais contra arbovirus em quatis inseridos no Parque Nacional do Iguacu,
uma area de Mata Atlantica da regido Sul do Brasil (RODRIGUES et al.,2023). Diante
de todo esse contexto, a investigacdo da circulagdao de arbovirus em quatis Sul-
Americanos se mostra plausivel, especialmente levando em consideragao os habitos
sinantropicos dessa espécie e a elevada densidade de mosquitos vetores
relacionados a transmissao dos arbovirus em areas urbanas do Brasil (KOTSAKIOZ
etal., 2017; VARIZA et al., 2022).
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13. CONCLUSOES

Foi confirmada a circulagdo do SARS-CoV-2 e ocorréncia de spillback viral em
uma populagcao de quatis de uma area de interface silvestre-urbana na cidade de Belo

Horizonte, em Minas Gerais.

Através do sequenciamento, foi demonstrada a primeira detec¢cédo da variante
P.2 do SARS-CoV-2 em uma espécie animal, no Brasil. A detecgdo de 50% da
populagcdo de quatis analisada apresentando anticorpos neutralizantes anti-SARS-
CoV-2 também confirma a infeccao/exposicao desses animais ao virus e sinaliza para

o risco de manutencéao de ciclos enzodticos em ambientes silvestres.

A deteccao molecular de VACV em amostras bioldgicas de quatis sinaliza para
o possivel papel desses procionideos na dinamica de transmissdo e manutengao do
virus em ambientes urbanos. Entretanto para confirmar os dados apresentados é

necessaria a realizacao de sequenciamento ou isolamento viral.

Nao foram detectados anticorpos neutralizantes anti-OPV na populagao de

quatis analisada nesse estudo.

No periodo analisado e na populacdo de quatis amostrada, ndo foram

observadas evidéncias de circulagdo dos arbovirus investigados.

Os dados apresentados evidenciam a importancia da vigilancia de viroses
emergentes em animais silvestres e em areas de interface silvestre-urbana, adotando

ferramentas e acdes no contexto da saude unica.
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14. PERSPECTIVAS

- Realizar novos ensaios de PCR para as amostras consideradas positivas na
investigacdo para VACV, visando amplificar regides maiores do genoma viral para

tentativa de sequenciamento;

- Realizar tentativa de isolamento viral a partir das amostras de quatis consideradas

positivas para VACV nos ensaios de qPCR;
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ANEXO A

ANEXOS

Tabela Suplementar 1: Dados da colegao biolégica de roedores e marsupiais analisados nesse projeto.
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IDENTIFICACAO PARQUE ORDEM/GENERO/ESPECIE SEXO PESO DATA TRANSCECTO ESTACAO
PMAGO1 Mangabeiras Didelphis albiventris Fémea 366g 14/04/2018 T3P2 Seca
PMAGO3 Mangabeiras Necromys lasiurus Fémea 72g 15/04/2018 T1P2 Seca
PMAG04 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 80g 15/04/2018 TiP1 Seca
PMAGO5 Mangabeiras Necromys lasiurus Macho 73g 16/04/2018 T1P1 Seca
PMAG09 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 100g 19/06/2018 TiP1 Seca
PMAG11 Mangabeiras Necromys lasiurus Fémea 40g 21/06/2018 T1P3 Seca
PMAG14 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 102g 21/08/2018 T1P3 Seca
PMAG16 Mangabeiras Cerradomys sp. - 70g 23/08/2018 TiP11 Seca
PMAG17 Mangabeiras Necromys lasiurus Macho 46g 23/08/2018 T1P15 Seca
PMAG18 Mangabeiras Cerradomys sp. - 59g 24/08/2018 T1P2 Seca
PMAG20 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 84g 16/10/2018 T1P12 Chuvosa
PMAG21 Mangabeiras Rodentia Fémea 34g 17/10/2018 T1P10 Chuvosa
PMAG23 Mangabeiras Cerradomys sp. Macho 54g 19/10/2018 T1P1 Chuvosa
PMAG25 Mangabeiras Rodentia Fémea 53g 08/01/2019 T1P5 Chuvosa
PMAG28 Mangabeiras Rodentia Macho 44g 10/01/2019 T1P2 Chuvosa
PMAG29 Mangabeiras Rodentia Fémea 24g 11/01/2019 T1P4 Chuvosa
PMAG31 Mangabeiras Marmosops incanus Fémea 26g 19/02/2019 T2P9 Chuvosa
PMAG32 Mangabeiras Marmosops incanus Macho 32g 20/02/2019 T2P15 Chuvosa
PMAG34 Mangabeiras Cerradomys sp. Fémea 28g 21/02/2019 T3P2 Chuvosa
PMAG38 Mangabeiras Cerradomys sp. - 44g 22/02/2019 TiP11 Chuvosa

Jco1 Jacques Cousteau Rodentia Macho 100g 16/05/2018 T1P6 Seca
JC02 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 74g 16/05/2018 T1P9 Seca
Jco4 Jacques Cousteau Rattus rattus Macho 120g 16/05/2018 T1P8 Seca
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JC06
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114g
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74g
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74g
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74g
1l44g
84g
64g
124¢g
54g
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42g
54g
44¢g
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39g
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Rattus rattus

Rattus rattus

Necromys lasiurus
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124¢g
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39g
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42g
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11/07/2018
11/07/2018
11/07/2018
11/07/2018
11/07/2018
12/07/2018
12/07/2018
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13/07/2018
13/07/2018
13/07/2018
13/07/2018
13/07/2018
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25/09/2019
25/09/2019
25/09/2019
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25/09/2019
25/09/2019
25/09/2019
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25/09/2019
26/09/2019
26/09/2019
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26/09/2019

T2P11
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T2P2

T2P11
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T2P12
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T1P2

T2P12
T2P9

T1P15

T2P10

T1P11
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T1P7
T1P4

T2P11

T2P10

T2P11
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T2P11
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T1P3
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T2P14
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Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
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Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
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Jacques Cousteau

Cerradomys sp.
Rattus rattus
Necromys lasiurus
Cerradomys sp.
Rattus rattus
Necromys lasiurus
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Necromys lasiurus
Necromys lasiurus
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Cerradomys sp.
Rattus rattus
Rattus rattus
Necromys lasiurus
Cerradomys sp.
Necromys lasiurus
Necromys lasiurus
Rodentia
Necromys lasiurus
Necromys lasiurus
Necromys lasiurus
Necromys lasiurus
Cerradomys sp.
Necromys lasiurus
Necromys lasiurus
Necromys lasiurus
Cerradomys sp.
Cerradomys sp.
Necromys lasiurus
Necromys lasiurus

Fémea
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Fémea
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Fémea
Macho
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Macho
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Fémea
Fémea
Fémea
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Macho
Fémea
Fémea
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43g
163g
34g
122¢g
172¢g
39g
154¢g
35¢g
34g
56g
60g
66g
174g
54¢g
124¢g
56g
62g
128g
56g
54g
80g
52g
44¢g
46g
44¢g
52g
28g
76g
26g
65g

26/09/2019
26/09/2019
26/09/2019
27/09/2019
27/09/2019
27/09/2019
27/09/2019
28/09/2019
28/09/2019
28/09/2019
28/09/2019
20/11/2019
20/11/2019
20/11/2019
20/11/2019
20/11/2019
20/11/2019
20/11/2019
21/11/2019
21/11/2019
21/11/2019
22/11/2019
22/11/2019
22/11/2019
22/11/2019
22/11/2019
22/11/2019
22/11/2019
22/11/2019
23/11/2019

T2P2
T1P2
T2P9
T1P4
T1P3
T2P11
T1P1
T2P8
T2P14
T1P1
T2P7
T1P8
T1P12
T2P9
T2P3
T2P10
T2P5
T2P13
T2P15
T2P8
T2P1
T2P7
T2P7
T2P9
T2P15
T2P12
T2P4
T2P1
T2P1
T2P15

Seca
Seca
Seca
Seca
Seca
Seca
Seca
Seca
Seca
Seca
Seca
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
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JC104
JC105
JC106
JC107
JC108
JC110
JC111
JC113
JC114
JC115
JC116
JC117
JC118
JC119
JC120
TOTAL: 128

Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau
Jacques Cousteau

Cerradomys sp.

Rattus rattus

Cerradomys sp.

Rattus rattus

Cerradomys sp.
Cerradomys sp.

Rattus rattus
Rattus rattus
Rattus rattus
Rattus rattus
Rattus rattus
Rattus rattus
Rattus rattus

Cerradomys sp.

Rattus rattus

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

62g
159g
86g
80g
80g
90g
60g
70g
150g
175g
100g
190g
150g
70g
100g

01/02/2019
31/01/2019
02/01/2019
26/03/2019
26/03/2019
26/03/2019
27/03/2019
27/03/2019
27/03/2019
27/03/2019
27/03/2019
26/03/2019
28/03/2019
28/03/2019
29/03/2019

T2P10
T1P5
T2P10
T1P6
T2P3
T2P15
T1P10
T1P12
T1P8
T1P12
T1P3
T1P9
T1P12
T2P8
T1P5

Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
Chuvosa
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SARS-CoV-2 Spillback to
Wild Coatis in Sylvatic-Urban
Hotspot, Brazil
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We tested coatis (Nasua nasua) living in an urban park near
a densely populated area of Brazil and found natural SARS-
CoV-2 Zeta variant infections by using quantitative reverse
transcription PCR, genomic sequencing, and serclogic
surveillance. We recommend a One Health strategy to
improve surveillance of and response to COVID-19.

By November 2022, the COVID-19 pandemic had
resulted in >630 million cases of disease world-
wide (I). During the outbreak, natural occurrence of
SARS-CoV-2 infections in animals was a hallmark;
infections have been reported mainly in companion,
domestic, captive, and farmed animals but also in
wildlife (2,3). As of September 2022, the World Or-
ganisation for Animal Health had recorded 26 animal
species infected with SARS-CoV-2 in 36 countries (2),
indicating that the virus is able to cross the species
barrier, thereby increasing risk of new transmission
cycles and animal reservoirs (2,3).

664

Coatis (Nasua nasua) from South America are
small diurnal mammals (family Procyonidae) that
are omnivorous, terrestrial, synanthropic, and
opportunistic. Coatis interact easily with humans and
are often seen foraging for human food, especially
from trash (4,5). We investigated the transmission of
SARS-CoV-2 to a coati population living in an urban
park near a large anthropized area of Brazil.

We collected serum and anal and oral swab
samples during February-August 2021 from 40 free-
living coatis inhabiting Mangabeiras Municipal Park
in Belo Horizonte, Brazil (Appendix Table, Figure
1, https:/ /wwwnc.cdc.gov/EID/article/29/3/22-
1339-Appl.pdf). Trained professionals captured
coatis during 4 periods (February, June, July, and
August), using appropriate personal protective
equipment (laboratory coats, gloves, N95 face masks,
and face shields) in accordance with all biosafety
guidelines. Ethics approval was obtained for this
study (Appendix).

Coatis were captured in Tomahawk Live Traps
(https:/ / www livetrap.com/index.php) (70 cm x 35
cm x 40 cm) baited with banana pieces. Animals were
anesthetized with Zoletil 100 (Virbac, https:/ /vet-uk.
virbac.com) by intramuscular injection (7-10 mg/kg
body weight), clinically evaluated, identified, and
marked with polypropylene earrings and microchips.
After anesthesia recovery, each coati was released at
their capture site.

We stored anal and oral swab specimens by
using RNAlater (ThermoFisher Scientific, https://
www.thermofisher.com) and extracted RN A by using
QIAmp Viral RNA Mini Kits (QIAGEN, https://
www /giagen.com). We performed quantitative
reverse transcription PCR targeting the nucleocapsid
N1 and N2 regions (6) and sequenced PCR positive
samples by using nanopore technology. We
performed phylogenetic analysis by using [Q-TREE2
(7) and maximume-likelihood reconstruction.

We detected SARS-CoV-2 RNA in 2 (5%) female
coatis that had no clinical signs of infection (Table).
We obtained a complete genomic sequence from the
anal swab specimen from coati 535 (99% average
coverage). The genomic sequence of SARS-CoV-2
obtained from the anal swab specimen from coati 535
indicated this variant belonged to the Zeta lineage
(B.1.1.28.2, P.2) (Figure). The P.2 variant was initially
detected in the state of Rio de Janeiro, Brazil, in July
2020 and was considered a variant of interest (9).

We performed plaque reduction neutralization
tests (PRNT) on serum samples from all captured
coatis to detect SARS-CoV-2 neutralizing antibodies
(8). We serially diluted serum samples to obtain 1:20,
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Table. Specimens from 2 SARS-CoV-2 RNA—positive coatis in study of SARS-CoV-2 spillback to wild coatis in sylvatic—urban hotspot,

Brazil*
Coati ID Collection date Sex Sample SARS-CoV-2+ N1 Countt N2 Countt
C3d 2021 Feb 17 F Oral swab Positive 33 37
Anal swab MNegative NA NA
Serum MNegative NA NA
C535 2021 Feb 18 E Oral swab Positive 20 24
Anal swab Positive 30 33
Serum Negative NA NA

“Oral and anal swab and serum samples were collected from 40 wild coatis inhabiting Mangabeiras Municipal Park in Belo Horizonte, Brazil. We
performed quantitative reverse transcription PCR targeting the nucleocapsid M1 and N2 regions of SARS-CoV-2 RNA for each sample. ID, identification,

MA, not applicable.
1Specimens positive or negative for SARS-CoV-2 RNA by PCR.
1PCR cycle threshold count.

1:40, and 1:80 dilutions and measured 50% and 90%
neutralizing activity against SARS-CoV-2 Twenty
(50%) coatis had SARS-CoV-2 neutralizing antibodies
in >1 dilution at the 50% level; at the 90% level, 13
(32.5%) coatis had detectable neutralizing antibodies
in >1 dilutions and 7 (17.5%) coatis had SARS-CoV-2
neutralizing antibodies in all 3 dilutions. We observed
neutralizing antibodies in all 3 serum dilutions for
coati 535 (Appendix Figure 2).

@ Alpha @ Zeta

() Beta ) Genome sequence
from coati obtained

® Delta in this study

® Gamma

@ Omicron

() Others

We were unable to confirm the mode of SARS-
CoV-2 transmission to the coati population. However,
we found evidence for human-to-animal transmission:
the P.2 genomic sequence from coati 535 was the
same variant circulating in humans within the area
during the study period. Furthermore, 50% of the
coati population had antibodies against SARS-CaV-2,
suggesting a cluster of natural exposure and infections
within this population. Our results support indirect

Figure. Time-scaled phylogenetic
analysis of SARS-CoV-2
sequences, by variant type, in study
of SARS-CoV-2 spillback to wild
coatis in sylvatic—urban hotspot,
Brazil. Maximum-likelihood method
@ o was used to compare the complete
genomic sequence of SARS-CoV-2
} obtained from coati (Nasua nasua)
535 (red-outlined yellow circle)
and 3,441 SARS-CoV-2 reference
genomic sequences (GISAID,
https:/fwww.gisaid.org) from
around the world collected through
October 2021. Colors represent
clades corresponding to different
SARS-CoV-2 variants of concemn
described by the World Health
Organization; yellow indicates Zeta
variant sequences. The SARS-
CoV-2 sequence generated in this
study was deposited in the GISAID
database (accessien no. EPI_
ISL_8800460) and SisGen (Sistema
Nacional de Gestio do Patrimnio
Genético, https:/fwww.sisgen.gov.
br; no. AB27307).
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contact of coatis with contaminated human trash and
food scraps in dumpsters and in the bordering urban
areas of the park or potential direct close contact with
infected human visitors (Appendix Figure 1).

Our findings agree with results from a zoo in
[linois, USA, that also confirmed SARS-CoV-2 in
a coati by using molecular methods (2,10). Those
results reinforce the susceptibility of coatis to
SARS-CoV-2 infection and suggest possible virus
shedding and transmission capacity of coatis. Viral
RNA detectionin both oral and anal swab specimens
from coati 535 (Table) and presence of neutralizing
antibodies indicate viral replication occurred in
this host. Therefore, our findings highlight possible
SARS-CoV-2 enzootic maintenance in nature,
including in fragmented green areas close to
urban settings. Because of the potential for SARS-
CoV-2 interspecies transmission, we recommend
establishing a One Health strategy to improve
surveillance and ability to respond to COVID-19
emergency health events.
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We report a case of Babesia microti infection in an im-
munocompetent child <5 years of age that caused fever
and severe intravascular hemolysis. Physicians in China
should be aware of babesiosis, especially in the differen-
tial diagnosis of immune hemolytic anemia with negative
results for antiglobulin tests.

