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RESUMO

A familia Cervidae, composta por 56 espécies globalmente distribuidas, inclui 6 géneros de
cervideos na América Latina, representados por 17 espécies, sendo 7 delas no Brasil. Entre
essas, Mazama nana ¢ Blastocerus dichotomus, que s3o espécies vulneraveis, em risco de
extin¢ao devido a caga, destrui¢do do habitat e doengas infecciosas e ndo infecciosas. A reducao
da populagado destes cervideos pode ser atribuida a fatores como doengas virais, especialmente
as doencas hemorragias, como as causadas por virus da familia Sedoreoviridae, como o
Orbivirus caerulinguae (Virus da Lingua Azul - VLA) e Orbivirus ruminantium (Virus da
doenca epizodtica hemorragica VDEH), que s3o transmitidos por dipteros do género
Culicoides.

Na ITAIPU Binacional, hd o Refugio Bioldgico Bela Vista (RBV) que possui um papel
fundamental na conservagdo de animais silvestres, entre eles, cervideos nativos brasileiros
como Mazama nana e Blastocerus dichotomus. Neste local, diferentes sorotipos do VLA tém
sido identificados, com casos clinicos caracterizados por quadros agudos e fatais. O presente
estudo busca avancos no entendimento da epidemiologia desses virus no RBV, com foco na
analise molecular do segmento 7 (Seg-7) do Orbivirus caerulinguae, que codifica a proteina
estrutural VP7, considerada a mais imunodominante e que esta correlacionada a multiplicagao
viral no vetor. A participag¢ao dessa proteina na multiplicagdo viral no vetor, temcorrelagao com
a origem geografica dos virus, uma vez que a distribui¢do das espécies de Cullicoides spp ¢
geograficamente diversa. Dessa forma, a analise do Seg-7 pode nos auxiliar a tragar possiveis

rotas de introducao e manuten¢ao do VLA no RBV - ITAIPU, bem como no Brasil.

Palavras-chave: Doenca hemorréagica; cervideos, Virus da Lingua Azul; Virus da doenca

epizodtica hemorragica; Sequenciamento Sanger; Origem geografica.



ABSTRACT

The Cervidae family, comprising 56 globally distributed species, includes six genera of deer in
Latin America, represented by 17 species, seven of which are found in Brazil. Among these,
Mazama nana and Blastocerus dichotomus are classified as vulnerable species, facing
extinction risks due to hunting, habitat destruction, and infectious and non-infectious diseases.
The population decline of these deer can be attributed to factors such as viral diseases,
particularly hemorrhagic diseases caused by viruses from the Sedoreoviridae family, such as
Orbivirus caerulinguae (Bluetongue Virus - BTV) and Orbivirus ruminantium (Epizootic
Hemorrhagic Disease Virus - EHDV), which are transmitted by Culicoides midges.

At ITAIPU Binacional, the Bela Vista Biological Refuge (RBV) plays a fundamental role in the
conservation of native Brazilian wildlife, including Mazama nana and Blastocerus dichotomus.
In this location, different BTV serotypes have been identified, with clinical cases characterized
by acute and fatal conditions. This study aims to advance the understanding of the epidemiology
of these viruses at RBV, focusing on the molecular analysis of segment 7 (Seg-7) of Orbivirus
caerulinguae, which encodes the structural protein VP7. This protein is considered the most
immunodominant and is correlated with viral replication in the vector. The role of this protein
in viral replication within the vector is associated with the geographic origin of the virus, as the
distribution of Culicoides species varies geographically. Thus, Seg-7 analysis can help trace

possible routes of introduction and maintenance of BTV at RBV - ITAIPU, as well as in Brazil.

Keywords: Hemorrhagic disease; deer; Bluetongue Virus; Epizootic Hemorrhagic Disease

Virus; Sanger sequencing; Geographic origin.
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1 INTRODUCAO

A familia Cervidae ¢ composta por 56 espécies mundialmente distribuidas (IUCN,
2024). Na américa latina ha registros de 6 géneros de cervideos: Mazama sp., Pudu sp.,
Hippocamelus sp.; Odocoileus sp., Ozotoceros sp. e Blastocerus sp. Esses 6 géneros sao
representados por 17 espécies de cervos, também conhecidos como cervos neotropicais. As
espécies presentes no Brasil sdo: Mazama nana; Mazama bororo; Mazama americana.
Mazama nemorivaga; Odocoileus virginianus; Ozotoceros bezoarticus e Blastocerus
dichotomus (IUCN, 2024).

Os cervos desempenham um papel fundamental nos processos que mantém a
estrutura e composi¢ao da comunidade do ecossistema. Entretanto, varias das espécies sao
consideradas em risco de extingdo (Peres et al., 2021). Mazama nana ¢ Blastocerus
dichotomus sao espécies nativas brasileiras consideradas vulneraveis a extingdo pela Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza — IUCN e integram as espécies
contempladas no Plano de A¢ao Nacional para a Conservagao dos Ungulados do Ministério
do Meio Ambiente — MMA (Duarte, 2015; Duarte, 2016; Brasil, 2019).

A redugdo da populacdo de cervos pode estar relacionada a caga e a destruicdo do
habitat, juntamente com as doencas infecciosas (bacterianas, virais, doengas parasitarias e
pridnicas) e doengas ndo infecciosas (doencas toxicas, nutricionais, disturbios metabolicos
e neoplasia) (Dinkines et al., 1992; Nettles et al., 2002; Vreeland, Diefenbach; Wallingford,
2004; Mawhinney et al., 2010).

Os estudos de monitoramento da satide em cervos sul-americanos concentraram-se
principalmente na exposi¢ao a varios agentes infecciosos, tanto em veados livres como em
cativeiro, mas estudos clinicos e de patogénese também estao disponiveis (Driemeier et al.,
2002; Uhart et al., 2003). Entre elas, doengas virais hemorragicas tém sido um desafio para
o0 manejo e conservacdo de cervideos nativos brasileiros em unidades de conservagdo
(Baldini et al., 2018).

As principais doencas hemorragicas envolvendo cervideos no Brasil sdo
causadas por virus da familia Sedoreovirida e do género Orbivirus: Orbivirus caerulinguae
(antigamente conhecido como virus da Lingua azul - VLA) e Orbivirus ruminantium
(antigamente conhecido como virus da Doenca epizodtica hemorragica - VDEH) (Baldini
et al., 2018); ICTV, 2024).

Esses agentes virais sdo transmitidos por dipteros do género Culicoides e causam

doenca clinica indistinguivel, geralmente fatal para espécies de cervideos, configurando
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entraves nos trabalhos de manejo e conservacdo de cervideos nativos brasileiros em
institui¢des de conservagdo como Reflgio Bela Vista (Baldini et al, 2018).

O Refugio Bela Vista pertencente a Usina Hidrelétrica ITAIPU Binacional fundado
em 1984, ¢ referéncia em conservacao de diversas espécies. Integra a Reserva da Biosfera
da Mata Atlantica (RBMA) e o Corredor de Biodiversidade do Rio Parand, conectando os
Parques Nacionais do Iguacu e de Ilha Grande, assim como conecta areas protegidas da
regido. H4 ainda o Zoologico Roberto Ribas Lange que ¢ associado ao RBV- ITAIPU e
abriga diversos animais de diferentes espécies oriundos de seu proprio criadouro, de outros
zoologicos ou de o6rgaos ambientais envolvidos com resgate de fauna.

Embora existam relatos que sugerem a circulagdo do Orbivirus caerulinguae desde
1990 no Reftigio Bela Vista (Barbanti e Reis, 2012), somente a partir de 2015 foi possivel
o diagnoéstico molecular com caracterizagdo dos sorotipos virais. Entre 2015 ¢ 2021 foram
identificados os sorotipos 3, 12, 14,18,19,22 e 24 do Orbivirus caerulinguae (Baldini et al.,
2018; Dados nao publicados).