Babesiosis, caused by tickborne zoonotic protozoa
of the genus Babesia, is an emerging health risk
to humans. Among the known Babesia species infect-
ing humans, B. nucroti is the most common cause of

"These authors contributed equally to this article.
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human babesiosis (1). In China, B. microti has caused
>100 human cases of babesiosis (2), but nearly all
have been reported in adults, particularly the elderly.

B. microti babesiosis has rarely been reported in
immunocompetent children in China. We reported a
case of severe intravascular hemolysis caused by B.
microti infection in an immunocompetent preschooler
from Shandong Province, China.

The patient, girl 4 years and 9 months of age, had
fever develop (highest temperature 39°C) on Septem-
ber 30, 2021. Antimicrobial drug treatment was not
effective. Four days later, her urine became dark, and
she had abdominal pain. On October 9, 2021, she was
admitted to the hospital because of severe anemia
and abnormal laboratory test results (Table). She had
shock after a discharge of dark brown urine.

To stabilize her vital signs, we began repeated
blood transfusion for supportive treatment. Azithro-
mycin and immune regulatory treatment (high-dose
methylprednisolone, 10 mg/kg/d for 3 days, and
intravenous immunoglobulin, 1 g/kg/d for 2 d)
were not effective. Her symptoms worsened, and
her hemoglobin level remained at <60 g/L (Ap-
pendix Figure, panel A, https://wwwnc.cde.gov/
EID/article/29/2/22-0888-Appl.pdf). On the basis
of those findings, we excluded congenital hemolytic
anemia and autoimmune hemolytic anemia.

We examined her blood smear and observed para-
sites in the erythrocytes (Appendix Figure, panel B). We
used a genus-specific 185 rRNA PCR described previ-
ously (3) to confirm Babesia infection by amplification of
a 515-bp fragment (Appendix Figure, panel C). Test re-
sults for malaria infection was negative. Subsequent se-
quencing of the fragment and BLAST analysis (https:/ /
blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi) of the nucleotide se-
quence showed 100% similarity with B. mucroti Rl strain.
Those results confirmed the diagnosis as a B. microti in-
fection causing severe intravascular hemolytic anemia.

The girl’s parents recalled that the child had been
in a wild chestnut forest in a suburb of Zaozhuang
City, Shandong Province, on September 14, 2021.
They found =20 red papules and an itching sensa-
tion on the trunk and limbs. The papules subsided
within 3 days. There were no other complications of
babesiosis, such as splenic infarction, acute respira-
tory distress syndrome, or disseminated intravascu-
lar coagulation.

The child was given atovaquone and azithromy-
cin (4) for 21 days, and the urine color became clear
within 24 hours. The frequency of erythrocyte trans-
fusion was reduced gradually, and the hemolysis was
controlled (Appendix Figure, panel A). On the 10th
day after the treatment began, molecular detection

667

182



Article DOI: https://doi.org/10.3201/eid2903.221339
EID cannot ensure accessibility for supplementary marerials supplied by authors. Readers who
have difficulty accessing supplementary content should contact the authors for assistance.

SARS-CoV-2 Spillback to Wild Coatis in
Sylvatic—Urban Hotspot, Brazil

Appendix

Ethics Approval

The study was approved by SISBIO (Sistema de Autorizacio e informacio em
Biodiversidade, license no. 75831), Ethical Committee on Animal Use (CEUA) of Universidade
Federal de Minas Gerais (protocol nos. 158/2020 and 100/2021), 5isGen (Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genetico, no. A627307), and Fundacio de Parques Municipais e
Zoobotanica de Belo Horizonte (protocol no. FU 004-2020).

Appendix Table. Mumbers of captured coatis categornized by collection date, sex, and age in study of SARS-CoV-2 spilllback to wild
coatis in sylvatic—urban hotspot, Brazil®

Sex Aget
Capiure month M F W oung Immature adult Adult Taotal
February 3 5 3 3 2 B
June 4 i 3 3 < 10
July ] g 3 1 11 15
August 4 7 1 2 ] 11
Total no. animals 17 ki 10 ] 25 =4

*Collection comprised 20 coatls (N3sUs Nasua) (62.5% female and 37.5% malke) and £ aodiional recaptures. LIVe raps (1 = 25) were placed al &
sategic points of passage for coatls (5 traps st per point) In Mangabelras Municlpal Park In Belo Hortzonte, Brazil. The 5 capture paints were: Caraga
{n = 19 captured coatls), Casa de bonecas {n = 6), Miranie [n = 3}, Praga das Aguas (n = 6}, and Trilha 12 {n = 10).

+Blometrics analyses were performed o estimate age.
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Appendix Figure 1. Overview of Mangabeiras Park in southeastern Brazil in study of SARS-CoV-2
spillback to wild coatis in sylvatic—urban hotspot, Brazil. A) Map of Brazil subdivided by its biomes and
neighboring couniries of South America, and municipal parks (dark green). Mangabeiras Municipal Park
(19°56' S and 43°54" W) is surrounded by a red line. B) A satellite view of Mangabeiras Municipal Park
{encircled by red line) in the city of Belo Horizonte highlighting the water courses (blue lines) and 341
coafi displacements by georeferenced spots (global positioning system) (yellow circles) during February
and March of 2021. Animal monitoring showed displacement throughout the park border areas that had
residences and urban settings. C, D) Coatis in Mangabeiras Park in contact with human trash and food
remnants. Photographer: Augusto Gomes. Maps were created with QGIS 3.24.3 software

(https:/ifwww qais.org/pt_BR/site), using the coordinate reference system DATUM SIRGAS 2000 (UTM
235).
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Appendix Figure 2. Scatter plot of plague reduction neutralization tests of serum samples from coatis.
SARS-CoV-2 neutralizing antibodies were measured in serum samples by using the plague reduction
neutralization test. Samples were senally diluted to 1:20, 1:40, and 1:80. Solid lines represent the
average reduction percentage of all tested samples and dotted line is 0% reduction. Solid circles
represent all samples tested at each dilufion (n = 44) (4 additional samples were from recaptures; 3 of
those showed seroconversion when compared with the previous collection date). Magenta circles
represent coati 535, which was positive for SARS-CoV-2 RNA by PCR. Green circles represent 7 coatis
that had 90% plague reduction (neufralizing activity) in all 3 dilutions.
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Abstract: Yellow fever (YF) is a re-emerging viral zoonosis caused by the Yellow Fever virus (YFV), affecting
humans and non-human primates (NHP). YF is endemic in South America and Africa, being considered a burden
for public health worldwide despite the availability of an effective vaccine. Acute infectious disease can
progress to severe hemorrhagic conditions and has high rates of morbidity and mortality in endemic countries.
In 2016, Brazil started experiencing one of the most significant YF epidemics in its history, with lots of deaths
being reported in regions that were previously considered free of the disease. Here, we reviewed the historical
aspects of YF in Brazil, the epidemiology of the disease, the challenges that remain in Brazil’s public health
context, the main lessons learned from the recent outbreaks, and our perspective for facing future YF
epidemics.
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1. Introduction

Yellow fever virus (YFV) is a positive-strand RNA virus that is the prototype of Flavivirus genus
(Flaviviridae family) and is recognized as the etiological agent of Yellow Fever (YF) [1,2]. YF disease is
characterized by an acute, febrile, hemorrhagic infectious disease, transmitted by mosquito vectors to human
populations and non-human primates (NHP) in South America and Africa [2,3]. In Brazil, YF is considered a
disease of compulsory notification, where all suspected cases must be immediately reported to the health
authorities [2,4].

YF was responsible for hundreds of thousands of deaths between the 18th century and the beginning of
the 20th century, and for recurrent epidemics in endemic regions of Africa and South America [2,5]. YF still
remains a public health threat, leading to significant morbidity and mortality rates in the human populations of
Africa and South America. A high case fatality rate (CFR) is observed, especially in South America, ranging from
40% to 60% [3,5,6]. The occurrence of rural (savannah cycles) and urban cycles is frequently reported in the old
world, in addition to sylvatic cycles [7]. Large YF outbreaks occurred in Angola and the Democratic Republic of
Congo during 2015-2016 [5,8], which placed YFV on the top list of arboviral threats by the Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) Global Disease Detection Operations Center [9]. According to the Pan American
Health Organization (PAHO), the South American countries that reported the highest numbers of cases of YF
during 1960-2019 were Brazil (3829 cases), Peru (3189 cases), Bolivia (1546 cases) and Colombia (701 cases)
[10].

In Brazil, YFV is maintained in nature through enzootic/sylvatic cycles involving non-human primates (NHP)
and mosquitoes of the genera Haemagogus and Sabethes [2,11]. YF has a seasonal pattern of occurrence, with
most cases recorded from December to May. However, the occurrence of outbreaks is irregular, and viral
transmission can change according to factors such as temperature, rainfall, high density of vectors, amplifying
hosts, and low vaccination coverage of the human population [2]. Some factors have contributed to the
elimination of the YF urban cycle, transmitted by urban vector
Aedes aegypti, which include the introduction of vaccination since 1937, the mass immunization in the following
decade, along with intense campaigns to eradicate the vector [2]. In this scenario, the last registered urban YF
case in the country occurred in 1942, followed by epidemic records related to sylvatic cycles, especially in the
Amazon basin [2,11].

However, in 2016, one of the most significant epidemics of sylvatic YF occurred in Brazil, with most cases
reported in regions considered free of the disease, or with little YFV circulation [5,11,12]. The YF cases
exponentially increased during the 2016-2019 epidemic, highlighting concerns about the risks of YF
reurbanization once the YFV outbreak reached the southeast region, the most populous region in the country
[5,11]. The risk of reurbanization is sustained by vector plasticity in the Brazilian territory and by large susceptible
populations that had no routine vaccination until the recent re-emergence [11,13-15].

In this review, we revisited the history of YF in Brazil and the substantial impact for public health since its
introduction during the colonization period until the emergence observed in the 2016—2019 epidemic. Eco-
epidemiological aspects of the disease, as well as the lessons and challenges from last epidemic period, are also
discussed.

2. A Brief History of Yellow Fever in Brazil

The YFV and its urban vector Aedes aegypti arrived in the Americas, including Brazil, through the slave-
trading ships from West Africa during the period of colonization [5,8,16,17]. The first YF epidemic in Brazil was
recorded in 1685, in the Northeast region, specifically in Recife and Pernambuco states [16,18] (Figure 1).
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Figure 1. Map of the natural history of Yellow Fever in Brazil. (A) The timeline highlights sanitary measures
adopted to fight against Yellow Fever in Brazil. (B) A map of Brazil showing the detection and distribution of
Yellow Fever virus (YFV). The red lines connect the events of viral emergence in different regions of the country.
The grey scale indicates the regions of Brazil from the lightest to the darkest as follows South, Northeast,
Southeast, North, and Midwest.

In the subsequent years, YFV would hit other port cities in the Northeastern region, causing outbreaks. In
the middle of 1850, after almost a century without notifications, YFV reached Rio de Janeiro (Southeastern
region), causing more than 4000 deaths. Although the etiology of YF was still unknown and there was no proof
of any transmission form, at the beginning of the 19th century several surveillance measures were adopted to
fight against YF, including the mandatory notification of the disease and the hygienic and sanitary measures that
indirectly contributed to the reduction in Aedes populations [16,19] (Figure 1). At the end of the 19th century,
Carlos Finlay, a Cuban epidemiologist, proposed that YF was transmitted through mosquito bites [20-22].
However, it was not until 1900 that Walter Reed, a pathologist and bacteriologist, and his colleagues proved that
YF was caused by a filterable agent and transmitted by the vector Aedes aegypti [23-26].

In the following years, because of a decrease in YF cases, the resources to fight against the disease were
decreased, contributing to an urban YF epidemic in Rio de Janeiro in 1928-1929 [19]. In addition, in the 1930s,
the sylvatic cycle was documented in the country [23—-25] together with the discovery of the importance of
NHP in the viral maintenance cycle [27].

Max Theiler, a South African doctor, developed a mouse model of YF infection to demonstrate the potential
of protection of serum antibodies against YFV. In the subsequent years, other research groups investigated the
possibility of attenuating a wild type YFV, aiming to induce protective immunity in humans without causing any
disease. As a result, the used wild type YFV was attenuated due to the development of an immunogenic and safe
Yellow Fever-17D (YF-17D) vaccine strain [28]. In 1937, the vaccine against YF was produced by the Oswaldo Cruz
Institute, today called Bio
Manguinhos/Fiocruz [16—19,25,29]. In addition, by 1940 mass campaigns to eradicate the urban vector
Aedes aegypti had begun; however, sporadic cases still occurred in several states, with the last urban case
reported in Acre in 1942 [16,25]. In 1958, the PAHO officially declared that A. aegypti was eradicated in Brazil
[16]; nevertheless, in the 1970s, the collapse of the continental program to combat vector mosquitoes led by
PAHO culminated with the urban reinfestation of A. aegypti, and its spread to several Brazilian regions by the
end of this decade [30-33].

The last two decades have witnessed the expansion of YFV circulation area in the country, where human
cases and NHP epizootics were registered beyond the endemic Amazon region [34]. YFV spread to the East and
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South regions could be seen during 2002—2003, with cases registered in Minas Gerais and Rio Grande do Sul,
and between 2007 and 2009, with confirmed cases in the North and Midwest regions, in addition to S3o Paulo,
Parand, and Rio Grande do Sul states [34—36]. The change in the spatial distribution of YF cases was even more
evident during 2007-2009, with the confirmation of more than 100 YF cases in the South and Southeast regions,
with a lethality rate of 51% [32,34,35] (Figure 1).

In 2014, YFV re-emerged in the Midwest region, in areas of Cerrado biome [11,34,37]. In the monitoring
period of 2014-2015, based on the seasonality pattern, the occurrence of cases was mainly concentrated in
Goias and Mato Grosso do Sul states, and during 2015—-2016 the cases were mostly concentrated in the Midwest
region [12,37]. In a historical analysis, from 1980 to 2015, the period that precedes the most recent sylvatic
epidemics, 789 YF human cases were registered in Brazil. In this 36-year interval, the outbreaks had an irregular
pattern of annual incidence, with some periods of viral re-emergence [37]. At the end of 2016, the most

significant sylvatic YF epidemic of the last 70 years began, affecting mainly the Southeastern region of Brazil
[11,12,34,38].

3. Challenges and Lessons Learned

The extensive re-emergence of YF in Brazil started in late 2016, and, according to data from the Ministry
of Health, 2237 human cases of YF and 759 deaths were recorded between December 2016 and June 2019
[12,39] (Figure 2).
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Figure 2. Spatial distribution of Yellow Fever (YF) cases in Brazil during 2001-2019. The map shows a correlation
between human confirmed cases of YF and biomes (A), and confirmed epizootics in the Southeast region (B) during
the 2016-2019 outbreak. The map was created using the Quantum GIS (QGIS) software.

The epicenter of epidemic was the Southeastern region of Brazil, specifically Minas Gerais and
Sao Paulo states [11,12,40—-42]. This outbreak was 2.8 times greater than what was recorded in the past 36 years
[12,38]. In contrast to previous outbreaks concentrated in the Amazon and Central West regions, this outbreak
was centered in the Southeastern region of Brazil, covering the Cerrado biome towards the region originally
covered by the Atlantic Forest [11].

The recent re-emergence of YFV showed that the majority of the population affected by YF (82.8% during
2017-2018) were male. This population is in an economically active age range [12] and is composed of residents
of rural areas, probably due to work activities and proximity to forest sites, factors that contribute to the
exposure of these individuals to YFV vectors [3,40,41]. Considering the data from Sistema de Informacgdo de
Agravos de Notificagdo (SINAN), an increase in the number of YF cases affecting male individuals has been
observed since 2001 (Figure 3). The higher prevalence in males brings economic losses to their families and the
region, as men are more likely to perform most of the activities in the field. Moreover, it is important to highlight
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that deforestation is a factor that can increase the risk of YFV spread to urban environments, raising
opportunities for human exposure to fragmented forest areas with the occurrence of YFV sylvatic cycles [11,43].
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Figure 3. Distribution of human cases of YF in Brazil. (A) Distribution of confirmed human cases per year in Brazil
for the monitoring period of (July to June) 2001-2019. (B) Distribution of YF human cases according to gender in
Brazil during 2001-2016. (C) Clinical outcome of human cases of YF in Brazil during 2001-2016. All data was
obtained from Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN), and epidemiological reports of the

Brazilian Ministry of Health.

The 2016-2019 YF epidemic also brought additional economic impacts for health authorities and for the
public health in general. It is already known that the emerging infectious diseases (EID) cause significant impacts
such as high costs associated with response plans, surveillance, and preventive actions [44]. Certainly, the re-
emergence of YFV in Brazil caused a great burden for the public health services, since hundreds of Intensive Care
Unit (ICU) beds were needed, in addition to expenses related to the monitoring of patients in the different clinical
stages of the disease, and the laboratory diagnosis of human and epizootics cases.

In this sense, one of the major challenges faced during the 2016—-2019 epidemic was the establishment of
standard protocols for clinical management of patients, which culminated in the implementation of the national
catastrophe plan implemented by the government for the 2014 World Cup, at least by Minas Gerais state (the
epicenter of outbreaks). In many hospitals, there was a change in patient management areas, an increase in the
number of ICU beds and the hiring of healthcare professionals to serve the affected population. In addition,
there was a need to create a transportation system for patients from rural areas to large urban centers, where
reference hospitals and higher acuity care were located (Servico de Infectologia do Hospital Eduardo de
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Menezes, reference of Minas Gerais state for Yellow Fever, personal communication). This decision was taken
on an urgent basis, taking into account the rapid spread of YF and the worsening of the patients’ clinical
conditions. In fact, YF can present a broad clinical spectrum in humans, including asymptomatic infection, mild
illness and severe disease; however, much is still unknown about the pathogenesis of this disease [3,5].
Considering this last outbreak in Brazil, a great advance in the disease’s understanding has been reported and
new clinical findings and outcomes have been described in the literature. Recent studies have reported the
occurrence of late-relapsing and persistent hepatitis after YF [45,46] and other clinical findings were the
occurrence of pancreatitis and progressive severe metabolic acidosis in severe cases of YF and manifestations in
the central nervous system [47,48].

Certainly, the clinical management of severe forms constituted a major challenge since YF leads to liver
failure with rapid evolution, compromises other vital organs and leads to a cytokine storm that culminates in
plasma leakage and shock, which implies the need for intensive supportive therapies and treatments. Regarding
the clinical management of patients with severe YF, Ho and colleagues showed that some measures such as the
use of anticonvulsant drugs, routine use of intravenous proton pump inhibitors, aggressive early haemodialysis
and plasma exchange were beneficial during YF treatment [47]. Additionally, studies related to understanding
the predictors of mortality in patients with severe forms of YF affected during previous epidemic periods have
been shown to be valuable. Hence, factors such as increasing age, male gender, higher neutrophil and leukocyte
count, higher aspartate transaminase (AST) and alanine aminotransferase (ALT), bilirubin, and creatinine,
prolonged prothrombin time, and higher viral load are significantly used as predictors of mortality of YF disease
[49].

Furthermore, the recent YF epidemic also raised possibilities for increasing the knowledge related to the
clinical field and antiviral research, with recent studies showing that the repurposing of clinically approved drugs
can represent a quick alternative to discover new antivirals for public health emergencies. Freitas et al. [50]
demonstrated that YFV is susceptible, in vitro and in vivo, to sofosbuvir, a clinically approved drug against
Hepatitis C virus (HCV). In addition, Mendes et al. [51] demonstrated a reduction in blood viremia and an
improvement in clinical course with sofosbuvir treatment.

The management of vaccination in the affected population can also be considered a complex challenge in
the YF epidemic scenario. In order to protect the largest possible portion of population against the disease, the
Sistema Unico de Satde (SUS) distributed 45.1 million doses of the YFV vaccine in 2017 and 23.8 million doses
in 2018 [52]. Currently, the North, Midwest, Southeast, and South regions of Brazil are considered areas with
vaccination recommendation (ACRV), however, in the Northeast region, the vaccination has been recommended
only for Bahia and Maranhdo states, and in some municipalities of Piaui, Sergipe, and Alagoas states [39].
Vaccination campaigns against YF also aim to prevent expansion of viral circulation, which is also associated with
the movement of people [40]. The 17DD vaccine produced by the Institute of Technology in Immunobiologicals
(Bio-Manguinhos) of the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz) leads to 98% protection [2,11].

The target public for which the vaccine is indicated are individuals from 9 months to 59 years of age who
reside or travel to areas with vaccination recommendation [2,34]. In the current campaign, the vaccine is being
used in a standard dose (0.5 mL), but during the YF epidemic period, the dose fractionation strategy was
adopted for some states, with the fractional dose (0.1 mL) corresponding to a fifth (1/5) of a standard dose
[11,34,52,53]. This type of strategy is approved during emergency situations and has already been
recommended by the World Health Organization (WHO) and used in outbreaks such as during the one that
occurred in 2015-2016 in the African continent [52-56]. As the viral dissemination was favored by the vaccine
shortage, with insufficient doses for the entire population, the vaccine fractionation strategy was an effective
tool. In addition, strategies to control the Ae aegypti vector, which contribute to preventing viral spread and
the resurgence of YFV, have little emphasis on the continent [57]. However, after emergency situations it is
necessary to re-vaccinate the population with the full dose; the long-term protection provided by fractional
doses in varied populations and epidemiological contexts is unknown [58]. In this sense, the study by Costa-
Rocha and colleagues which evaluated the duration of humoral and cellular immunity after administration of
reduced doses of the 17DD-Yellow Fever vaccine provided evidence to support the regular use of dose sparing
strategies for YF vaccine in adults [59].
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Currently, the WHO recommends one life-time dose of the YF vaccine; however, this is controversial for
two reasons: the level of neutralizing antibodies drops years after vaccination and cases of YF infection have
occurred in previously vaccinated individuals [40,60-63]. Even though YF vaccine is highly immunogenic and able
to induce a robust antibody response and a strong and polyfunctional cellular immune response, recent studies
demonstrated the importance of booster doses to ensure a long-term persistence of memory components in
response to 17DD YF vaccine [60—62,64]. These recent findings suggest that in YF endemic areas, at least an
additional dose of the vaccine should be administered after the first immunization, in order to avoid the
reduction in neutralizing antibodies titers below the protective levels [60—62]. During the recent epidemic in
Brazil, the priority was to vaccinate the largest portion of the population possible; however, it is recommended
that after this emergency period the population receives a full dose of 17DD vaccine, reinforcing the idea that
at least two doses are necessary [58,60,62,65].

With the re-emergence of YFV significantly affecting the Southeastern region of Brazil, and the consequent
concern about the beginning of an urban cycle, there was an intensification of vaccination campaigns mainly in
large urban centers [34,52]. The dislocation of cases, previously restricted to rural areas, to metropolitan regions,
as recorded mostly in 2018, was of great concern and alert to epidemiological surveillance systems. However,
the low vaccination coverage against YF in Brazil is a problem that has persisted for decades [66]. In view of this,
the current challenge is to achieve vaccination coverage of at least 95% in all Brazilian territory.

A recent study conducted by Stoffella-Dutra and colleagues revealed that, respectively, 25.8% and
26.5% of the rural and urban populations living in Serro region (state of Minas Gerais) did not present
neutralizing antibodies against YFV [67]. Furthermore, 10 individuals from the same area that presented their
vaccination card with proven vaccination against YFV tested negative for the presence of neutralizing antibodies.
Considering the recent epidemic and the risks of YF re-urbanization, this finding raises questions about the real
burden of YFV infections, in which the disease could be underestimated. Although the vaccination coverage in
that region has improved [68], there are still a high number of individuals lacking any neutralizing antibodies
response against YFV, which can increase the vulnerability of the populations, as well as the to the occurrence
of new outbreaks or even epidemics [67].
Other studies performed in Brazil also highlighted the absence of neutralizing antibodies against
YFV in individuals from rural and urban areas [69,70]. However, different from the results reported by Stoffella-
Dutra and colleagues, few individuals tested negative. These findings draw attention to the fact that some areas
in the state of Minas Gerais can present a high proportion of individuals with absence of neutralizing antibodies
against YFV, which could potentially be a factor related to the recent 2016—-2019 YF epidemic, reinforcing this
state as the epicenter of the outbreaks [40].

The presence of individuals lacking a neutralizing antibodies response against YFV in endemic areas for YF
disease also reinforces the importance of active epidemiological surveillance and continued vaccination
campaigns aiming to reach at least 295% coverage. This coverage is necessary because according to the WHO, a
vaccine coverage of at least 80% would be important to prevent and control new outbreaks [71]. Indeed, learning
about the current seroprevalence in regions under risk of YF disease can add valuable information that could
help to assist national and international health authorities in the development of future vaccination strategies.

The 2016-2019 YF epidemic in Brazil was the most impactful in the past decades and several factors,
including the failure of entomological and epizootic surveillance systems, low vaccination coverage in several
regions of the country, and population migration, have potentially contributed to the recent epidemic scenario.
In this context, issues related to vector control and NHP surveillance are also challenges to be covered.

Effective surveillance of the vector population is essential for implementing control strategies, as well as
contributing to highlighting potential sources of transmission and potential new outbreaks, not only for YF, but
also of other recurrent arboviruses in Brazil such as Zika, Dengue and Chikungunya [72]. Considering the plasticity
of vectors involved in the YF transmission cycle and the existence of an urban vector widely domesticated in the
country, it would be important that the PAHO Entomology and Vector Control Action Plan [73] become
implemented, maintaining an active surveillance not only in Brazil but for all affected countries in America.

Similar to vector control strategies, NHP epizootics surveillance still need to be better established and
optimized in all regions of Brazil for a greater control effectiveness, especially in those areas with higher risks of
enzootic cycles. Hence, epizootics surveillance needs to be carried out in a sufficient time frame, capable of
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providing effective control for viral dispersion. Furthermore, information about illness and death in the NHP,
obtained by the Epizootics Surveillance Program of Brazil and local health authorities, also fails to report and
disseminate data.

The effective diagnosis of YF human cases is also another critical point. The delay in reporting the
laboratory test results slowed down the processes of clinical intervention and surveillance. Apart from this,
another issue that compromises better understanding of epidemics is the classification of cases into “cases
under investigation”, which makes it difficult to understand the true dimension of the epidemic event due to
the delay observed for resolution in cases discarded or confirmed as YFV infection or YF disease. This delay
directly influences the possible actions to control and fight against the disease.

Considering the old classification of yellow fever’s endemic area in the country, the Brazilian coast and the
Southeastern region were considered YF free areas, however, with the re-emergence of YFV in 2016, this
scenario can no longer be considered (Figure 2). There are factors that may be related to viral dislocation for the
East and South regions of the country, among them the ecological changes (fragmentation of habitats, climate
changes) and the patterns of human behavior, which may have contributed to the increased densities of vectors
and NHP, and their consequent proximity to humans [5,11]. Political and social factors are also relevant in the
complex recent re-emergence scenario of YF in Brazil, such as failure of political commitment and strategies to
achieve satisfactory vaccine coverage and monitor population immunity in areas at risk for YF transmission.
Besides poor basic sanitation in several regions of the country, which can contribute to the proliferation of
vectors, anthropic environmental changes, such as the advancement of agriculture and peri-urban growth and
insufficient health and surveillance policies, can contribute to the poor detection and control of outbreak
situations [11,71]. Furthermore, Faria and colleagues estimated that virus lineages moved, on average, 4.25
km/day during the last outbreak. This velocity on vectors movement also reflected YFV lineage movement within
the enzootic cycle and not the movement of asymptomatic infected humans. These findings also corroborate
the fact that NHPs are not likely to carry the virus over long distances [11,40], different from infected humans
and vector species that can help with viral dislocation, reaching greater distances [11,35,74].

Recent phylogenetic studies have shown that YFV strains circulating during the 2016-2019 epidemic
presented a high identity with the South American genotype I, previously described circulating in the Amazon
region [40,41,74-76]. Further analysis revealed that the strain 1E were responsible for the recent epidemic,
which was not associated with previous outbreaks already described in the Southeast region in 2000 and in 2008
[40,74-80]. Genomic analyses of YFV samples from this latest epidemic showed that the YFV lineage responsible
for the 2016—-2019 outbreak originated from Midwest region, spreading to Minas Gerais state at least two times,
and reaching two distinct routes in the Southeastern region of Brazil [80]. The most affected states until 2018
were Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro and Espirito Santo. During 2019, Sdo Paulo continued to report
cases, with others being also reported in the states of Parand and Santa Catarina [12,39].

4. Progress and Perspectives

The surveillance and control of vector populations are actions that must be constant in the YF context,
especially in outbreak situations. The prevalence and distribution of vectors species are important key indicators
of the risk of the occurrence of an urban cycle in certain regions and the necessity of direct control measures
towards areas that need to be prioritized [71,81]. In this sense, it is important to think about a combination of
mosquito control strategies that should include policies to improve basic sanitation in large cities and other
strategies for direct control of the mosquito population, in addition to strategies such as the introduction of
genetically modified or biologically manipulated mosquitoes. An example of this is the global initiative World
Mosquito Program (WMP), which uses the symbiotic bacterium Wolbachia as a biocontrol tool to reduce the
transmission of mosquito-borne diseases [82]. In Brazil, the Wolbachia method is coordinated by the Oswaldo
Cruz Foundation (Fiocruz), under the guidance of the Ministry of Health, and the first releases of Aedes aegypti
mosquitoes carrying
Wolbachia began in 2014 in Rio de Janeiro, and the project is expected to reach 2.38 million people by
2023 [82]. Scientific evidence has demonstrated the ability of Wolbachia to reduce the transmission of Dengue,
Zika, Chikungunya, and Yellow Fever viruses by the Aedes aegypti mosquitoes [83—86]. For YF control, this
approach helps to prevent the onset of urban cycles of the disease [86]. In addition to all the challenges here
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exposed, Figure 4 represents an overview in terms of progress and remaining challenges related to the latest YF
outbreak in Brazil.
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Figure 4. An overview of the YF re-emergence in Brazil. The flowchart highlights some progress that can be
recognized during the 2016—-2019 epidemic, and the challenges that still need to be covered to contribute to the
surveillance and control of YF in Brazil.

Finally, and equally important is to know that the identification of epizootics provides an early warning of
viral circulation and helps prevent YF human cases. Thus, the adoption of strategies for the protection of NHPs
is fundamental not only for the conservation of species, but also due to the importance of these animals as
sentinel hosts of the disease. In the context of sylvatic YF re-emergence experienced in Brazil, all confirmed
human cases had as a probable site of infection (LPI) areas with previous occurrence of epizootics in NHP
(Figure 2) [12,40,87].

Furthermore, it is important to note that the vector species distribution is related to YFV epidemiology,
and, in this context, even more expressive epidemics can be caused when infected individuals are inserted in
densely populated areas with the urban vector A. aegypti [9,14]. This species is the main vector for many
flaviviruses, and it is widely distributed in the urban centers of the Southeastern region, and, due to the active
circulation of YFV in this region, the threat of an urban cycle has proved to be concrete [13,15,74].

Vector competence analyses showed that the anthropophilic mosquitoes A. aegypti and A. albopictus are
highly susceptible to be infected and transmit YFV, in addition to the wild vectors Haemagogus leucocelaenus
and Sabethes albiprivus [13]. It is important to highlight the presence of A. albopictus in Brazil, as it has spread
throughout the country since 1980. Experimental studies suggested that YFV has the potential to adapt to A.
albopictus, which is an opportunistic species, since it can move between urban and peri-urban habitats [13,88].
In addition, little is known about other vectors (especially the Culicidae) and their potential role in YFV
transmission. Most of the work related to vector competence to sylvatic virus was performed a long time ago,
and their results may not reflect the real-world data since the strain of virus and mosquitoes have been evolving
and changing over the years. Taking into account the proximity of YFV circulation to the Atlantic coast and to
large urban centers, it is worth noting that even poorly competent vectors can pose a threat in the transmission
of pathogens if some factors such as high vector density, high human-biting rate and high survival rates are
present. Thus, factors that may have favored the re-emergence of YFV in Brazil such as the presence of
susceptible human populations, favorable climatic conditions, and the circulation of infected humans and NHPs
are undeniable [11,13,35].
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5. Conclusions

The emergence of zoonotic viruses is an important challenge for global public health, now more than ever
in our connected world due of international travel and trade in which highly contagious diseases can quickly
spread. Understanding the ecological gaps related to the EID and the impact of social changes on the control
and prevention of possible epidemics is a challenge that requires international cooperation. The complex YF eco-
epidemiology in Brazil is a case study to demonstrate the challenge for public health agencies and policy makers
to effectively control and monitor disease. The fact that YF is a zoonosis and cannot be eradicated is an
aggravating factor, especially considering the increased proximity of human populations to viral circulation
areas. However, for a disease that presents high mortality in severe cases, the large population of unvaccinated
and susceptible individuals may favor viral spread and re-emergence events in densely populated areas.