Os primeiros casos relatados no local apresentavam animais que vieram a obito de
forma aguda apos apresentarem edema submandibular e sublingual, anorexia, apatia e
prostracdo, fezes hemorragicas e pastosas, hemorragia em esclera (Baldini et al., 2018). Na
necropsia foram observados achados compativeis com doenga hemorragica, tais como:
acimulo de sangue em cavidade abdominal e hemotérax; congestio segmentar em
intestinos, petéquias em pericardio, rins € pulmdes congestos. Ainda, havia congestdo e
aumento de volume em bago e figado.

O cenario ¢ um desafio para a manutencao dessas espécies em cativeiro, haja visto
que ndo existem tratamentos especificos para essa enfermidade. Dessa forma, para
controlar a doenca em regides endémicas e epidémicas apenas restam a ado¢do de medidas
de controle dos vetores (i.e., ado¢ao do uso de larvicidas e inseticidas; instalagao de telas
nos recintos) e imunoprofilaxia por meio de vacinagao (Mcvey and Mclachlan, 2015).

O genoma do virus Orbivirus caerulinguae consiste em 10 segmentos de dsRNA
que codificam sete proteinas estruturais e cinco ndo estruturais. Apresenta grande
variabilidade genética e antigénica, com pelo menos 36 provaveis sorotipos ja relatados e
com ampla distribui¢do em todo o mundo.

O segmento 7 (Seg-7) € o terceiro segmento mais varidvel do genoma do virus e
codifica a proteina estrutural VP7, que ¢ considerada o antigeno do VLA mais
imunodominante. As analises filogenéticas de Seg-7 foram correlacionadas as origens

geograficas e as populagdes de vetores para diferentes estirpes virais. Isso se deve ao fato
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de que as espécies de Cullicoides spp apresentarem ampla e variada distribuicao
geografica. A andlise filogenética do Seg-7 de VLA sera realizada com o objetivo de
contribuir com informagdes sobre a epidemiologia molecular dos isolados virais que
acometeram cervideos nativos de cativeiro, levando-os a 6bito com quadro de doenca
hemorragica.

Informagdes acerca das caracteristicas moleculares dos virus que circulam e
infectam, cervideos na América latina e Caribe sdo escassas. At¢ 0 momento, ha apenas 27
sequéncias de Seg-7 completas do VLAidentificadas na América latina depositadas no
Genbank e organizadas no BTV-GLUE.

Dessa forma, em uma tentativa de melhor compreender a epidemiologia e a
composi¢ao dos virus que vém causando doenga no Reftigio de ITAIPU em espécies de
cervideos nativos ameagadas de extingdo (Mazama nana ¢ Blastocerus dichotomus),
comparamos o Seg-7 de de isolados de diferentes sorotipos doVLAque foram identificados

no Refugio de ITAIPU com isolados disponiveis em plataformas publicas de dados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Virus Orbivirus caerulinguae

2.1.1 Classificacdo taxonémica

O virus Orbivirus caerulinguae e o Orbivirus ruminantium, conhecidos
respectivamente como virus da Lingua Azul (VLA) e virus da doenca epizodtica
hemorragica (VDEH) sdo membros da Ordem Reovirales, Familia Sedoreoviridae e género

Orbivirus, (WALKER et a; 2022; ICTV, 2024) (Figuras 1 e 2).

EC 55, Jena, Germany, August 2023;

2 023 Email ratification April 2024 (MSL #39);
release v3, June 19, 2024

Renamed
Realm: Riboviria
Kingdom: Orthornavirae
Phylum: Duplormnaviricota
Class: Resentoviricetes
Order: Reovirales
Family: Sedoreoviridoe

Genus: Orbivirus

Species: Orbivirus caerulingua

Proposal: [[] 2023.033M.Sedoreoviridae_sprenam
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Figura 1. Classificacio atual do antigo Virus da Lingua Azul (ICTYV, 2024).
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Kingdom: Orthoravirae
Phylum: Duplornaviricota
Class: Resentoviricetes
Order: Reovirales
Family: Sedoreoviridae

Genus: Orbivirus
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Figura 2. Classificaciio atual do antigo Virus da Doenca Epizodtica Hemorragica (ICTYV, 2024).

2.1.2 Estrutura Viral
Os virus do género Orbivirus apresentam conformagao icosaédrica constituida por

trés camadas de proteinas (Holmes et al., 1998). Esses virus nao possuem envelope viral
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e apresentam material genético caracterizado por dez segmentos de RNA fita dupla
(dsRNA) podendo apresentar ao total um genoma com cerca de 19200 pares de base
(Forzan et al., 2004; Mertens et al., 1984; Genus: Orbivirus | ICTV, 2024). O material
genético do VLA ¢ constituido por dez segmentos de dsRNA (Mertens et al., 1984),
responsaveis pela codificagdo de sete proteinas estruturais (VP1-VP7) e cinco nao-
estruturais (NS1-NS5), ilustrados em Figura 3, (Mertens et al., 2009; Rodriguez-Martin et
al., 2021).

Structural Non-structural
Proteins Proteins
VP NS

Segment 4
Segment 5 NS1
VP5  Segment 6

Segment8  NS2

NS4 @
VP6
> NS57?
Ea— e
NS3a

Figura 3. Desenho esquematico das proteinas virais do Orbivirus caerulinguae. (Rodriguez-Martin et

al., 2021)

A camada mais externa da particula viral é composta pelas proteinas VP2 e VPS5,
que sdo codificadas pelos segmentos 2 e 6, respectivamente. Essas proteinas apresentam
maior variabilidade, principalmente por estarem estruturalmente mais externas, e
diretamente envolvidas nas etapas iniciais da adsor¢ao viral e por isso sofrerem grande
pressdo do sistema imunoldgico (Maan et al., 2009). Dessa forma, pressdes evolutivas

continuamente atuam levando a adaptacdes para a sobrevivéncia e longevidade dos virus
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(Mertens et al., 2009). Estas proteinas sao também responsaveis pela inducao da producao
de anticorpos neutralizantes e assim direcionam a classificacdo em sorotipos virais (Maan
et al., 2009; Mertens et al., 1989; Mertens et al., 2009).

A proteina VP2 ¢ a proteina responsavel pela entrada do virus na célula hospedeira
e pela atividade de neutralizacdo viral, sendo o principal antigeno responsavel pela
especificidade de sorotipo (Rassan & Roy, 1999). A protecdo imunologica entre os
diferentes sorotipos ¢ limitada, como ilustrado no diagrama da figura 4, o que permite a
classificagdo em sorogrupos, ou seja, sorotipos que apresentam alguma reagdo cruzada
entre eles.

Com menor variabilidade, localizados mais internamente ao nucleocapsideo, cinco
proteinas estruturais (VP1, VP3, VP4, VP6 ¢ VP7) ¢ no subnucleo estdo presentes as
proteinas VP1, VP4 e VP6 - Figura 3 (Mertens et al., 2009).

Figura 4. O Diagrama ilustra a protecio cruzada in vitro dos sorotipos virais do Virus da Lingua Azul,

representados por nimeros. As linhas tracejadas indicam baixa protecao cruzada, enquanto as linhas
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inteiricas representam moderada protecio cruzada e as linhas em negrito indicam alta protecio

cruzada (Rijn, 2019).

Atualmente ja foram relatados 36 possiveis sorotipos virais de VLA, sendo 29
sorotipos reconhecidos pela OIE e 7 ainda em vias de reconhecimento pelos orgdos
oficiais(OIE, 2016; Ries et al., 2021). Dificuldades na classificagdo em sorotipos de
isolados que sdo distintos aos 29 sorotipos reconhecidos pela Organizacdo Mundial de
Satde Animal - OIE, tem feito com que haja um crescimento constante do niimero de
sorotipos relatados (Ries et al., 2020).

Esse aparecimento constante de novos sorotipos ocorre em virtude do fato de que
quando diferentes virus infectam uma mesma célula, podem ocorrer rearranjos genéticos
em virtude da natureza do RNA segmentado. Dessa forma, a longo prazo pode haver a
emergéncia de sorotipos novos, que associado aos eventos de mutacdo, colaboram para a
diversidade genética de ambos os virus (Pritchard et al., 2004).