Moreover, with viral circulation now present in the Atlantic Forest, close to large metropolitan areas in the
Southeastern region, the risk of YF re-urbanization is highly concerning for human health and potential
international viral spread. The occurrence of enzootic cycles makes arboviruses, especially YFV, a recurrent issue.
From this point of view, it is important to emphasize the need to use efficient tools to prevent introductions of
YFV into the urban cycle, such as the combination of efficient vector control strategies and large-scale
vaccination campaigns. Hence, there is an urgent need to strengthen the Brazilian health systems in order to
improve decision-making for control, response and prevention of future YF and other EID outbreaks.
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Abstract

Yellow fever (YF). caused by the yellow fever virus (YFV), 1s an emerging viral zoonosis that affects humans and non-human
primates (NHP). In South America, YF is naturally maintained through enzootic/sylvatic cycles involving NHPs and mos-
quitoes (Haemagogus and Sabethes). In this study, we retrospectively analyzed wildlife rodents to better understand their
role in a potential alternative YF sylvatic cycle. The plague reduction neutralization test was performed to detect anti-YFV
antibodies, while gPCR targeting the NS5 region of flaviviruses and standard PCR targeting the CprM region were applied
to detect YFV RNA in tissue and blood samples. YFV was not evidenced in any of the tested samples. These findings pro-
vide additional information regarding sylvatic YFV and emphasize the importance of YFV surveillance in wild animals as
potential reservoirs/hosts given the well-established enzootic cycle in the studied areas, mainly in the Atlantic Forest.

Keywords Flavivirus - Yellow fever - Small mammals - Rodents - Capybaras - Ecology

Yellow fever virus (YFV), the etiological agent of yellow
fever (YF), is a positive-strand RNA virus that belongs to the
Flaviviridae family (Flavivirus genus) [1, 2]. Yellow fever
disease 15 charactenzed by an acute, febrile. hemorrhagic
infectious 1llness transmitted by infected mosquito vectors to
human populations and non-human primates (NHP) in South
America and Africa [2-5]. In these endemic continents,
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YFV 1s maintained in distinct cycles, involving different spe-
cies of NHP and arboreal mosquito vectors. In Africa, three
transmission cycles are well described: (1) the sylvatic cycle,
occurring in forests between NHP and the sylvatic vector
Aedes (Stegomyia) africanus; (2) the savannah or intermedi-
ate cycle, which occurs in rural and peri-urban areas, involv-
ing anthropophilic Aedes spp., and both human and NHP;
and (3) an urban cycle, involving Ae. aegyvpti and humans [3,
5. 6]. On the other hand, in South America, YFV is naturally
maintained through enzootic/sylvatic cycles involving NHP
and mosquitoes of the genera Haemagogus and Sabethes
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[3=5, 7=9]. An urban cycle characterized by YFV transmis-
sion to humans by the Ae. aegypti vector is also described.
which raises concern about the risk of reurbanization of YF
[2—4]. However, since 1942, no YF urban cycles have been
reported in Brazil mainly due to vaccination campaigns [5,
9=11]. Another contrast is that neotropical NHP species
from the Americas are considered highly susceptible to YFV
infection and generally suffer from fatal YF disease, unlike
the old world NHP. Due to the YFV maintenance in enzootic
cycles, YF is a re-emerging disease in endemic areas and
cannot be easily eradicated [6, 12].

In endemic areas, YF follows a seasonal pattern of occur-
rence (most cases are recorded during December=May in
Brazil) due to the rainfall period. which contributes to
increasing densities of vector species [9-11]. Although
viral circulation and transmission can change according
to temperature and climate conditions, factors such as the
vector distribution and vector competence, viral fitness, and
increased proximity between urban and wild areas due to
increased urbanization along with deforestation can also
play a role in the complex transmission dynamics of YFV
[3,9, 11, 13]. In addition to presence of susceptible hosts,
low vaccine coverage in the human population and even the
introduction of new viral strains can also contribute to the
YF occurrence [11, 13].

In 2014, YFV re-emerged in Brazil mainly in areas of
Cerrado biome [10, 12], but it was in 2016 that Brazil expe-
rienced an impactful epidemic of sylvatic YF, where most
cases were concentrated in regions considered free of the
diszease, or with low YFV circulation [2, 4, 5, 9, 13]. The
2016=2019 sylvatic YF epidemic reached the Southeast
region of Brazil causing an expressive number of epizootics
and human cases. affecting mainly the states of Minas Gerais

and 530 Paulo [4, 9, 14]. This fact could be aligned with the
expansion of YFV circulation in the country, as well as asso-
ciated with ecological factors that include the characteristics
of vectors, hosts, and human populations [15]. Although YF
sylvatic cycle is characterized by the participation of NHP
as the main hosts, the knowledge regarding other mammals
that could also be involved is essential for understanding the
orgin of outbreaks and viral dynamics [9, 13, 16].

Given that Flaviviruses has a broad host range and that
wild rodents (such as Qecomys sp., Qligoryzomys nigripes,
Praomys sp., Proechimys cuvieri, Proechimys guyannensis,
and Zygodontomys brevicauda) could potentially be impli-
cated in YFV transmission chain [6, 17, 18], we decided to
search for evidence of YFV circulation m wildhife rodents
captured in regions of Cerrado and Atlantic Forest biomes
in Brazil that have suffered with anthropogenic impacts and
that are closer to major urban centers with large unvacci-
nated human populations. Furthermore, studies have already
shown that the Atlantic Forest region has favorable ecologi-
cal and climatic conditions for the maintenance and persis-
tence of YFV during the epidemic and non-epidemie periods
[4. 6, 19, 20].

We retrospectively analyzed a total of 150 small rodents
captured between 2011 and 2015 (Table 1) in different
locations of the southeastern region of Brazil (Fig. 1). The
wildlife rodents were captured in the following locations:
Serro, Ouro Preto, Serra do Caraca, Sabard, and Contagem
(these last two cities are located in the Metropolitan Region
of Belo Horizonte, the capital of Minas Gerais State). We
also included 10 capybaras (Hvdrochoerus hyvdrochaeris)
captured during 2016 in Caldas Novas city, State of Goids
(Fig. 1). All captures were authorized by the Ministry of the
Environment/SISBIO, license number 20807=2. The animals

Table 1 List of wildlife rodents

analyred] fir e peescnce of Species Total (n=150) Location

vellow fever virus in Braril. Serro Owro Preto Serrado Sabard  Contagem

200112016 Caraga
Akodon cursor 33 1 0 31 1 0
Calomys expulsas 2 2 0 0 0 0
Calomys tener 2 0 L] 0 0
Cerradomys subflavus 18 1 0 ] 11 0
Guerlinguetus ingrami 5 1 0 3 1 0
Mus musculus 17 3 7 0 2 5
Necromys lasiurus 41 2 L] 1 39 0
Nectomys squamipes 2 1 0 1 0 0
Oecomys catharinae 1 1 0 0 0 0
(Higoryzomys nigripes 13 3 0 6 4 0
Oxymyeterus dasvirichus . 3 0 0 3 0 0
Rattus rattus 3 3 0 0 0 0
Trinomys setosus 10 10 L] 0 0 0

Capybaras (H. hvdrochaeris) were not included in this table
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Fig. 1 Spatial distribution of the studied wildlife mammals. The map
of Brazil shows each location where wildlife mammals where cap-
tured, including Sermo, Sabara, Ouro Preto, Serra do Caraga, and Con-

were captured in peri-urban, rural, and forest environments
(Fig. 2) during periods without reports of YF[11, 21]. Sera
and liver samples were collected from small rodents, while
serd, blood, anal and oral swabs, feces, and ticks were col-
lected from capybaras (Fig. 3).

All collections were performed by trained professionals
either veterinaries or biologists following CDC recommen-
dations [22]. During amimal manipulation, the following Per-
sonal Protective Equipment was used: disposable coveralls.,
surgical gloves, goggles, and N98 masks.

To determine the presence of neutralizing antibod-
ies in sera of mammals, we used the plague reduction
neutralization test (PRNT) [23=25]. Sera were heated at
56 °C for 30 min to denature complement system proteins
and diluted (1:20) in Eagle’s Minimum Essential Medium
(MEM) (GIBCO®, USA). Samples were added to the same
volume (1:1) of a solution containing approximately 100
plague forming units (PFU) of YFV (strain BeH 17DD. lot
980FP0O662) diluted in FBS-free MEM. The final solution
(virus/serum) was homogenized and incubated for 1 h at
37 °C. Six-well plates containing VERO cell (ATCC no.
CCL-81) monolayers with 80% of confluence were inoc-
ulated with virus/serum solution and incubated at 37 °C

10040 km

tagem in the Metropolitan Region of Belo Horizonte (State of Minas
Gerans, Southeastern region) and Caldas Novas city (Stae of Goids,
Central-Western region))

for 1 h in an atmosphere supplemented with 5% of CO,.
Furthermore, 2 mL of semi-solid medium (carboxymethyl
cellulose 1%, SYNTH®, Brazil) and 199 2x Medium (1:1)
(CULTILAB, Brazil) with 2% FBS was added to each well
and plates were incubated for 5 days at 37 °C in an atmos-
phere supplemented with 5% of CO,. VERO monolayers
were then fixed with formalin (SYNTH®, Brazil) at 10%
and stained with crystal violet solution (SYNTH®, Brazil)
at 1%. All samples were tested in triplicate. Positive samples
were defined as the highest dilution that inhibited >70% of
virus plaques compared with negative controls. The value
was obtained by dividing 1 mL by the volume of virus/serum
solution inoculated and multiplying it by the last positive
dilution value.

Total RNA was isolated from fragments of 30 mg of the
liver samples by using RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA),
and from 140 pL of serum samples by using QIAmp Viral
ENA Mini Kit (Qiagen. USA). Capybaras stool sam-
ples were processed according to the protocol described
by Dutra and colleagues [26]. An amount of 20 mg of
capybara stool was diluted 1:10 w/v in buffered saline
solution (PBS), followed by centrifugation at 15.000xg
for 10 min. The supernatant was filtered with 0.45 mm

&) Springer
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Fig- 2 Landscape overview of the siudied areas. 1 Sabard, located in
the Metropolitan Region of Belo Hortzonte (Capital of Minas Ger-
ais State), represents a transiion environment between the Atlantic
Forest and the Savannah biomes, having also great anthropogenic
influence; 2 Caldas Novas (Goids State) has a predominant Savan-
nah biome. The sampling site is located in an urban area, surrounded
by fragments of forest; 3 Serro, located in the Jequitinhonha Valley,
central region of Minas Gerais State, in a transition area between the
Atlantic Forest and the Savannah biomes: 4 Contagem, also part of
the Metropolitan Region of Belo Horizonte, in a transition environ-

filters (Millipore) to remove bacteria and other larger
particles. Samples were screened using a real-time PCR
{gRT-PCR) targeting the highly conserved NS5 gene for
flaviviruses [27]. The viral RNA was used for cDNA syn-
thesis by using Moloney murine leukemia virus (MMLY)
reverse transcriptase (Promega, Corp., Madison, WT) and
random primers (Thermo Fisher Scientific Corporation).
The resulted cDNA was used as template for molecular
assays. The gPCR was performed with a commercial mix
(SYBR® Green PCR Master Mix, Life Technologies,
Carlsbad, USA). Briefly, a denaturation cycle at 95 °C for
10 min was followed by 45 cycles of 95 °C for 15 s and
60 °C for 1 min, and finally, a dissociation curve with
heating from 63 to 95 °C. We further used conventional

@ Springer

ment between the Atlantic Forest and the Savannah biomes similar
to Sabard, suffering from anthropogemic influence; 5 Ouro Preto, a
historic city of Minas Gerais State, located in Serra do Espinhago,
Atlantic forest biome. It s located in the metallurgical zone of the
State, where the economy is based mainly on mining activities; 6
Serra do Caraca, a wurist site classified as a private reserve of natural
heritage, also located in Serra do Espinhago. The Serra do Caraca has
predominant vegetation from Atlantic Forest, with areas of Savannah
and elevation fields

RT-PCR targeting the core-pre-membrane (CprM) region
[28]. The molecular assays were performed in serum and
liver samples from all rodents.

Table 1 displays the species of wildlife rodents captured
during the study, distributed according to the different loca-
tions. Most of sampled animals belong to the species Nec-
romis lasiwrus (n=41; 27.3%), followed by Akedon cursor
(n=33; 22.0%). Other species are described in Table 2, as
well as their ecological characteristics. All animals tested
by both serological and molecular techniques were negative
for the presence of neutralizing antibodies against YFV and
YFV RNA.

In this study, we investigated YFV circulation in wild-
life rodents belonging to different species, captured in
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Table 2 Ecological characteristics of wildlife rodents and capybaras analyzed in this study

Family Genus Locomation Diet Distribution in the Brazilian biomes

Cricetidae  Cerradomys  Terrestrial Frugivorous, granivorous Atlantic forest, Savannah, Caatinga, Pantanal

Cricetidae  Necromys Terrestrial Frugivorous, omnivorous Amazon, Atlantic forest, Savannah, Caatinga, Pantanal,
Pampa

Cricetidae  Neclomys Semi-aquatic  Omnivorous Amazon, Atlantic forest

Muridae Mus Terrestrial Omnivorous Amazon, Atlantic forest, Savannah, Caatinga, Pantanal,
Pampa

Cricetidee  Oligoryzomys  Scansorial Frugivorous, granivorous Atlantic forest, Savannah, Caatinga, Pantanal, Pampa

Cricetidee  Oxymyeterus  Semi-fossorial — Insectivorous Atlantic forest

Echymidae  Trinomys Terrestrial Frugivorous, gramivorous Atlantic forest, Savannah, Caatinga

Cricetidae  Calomys Terrestrial Frugivorous, granivorous Atlantic forest, Savannah, Caatinga, Pampa

Cricetidae  Oecomys Arboreal Frugivorous, seed predator Atlantic forest, Savannah, Castinga, Pantanal

Cricetidae  Akodon Terrestrial Insectivorous, ommivorous Atlantic forest, Savannah, Castinga, Pantanal, Pampa

Sciuridae Guerlinguerns  Scansorial Frugivorous, granivorous, omnivorous  Amazon, Atlantic forest, Savannah, Caatinga, Fampa

Caviidae Hydrochoerns  Terrestrial and  Herbivore Amuaron, Atlantic forest, Savannah, Caatinga, Pantanal,

semi-agquatic Pampa

different environments, and our results show no serologi-
cal or molecular evidence for YFV circulation among them,
suggesting no enzootic transmission of YFV in the sampled
regions during 201 1=2016. However. negative results can-
not exclude the chance of viral circulation in specific areas,
and this result may be related to the non-epidemic period.

Indeed. the wildlife rodents studied here were captured
during 2011-2015 1n Serro, Ouro Preto. Serra do Caraca,
Sabard, and Contagem, out of the epidemic period. Further-
more, it is important to highlight that the lower levels of
residual viremia at the time of sample collection or even the
non-susceptibility of the analyzed species could contribute
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to the negative results. Another possible explanation for the
absence of YFV circulation is that some animals might have
been exposed to YFV but were not captured during our time
frame.

Owr findings also raise some hypotheses that can be con-
sidered in explaining the lack of evidence for YFV circula-
tion in wild mammals in Cerrado and Atlantic Forest biomes
from Brazil. The lack of detection of YFV in the wildlife
animals by molecular techniques could be due to the non-
viremia at the time of sample collection or even due to the
non=susceptibility of the sampled species. It is also impor=
tant to note that due to the short viremic period generally
observed in arboviruses, the detection of YFV in healthy
wild animals and in non-epizootic periods is difficult to be
performed [29, 30]. Furthermore, it is important to highlight
that the PCR approach proposed by Patel and colleagues
[27] uses a Panflavivirus type reaction, being capable of
detecting multiple flaviviruses including not only YFV, but
dengue virus (DENV) and Zika virus (ZIKV), which are also
endemic in Brazil. Therefore, this screening strategy allowed
us to carry out a second evaluation for the circulation of
other important arboviruses in the wildlife mammals that
proved negative. On the other hand, the majority of animals
tested here are terrestrial and very few species are arboreal
(Table 1}, which means they would not be close enough to
YFV vectors at the treetops.

Nevertheless, our results contrast with previous stud-
ies highlighting the importance of wild animals (including
rodents) as flavivirus carriers [6, 17, 18, 31, 32]. Besides
non-human primates, neutralizing anti-YFV antibodies have
been found in wild mammals such as agouti and porcupine
(Rodents), peccary (Artiodactyl). tayra (Carnivore)., two-
toed and three-toed sloths, and anteater (Xenarthrans) [17].
These data reinforce that other mammal species, not only
humans and NHF, can be potential hosts or reservoirs for
YFV.

On the other hand, our results are consistent with similar
studies that have also found no evidence of flavivirus cir-
culation in mammalian hosts different from those already
described in the sylvatic cycles [30, 33=35]. Considering that
rodents are the largest order of mammals and are described
as zoonotic reservoirs for several pathogens [36, 37]. the sur-
vey of Sotomayor-Bonilla and co-workers [34]. carried out
in Mexico, investigated mosquito-borne flaviviruses using
serological and molecular assays in 14 rodent and 21 bat
species. However, similar to our results, they showed no
evidence of flavivirus circulation in these mammals.

Although we found no evidences of YFV circulation
in wildlife in some regions of Cerrado and Atlantic Forest
biomes of Brazil, our results cannot rule out the possibility
of rodents and other mammals™ species to potentially act as
YFV hosts. Another explanation for the absence of YFV

&) Springer

detection in this study could be the extremely low number
of small mammals and capybaras sampled.

Understanding the geographic distnibution of YFV would
be helpful for environmental public health interventions not
only in Brazil but worldwide. Furthermore, the continued
surveillance for evidence of YFV infection in the wildlife
can contribute in identifying areas of potential risk for viral
circulation, in addition to preventing the spillover of wild to
urban cycles or spillback and helping the control and pre-
vention of future epidemics. Considering the fact that YF
is a zoonosis and cannot be easily eradicated. the monitor-
ing of YFV in wildlife species is an important factor that
could be used as a surveillance tool, helping public health
authorities and decision makers, especially considering the
increased proximity of human populations to viral circula-
tion areas. It is also important to emphasize the importance
of ecological studies aiming to elucidate the role of other
wild mammals in the viral epidemiological cycle. Moreo-
ver, the entomological surveillance of possible vectors is an
additional approach to further be explored.
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1 | INTRODUCTION to public health and local dairy economies (Oliveira et al., 2017).

Additionally, VACV has also been detected in other species present
Vaccinia virus (VACV) is 3 zoonotic agent of wide geographic dis- in the rural environment (equids and buffaloes) (Lima et al., 2019)
tribution in several countries of South America, especially in Brazil and domestic animals in urban areas (dogs and cats) (Costa et al.,
where it is responsible for a disease called bovine vaccinia (BY) 2018; Oliveira et al., 2017). However, VACV natural history and
{Oliveira et al., 2017). BV has been predominantly reported in rural circulation in wildlife are still poorly explored (Miranda et al., 2017,
areas, affecting mainly dairy cattle and humans, being a burden Qliveira et al., 2017).
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Few studies have documented the circulation of WACY in synan-
thropic and wild rodents (Abrah3o et al., 200%; Miranda et al_, 2017),
and also in other sylvatic animals such as primates, marsupials and
coatis (Abrahio et al, 2009; Costa et al,, 2018; Lima et al., 2019;
Miranda et al, 2017; Qliveira et al, 2017). Aiming to include the
wildlife in the VACY transmission cycle, ecological models have been
proposed (Costa et al, 2017, 2018; Lima et al., 2019; Oliveira et al.,
2017). According to the models, sylvatic animals could potentially
act in VACWY transmission between rural, wild and even urban envi-
renments (Abrah3o et al., 2009; Costa et al,, 2018; Lima et al.,, 2019,
Oliveira et al., 2017). Furthermore, VACVY could also circulate silently
in areas with very few cattle herd and anthropogenic disturbance
(Kurth et al., 2008). Hence, studies focused on VACV circulation in
wildlife could add information regarding its ecoepidemiclogy, as-
sessing the risks of VACVY spreading from the wild to rural and urban
areas, as well documented for Cowpox virus in Europe (Essbauer,
Pfeffer, & Mevyer, 2010; Kroon et al., 2014).

2 | MATERIALS AND METHODS

We retrospectively analysed a total of 345 DMA samples extracted
from the liver of wild animals captured during 2007-2011 in southern
and south-eastern areas of Brazil (Figure 1). In these sampled areas,
VACY outbreaks are frequently reported in S3o0 Paulo state and Rio
Grande do Sul state. This study was approved by the Animal Ethics
Committee of the Instituto Adolfo Lutz (protocol no. 2/2015 and

(a)

100

2/2017) and Animal Ethics Committee of the Faculdade de Medicina
Weteriniria e Zootecnia (protocol no. 211/2008). Moreover, it is in ac-
cordance with the Brazilian Institute of Environment and Renewable
Matural Resources' (IBAMA) normative statement n. 119 of 11
October 2006, chapter V1, art 0.26. Liver samples were manually frac-
tionated with disposable surgical blades or scalpels and processed me-
chanically by using Mini-Beadbeater-24 BioVortexerTM homogenizer
(Biospec Products, Bartleswille, USA). Samples were submitted for
DMA extraction using the lllustra Tissue & Cells genomic Prep Mini
Spin kit (GE Healthcare, Chicago, USA) in Instituto Adolfo Lutz and
send to Laboratdrio de Virus at Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). To detect WACY DMA, we performed a semi-nested PCR tar-
geting the C11R gene (viral growth factor; vgf) and a real-time PCR
to A56R gene (hemagglutinin) has been used in genetic analyses for
WACV differentiation (Kroon et al,, 2016; Peres et al_, 2018).

We directly sequenced the amplified fragments in both orien-
tations and in duplcate by using the ABI3130 platform (Apphed
Biosystems—Thermo Fisher Scientific, Foster City, USA). Sequences
were aligned with other reference sequences from GenBank by
using MEGA 7.0 software.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

A large diversity of wild animals such as rodents, non-human pri-
mates, marsupials, carnivores, chiropterans, placental mammals,
lagomorph, cingulate and artiodactyl mammals were screened

. Cotia, Aragaiuba, Areias, Cachoeira Paulista, Canas, Cruzeino, Guaratinguetd, Lagoinha, Laviinhas, Lorena, Piguete, Silveiras, latinga, Torme da Pedra, Bofete, Anhembi, Pelotas

B iguss do Chapecsd, Sageling, Blurnensu, Botueatu, Chapect, Doutar Pedrinha, Indatsl, puspu, Pomerode, R dos Cedrog, 340 Dorrangos, Vidsl Ramos

Araguar, Arvoredo, Apiuna, Balnedno Barra do Sul, Benedito Movo, Brusque, Cagador, Campo Belo do Sul Garwva, Gaspar, Guatambu, Ibirama, llhota, itapod, Flonandpolis,
n Mavegantes, Paceos Maia, Planalo Alegre, S8o Carlos, S80 Francisco do Sul, Siderdpoks, Uribicl, Xanxerd, ¥asm, P dos ndiog, S50 Matheus Avane, Bauru, Cerqueirs Casar,

Dais Carregos, Jaboncabal, Taguanbnga

FIGURE 1

{a) Area of vaccinia virus study in wild animals, Brazil. States of southern and south-eastern regions of Brazil where samples

were collected. {b) The municipalities sampled present a black colour. Red indicates municipalities where animals were positive
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(Table 1). A total of 12 amimals (3.5%) being rodents, non-human
primates, marsupials and cingulate tested positive for C11R gene,
in which Euphractus sexcintus and Akedon sp. had amplicons se-
guenced. Alignment of the C11R fragments showed highly similarity
(90%-100%) to the homelogous gene of orthopoxviruses, including
WALV strains isolated from Brazil (Figure 2). Additionally, 18 animals
(5.2%) tested positive for AS&R gene. Of these, we detected the
VACV In two bats (Molossus rufus and Eumops perotis species), both
sampled in Botucatu city, 530 Paulo state. The VACY circulation in
bats has never been explored in Brazil before. Alignment of the am-
plified AS&R fragments showed 100% similarity to the homologous
gene of VACY isolates from Brazil (Figure 3) and the presence of an

T Wi E Y-

18-nt signature deletion, which is present in sequences of mouse
non-virulent Brazilian-WACV strains (group 1 Brazilian VACWY).
These findings reinforce the hypothesis that VACY can widely
circulate in wild environments in Brazil, potentially infecting a wide
range of hosts. The detection of VACV in Akodon montensis, a species
with generalist habits, corroborates the participation of rodents in
VACY epidemiological cycle as previously described (Abrahio et al.,
2009; Miranda et al., 2017). Furthermore, the detection of VACVY in
Molossus rufus, a forest bat that also possesses synanthropic habits,
reinforces the hypothesis that these wild animals could act as sources
of transmission of wildlife viruses (Abrahdo et al,, 2009; Costaet al.,
2018). It is important to emphasize that the wildlife animals included

TABLE 1 Molecular detection of vaccinia virus in wildlife in southern and south-eastern Brazil

Ho. of positive
animals
Mo. of tested -—-
Order Families Species animals C11R AS56R
Artiodactyla Cervidae 1 0 0
Carnivora Felidae Cerdocyon thous, Procyon cancrivorus, Nasua nasua, 23 1] 0
Canidae Galictis cuja
Mustelidae Leopardus trigrinus, Puma yagouaroundi
Procyonidae Leopardus wiedii, Puma concolor
Lontra longicaudis
Chiroptera Molossidae Euwmnops perotist Tadarida brasiliensis 20 0 2
Phyllostomidae Malossus molossus, Molassus rufus! Eumaps glaucinus,
Artibeus obscurus Artibeus lituratus
Cingulata Dasypodidae Euphractus sexcintusi 3 1 0
Dasypus novemcinctus
Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris, Monodelphis sp. 31 2 3
Marmosidae Micoureus paraguayanus
Philander frenatus, Didelphis aurita
Gracilinanus microtarsust
Lutresling crassicaudataf
Lagomorpha Leporidae Lepus europoeusi 5 1] 1
Pilosa Myrmecophagidae Tomandua tetradactyla 12 0 0
Myrmecophaga tridactyla
Primates Cebidae Saimiri sciureust, Alouatta guariba 47 1 1
Atelidae Callithrix sp_, Alouatta belzebul
Callitrichidae Alouatta seniculus, Ateles chamek
Cercopithecidae Ateles marginatus, Ateles paniscus
Cebus albifrons, Erythrocebus patas
Lagothnx lagotricha, Alouatta caraya
Mandrillus sphinx, Alouatta fusca
Papio hamandryasi, Papio papio
Rodentia Echimyidae Mectomys sp., Akodon montensisi 203 8 11
Muridae Hydrachoerus hydrochaeris
Cricetidae Oligeryzomys nigripes, Cavia aperea
Caviidae Thaptomys nigrital, Delomys sp.,
Sciuridae Oxymycterus sp., Scapteromys sp.
Erethizontidae Brucepattersonius theringi
Euryoryzomys russatust
Sooretamys angouya
Guerlinguetus aestuansi
Sooretamys angouya

Mate: i Positive species in molecular screening

MNectomys squamipesi
Sphiggurus spinosust, Rattus rat tust
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FIGURE 2 Green indicates nucleotide sequence of the vaccinia virus C11R gene found in two rodents (Akodon sp.) and one cingulate
(Euphractus sexcintus) and in blue the sequence of VACV-WR compared with homologous sequences of several other arthopoxviruses
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FIGURE 3 Redindicates nuclectide sequence of the vaccinia virus A55R (hemagglutinin) gene found in Akodon mentensis and Molossus
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in this study were sampled in areas with ecosystem alterations due
to anthropic actions, such as agricultural activity and hydroelectric
dam plant construction. These factors could enhance the occurrence
of generalist and/or peridomestic species, whose VACY circulation
has already been described (Miranda et al., 2017), as well as bringing
other wild animals closer to rural and urban areas, thereby expand-
ing their potential to act as sources of VACVY exposure to humans
and domestic animals. A similar dynamic is well established about
the natural circulation of Cowpox virus (CPXV) in Europe. The dy-
namic comprise wild redents identified as natural hosts and felines
act as intermediate hosts enabling the transmission of CPXY to other
animals and even humans (Essbauer et al., 2010; Kurth et al_, 2008).
Limitations of our study include lack of clinical information from
the sampled animals aiming to evaluate the presence of clinical signs
suggestive of VACY infection, absence of serum samples that could
allow us estimate the seroprevalence in the wildlife and the absence
of viable clinical material for virus isolation. However, our findings
provide important information regarding the circulation of VACV in
wild environments, contributing to understand the VACY mainte-
nance in the wildlife in the absence of cutbreaks. Additional studies
should investigate the potential of transmission of specific groups of
wild animals (other than rodents) to fully elucidate their role in VACY

epidemiological cycle.
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Yellow Fever (YF) is an acute febrile illness caused by yellow fever virus (YFV), a mosquito-borne fla-
vivirus transmitted to humans and non-human primates. In Brazil, ¥F is a public health threat and
may Cause recurrent epidemics, even with the availability of a vaccine. We evaluated the sero-status
for ¥YFV in 581 individuals living in a risk area for ¥F in Brazil. The area presents history of cases and is
located in the southeast region of country where outbreaks of ¥F have been reported since 2016.
Through, a PRNT assay, we found 258% of individuals lacking YF-neutralizing antibodies. Furthermaore,
neutralizing antibodies were not detected in 10 individwals with proven vaccination. Our findings rein-
force the importance of surveillance systems and the need of an urgent intensification of immunization
programs in regions with YFV circulation. Monitoring susceptible individwals that could act as potential

Epideniclogical surveillance ! T o 1 !
Serelogical survey disseminators for ¥YFV in risk areas should also be considered.

Publie health © 2020 Elsevier Lrd. All rights reserved.
1. Introduction host and factors such as immunological susceptibility, high popu-

Yellow fever (YF) is a hemorrhagic fever caused by the yellow
fever wvirus (YFV), an arbovirus (arthropod-borne wvirus) that
belongs to the family Flaviviridae, genus Flavivirus [1.2]. YFV is
endemic in tropical regions of African and South American coun-
tries, where the virus is maintained in wild transmission cycles
involving arboreal vector mosquitoes and non-human primates
(NHF) [1.3.4]. In South America, the enzootic cycle involves the
vectors of genera Haemagogus and Sabethes, that accidentally
may transmit the virus to humans [1,3.5).

Besides the sylvatic eyele, an urban transmission cyele also
occirs, characterized by YFV transmission to humans via the Aedes
aegyptl vector [1,6]. In the urban eyele, humans are the primary

* Corresponding author ar: Labaratério de Virus, Departamento de Microbiologia,
Institute de C¥ncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antdnio
Carlos, 8627, Campus Pampulha, CEP: 31270-001, Belo Horzonte, Minas Gérais,
Brazil.

E=itail afdresses: anagstolfella@gmailoom (AG. Stoffella-Dutra), gilianedich.
ulmgbr (G, de Souza Trindade]

hcrps: [idod.org! 10U 1 0V6[j.vaccine 2020.07.077
O264-4 10X 2020 Elsewier Lid. All rights reserved.

lation density in urban centers, high vector density, and climate
conditions may favor the transmission of YFV [5,7 8]. The occur-
rence of urban cycles highlight the potential for viral spread, and
the risk of re-urbanization of the disease [7). Therefore, the vacc-
nation against YFV is the most effective preventive measure, so the
development and distribution of the 17D vaccne in the 19305 has
been correlated with a reduction of the disease in endemic areas
[469]. In Brazil, the 17DD vaccine sub-lineage is used since
1937, which may have contributed to the elimination of the YF
urban eyele in the eountry (no urban YF cases have been reported
since 1942) [4,10,11]. To reduce the risk of outbreaks and the re-
urbanization of YF, as well as guarantee the protection of the pop-
ulation, vaccination coverage must reach the =95% level recom-
mended by the Brazilian Ministry of Health [12].