Embora a classificagdo em sorogrupos de VLA seja conhecida ha muito tempo, a
literatura ndo apresenta essa classificacdo para os sorotipos emergentes. Dessa forma,
apenas sdo conhecidas as reatividades cruzadas entre os sorotipos 1 a 24 (Ries, et al, 2021).

A proteina VP1, codificada pelo Seg 1, ¢ uma das proteinas estruturais mais
conservadas do VLA. A VP1 ¢ responsavel pela funcdo enzimatica de RNA polimerase e
esta localizada dentro de um complexo central subviral, responsavel pela transcri¢ao do
genoma viral. A atuagdo da VP1 polimerase permite a sintese de mRNA quando ¢ acionada
e a liberagdo do mesmo ocorre por meio de poros na camada de VP3 deixando a particula
do nucleo através do centro espaco nos anéis pentaméricos dos trimeros VP7 (Noad & Roy,
2009).

A VP3 forma o capsideo viral interno ou subntcleo. E codificada pelo Seg-3 e sua
montagem pode ditar a organizag¢do dos outros componentes estruturais da particula que
estdo ligados ou interagem com ele, tanto interna quanto externamente (Noad & Roy,
2009). Existem semelhangas notaveis com o invélucro do capsideo mais interno e proteina
interna do capsideo de muitos outros virus dsSRNA (Bamford et al., 2005; Mertens, 2004b).
A arquitetura do subnucleo VLA e até mesmo a forma geral da proteina VP3, sugere que
esses virus dsRNA evoluiram de um ancestral comum que originalmente desenvolveu um
mecanismo simples e fino para a montagem de uma camada interna do capsideo, que agora

representa um passo importante na via de montagem do virion.
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A VP4, codificada pelo Seg-4, atua como enzima que estabiliza mRNAs
eucaridticos por meio da estrutura 50 ‘Cap’ antes de serem liberados no citoplasma da
célula hospedeira. Estd envolvida na ligacdo aos ribossomos, promovendo a tradugdo
eficiente (revisado por Scheper & Proud, 2002).

A VP6 ¢ codificada pelo Seg-9 do genoma e tem como funcgao ser a proteina central
secundaria (o nucleo associado a helicase do virus). E uma proteina bastante conservada
nos sorogrupos do VLA (Maan et al.,2008). Por isso se tornou alvo para o desenvolvimento
de ensaio de RT-PCR em tempo real pan-VLA, uma vez que fornece um alvo duplo para a
detecc¢do e identificacdo de VLA em combinacdo com os ensaios para o Seg 1 (Shaw et al.,
2007). Tal abordagem ajudou a contornar problemas potenciais que poderiam ser causados
por mutagdo no genoma do virus ou anelamento de primers (Maan et al, 2015).

Embora a VP7 esteja localizada mais internamente na estrutura viral, ¢ a proteina
mais imunodominante ¢ a terceira mais varidvel (Mann et al., 2009). E usada
principalmente para testes diagnosticos sorologicos, como a imunodifusdo em Gel de
Agarose - IDGA. A vantagem do uso da VP7 nesses testes esta correlacionada ao fato de
ndo apresentar reacao cruzada com membros de outras espécies de orbivirus, embora exista
certa reatividade cruzada entre as estirpes de VLA (independentemente do sorotipo ou
topotipo).

O Seg-7, que codifica a VP7, também permite a classificacdo por georreferéncia,
uma vez que estirpes virais que sdo originarias da por¢ao ocidental do globo terrestre
tendem a se agrupar em andlises filogenéticas proximas a outras amostras oriundas da
mesma regido, bem como o contrdrio também ¢ verdadeiro para espécimes da porcao
oriental que se agrupam entre si (Maan et al., 2009).

A proteina NS1, codificada pelo Seg-5, tem como fun¢do a regulagdo da sintese de
proteinas virais a partir da formacio de tubulos durante a infecgdo. E altamente conservada
entre os sorotipos virais e por isso ¢ alvo no desenvolvimento de estratégias terapéuticas
de intervencao antiviral mesmo que nao possua atividade neutralizante. Ainda, € sintetizada
em grandes quantidades (Huismans e Els, 1979).

A proteina NS2, ¢ uma proteina ndo estrutural fosforilada, que quando expressa
isoladamente, possui a capacidade intrinseca de formar corpos de inclusdo sem membrana
(Roy et al., 2003). Diversos estudos relataram que a NS2 ¢ responsavel por interagir e
recrutar cada uma das proteinas recém-sintetizadas do VLA, como VP1, VP3, VP4 e VP6.
Além disso, ela também ¢ responsavel pelo recrutamento de transcritos sSRNA virais

(Thomas & Roy, 1990).
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A proteina NS3 ¢ codificada pelo Seg 10 do genoma viral e expressa como duas
isoformas distintas, NS3 e NS3A (Roy et al., 1990). Sao glicoproteinas ¢ desempenham
um papel fundamental na liberacao viral. Esse processo pode ocorrer através de duas vias:
a atividade viroporina (Han & Harty, 2004) ou por brotamento viral. No brotamento viral,
ocorrem interagdes entre NS3 e as proteinas VP2/VPS5 presentes no capsideo externo
(Bhattacharya & Roy, 2008), bem como interagdes com proteinas celulares que fazem parte
da via endossomal de classificagdo essencial para o transporte viral. E um fator de
viruléncia e determinante da patogénese. A importancia dessas fungdes foi confirmada por
outros estudos in vivo usando amostras do VLA com mutagdes especificas em NS3/NS3A
(Janowicz et al., 2015; Feenstra et al., 2014; Ftaich et al., 2015). Essas pesquisas adicionais
destacam a relevancia da proteina NS3 na patogenicidade do VLA e sua contribuicdo para
a disseminagao viral e viruléncia em hospedeiros.

Essa proteina, também foi associada como um antagonista da resposta de interferon
(Rojas et al., 2021). Fungdo compartilhada com a proteina ndo estrutural NS4, que ¢
codificada por uma ORF alternativa no Seg-9.

O Seg-10 também possui uma ORF alternativa identificada que pode estar
relacionada a codificagdo de uma proteina nao estrutural adicional NS5 (Stewart et al.,
2015), entretanto, sua contribui¢do na infecc¢ao viral ainda seja desconhecida.

A classificagdo em topotipos de VLA pode representar as descontinuidades
evolutivas desde a antiguidade em relagdo as separagdes geograficas, que quando ocorrem
por um longo periodo, podem resultar em virus com acimulo de mudangas neutras nas
sequéncias de nucleotideos. Em contrapartida, todo o espectro de diversidade genética em
genes individuais de VLA ja existe nas cepas de virus que ocorrem na regido endémica da
Africa. Cada introdug¢io em uma nova area contou com um evento fundador seguido de
uma expansao viral com o acimulo lento e neutro de substitui¢cdes, o que € consistente com
o minimo da variagdo relatada até o momento entre o Seg-10 de cepas de campo de VLA
isoladas durante a epidemia entre os anos 1990 e 2000 na Bacia do Mediterraneo
(Nikolakaki e outros, 2005; Breard e outros, 2007). Por isso, mecanismos como deriva
genética e efeitos fundadores (Bonneau et al., 2001), em combinacdo com selec¢do, sdo
provavelmente os fatores mais importantes para determinar a evolugdo molecular da
proteina NS3 de cepas de campo de VLA dentro de cada ecossistema global
(BALASURIYA et al., 2008)

As fungdes dessas proteinas estdo resumidas no quadro 1 a seguir.
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Quadro 1. Resumo das func¢oes das proteinas virais do Virus da Lingua Azul

Segmento Proteina Localizacao Funcio
codificada

Seg-1 VP1 Nucleo interno RNA Polimerase

Seg-2 VP2 Capsideo Externo | Adsor¢do; Determinagao do Sorotipo

Seg-3 VP3 Subnticleo Sustentagdo da VP7

Seg-4 VP4 Nucleo Interno Func¢do enzimatica de
guanililtransferase e metiltransferase

Seg-5 NS1 Nao-estrutural Formacgao dos tibulos

Seg-6 VP35 Capsideo Externo Penetracgao viral

Seg-7 VP7 Subntcleo Determinacao dos sorogrupos;
Correlagdo com origem geografica e

multiplicagdo do vetor;
Seg-8 NS2 Nao-estrutural | Formagao dos corpusculos de inclusao
e ligacdo de RNA de fita simples;
Seg-9 VP6 Nucleo interno Ligacao a ssRNA, dsRNA, helicase e

NS4

ATPse

Antagonista na resposta de interferon
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Seg-10 NS3 Nao-estrutural Auxilio no egresso das particulas
viricas
Antagonista na resposta de interferon
NS5 Importancia ainda desconhecida

Adaptado Alfieri, 2017, Ross- Smith et al, 2009 e Rojas et al., 2021.