In 2016, one of the most significant reported epidemics of syl-
vatic ¥F began in Brazil and according to the Ministry of Health,
2,115 human cases were confirmed from July 2016 o June 2018
[13]. The outbreaks were mainly concentrated in the states of
Minas Gerais, 530 Paulo, Rio de Janeiro and Espirito Santo, regions
of southeastern Brazil that historically had low circulation of YFV
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in recent years [5.13]. During YFV re-emergence, an éxpansion in
the viral circulation area has been observed. YFV has moved from
the Brazilian Amazon, spreading throughout the Cerrado biome,
and reaching areas of the Atlantic Forest, which has a high diversity
of NHP species and sylvatic vectors | 7,11]. Additionally, the south-
east region is located within the Atlantic Forest biome, concentrai-
ing the most populous urban centers in the country, and several
municipalities from this region had low medium vaccination cov-
erage by the time the 2016 outbreak started [7,13,14,15].

Epidemics of YF are a burden for public health and economy,
and moreover YFV presents a high potential for dispersion. There-
fore, this disease should be considered a potential threat and be
actively monitored [8,16,17). In Brazil, there are few seropreva-
lence data for ¥F, and this lack of knowledge represents a gap in
understanding the burden of at-risk populations in the country.
Sercepidemiological studies contribute to enhance public health
actions and stravegies that aim to control viral dispersion and o
rediice the sccirrence of new epidemics in risk areas. Taking into
account the re-emergence of ¥F in the Southeast Brazil and the
need of vaccination in risk areas, this study aimed to evaluate
the sero-status for YFV in a population lecated in an area with pro-
ven viral clreulation.

2. Material and methods

2.1. Study area

This study was carried out in Serro city (18° 36 "17% 5 43= 22 '45°
W), north-central region of Minas Gerais State, Brazil. Serro eity
has a population of 20,835 inhabitants, of which 12,895 are urban
residents [15]. The local economy is mainly based on agricultural
and dairy activities. The area has vegetation covered by Cerrado
and Atlantic Forest, with extensive fragmented or mosaic areas
due to anthropic action [19-21] (Supplementary Fig. 11

22 Population and study measures

This cross-sectional study was conducted on a randem sample
of individuals from the wurban area of Serro during 2015, 2017,
and 2018. Individuals from all neighborhoods were enrolled. Par-
ticipation in the study was voluntary, no exclusion criteria were
used, and individuals of all age groups were enrolled. We addition-
ally included the rural population of Serro sampled during 2012-
2013 [22].

For both populations, urban and rural, a semi-structured and
pre-coded questionnaire was applied to elicit demographic data.
Demographic data included age, gender, self-reported racefethnic-
ity, eccupation, income, and educational level. For samples col-
lected during the YF outbreaks (2017 and 2018), ¥F exposure/risk
factors for the presence of YF-neutralizing antibodies questions
were also collected. These factors focused on behavioral habits
such as access to forest areas and rural properties, the presence
of NHP near to the household, history of vaccination against YF,
and past infection with YFV, dengue virus, and Zika virus.

The sample size for the urban population was calculated by
using Open-Epl version 3.01 (hitps:)www.openeplcom), using
an expected prevalence of S0%, alpha error of 5%, accuracy of 10%
arournd the estimate and design effect of 1.0.

23, Plagque reduction neutralization test

Serumn samples were collected from each participant and stored
at =20 °C. To assess the presence of YF-neutralizing antibodies we
used a plaque reduction seroneutralization test (PRNT), considered
the gold standard for the differential diagnosis of flavivirus

infections [23-26]. Initially, the sera were heated at 56 °C for
30 min to denature the complement system proteins. Samples were
then diluted in Eagle's Minimum Essential Medium (MEM) (GIBCO™,
USA) free of fetal bovine sera (FBS) in a proportion of 1:20. Diluted
samples were added to a solution (1:1) containing approximately
150 plaque-forming units {(PFU) of YFV 170D (lot 9830FPOGG2). The
final solution was homogenized and incubated for 1 hat 37 °C in a
5% C0y atmosphere. Six-well plates containing VERO cells (ATCC
no. CCL-81) monolayers (80% confluence) were inoculated with
virus/serum solutions, and incubated at 37 =C for 1 h in 5% of COy
atmosphere. Two ml of semi-solid medium (Carboxymethyl cellu-
lose 1% (SYNTH®, Brazil) and 199 2X Medium (CULTILAE, Brazil)
with 2% FBS was added o each well, cell monolayers were incubated
for 5 days at 37 °C in 5% of CO; atmosphere. Vero monolayers were
fixed with formalin (10%) (SYNTH®, Brazil) and stained with erystal
violet solution (1%) (SYNTH®, Brazil). Each six-well plate included
one well reserved for cell control, and all samples were tested in
duplicate. A sample was considered positive when the average num-
beer of PFUS was lower than half of the PFUs counted in the virus con-
trod (at least a 50% reduction in PFUs). The virus control, also known
as the negative serum control, was made by using only FBS instead of
sera: and submitted to the same protocol.

24, Statistical analysis

A descriptive analysis of the results was carrnied out and com-
parisons between those participants with and without neutralizing
antibodies against YFV using a 2-tailed Fisher's exact test with sig-
nificance level of 5% (p < 0.05) by using EPI-INFD software version
7.2 (hirp:/fwww.cdcgoviepiinfof) Odds relative and confidence
intervals of 95% were also caleulated. All these wvariables that
showed a significance level of 5% in the univariate analysis were
tested again in a multiple logistic regression model

2 5. Ethical considerations

This study was approved by the Research Ethics Committes of
Universidade Federal de Minas Gerais under the registration proto-
cols FR—413704 and 1.974.249, CAAE-65332216.9. 00005149,
Informed consent was obtained from all participants. In the case
of minors, consent was signed by parents or guardians.

3. Results
3.1. Demographic profile of the study population

A total of 581 individuals were enrolled in this study. Women
represented 51.5% of total participants whereas men were 48 5%,
The average age of respondents were 38.4 years (ranging from 5
o 94 years), and the majority of them (62.0%) self-reporied mixed
skin color.

In the urban area, 363 individuals were included, being 54.0%
women, the average age of participants was 40.9 years (ranging
from 9 to 94 years) Most individuals 63.0% self-reported mixed
skin color, 52.0% had completed elementary school, and 38 8%
reported received between one and two minimum wages. The
most common occupations were general service providers
(25.0%) and rural workers (2 8%) (Table 1)L

In the rural area, 218 participants were included, being most of
them men (52.8%). The median age was 38 years (ranging from 5 (o
90 wyears). Of these, 60.0% self-reporied mixed skin color. The
majority of participants (74.3%) reported a monthly family income
of minimum wage or less, and completed only elementary school
(63.7%). The most commen reported occupations were rural work-
ers [52.3%) and housewives (25.6%) (Table 2}
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Table 1

Demegraphic charscteristics of the 363 surveyed individuals from urban area of Serro city, 2015-2018.
Demographics M (X PRNTag pos. [X) PRNT=s seg. (X) P walue OR [95X (1)
Gender
Fermale 196 (54.0) 141 [52,8) 55(57.3) 05 12 (0.7-19)
Male 167 (46.0) 126 (47,2) 41 (427)
Age (years)
5=11 13 [3,6) 4(310) 9 (69,0) Reference
12-18 43 (11.8) 32 (74,4) 11 [25,6) 0007 6.5 (1.7-25.5)
=19 307 [84,5) 231 (75,2) 76 (24,8) 0001 6.8 (21-22.8)
Self-reported skin color
Misced 232 (64.1) 168 (63,5) 63 [65,6) Reference
Black 63 (174) 48 (18,00 15 [15,6) [T 0.8 [0.4-1.15)
White &7 (185) 49 [18,4) 18 [188) 1.0 1.0 (0.5-149)
Education
Have never gane o school 17 [4.7) 12 {45) 5(5.2) Reference
Elementary schoal or less 188 (52,1 137 (51,5) 51(537) 0.8 1.1 {0.3-32)
High schoal 127 (35.2) o5 (35.7) 32(337) 07 12 {0.3-3.7)
Higher [college) 29 [B.0) 22(B3) 7(74) 07 13 {03-5.1)
Income
< 1 min wage o0 (30,8) 63 (70.0) 27 (30,0) 04 0.7 (0.4-13)
> 1 min wage 202 (69,2) 152 (75,3) 50 [24.7)
Decupation
Rural woarker I0(ES) 26 (BE.T) 4(133) Reference
Housewives 67 [18.9) 47 (70,1} 20([29.9) 008 27 (09-10.2)
Students 56 [15.8) 36 [64.3) 20([35.7) 002 0.3 [0L07-0.9)
Healthcare 20(55) 17 (B5.0) 3 (150 <0001 0.03 {0.005-0.14)
Others' 181 (51.1) 113 (73.5) 4E [265) 006 2.7 (0.9-8.6)

Income value in Brazilian currency in 2018 = RS 954.00 (USS 1.00 = RS 4,09 approximately)

“Cabeulated by using T-test
" Totals may oot add up o 100X due 1o missing data

! Drhers: Lawyer, Announcer, Banking, Notary, Engineer, Businessworman, Civil Servant, Soecial Werker, Musician, Teacher and Artise.

Table 2

Characteristics of the 218 surveyed individuals from reral aness of Serro city, 2012-2013.
Variables N (x) PRNT,, pos. (%) PRNT,, nes. (X) P value OR [95% C1)
Gender
Female 103 (47.2) 74 (45,1] 29(53,7) 0.3 1.4 (0.7=26)
Male 115 [52,8) 90 (54,9) 25 (46,3)
Age (years)
5=11 17 (78) 1{5.9) 16{84,1] Relerence
12-18 17 (7.8) 17 ([ 100,0) i} 1 1 [0LD6=17.4)
=19 184 [E4,4) 146 (79,3) 38 (20,7) ol 0.2 (0L03-1.9)
Sell-reported skin color
Mixed 131 (60,1] 101 [61,6) 30 (55,5) Relerence
Black 52 {21.8) 43 (26,2) 9 (167} 0.4 0.7 (0.3-1.6)
White 35 {161} 0(12.2) 15 {27.8) oz 0.4 [0.2-0.9)
Education
Have aever gane 1o school 22 (10,1} 0(12.2) 23T Relerence
Elementary scheal er less 130 (63,8) 103 [62.8) 36 (66,7) 0.08 3.4 (0.0-23.0)
High schoal o more 57 {26.1) 41(25,0) 16 {29,5) 0.07 18 (0.0-26.9)
Income
< 1 min wage 162 (74,3) 120 (79,6) 33 (20,4) 10 0.8 (0.2-2.9)
» | gnin wage 17 (78) 14 (B2,3) (7T
Oorupation
Rural warker 114 (52,3) 14 (16,7) 95 (83,3) Relerence
Housewives 56 (25.7) 14 [25,0) 42 (75,0) 0.z 06 (D2-1.3)
Srudents 32 {14.7) 16 [ 50,0) 16 {50,0) 0.0002 0.2 [0.08-0.4)
Others! 16(7.3) 5(312) 11 (68,8) 0.z 0.4 {01-1.5)
Contact with wildlife
Yes 107 (49,1) 34 (63,0 73 (44,5) 0.0z 21 (1.1-4.0)
o 111 (509) 20 (37,0) 91 (55,5)

Ineame vahue in Brazilian currency in 2013 = RS 678.00 [USS 1.00 = RS 4,00 approximately)

“Cabeulared by using T-lest
" Totals may not add up to 100% due to missing data

! Dthers: Bricklayer, driver, civil servant and 2ootéchnist

32 Prevalence of YF-neutralizing antibodies 814). Iln the riral population, 164 individuals had YF-

YF-neutralizing antibodies were detected in 431 individuals,
representing an overall prevalence rate of 74.2% (Cl195%=67 4-

neutralizing antibodies, prevalence rate of 75.2% (Cl95%=64.4-
87.4), while the overall prevalence rate in the urban population
was 735% ((195%=65.0-829). The prevalence varied by year
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among the urban population, 76.9% in 2015, 68.5% in 2017, and
83.16% in 2018 (Supplementary fgure 2)

3.3 Individuals suscepiible to YFV infection according to the absence of
neutralizing antibodies

Fig. 1 displays the distribution of individuals presenting or not
YE-neutralizing antibodies. Considering both rural and urban pop-
ulations, a total of 25 8% individuals had no detectable neutralizing
antibodies against YFV (n= 150/581) A total of 54 individuals from
rural area (24.8%) were seronegative for YF-specific neutralizing
antibodies. The average age of seronegative individuals was
279 years, and 66% of the<e individuals (n = 36) fell into the risk
group for YFV infection (19-59 years old). In the urban population,
265% of the individuals did not show neutralizing antibodies
(n = 96). The average age of the seronegative individuals was
39 years, and 58% (n = 56) of these individuals belonged to the risk
group for YFV infection (19-59 years old).

For the urban population inserted in the YF epidemic period
(201 7-2018), no individual reported a proven history of ¥F or Zika,
although 0.96% (n = 3) reported prior infection with DENV. AL the
time of collection, none of the participants from the two popula-
tions declared clinical alterations.

Considering the two populations, 30 children (5-11 years old)
were included in the study, in which 13 from the urban area and
17 were from the rural area. Anti-YF neutralizing antibodies were
detected in four children from the urban area, while only one from
the rural area had positive serology.

A total of 297 of participants (95.6%) sampled during 2017-
2018 reported a history of vaccination against YF. However,
only 52 (16.8%) participants validated this information through a
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vaccination card, and 59.6% (n = 31) has received one dose of
YFV-170D vaccine, 38 5% (n = 20) two doses and 1.9% (n = 1) three
doses. Of those with validated vaccination cards, 10 individuals
(19.2%) did not have detectable ¥F-neutralizing antibodies. This
group consisted of four men and six women, of which the age
range varied from 9 years to 62 years. It should be noted, a 18 yvears
old male that tested negative for the presence of neutralizing anti-
bodies and without history of comorbidities had three vaccine
doses registered on his vaccination card. Additional information
is presented in Table 3. A study population flowchart by collection
area and by year is provided in the Supplementary Material.

3.4, Potential risk factors significantly linked to YFV seroprevalence

Potential risk factors related to the YFV exposure are shown in
Table 4. For the urban population, only occupation was associated
with the presence of YF-neutralizing antibodies (Table 1) Studenis
and healthcare workers were less likely to present antibodies com-
pared to rural workers (p = 0.02, OR = 0.3, 95%C1 = 0.07-09, and p =
<0001, OR = 0.03, 95%C] = 0.005-0.14, respectively).

For the urban population, teenagers (12-18 years) and adulis
(=19 years) were more likely to present YF-neutralizing antibodies
compared to children (5-11 years) (p = 0.007, OR = 6.5, 95%(1 =
1.7-25.5 and p = D01, OR = 6.8, 95801 = 2.1-22.8, respectively).
Individuals who self-declared white skin color were less likely to
present antibodies than individuals who self-reported mixed skin
color (p =002, OR = 0.4, 95%C1 = 0.2-0.9). Moreover, students from
rural areas were also less likely to present antibodies compared to
rural workers (p = 0.0002, DR = 0.2, 95%C] = 0.08-0.4). On the other
hand. individuals who reported having contact with wild environ-
ment were more likely to present YF-neutralizing antibodies
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Fig. 1. Scamer plol of percentage reduction of serum samples in relation 1o virus control. Yellow Fever neulralizing antibodies messured by 50X Plate Reduction
Mewtralization Test [PRNT). The highlighted line repredents an average reduction pereentage of all samples. A: Rural Papulation (2012-2013, n = 218} B: Urban Papulation
[2015, n = 52 and C: Urban Population {2017, n = 216} The red dots are the 10 individuals with validated vaccination cards that did not have detectable neutralizing
antibodies. D: Urban Population, (2018, n = 95) (For interpretation of the references to color in this ligure legend, the reader is referred to the web version of this anicle.)
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Talsle 3
Participants that had proven YFV vaccination histary through vaccination cards and did not show detectable YF-neutralizing antibodies.
Serno area Collection year Sample pumber S Age Chranie dissase ¥F waccination record dates PRNTag
Urban 2017 [ F 51 diabetes and bronchitis 2006-2013 megalive
Urban 2017 8 M g o 2009-2015 mealive
Urban 2017 65 M 62 o 2001 mealive
Urban 2017 &7 F 15 o 2003 mealive
Urban 2017 o F 12 na 2006 resalive
Urban 2017 a1 M 0 na 2009-2016 resalive
Urban 2017 o2 M 18 na 2001 - 2003 - 2011 resalive
Urban 2017 108 F 10 no 2008 mesalive
Urban 2017 113 F b} o 200G-2015 mealive
Urban 2017 117 F 17 o 2001 mesalive
Talsle 4
Expasure lactors to Yellow Fever virs assessed in 363 surveyed individisals from urban areas of Serro city, 2015-2018.
Expasure [actors N (X PRNTsq pes. ()] PRNT=g neg. (X] P value OR [95% C1)
Have you visited Forest areas?
Yes 178 (57.2) 134 (43.1) 44 (1432) 03 13 [0.8-2.1)
No 131 (42.2) aZ (29.5) 39 [125)
Have you visited rural areas?
Yes 197 (63.4) 146 [47.0) 51 [16.4) 06 1.1 {075=-1.9)
Ho 113 (36.3) &1 (26.0) 32 (103)
There were any primates near (o the locations you visited?
Yes 101 [325) 75 (24.1) 76 (B3) 07 1.1 {06=19)
Ho 200 [64.3) 145{45.5) 55 (17.7)
Have you received YF vaccine?
Yes 207 [95.6) 220(70.7) 7 (24.7) 03 2.1 [D.4-10.5)
No 7{23) 4013) 3(1.0)
How many doses of the YF vaccine did you receive?
1 62 (209) 44 (14.8) 18 [6.1) Reference
1 125 (42.1) a1 (30.6) 34 (11.4) 08 0.9 (0.4-1.8)
3 14 (4.7) (37 1(1.0) 06 0.7 (0.13-2.6)

" Totals may mot add up to 100X due o missing data,

compared to those individuals that had no contact with wild envi-
ronments (p = 0.02, OR = 2.1, 95%C1 = 1.1-4.0)L

In the multivariate logistic regression model, variables indepen-
dently associated with neutralizing antibodies were age and con-
tact with wild environment. Older individuals were 5% more
likely to present neutralizing antibodies compared to younger indi-
viduals (OR = 1.05; Cl 95%= 1.03-1.07). Furthermore, those indi-
viduals who reported to have contact with the wild environment
were 2.5 more likely to present neutralizing antibodies (OR = 2.5,
95%C1 1.2-5.2) than those who did not have contact with wild
ENVITONMEnt.

4. Discussion

Significant events of YF re-emergence in southeastern Brazil
during 2016-2018 signal that ¥YFV is no longer limited to forest
areas and/or Amazon region, but instead that transmission in the
enzootic cycle is occurring near and within large urban centers
[7.13,27] The viral spread close to large unvaccinated populations
and also individuals who failed to seroconvert shows that the YF
burden could be underestimated. The current scenario of ¥F epi-
demics reflects the growing concern about re-urbanization of YF
[4.7.8].

Here, we demonstrated that a quarter of the population from
both the rural and urban areas of Sermo city, located at the epicen-
ter of the recent YF epidemic period, showed no protective immu-
mity against YFV. Until 2002, no evidence of YFV circulation was
reported in Serro micro-region [20]. However, from December
2002 to march 2003 an YF outbreak was reported. in which Serro
recorded 40% of confirmed cases [20.28].

Since the beginning of YF outbreaks in Brazil, vaccination
campaigns were intensified, mainly in the southeast region, the

epicenter of the outbreaks, that reported thousands of human
cases |[13.27]. However, the estimated number of unvaccanated
individuals remains high in Minas Gerais state (2,726,228 million)
and the recent overall vaccination coverage is only 92.7% [29]. In
recent years (during 2007-2019), accumulated vacanation cover-
age in Serro has improved from 34.3% (o 98.7% [30). Our data
showed that similar proportions of urban and rural population
are protecied from YFV. Importantly, the seroprevalence rates fall
far below the accumulated vaccination coverage for Serro during
2007-2019 and below the target of 95% established by the Min-
istry of Health.

Our findings also demonstrated that older individuals were
more likely to present YF-neutralizing antibodies. This result could
be linked to the fact that these individuals may have received more
doses of the 170D vaccine throughout their lives compared to
vounger individuals. These data could in part explain the wild out-
break patterns, where the vast majority of cases are observed in
male patients, young adults of economically active age who may
not have been vaccinated [13].

Rural workers were more likely to have antibodies than other
categories related to occupation, which could be explained by the
fact that they were more exposed in the rural and probably wild
environments where wild viruses droulate naturally [78]. It's
important o note that the estimated percentage of YF asymp-
tomatic cases is around 40-65% [31]. However, this fact can also
be related to well established vaccination campaigns to this popu-
lation that historically is known to be at risk of YF disease [7,32].
Considering what we discussed for the rural workers, as expected,
individuals that reported contact with the wild environment were
also more likely to present YF-neutralizing antibodies.

We have detected a high proportion of seronegative individuals
from both urban and riral areas. These data may indicate that
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there may be a deficit in vaccination in the municipality, which
could result in a large percentage of the population vulnerable o
YFV infection. [ndeed, in this study we detected a high percentage
of individuals (27%) from urban area that did not show YF-
nedtralizing antibodies during 2017 and 2018, This data suggests
that individuals in urban area were susceptible to YFV infection
during an ongoing outbreak in Minas Gerais, which could favor
the viral spreading in different urban areas and the emergence of
NEW Cases.

In summary, we expected a higher seroprevalence of YFV for
both rural and urban populations in Serro, which is located in an
area at risk for YF and has intensified the vaccination campaigns
against YF during the 2017 epidemic. Although accumulated vacei-
nation eoverage in Serro has improved since 2007, the current cov-
erage is stll not enough, which warns of the need for better
surveillance and vaccination campaigns [14,30].

Teenagers and adults were more likely to present YE-
neutralizing antibodies compared to children in urban area. We
can attribute this correlation to a bias related to the small size of
the children (5-11 years) population sampled (n = 13) However,
the seroprevalence of 16.7% in children for both populations, can
be correlated with the differences in immune response observed
with age, where seroconversion rates are generally lower in
children.

Previous studies have already shown that the seroconversion
rate is generally lower in children, with the 17D and 17DD vaccines
varyving from 67 to 94%, and 89.7-98 2% for adulis. This difference
may be related to the immaturity of the immune system, which
can contribute to less robust immune responses, the presence of
matermnal antibodies, and simultaneous infections that can inter-
fere or decrease the immune response [ 33-36].

Our results highlight the need for booster doses of the 17DD
vaccine in Brazilian endemic areas to guarantee long lasting pro-
tecting immunity, especially for children living in areas at risk
for ¥F transmission. However, il is important to emphasize that
the methods used in this study do not allow us to assess the differ-
ences in seroprevalence observed regarding age.

Interestingly, we also found that almost 20% of seronegative
individuals had proven YFV vaccination history (10052) which
almost two times more than compared to findings reported by
Miyaji and colleagues [37]. The rate of seroconversion for the vac-
cines 170 and 170D range from 39.7% to 98.2% in adults and from
G7% to 94% in children [33). Other studies have also reported cases
of previously vaccnated individuals who developed natural infec-
tion |27 38].

According to the literature, some comorbidities can affect the
immune response induced by vaccines [39]. So, in our study, there
was ofly one report of comorbidity, being a 51-year-old woiman
with diabetes and bronchitis, but this result cannot be conclusive.
Nevertheless, these data highlight the susceptibility of a group of
préeviously vaccinated individuals to a disease that exhibits a high
maortality rate and has no treatment, and reinforces the recommen-
dation for the adoption of vaccine booster doses in Brazil to avoid
risk [40)]. In the light of these results, the recommendation of the
World Health Organization (WHO) for the adoption of only one
dose of the vaccine, especially in endemic areas should be recon-
sidered [40-45].

The 17DD antenuated vaccine has an efficacy of 90%-98%, but
not all vaccinated individuals maintain lifelong protection [4,.40).
S0, the decline of protective immunity by specific neutralizing anti-
bodies over time is a concern. After primary YFV vaccination, the
neutralizing antibody levels may decrease significantly in subse-
quent years [40,44 45). Unfortunately, further investigation of this
hypothesis could not be performed in this study due to the fact
that the individuals included in the study did not provide details
for their vaccination history.

Outside of epidemic periods, the adoption of at least three
doses of 17DD vaceine at a 10-vear interval provide a better
induction of long-term immunity [40]. Therefore, our findings
reinforce the need for re-vaccination of individuals residing in
¥F endemic areas, since the absence of YF-neutralizing antibod-
ies can indicate waning immunity over time or even failure of
vaccination.

Serro 18 located in a transition area between the biomes of Cer-
rado and Atlantic Forest, with considerable anthropic actions
mainly due to mining, agricultural, and livestock activities
[1920,46]). Thus, the presence of fragmented forest areas and a
large part of the population living in rural areas are risk factors that
may be related to the emergence of YF cases |[7,21). Howewver, the
risk of urban YFV transmission by the Aedes apgypti vector in Serro
is currently low (0.4% rate of vector infestation), which is consid-
ered satisfactory [47].

Few studies are focused on assessing the seroprevalence of
Brazilian populations against ¥F [37 42]. Besides that, vaccine cov-
erage estimates do not always reflect the reality of immune protec-
tion of a population: therefore, seroprevalence studies are useful
tools to validate these estimates, especially in poorly epidemiol og-
ically monitored regions [49,50]. Through the tracking of popula-
tions immunity for vaccination against various diseases, these
studies help to alert to the existence of immunization failures
and susceptible populations [50).

The ¥F vaccine is able to induce both a strong activation of the
humoral response, with the production of neutralizing antibodies,
and the immune cellular response [33,51]. Thus, in addition to
antibodies, the cellular response also plays an important role in
the protection triggered by the ¥F vaccine, and both types of
immune responses can be used as protective markers [40.45).
However, neutralizing antibodies still remain the main correlate
of protection against ¥FV, being the tter of neutralizing antibodies
considered the standard to check for postvaccination immunity.
Furthermore, studies with animal model also suggest that neutral-
izing antibodies are efficient against challenge with virulent strains
of YFV [31.40].

In addition, our study highlights a gap between calculated vac-
cine coverage and immune protection. Failure to report possible YF
cases to health agencies may contribute to underestimating the
magnitude of epidemics and, consequently, the extent of suscepti-
ble individuals residing in areas at high risk for viral transmission.

Our study has limitations. We were unable to establish a longi-
tudinal study with the participants, which could provide more
information and help to better monitoring immunity to YF in this
population. We were also unable to evaluate cross-reactivity
berween other flaviviruses. However, there was a low incidence
of dengue infections diring 2007-2012 in the study area, and only
nine cases of dengue fever were reported in Serro according to
DATASUS (Departamento de Informdtica do Sistema Unico de
Saude do Brasil) [52,53). Furthermore, data and timing of vaccina-
tion for ¥F were not collected from all participants and, therefore,
our data does not allow a more robust analysis of the conditions
that lead to the absence of detectable antibodies after a
vaccination.

5. Conclusions

In conclusion, we demonstrated that one-quarter of individuals
located in areas of high risk for YF in Brazil do not have immunity
against YPV and a high proportion of individuals with prier vacci-
nation history still remain at risk with contraction of disease. This
data concerns for the possibility of an increasing number of YF
human cases in this area at high risk for both the sylvate and
urban cycles of the disease. Our findings emphasize the importance
of an active epidemiological surveillance and draws attention for
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continued vaccination campaigns aiming > 95% of coverage. Our
data also provide useful information that could assist local,
national, and international health authorities to develop future
vaccination strategies, especially in areas at great risk of wviral
transmission and with a considerable number of non-vaccinated
individuals. Considering that in different regions of Brazil sero-
prevalence studies aiming to assess whether YFV vaccination cov-
erage really reached levels > 95% are scarce, and we found a
seronegativity of 25.8% for rural and urban populations, future ¥F
vaccination campaigns and further specific tests to evaluate immu-
nity in the populations are needed. In summary, we reinforce the
importance of seroepidemiological studies which can help direct
public health policies to decrease the occurrence of YF epidemics
in areas at risk and contain viral dispersion.
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Abstract: Saint Louis encephalitis virus (SLEV) is a mosquito-borne flavivirus that occurs throughout
the Americas, and is considered a public health threat. In Brazil, SLEV has been detected from
human cases associated with dengue-like disease, but no neurclogical symptoms were reported.
Furthermore, the epidemiology of SLEV in human populations is still poorly explored in the country.
We reported serological and molecular detection of SLEV in a healthy population of equids and
humans from rural areas in Southeast Brazil. A plaque reduction neutralization test was applied,
and neutralizing antibodies were detected in 11 individuals (4.6%) and 60 horses (21.5%). A qPCR
targeting the 5’UTR region and reverse transcription-PCR (RT-PCR) targeting the non-structural
protein (NS5) gene were performed and three individuals tested positive in both assays. Subsequent
phylogenetic analysis confirmed SLEV circulation and its findings suggest the occurrence of an
asymptomatic or subclinical presence in human and animal cases, correlating with the risks for
outbreaks and consequently burden of SLEV infections to public health. Preventive strategies should
include improved surveillance in regions with a high probability of SLEV occurrence, improvement
in diagnostic methods, and evaluation of exposure/risk factors that can favor SLEV emergence.

Keywords: Saint Louis encephalitis virus; seroprevalence; epidemiology; asymptomatic cases; public
health burden
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1. Introduction

Saint Louis encephalitis virus (SLEV) is a mosquito-borne virus that causes human and animal
encephalitis in the Western hemisphere [1]. SLEV is a member of the Flavivirus genus (Flaviviridae
family), which include West Nile virus, Japanese encephalitis virus, Dengue virus, and Yellow fever
virus [2].

SLEV is maintained in a zoonotic cycle, where birds are the natural amplifying host, with other
vertebrates (involving equids and humans) considered accidental hosts. Human infections with SLEV
are mostly asymptomatic in which infected individuals present mild malaise or flu-like symptoms.
Severe cases are clinically characterized by high fever, neurological dysfunction, altered consciousness,
and headaches, which are accompanied by encephalitis or meningoencephalitis [3,4].

In Brazil, SLEV circulation has been reported in Southeast and Midwest regions in the past
13 years, mostly presenting mild symptoms, related to suspected dengue cases, and most infections
being misdiagnosed [5-10]. Serological studies showed SLEV circulation among horses from different
regions of Brazil [11,12] and furthermore, SLEV was isolated from a horse with neurological disease in
the state of Minas Gerais, Southeast Brazil. This data altogether highlights the potential spread and the
risk of possible outbreaks caused by SLEV in Brazil [13]. Hence, the primary objective of this study
was to investigate whether equids and humans from rural areas in Southeast Brazil have had evidence
of exposure to SLEV.

2. Materials and Methods

We retrospectively analyzed 279 equid serum samples collected between 2003-2004, and 2011-2012
in the Southeast region of Brazil. The equids samples were obtained from a large study related to the
investigation of the incidence of Orthopoxvirus in Minas Gerais [14]. Sera samples were collected from
different regions (mesoregions) around Minas Gerais such as (1) Triangulo Mineiro and Alto Parnaiba
(70 samples); (2) Central Mineira and Centro-Oeste de Minas (71 samples); (3) Campo das Vertentes
and Zona da Mata (49 samples); (4) Vale do Rio Doce (14 samples); (5) Vale do Jequitinhonha and
Mucuri (75 samples). Equids from rural areas of Serro city were sampled in October 2012, during the
rainy season. Equids from the other mesoregions were sampled during both dry and rainy seasons.

An epidemiological questionnaire was carried out during the sampling through an on-farm
interview with the owners, in order to obtain data related to the animals (Table 1). The explanatory
variables collected were age, gender, breed, and region. We further decided to evaluate 240 human
serum samples from one of the areas (Serro region, Figure 1). The human samples were also obtained
from a study carried out to investigate the prevalence of Orthopoxvirus in that region [15]. Individuals
from rural areas of Serro city were enrolled during September 2012 to March 2013, which is the rainy
season. A structured questionnaire was applied to collect the following demographic information: age,
gender, self-reported skin color, income, and educational level. Information on contact with equids
and wild environment were also included (Table 2).

It is important to emphasize that Minas Gerais is in three different biomes: The Cerrado (South
American Savannah), covering 50% of the State; Atlantic Forest, and Caatinga (desert vegetation)
located in the North part of the State [16,17]. Serro city is characterized by a transition area between
the Cerrado and Atlantic Forest, with a subtropical climate and two well-defined seasons, a dry season
(between May and September) and a rainy season (between October and April) [16,17].

Although there is no data describing the occurrence or abundance of Culex species in the study
area so far, studies conducted in the Amazon area highlighted Culex species (Culex coronator and Culex
declarator) frequently found infected with SLEV [18,19], which suggests these vectors could play an
important role in wild transmission cycle of SLEV. It is also important to say that SLEV was already
isolated from Culex quinquefasciatus in Argentina, suggesting this mosquito may play an important role
as a vector in the urban transmission cycle of SLEV [20,21].
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Table 1. Characteristics of equid population related to neutralizing antibodies against Saint Louis
encephalitis virus, Minas Gerais, Brazil, 2011-2012.