2.1.3 Replicagao viral

O VLA ¢ o prototipo de estudo do género dos Orbivirus. Dessa forma, acredita-se
que esse género apresenta a proteina VP2 como contato inicial a célula do hospedeiro
mamifero, ja que ¢ a proteina do capsideo mais externa e proeminente. A literatura sugere
que a multiplicagdo em células de inseto acontecem a partir da ligagdo da VP7, atuando de
forma semelhante ao que a VP2 performa para os mamiferos (MERTENS, 2009).

Logo, em mamiferos suscetiveis a infec¢ao por orbivirus, a VP2 faz a mediagdo da
ligacao do virus a célula. Entdo o virus ¢ internalizado em vesiculas revestidas por clatrina
por endocitose mediada por receptor. A posterior acidificacdo no interior dos endossomas
¢ crucial para a liberagdo do nucleo da particula viral no citoplasma da célula hospedeira
em que a VPS5 faz a mediagdo desse processo de permeabilizagdo da membrana (GOULD
& EATON,1990; WHITE & EATON ET AL., 1990).

Ap6s a liberacdo no citoplasma, as particulas centrais do VLA iniciam a transcri¢ao
do genoma viral e RNAs mensageiros virais recém-sintetizados (mRNAs) que sdo
limitados, mas ndo poliadenilados, sdo expulsos para o citoplasma (VERWOERD et al.,
1972). As duas principais proteinas do nucleo, VP3 e VP7, respondem pela morfologia
geral da particula, enquanto as trés proteinas menores, VP1, VP4 e VP6, sdo responsaveis
pela transcricdo de mRNA. A particula central marca um ponto final na desmontagem do
virus e, portanto, protege o genoma do dsRNA viral dos mecanismos celulares de vigilancia
antiviral.

A replicagdo do dsRNA viral ocorre em duas etapas distintas. Primeiro, como
apenas descritos, os RNAs de cadeia positiva (mMRNAs) sdo transcritos, usando a cadeia
negativa de segmentos de dsRNA como moldes e extrudados da particula central
(BANNERJEE & SHATKIN, 1970). Em segundo lugar, os RNAs de fita positiva servem

como modelos para a sintese de novos RNAs de cadeia negativa em um ponto ainda
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indefinido estagio durante a montagem de novas particulas do nucleo do virus. Nao se sabe
se todas as moléculas de dsSRNA de novo sdo sintetizadas simultdnea ou consecutivamente.

Como ilustrado na Figura 5, o ciclo do Virus da Lingua Azul (VLA) comega com a
ligacdo do virus a célula através da proteina VP2. O VLA ¢ entdo internalizado por
endocitose mediada por receptor, onde o pH acido ativa a proteina VPS5, liberando os
nucleos virais no citoplasma. Os ntcleos virais ativam sua transcriptase e as proteinas VPI,
VP4 e VP6 trabalham em conjunto para sintetizar o RNA mensageiro do virus. Os novos
nucleos sdo montados, primeiro pela interacdo de decameros de VP3 e, em seguida, pela
montagem ordenada de trimeros de VP7. A proteina NS2 desempenha um papel essencial
na montagem dos nucleos, reunindo proteinas e RNA para facilitar o processo. Os nucleos
recém-sintetizados sdo liberados das inclusdes virais, possivelmente pela desfosforilagao
da proteina NS2.As proteinas externas do capsideo, VP2 ¢ VP35, sdo adicionadas as
particulas virais recém-sintetizadas. Por fim, essas particulas virais maduras sao liberadas
das células hospedeiras pela atividade da proteina NS3, em conjunto com a interacdo com
Tsgl01 e calpactina p11. Esse ciclo complexo permite a replicacao e disseminacao eficiente

do VLA dentro do organismo hospedeiro, contribuindo para a propagagao da infecgao.
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Figura 5. Desenho esquematico da replicacfio intracelular do Virus da Lingua Azul (Noad & Roy,
2009).

2.2 Transmissao

Os Orbivirus sdo transmitidos principalmente por vetores bioldgicos do género
Culicoides sp (MACLACHLAN et al., 2010; WILSON et al., 2009). Adicionalmente, a
transmissdo do VLA pode ocorrer de duas formas: vertical, da mae para o feto, ou
horizontal, através do contato direto, o que pode acontecer para alguns poucos sorotipos
especificos. (BACKX et al., 2009; BATTEN et al., 2009; MENZIES et al., 2008; MAYO
et al., 2010).

Para diversos sorotipos do VLA, a transmissdo vertical (transplacentaria) foi
relatada, resultando em malformagdes congénitas graves (VAN DER SLUIJS et al., 2013).
Essa transmissao geralmente foi associada a cepas vacinais vivas, mas a cepa europeia do
VLA-8 demonstrou alta incidéncia de transmissao transplacentaria em situagdes naturais.
Embora a relevancia desse tipo de transmissdo para a epizootiologia seja considerada
limitada, especialmente em 4reas enzooOticas, ela pode ter um impacto econdmico

substancial devido a perda de prole. Vacinas inativadas t€ém se mostrado eficazes na
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prevencdo da transmissdo transplacentaria (BACKX et al., 2009). Os sorotipos mais
recentemente reconhecidos, como o BTV-25, o BTV-26 e o BTV-27, parecem ser
transmitidos exclusivamente por vias independentes de vectores e podem resultar em
infecgdo persistente em caprinos.

A distribuicao de espécies de culicoides que transmitem o VLA ¢ geograficamente
diversa, com diferentes espécies atuando como vetores em varias regides do mundo. Essas
espécies sdo cruciais na epidemiologia da doenca, pois o virus ¢ limitado a 4reas onde
espécies de vetores competentes estdo presentes.

Os fatores climdticos influenciam diretamente a distribuicdo das espécies de
Culicoides, afetando sua reproducdo, sobrevivéncia e capacidade de transmitir doengas. A
temperatura ¢ um dos principais fatores reguladores do ciclo de vida desses insetos,
modulando o desenvolvimento das diferentes fases da vida, impactando sua atividade e
competéncia vetorial (MELLOR et al., 2000). Temperaturas intermediarias, entre 25°C e
30°C, favorecem a populacdo adulta, enquanto temperaturas abaixo de 10°C inibem sua
atividade (MULLENS et al., 1995). Além disso, invernos mais quentes e noites com
temperaturas mais elevadas permitem a persisténcia do VLA (PURSE et al., 2005). Regides
com pelo menos oito meses de temperatura média acima de 12,5°C sdo especialmente
favoraveis para a presenga do vetor C. imicola, como observado na Peninsula Ibérica
(WITTMAN; MELLOR; BAYLIS, 2001).

A precipitacdo e a umidade também desempenham um papel fundamental na
distribui¢do das espécies de Culicoides. A disponibilidade e a permanéncia de habitats
umidos sdo essenciais para a reproducdo das larvas e pupas (MELLOR et al., 2000).
Chuvas influenciam a sazonalidade e a abundancia dos vetores, como demonstrado em
estudos na Africa do Sul e no Quénia (BAYLIS et al., 1997). O Indice de Vegetagdo por
Diferenga Normalizada (NDVI), que mede a umidade do solo e a produtividade vegetal,
tem sido associado a presenca de C. imicola, evidenciando que areas com solo umido, mas
nao alagado, sdo ideais para sua proliferacdo (RAWLINGS et al., 1998).