Equid - . .
Variables Population Szr:pﬁ(;s;:/:’\;e S:l:n;ga:t.ge Oc;g;] It:alt 1o p Value
n =279 (%)
Sex
Female 104 (37.3) 28 (46.7) 76 (34.7) Reference
Male 175 (62.7) 32 (53.3) 143 (65.3) 1.6 (0.9-3.0) 0.1
Age (years)
<3 56 (20.1) 6(10.0) 50 (22.8) Reference
4-8 137 (49.1) 35 (58.3) 102 (46.6) 29(1.1-72) 0.03
>8 86 (30.8) 19 (31.7) 67 (30.6) 0.4 (0.1-1.1) 0.1
Breed
Equus cabalus * 258 (92.5) 54 (90.0) 204 (93.2) Reference
Hibrids ** 21(7.5) 6(10.0) 15 (6.8) 0.7 (0.2-1.8) 0.6
Region
MR1 70 (25.1) 13 (21.7) 57 (26.0) 5.8 (1.7-19.8) 0.01
MR2 71 (25.4) 12 (20.0) 59 (26.9) 6.5 (1.9-22.4) 0.006
MR3 49 (17.6) 18 (30.0) 31(14.1) 2.3 (0.7-7.7) 0.03
MR4 14 (5.0) 8(13.3) 6(2.7) 9.8 (2.7-34.7) 0.001
MR5 75 (26.9) 9 (15.0) 66 (30.1) Reference

* Equus cabalus = stallions and mares. ** Hibrids = mules. T MR1 = Triangulo Mineiro and Alto Parnaiba;
MR2 = Central Mineira and Centro-Oeste de Minas; MR3 = Campo das Vertentes and Zona da Mata; MR4 = Vale
do Rio Doce; MR5 = Vale do Jequitinhonha and Mucuri.

LEGEND:
MR1 - Tridngulo Mineiro and Alto Parnaiba
MR2 - Central Mineira and Centro-Oeste de Minas
MRS3 - Campo das Vertentes and Zona da Mata
MR4 - Vale do Rio Doce

MRS — Vale do Jequitinhonha and Mucuri

Figure 1. An overview of the studied area. (A) Map of Brazil highlighting the state of Minas Gerais
in grey, Southeast region of the country. (B) A detailed map of Minas Gerais showing the regions

where equids and humans were sampled in this study. The regions are divided in seven subregions
(meroregions (MR)) according to the animal defense bureau of Minas Gerais.

To determine the presence of neutralizing antibodies in equid sera samples, we used the plaque
reduction neutralization test (PRNT) [22]. Serum samples were initially heated in a water bath at 56 °C
for 30 min to denature complement system proteins and subsequently diluted in Eagle’s minimum
essential medium (MEM) free of fetal bovine sera (FBS) to a screening ratio of 1:20. Samples were
added to the same volume (1:1) of a solution containing approximately 100 plaque forming units
(PFU) of SLEV (strain BeH 355964) diluted in FBS free MEM. The final solution (virus/serum) was
homogenized and incubated for 1 h at 37 °C. Six-well plates containing VERO cells monolayers
with 100% confluence were inoculated with virus/serum solution and incubated at 37 °C for 1 h in
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an atmosphere supplemented with 5% of CO,. Later, MEM supplemented with 2% FBS and 1.5%
carboxymethyl cellulose was added to each well and plates were incubated for five days at 37 °C in
atmosphere supplemented with 5% of CO,. VERO monolayers were then fixed with formalin at 10%
and stained with crystal violet solution at 1%. All samples were tested in duplicate. Positive samples
were defined as the highest dilution that inhibited >90% of virus plaques compared with negative
controls. All positive samples were titrated according to the PRNT protocol described above, and
the last dilution in which >90% PFU reduction was observed was used as a reference to calculate the
value of neutralizing units per milliliter. The value was obtained by dividing 1 mL by the volume of
virus/serum solution inoculated and multiplying it by the last positive dilution value.

Table 2. Characteristics of the human population related to neutralizing antibodies against Saint Louis

encephalitis virus, Minas Gerais, Brazil, 2011-2012.

Human
. . Seropositive Seronegative Odds Ratio
Variables HP:pzl.;:la(t‘l'Z;‘* » =p11 (%) "= zzg (%) 95% CI P Value
Gender
Female 113 (47.1) 4 (36.4) 106 (46.3) 0.67 Reference
Male 127 (52.9) 7 (63.6) 123 (53.7) (0.19-2.32) 0.7
Age (years)
<18 40 (16.7) 2(18.2) 38 (16.6) Reference
19-30 40 (16.7) 0 40 (17.5) o 0.7
31-50 97 (40.4) 4(36.4) 93 (40.6) 0.99
>50 63 (26.2) 5(454) 58 (25.3) 09
Years of schooling
completed
None 24 (10.0) 0 24 (10.5) Reference
<6 156 (65.0) 9 (81.8) 147 (64.2) o 0.99
7-12 57 (23.8) 2(18.2) 55 (24.0) 0.99
=12 3(1.2) 0 3(1.3) 0.99
Income **
<1 min wage 178 (74.2) 11 (100.0) 167 (72.9) 2.5 Reference
>1 min wage 19 (7.9) 0 19 (8.3) (0.1444.3) 0.99
Contact with equids
Yes 141 (58.8) 7 (63.6) 134 (58.5) 1.2 0.99
No 96 (41.2) 4(36.4) 92 (41.5) (0.34.2) Reference
Contact with wild
environment
Yes 117 (48.8) 8(72.7) 109 (47.6) 29 0.2
No 123 (51.2) 3(27.3) 120 (52.4) (0.75-11.3) Reference

* Total may not add up to 100% due to missing information. ** Income value in Brazilian currency in 2012 = R$
622.00 (R$ 1.00 = US$ 2.08 approximately). ***Odds Ratio not calculated.

To investigate the presence of SLEV RNA in sera samples, we performed qPCR targeting the
5'UTR region and a multiplex nested reverse transcription-PCR (RT-PCR) targeting the non-structural
protein (NS5) gene [23]. The qPCR was performed with a commercial mix (SYBR® Green PCR Master
Mix, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Briefly, a denaturation cycle at 95 °C for 10 min, followed
by 45 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min. Finally, a dissociation curve with heating from
65 °C to 95 °C. A specific amplification with a melting temperature of 79.5 °C was also included.
The primers used for amplification were forward 5'-CAGGGAATTACCCAATGTCTAAAAA-3,
and reverse 5’ ~AGCATATTGACAACCCGGTTTC-3".

We directly sequenced the RT-PCR amplified fragments in both orientations and in duplicate
by using the ABI3130 platform (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA). We used ClustalW
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/) and MEGA?7 software (http://megasoftware.net/) to align
nucleotide sequences and construct a phylogenetic tree by using the maximume-likelihood method.

The Pearson Chi-squared and Fisher’s exact tests with a significance level of 5% using Epi Info™
software, version 7.2.1.0. (www.cdc.gov/epiinfo) were applied to verify the statistical significance
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between the serological results and studied variables that could be related to SLEV circulation. Relative
odds ratios and 95% confidence intervals were calculated when applied.

This study was approved by the Research Ethics Committee on Animal Experimentation under
the protocol 131/2010, and by the Human Research Ethics Committee of Universidade Federal de
Minas Gerais under the protocol FR—413704.

3. Results

We detected anti-SLEV neutralizing antibodies in 60 equids (prevalence rate of 21.5%; 95% CI:
17.1-26.7%) (Table 1), with antibodies titers ranging from 100 to 300 neutralizing units (NU)/mL.
Interestingly, most seropositive equids (n = 33, 55%) were sampled during 2003-2004. A total of 17
seropositive equids were sampled in 2011 (n = 17, 28.3%) and 10 (16.7%) in 2012. Equids aged between
4-8 years old were almost three times more likely to have neutralizing antibodies than younger equids.
Moreover, equids from Triangulo Mineiro and Alto Parnaiba (MR1), Central Mineira and Centro-Oeste
de Minas (MR2), and Vale do Jequitinhonha and Mucuri (MR5) were more likely to have neutralizing
antibodies compared to equids from Campo das Vertentes and Zona da Mata (MR3) and Vale do Rio
Doce (MR4) (Table 1).

We also detected 11 seropositive individuals (prevalence rate of 4.6%; 95% CI: 2.5-8.1%) (Table 2),
with antibodies titers also ranging from 100 to 300 NU/mL. No variables related to the human population
were significantly associated with the presence of neutralizing antibodies (Table 2). However, it is
important to highlight that 141 individuals (58.8%) reported contact with equids.

As the studied area has a high risk for Yellow Fever occurrence and vaccination is strongly
recommended [24], a complementary >90% PRNT assay was performed against Yellow Fever virus
(YFV) strain 17D to rule out any cross-reactive antibody response with the yellow fever vaccine. A
total of seven human serum samples that exhibited >90% of reduction in virus plaques for SLEV had
neutralizing antibodies against YFV with reduction ranging from 3% to 62% (Figure 2). However,
it was not possible to test neutralizing antibodies against YFV in four of eleven samples. We also
performed another complementary >90% PRNT assay against Dengue virus serotype 4 (DENV-4), and
the 11 human serum samples had neutralizing antibodies with reduction ranging from 13.7% to 70%

(Figure 2).
100- o -
g0de ® ® o ® o o
80— ®
58 70+ ° o
55 - :
£ p 50 .
53 40+ o
= = 30— ® L
20+ d &
104
[ ]
c 1 | .I. 1 ? 1 1 .l 1 I 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Samples

Figure 2. Relationship among neutralizing antibodies against Saint Louis encephalitis virus (SLEV),
YFV, and Dengue virus serotype 4 (DENV-4) detected in 11 human serum samples from the state of
Minas Gerais, Brazil, 2011-2012. Blue dots: Serum samples that exhibited >90% reduction in virus
plaques for SLEV; Green dots: serum samples that exhibited 3-62% reduction in virus plaques for YFV.
Red dots: serum samples that exhibited 3.7-70% reduction in virus plaques for DENV4. Samples 1, 6, 7,
and 9 were not tested for neutralizing antibodies against YFV.
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Overall, three human serum samples tested positive for the 5’UTR region in qPCR and NS5
gene in RT-PCR, yielding a nucleic acid detection rate of 1.25%. Sequences were grouped with SLEV
isolates from Brazil, USA, and South America (Figures 3 and 4). Upon phylogenetic analysis, the
detected SLEV strain clustered within a group that included SLEV strains detected in South and Central
America (Figures 3 and 4). To rule out infection with Dengue virus, a complementary RT-PCR was also
performed [23], and the tested human serum samples had negative results.

SLEV BR MG 2012
SLEV BR 1978 KM267635
SLEV PERU 2006 KF589299
SLEV ARG 2005 AY632544
SLEV PANAMA 1983 EU088420
["|r SLEV USA 2003 JF460774
{ SLEV TRINIDADTOBAGO 1995 EU090146
SLEV HAITI 1955 EF158066
i_SLE\.Jr GUATEMALA 1978 EU0S0147
SLEV USA 2016 KY825743
SLEV ARG 2005 FJ753286.2
SLEV USA 2015 KX258461
SLEV ARG 1978 FJ753287
WNV USA 2003 KX547617
ZIKV BR 2015 KX197192
YFV BR RJ97 2017 MF538785
—— DENV4 BR 2012 KJ596658
DENV2 BR 2000 JN819419
DENV3 BR 2012 KF955473
DENV1 BR 2008 GU131863

o
0.10

Figure 3. Phylogenetic tree based on nucleotide sequences of the 5’UTR region of Flaviviruses. The
evolutionary history was inferred by using the maximum likelihood method based on the Tamura-Nei
model. The tree with the highest log likelihood (-712.38) is shown. Initial tree(s) for the heuristic search
were obtained automatically by applying neighbor-join and BioN]J algorithms to a matrix of pairwise
distances estimated using the maximum composite likelihood (MCL) approach, and then selecting the
topology with superior log likelihood value. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured
in the number of substitutions per site. The analysis involved 20 nucleotide sequences. Codon positions
included were 1st + 2nd + 3rd + Noncoding. All positions containing gaps and missing data were
eliminated. There was a total of 79 positions in the final dataset.
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Figure 4. Nucleotide sequence of the SLEV 5'UTR region detected in humans (green) compared
with homologous sequences of several other SLEV strains detected in North and Latin America.
The sequenced sample showed two polymorphisms (G-A and C-G) in comparison with other
SLEV isolates.

4. Discussion

In the present study, we assessed SLEV exposure among equids and humans from Southeast Brazil.
During recent decades, a considerable number of arboviruses have been detected in the country [10,12].
Taking into account the emergence and reemergence of medically important arboviruses such as Dengue,
Chikungunya, Yellow fever, and Zika viruses, the active surveillance and epidemiological characterization of
other circulating arboviruses into the country is necessary, due to the nature of infection and associated outcomnes.

The seroprevalence of SLEV in equine populations has been already described in Brazil, which
ranges from 12.3% to 22.6% [11,12]. Our findings revealed a higher seroprevalence during 2003-2004,
although no SLEV outbreaks or occurrence have been reported around that time. However, the
seroprevalence dropped on equids sampled during 2011-2012, corroborating results from Silva and
colleagues who found 20.0% of seropositive equids from the same region we studied [11].

Regarding the seroprevalence of SLEV in human populations, according to the literature it ranges
from 3.1% to 7.1% [25,26], which is not far from our findings (4.6%), but lower than the seroprevalence in
Argentina, ~14.0% [27,28]. Considering that SLEV infections are probably not rare in Brazil (especially
in the Southeast region and neighbor states), and cases could remain undiagnosed or misinterpreted,
the enhancement of a surveillance system and diagnostic tools are needed. Furthermore, the human
population included in this study could represent asymptomatic cases, reinforcing the hypothesis of
silent SLEV circulation in the Southeast area of Brazil.

Although flaviviruse infections produce short-lived viremia in serum (up to 7 days post onset of
symptoms), and the detection in clinically unwell patients is difficult, we were able to detect three
of 240 positive human serum samples in RT-PCR and qPCR assays. Further sequencing of 5’UTR
amplicons confirmed the presence of a SLEV strain similar to other strains previously detected in
Brazil. Recently, Rivalora and colleagues showed that Swiss albino mice infected with a SLEV strain
isolated during an epidemic period in Argentina produced higher viremia levels when compared to

228



Viruses 2019, 11, 1029 8of 10

infected mice with a non-epidemic strain [29]. This study also corroborates a study conducted by
Monath et al. (1980) that also detected higher viremia levels in Swiss albino mice infected with an
epidemic SLEV strain [30]. Furthermore, it is important to emphasize that the host immune system
could also contribute to the rapid elimination of viral particles.

Our study has limitations. We were unable to establish a comparative titer for Brazilian flaviviruses
other than YFV and DENV-4 due to the insufficient volume of serum samples. However, the PRNT is the
gold standard test for serological diagnosis and confirmation due to its high sensitivity and specificity
for distinguishing any of the arthropod-borne flaviviruses [31,32]. A PRNT test with >90% inhibition
of virus plaques presents better distinction due to the low cross-reactivity level when compared
with a PRNT with 50% inhibition [31,32]. As the human samples were collected to understand the
seroprevalence of Orthopoxvirus in the Serro region, we did not undertake specific questions or
characteristics of the population that are associated with Flavivirus occurrence, which could have
introduced bias to this study. In addition, the equid samples were not fully tested in the molecular
assays due to the serum samples being stored at a minimum of —20°C, therefore compromising the
RNA preservation and consequently its detection. Due to this complication, we were not able to obtain
a greater sequence and the sequenced fragment was not enough to determine phylogenetic inferences.
However, the data presented here contributes to the knowledge of SLEV epidemiology in previously
unstudied areas, showing a broader distribution in rural areas of Brazil.

5. Conclusions

In conclusion, the data presented here demonstrates a possible silent SLEV circulation in Brazil,
with potential asymptomatic cases remaining undiagnosed. Additionally, the epidemiology of SLEV
among human and animal populations is still poorly explored, highlighting the importance of an
effective surveillance. As suggested by Figueiredo, protocols for the molecular diagnostics of flavivirus
infections including SLEV should be addressed [10]. Further research is necessary to have a better
understanding of the epidemiology of SLEV in Brazil, monitoring its transmission, and helping
professionals in the field with early interventions to reduce the burden of related cases.
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