As mudangas climaticas recentes t€ém impactado significativamente a distribui¢ao
dos Culicoides. O aumento das temperaturas médias, juntamente com a redugdo da
ocorréncia de geadas, tem possibilitado a expansdo desses insetos para novas areas da
Europa. Isso, por sua vez, ampliou a transmissdao do VLA, afetando regides que antes nao
eram consideradas de risco (PURSE et al., 2005). Além disso, alteracdes nos padrdes de
precipitagdo tém tornado certas areas mais propensas a proliferagio dos vetores,

modificando sua distribuicao e sazonalidade (ROGERS; RANDOLPH, 2003).
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Outro fator relevante ¢ a dispersao pelo vento. Apesar de serem fracos voadores, 0s
Culicoides podem ser transportados pelo vento por centenas de quilémetros, facilitando
sua disseminagdo entre diferentes regioes e ilhas (SELLERS, 1992). Esse mecanismo de
dispersao explica, por exemplo, a chegada de insetos infectados a novas localidades sem a
necessidade de deslocamento de hospedeiros animais. Dessa forma, os fatores climaticos
combinados desempenham um papel crucial na dindmica populacional dos Culicoides e na
propagagao de doengas transmitidas por esses vetores (PURSE et al., 2005).

A distribuicao de espécies de Culicoides ¢ fortemente influenciada por fatores
climaticos, como temperatura, precipitagdo e umidade. Por exemplo, C. imicola prospera
em climas tropicais e subtropicais, enquanto o C. orientalis na regido do Himalaia ¢
influenciado pela altitude e precipitagao (Leta et al., 2019; Mukhopadhyay et al., 2017).

Na América do Norte o Culicoides sonorensis ¢ o vetor primario, enquanto na
América do Sul, Culicoides insignis ¢ responséavel pela transmissdo de diferentes sorotipos
de VLA (Tabachnick, 2004). Na Europa, Culicoides obsoletus e Culicoides scoticus sao
prevalentes no norte da Europa. Essas espécies sdo mais ativas de marco a novembro
(Ander et al., 2012). Além disso, Culicoides imicola expandiu seu alcance para o sul da
Europa, contribuindo para a disseminagdo do VLA (Mellor & Wittmann, 2002; Leta et al.,
2019).

Na Africa e Asia, o Culicoides imicola serve como um vetor significativo para VLA
e outras doengas (Leta et al., 2019). Na India, Culicoides orientalis ¢ Culicoides oxystoma
sdo suspeitos de serem vetores, com sua distribuicao influenciada por fatores climaticos e
altitudinais (Kar et al., 2023; Mukhopadhyay et al., 2017).

A regido da Australasia tem seus proprios sorotipos distintos de VLA, com espécies

de Culicoides adaptadas as condi¢des locais (Reddy et al., 2018).

2.3  Historico e Epidemiologia

As areas de ocorréncia do virus sdo compativeis com locais onde ha condi¢des
favoraveis a manutengdo do vetor, ou seja, regides tropicais e subtropicais (45-53N and
35S), o que também confere o carater sazonal a doenga (Maan et al, 2009).

O primeiro registro envolvendo o VLA data do final do século XVIII na Africa
(Spreull, 1905). Desde entdo, a doenca tem sido relatada em diversos continentes e paises,

incluindo América do Sul e do Norte, Australia, Europa e Asia, abrangendo também o
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subcontinente indiano (Saminathan et al., 2020). Atualmente, a VLA estd presente em

quase todos os continentes, exceto na Antartida (Gould e Pritchard, 1990).

Saminathan e colaboradores em 2020, revisaram sobre a ampla presenca do virus

em todo o mundo (Quadro 2).

Quadro 2 . Prevaléncia de varios sorotipos do virus da lingua azul (VLA) em todo o0 mundo relatados por

isolamento do virus e/ou presenca de anticorpos neutralizantes.

Distribuicdo geografica

Sorotipos prevalentes de VLA

Continente africano (Africa do Sul, Egito, Argélia, Libia,

Marrocos, Tunisia, ¢ Nigéria

1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 22, 24

Continente europeu (Franca, Holanda, Alemanha, Bélgica,

Espanha,Portugal, Suiga, Irlanda, Luxemburgo)

1,2,4,6,8,9, 10, 11, 14, 16, 25, 27

Continente norte-americano (EUA, México, Canada)

1,2,3,5,6,9,10, 11, 12,13, 14, 17, 18, 19, 22, 24

Continente sul-americano (Brasil, Guiana Francesa, Argentina,

Coldmbia, Suriname, Guiana e Equador)

1,2,3,4,6,8,9,10, 12,13, 14, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 24,
26

América Central (Guatemala) e regido do Caribe (Jamaica e

ilhas do Caribe)

1,3,4,6,8,10, 11,12, 13, 14, 17, 19, 22

Continente australiano

1,2,3,4,5,7,9, 12, 15, 16, 20, 21, 23, 24

Sul da Asia (India, Paquistdo, Sri Lanka, Bangladesh,
Afeganistdo)

1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20,21, 23, 24

Leste da Asia (China, Japao e Taiwan)

1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 20, 21, 23, 24,
28

Sudeste da Asia (Indonésia e Malasia)

1,2,3,5,6,7,9, 12, 15, 16, 20, 21, 23

Oeste da Asia (Turquia, Chipre, Siria, Libano, Israel, Jordania,

Oma, Kuwait, Arabia Saudita)

1,2,3,4,5,6,8, 10, 12, 15, 16, 24, 26, 28

Adaptado Saminathan et al., 2020

A complexidade da epidemiologia desta enfermidade pode ser influenciada por

fatores como a densidade e distribuicao da populag¢do do vetor Culicoides, a composi¢ao

das espécies hospedeiras, as condi¢des climaticas e as cepas do virus. Surtos LA ocorrem

em regiodes tropicais, subtropicais e temperadas, em regides que favorecem a reproducao

das espécies de vetores competentes. Durante um surto, sao registrados mais de um ou dois

sorotipos, o que reflete as mudangas dindmicas nos sorotipos do VLA e na imunidade de

rebanho (Saminathan et al.,. 2020).
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O VLA foi detectado em varios paises da América do Sul, incluindo Brasil,
Argentina, Colombia, Guiana, Suriname, Peru, Equador e Chile. Na América do Sul, o
primeiro registro da presenga de VLA ocorreu no Brasil, em 1978, a partir de estudos
soroldgicos (Silva, 1978). No Brasil, mortalidade significativa em ovelhas foi observada
durante surtos envolvendo os sorotipos 1, 4 e 17 (Lager, 2004; Guimaraes et al., 2017). Na
Argentina, o sorotipo 4 do VLA foi isolado de bovinos sem sinais clinicos (Legisa et al.,
2013). Outros sorotipos detectados por meio de sorologia incluem 4, 6, 14, 17, 19 e 20 no
Brasil, e 12, 14 e 17 na Colombia (Lager, 2004).

Desde entdo, j4 foi relatada a circulacdo de pelo menos 17 sorotipos: VLA-1, VLA-
2, VLA-3, VLA-4, VLA-8, VLA-9, VLA-10, VLA-12, VLA-14, VLA-16, VLA-17, VLA-
18, VLA-19, VLA-21, VLA-22, VLA-24 ¢ VLA-26 (Clavijo et al., 2002; Matos, 2016;
Gasparini et al.,2017; Baldini, 2018, Da Silva, 2018; Lobato et al., 2015).

Embora o virus apresente ampla distribuicdo no Brasil, como demosntrado pelos
estudos soroldgicos, ainda sdo escassas as informacdes sobre a distribuicdo dos sorotipos
pelo pais e principalmente em relagdo as sequéncias de seus segmentos de RNA. Até o
momento foram depositadas no banco de sequéncias mundial GenBank® apenas um
isolado com genoma completo do VLA oriundo do Brasil: VLA-17 (Matos et al, 2016),
muito provavelmente em fun¢do da escassez de estudos na area, bem como peculiaridades

das amostras brasileiras que dificultam sequenciamento e analise das sequéncias.

2.4  Principais espécies acometidas por VLA

2.4.1 Ruminantes silvestres: cervideos

A evolucao dos cervideos levou aproximadamente 30 milhdes de anos. Acredita-se
que os primeiros animais surgiram na Asia e que o aparecimento desses mamiferos no
Ocidente se iniciou pela América do Norte (Dong et al., 2004; Ludt et al., 2004; Gilbert al.,
2006). A teoria mais aceita € que esses animais entraram na América do Sul hé apenas 2,8
milhdes de anos, ap6s a formagdo do “Istmo do Panama” ou “istmo Centro-americano”,
que ¢ uma estreita por¢ao de terra que liga a América do Norte e a América do Sul (O’DEA,
A.etal. 2016; STEHLI; WEBB, 1985; WEBB, 2000).

Esses animais sdo classificados morfologicamente com base em seu tamanho e
chifres. Cervos da América Latina podem ser alocados em dois grupos morfologicos. No

primeiro grupo estdo as espécies com corpo pequeno ¢ machos com chifres pontiagudos
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ndo ramificados, que incluem os géneros Mazama e Pudu. Acredita-se que essas
caracteristicas estdo relacionadas a adaptacao ao seu ecossistema de florestas altas e
paisagens fechadas. O segundo grupo inclui espécies de corpo maior € machos com chifres
ramificados. Esses animais habitam em florestas abertas como areas de campos, pampas e
areas umidas. As espécies dos géneros Odocoileus, Hippocamelus, Ozotoceros e
Blastocerus pertencem a esse agrupamento (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO,
2008).

Os cervideos sao mamiferos representantes da ordem Artiodactyla e familia
Cervidae (ABREU et al, 2021). No Brasil existem quatro géneros de cervideos nativos:
Blastocerus sp.; Mazama sp., Odocoileus sp e Ozotoceros sp. No total, ha nove espécies
de cervideos na Lista de Mamiferos do Brasil reconhecida pela Sociedade Brasileira de
Mastozoologia - SBMz (ABREU et al., 2021). Trés dessas espécies sdo consideradas
vulneraveis a extingdo pelos 6rgdos competentes nacionais e/ou internacionais como a
Lista Oficial de espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Extingdo e a Lista vermelha -
“The TUCN Red List of Threatened Species” (BRAZIL, 2021; DUARTE et al., 2015;
DUARTE et al.,2016). Entre as espécies vulneraveis estdo:Blastocerus dichotomus
(DUARTE et al., 2016); Mazama nana (DUARTE et al., 2015) e Ozotoceros bezoarticus
bezoarticus (BRAZIL, 2021). Ainda, as espécies Blastocerus dichotomus e Mazama nana
integram o Plano de Acao Nacional para a Conservagdao de Ungulados — PAN Ungulados
(BRASIL, 2019).

O veado-de-mao-curta (Mazama nana) € considerado pequeno, uma vez que
raramente ultrapassa os 15 kg e 45 cm de altura (Rossi, 2000). Seu nome popular no Brasil
se originou apods a descrigdo das caracteristicas morfologicas que esse animal apresentava:
as patas traseiras mais escuras e curtas que as anteriores (Abril et al, 2010; Mikich e Bernils
2004; Duarte et al., 1996; Duarte et al., 1997). A definicao de sua area de ocorréncia ¢é
controversa. De modo geral, estariam distribuidos por diferentes estados brasileiros, bem

como nos paises latinos: Argentina, Bolivia e Paraguai (Figuras 6, 7 e 8; Quadro 3).

Quadro 3. Referéncias sobre a distribui¢ao geografica do veado Mazama nana.

Autores Area de ocorréncia do veado Mazama nana

Cabrera et al, 1960) Sudeste do Brasil, nordeste do

Argentina e leste do Paraguai.
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Grubb (1990) Bolivia

Vieira (1995) Mato Grosso, Sao Paulo e Rio Grande do
Sul

Duarte (1996) Norte do Estado do Parand até o centro do

Rio Grande do Sul e no Paraguai e
Argentina (areas fragmentadas e com muita

alteracdo antropica)

Redford e Eisenberg (1992) e Eisenberg e
Redford (1999)

Sudeste Paraguai, ao norte da provincia de
Misiones, na Argentina, ¢ nos estados
brasileiros de Minas Gerais (extremo sul),
Sao Paulo (exceto Serra do Mar), Mato
Grosso do Sul (sul e sudeste), Parand, Santa

Catarina e Rio Grande do Sul (norte).

T T

Figura 6. Distribuicio geografica do veado Mazama nana (Abril et al., 2010).
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Figura 7. Mapa mostrando a localiza¢ido das areas protegidas amostradas e regioes da Mata Atlantica
de acordo com a classificacdo da vegetacao (de Oliveira et al., 2019). Os nimeros correspondem as

localidades mostradas na Tabela 1.

Embora existam diferentes correntes de pensamento sobre a distribuicao dessa
espécie no Brasil, ha poucas evidéncias sobre sua existéncia ja que colec¢des cientificas sdo
escassas € se restringem sua distribui¢do ao sudoeste de Sdo Paulo (ao sul do Rio
Paranapanema), Parand, Santa Catarina e norte do Rio Grande do Sul (Rossi 2000).

Segundo estudos de De Oliveira e colaboradores em 2019, potencialmente, a
distribuicdo geografica atual desse veado neotropical esta associada aos paises sul-
americanos: Brasil, Paraguai e Argentina. Em virtude da raridade e caracteristicas
comportamentais evasivas desta espécie, métodos indiretos como coleta de fezes e
identificacao das espécies por PCR/RFLP associada a espacializagao da amostra foram
utilizados para tentar caracterizar a area de ocorréncia desses animais. Foi identificada a
presenca de fezes compativeis geneticamente com o Mazama nana no Brasil distribuidas
pelos estados do Parand, Santa Catarina, norte e centro do Rio Grande do Sul, extremo sul
de Sao Paulo ¢ Mato Grosso do Sul. No restante da américa do sul sua distribui¢cao

geografica esta no leste do Paraguai, e na provincia de Misiones, na Argentina.
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A espécie Mazama nana esta associada a diferentes vegetacoes tipos ao longo da
sua distribuicdo (Margarido e Braga 2004; Rossi 2000). No entanto, a sobreposi¢do do
localidades fornecidas por esses autores com o observa corresponde a Floresta Ombrofila
Mista (MOF - Mata com Araucdria) e aos ecotonos com as areas adjacentes formagdes
florestais: Floresta Estacional Semidecidual (FES), Floresta Ombroéfila Densa (FDO) e
Cerrado (CER). Certamente, a area de Floresta Ombrofila Mista (Mata de Araucéria) sofreu
uma reducdo significativa, estimada em cerca de 95% da area original, principalmente
devido a exploracdo madeireira (Araucaria sp.) e a expansao agricola (Monteiro, 2003).
Essa diminui¢do dréstica no habitat provavelmente levou a fragmentacdo da area de
distribuicao da espécie, resultando no surgimento de populacdes geograficamente isoladas.

No Brasil ha relatos da presenca de 9 espécies de cervos neotropicais. Entre elas,
10 espécimes pertencem ao género Mazama (Duarte et al., 2015). Sendo elas: Mazama
chunyi, Mazama rufina, Mazama americana, Mazama gouazoubira, Mazama nana,
Mazama pandora, Mazama bororo, Mazama temama, Mazama bricenii, Mazama
nemorivaga. Hé apenas o Blastocerus dichothomus representando o género. (Duarte et al,
2016).

Segundo o Plano de Acdo Nacional Brasileiro para a Conservagdo dos cervos sul-
americanos ameacados de extingdo, as principais ameagas a sua sobrevivéncia incluem a
caca excessiva, a conversdao de zonas umidas em dareas agricolas e a construgdo de
barragens. Além disso, doengas transmitidas pelo gado, como febre aftosa, brucelose e
babesiose, bem como ecto e endoparasitas, também sdo reconhecidas como fatores
importantes no declinio de suas populagdes (DUARTE; GONZALEZ, 2010; PIOVEZAN
et al.,, 2010; DUARTE; REIS, 2012).

Além da preocupacdo da extingdo de algumas espécies nativas e exclusivas
brasileira, que por si s6 ¢ um prejuizo ao pais, a revisdo de Bernes e colaboradores
publicada em 2018 revela que embora hajam lacunas de conhecimento, também hé vasta
literatura sobre os impactos da herbivoria de ungulados nas florestas. Sendo assim, a
existéncia de cervideos pode estar relacionada a regeneragao de arvores e na abundancia,
diversidade e composicdo da vegetacdo de alguns locais. A partir dessas metanalises, ¢
possivel afirmar que a riqueza de espécies de plantas vasculares (ervas) e briofitas foi maior
em locais em que havia niveis mais elevados de herbivoria.

Dessa forma, fica claro que doengas hemorragicas virais que possam contribuir para

diminui¢do da populagdo ou extingdo de espécies de veados brasileiros pode gerar, no
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futuro, problemas maiores ao reduzir sistematicamente a diversidade de fauna e flora no
Brasil.

Durante os surtos de doenca hemorragica ocorridos entre 2015 a 2022 no Refugio
Biologico Bela vista as espécies Blastocerus dichotomus e Mazama nana foram as
envolvidas (BALDINI et al, 2018). Assim, fica evidente que as doengas hemorragicas com
etiologia viral representam um risco para a manutengao dessas espécies em cativeiro, bem

como em vida livre.

2.4.2 Ruminantes Domésticos

As espécies de ruminantes domésticos associadas a relatos de VLA incluem ovinos,
bufalos, caprinos e bovinos (Brown et al., 1989; Castro et al., 1992; Cunha, 1990; Lopez
et al., 1985; Melo et al., 2000; Rosario et al., 1984; Tamayo et al., 1983; Viegas de Abreu,
1983).

O primeiro isolamento viral do VLA de um animal brasileiro ocorreu em 1980, nos
EUA em bovinos exportados que estavam em quarentena, sendo encontrado o sorotipo 4.
Em 2001, durante um surto no Parana, foi isolado o sorotipo 12 em ovelhas e cabras. Outros
surtos ocorreram em 2002, afetando cabras e ovelhas no Parana. Estudos subsequentes
identificaram diferentes sorotipos em diferentes estados brasileiros desde 2001, com
diversos estudos sorologicos indicando a disseminagdo da doenga entre varias espécies de
ruminantes (Cunha Filho et al., 2018).

Acredita-se que a evolugdo da LA no Brasil possa ter correspondéncia com a
histéria da pecudria brasileira, principalmente com enfoque na introducdo de bovinos e
ovinos no pais.

A introdugdo de bovinos de origem europeia no Brasil possivelmente ocorreu nas
primeiras décadas apds o descobrimento do Brasil. Estima-se que os primeiros bovinos
foram introduzidos na Capitania de S3o Vicente (Sao Paulo) em 1534 (Adas, 1983, p.240).
No sul do Brasil, a criagdo de bovinos foi desenvolvida inicialmente pelos padres jesuitas,
nas missoes proximas ao rio Uruguai. Com o tempo, a criagao se multiplicou, espalhando-
se por toda a regiao Sul, o que originou varias estancias (Teixeira & Hespanhol, 2014).

No principio do século XVII o rebanho brasileiro ja alcangava 1.500.000 cabecas
(Medeiros Neto, 1970). De acordo com Medeiros Neto (1970), no inicio do século XX
foram tomadas medidas oficiais para facilitar a importagdo de reprodutores visando a

melhoria do plantel, implantando parques frigorificos, estabelecendo o Servigo de
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Veterinaria do Ministério da Agricultura, no ano de 1910, e criando escolas de laticinios e
postos zootécnicos. Com a expansdo da criagdo de bovinos no Brasil, algumas regides
destacaram-se nessa atividade, tais como: o Rio Grande do Sul, o Tridngulo Mineiro ¢ a
ilha de Maraj6. No Rio Grande do Sul, foram introduzidas ragas europeias com a finalidade
de melhorar as espécies bovinas, como: Hereford, Devon, Polled Angus, Holandés,
Charolés, Santa Gertrudes e Shorthorn. No Triangulo Mineiro foi introduzido o gado
indiano (zebu), que se adaptou muito bem as condi¢des regionais e ai conseguiu-se uma
raca brasileira, a Indu-Brasil. Nessa area destacam-se como ragas mais criadas: Gir, Nelore,
Gureza e Indu Brasil. Na ilha de Marajo foi introduzido o gado bufalino, vindo da India,
que se adaptou muito bem as condigdes regionais, apresentando resisténcia as doengas,
além de grande rendimento (Adas, 1983, p. 241).

Apesar do crescimento consideravel da pecudria bovina brasileira desde o periodo
colonial, somente a partir da década de 1960 passou a ocorrer maior expansao da atividade
no pais. Nos anos 1960 foram introduzidas novas racas, como resultado da politica de
governo para esse setor, além de melhorias na criacdo. O Programa Nacional da Pecuaria
contribuiu para a expansao das areas de pecudria no Norte e Centro-Oeste, visando
regularizar o abastecimento de carne no pais e dispor de excedentes para exportacao
(Medeiros Neto, 1970).

Apesar disso, na década de 2000, novos programas de avaliacdo genética foram
desenvolvidos para auxiliar os pecuaristas na escolha e acasalamento de seus reprodutores,
com o objetivo de melhorar a qualidade do rebanho e conseguir maior retorno econdomico.
Assim, a pecudria continuou a ser a principal atividade econdmica do pais nessa década,
ocupando uma area de 172 milhdes de hectares, de acordo com os dados do Censo
Agropecuario do IBGE referente ao ano de 2006 (Teixeira & Hespanhol, 2014).

Em relacdo a origem das ragas de ovinos presentes no Brasil, a cronologia em
relacdo a introdugdo de novas ragas ¢ parecida com a de bovinos, ja que remonta aos
primeiros periodos da historia do Brasil. As racas domésticas de ovelhas sdo provavelmente
descendentes do mufldo selvagem (Ovis aries orientalis), originario da Asia. Inicialmente,
as ovelhas eram criadas para carne, leite e pele (Ensminger & Parker, 1986), mas foi apenas
por volta de 3.500 a.C. que o homem aprendeu a fiar 1a (Smith et al., 1997).

Com a expansio do pastoreio de ovelhas na Asia e Europa, a 14 se tornou uma das
fibras mais utilizadas para vestuario e um importante produto comercial. A Espanha
desenvolveu a raga Merino no século 12, famosa pela qualidade e manteve o monopdlio

sobre essa raca, o que contribuiu para a grande riqueza do pais e ajudou nas suas
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exploragdes no Novo Mundo. E provavel que as ovelhas, como fonte de alimento, tenham
sido trazidas da Africa (Angola ou Nigéria) ou de Cabo Verde, um ponto de transito no
comércio de escravos no Atlantico (Primo, 2000).

Embora ndo haja registros especificos de ovelhas sendo trazidas diretamente da
Europa para o Brasil (Rodero et al., 1992), ovelhas foram introduzidas no pais através do
Paraguai, por Nuflo de Chaves em 1549 e Felipe de Caceres em 1569, além da Argentina,
por Juan de Garay em 1580. As ovelhas estavam entre os animais registrados nas capitanias
por Pero de Magalhdes em 1576 (Gandavo, 1980) e foram enviadas para a Bahia em 1587
(Sousa, 1938). Embora haja algumas controvérsias, acredita-se que as ragas introduzidas
tenham sido a Churra, Churra Bordaleira, Merino ¢ Lacha (Mariante & Cavalcante, 2006).

Rapidamente, esses animais se adaptaram ao novo ambiente e comegaram a se
multiplicar. Seus descendentes se espalharam por diversas regides brasileiras, passando por
um intenso processo de sele¢cao natural ao longo dos séculos, o que levou ao surgimento de
caracteristicas especificas de adaptacao aos diferentes ambientes encontrados no pais
(Vilela, 2021).

A crescente demanda por produtos de origem animal levou a necessidade de
aumentar a produtividade dos animais de ragas naturalizadas. Dessa forma, no inicio do
século XX, comecaram as importacdes de ovinos de ragas exoticas, altamente produtivas,
porém adaptadas a climas temperados. Em diversas regides do Brasil, realizaram-se
cruzamentos indiscriminados com essas ragas exoéticas, com o objetivo de obter mestigos
mais adaptados e produtivos. Contudo, os mestigos mostraram-se menos produtivos que os
pais. Uma das principais consequéncias dessas importagdes e cruzamentos foi a diminuigao
do tamanho efetivo das populagdes das racas naturalizadas no pais, o que resultou em
muitas delas estando hoje em risco de extingdo (McManus et al., 2010).

Os animais de ragas exoticas, provenientes de paises de clima temperado, possuem
sua criagdo restrita a determinadas regides do Brasil, pois apresentam limitacdes
adaptativas e reprodutivas em algumas areas, especialmente no Nordeste. Existem mais de
27 racas ou ecotipos de ovinos no Brasil, mas apenas onze estdo em crescimento (Mariante
et al., 2003), com novas racas sendo importadas.

Embora quase todas as ragas exoéticas estejam registradas no Ministério da
Agricultura, varias racas naturalizadas brasileiras ndo possuem registro. A legislacdo que
regula o registro genealdgico de animais (Lei 4716/1965) usava a expressao "registro
genealdgico de animais domésticos", o que gerava interpretacdes diversas. Em 2008, a

Comissao de Agricultura, Produgdo Animal, Abastecimento e Desenvolvimento Rural da
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Camara dos Deputados aprovou uma alteragao na proposta de Lei 7210/2006, que passou
a se referir ao "registro genealdgico de animais de interesse agropecuario”, o que deve
facilitar o registro de ragas menores, ecotipos e populagdes (Godoy, 2015).

A evolugdo do sistema aduaneiro no Brasil sofreu diversas modificagdes ao longo
do tempo. Durante o periodo de Capitanias Hereditarias, instaurado pelos portugueses no
Brasil na década de 1530, os nobres e militares que possuiam concessdao das capitanias
detinham ampla autonomia administrativa. A centralizagdo da administracdo aduaneira
ocorreu em 1549 com a criagdo da Provedoria Mor da Fazenda Real, cujos Provedores,
além de Juizes de Alfandega, também assumiam fung¢des militares (Godoy, 2015).

No século X VI, o sistema aduaneiro passou por algumas mudangas, como a criagdo
da alfandega do Rio de Janeiro em 1566 ¢ a regulamentacao do sistema com o Foral da
Alfandega de Lisboa em 1587, que permaneceu em vigor até 1832. Em 1591, os portos
brasileiros foram fechados para embarcagdes estrangeiras, € as aduanas se expandiram ao
longo do século XVII, acompanhando o crescimento do comércio (Carrera, 1889).

No século XVIII, com o ciclo do ouro, o sistema aduaneiro passou por
modificagdes, incluindo a liberalizagao parcial do comércio, mas mantendo o monopo6lio
metropolitano. No século XIX, a chegada da Familia Real ao Brasil resultou na abertura
dos portos ao comércio internacional, o que aumentou o movimento nas alfaindegas, com a
adog¢do de medidas protecionistas, como a tarifa preferencial para mercadorias inglesas até
1826.

No século XX, a politica aduaneira sofreu mais transformacdes, incluindo a criag@o
da Secretaria da Receita Federal (1968), a modernizagao das leis aduaneiras. Entretanto, o
Servigo de Defesa Sanitdria Animal Brasileiro s6 € regulamentado a partir de 1934, com a
promulgacao do Decreto 24.548, em 03 de julho de 1934. Entretanto, o VLA s6 passou a
integrar a lista de doencas de notificagdo obrigatéria em 2013, com a efetivacdo da
Instru¢ao Normativa n°® 50, de 24 de setembro de 2013 do Ministério de Estado da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), embora o primeiro relato sorologico de
VLA no Brasil data de 1978 (Silva, 1978).

Dessa forma, fica claro que ha uma ampla variedade de possibilidades de introdugao
do VLA no Brasil com a importa¢do de animais vivos virémicos ha décadas e até séculos
atras. Considerando o favorecimento climatico para a reproducao dos culicoides no pais,
uma vez introduzido o virus, a sua manuteng¢ao ¢ dissemina¢ao nos rebanhos de ruminantes

ndo apresentou obstaculos.
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Embora ainda haja muito trabalho a ser feito, a conscientizagdo sobre a lacuna de
conhecimento sobre VLA no Brasil e efetividade das legislagdes atuais no controle e
preven¢ao da doenga tém crescido. Ainda, medidas estdo sendo adotadas para melhorar o
entendimento da situagdo epidemiologica da infecgdo por VLA na América do Sul (Lager,
2004). Entretanto, ¢ importante ter em mente que a introducao de animais positivos em
areas livres de infec¢do, bem como o aparecimento de sorotipos exoOticos deve ser
monitorada para avaliar se podem servir como fonte de infec¢do para os animais nativos e
por quanto tempo permanecem soropositivos, podendo impactar a vida selvagem e a

agropecuaria brasileiras.

2.5  Aspectos clinicos

O VLA esta relacionado ao acometimento do sistema circulatorio, resultando em
distirbios hemorragicos (Maclachlan & Gard, 2009). Esse virus infecta células endoteliais
dos vasos sanguineos, levando a morte celular e consequentes distirbios circulatorios e
hemostaticos nos animais infectados (Belbis et al., 2017).

ApoOs a inoculagdo pelos vetores bioldgicos, os virus inicialmente infectam
leucocitos agranuldcitos (como linfocitos, monocitos € macrofagos) no local da entrada e
células dendriticas nos linfonodos regionais. Em seguida, as particulas virais se
disseminam pelo organismo, atingindo 6rgaos linfoides secundérios, como baco e outros
linfonodos, além de 6rgaos altamente vascularizados, como pulmdes. A disseminagdo pode
ocorrer também por meio das hemacias e plaquetas, afetando diversos sistemas organicos
e resultando em sindromes sistémicas (Belbis, 2017; Roy, 2017).

A infec¢do pode resultar em morte celular por apoptose ou necrose, e as células
infectadas podem produzir mediadores inflamatorios que causam vasodilatagdo, agregacao
plaquetaria e sindrome hemorréagica, tromboses e edema. A exposi¢do do colageno
subendotelial estimula a coagulagdo intravascular disseminada (CID) e formacdo de
trombos (Maclachlan & Gard, 2009).

A sintomatologia varia de acordo com a espécie animal, caracteristicas do
hospedeiro e sorotipo viral envolvido. Os animais infectados podem apresentar desde uma
infeccdo assintomatica at¢ uma doencga fatal. Ovinos sdo mais suscetiveis e tendem a
apresentar doenga clinica mais agressiva, enquanto a doenca em bovinos ¢ menos comum,
mas eles sdo importantes reservatorios para os vetores biologicos (MacLachlan et al.,

2015).
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Entre os sinais clinicos mais comuns incluem prostragao, letargia, febre, problemas
respiratorios, hemorragias, ceratoconjuntivite, estomatite, ulceragdes e necrose, entre
outros (OIE, 2016). Nos cervideos, a infec¢ao pode levar a quadros hemorragicos graves e
fulminantes que podem resultar em choque hipovolémico e morte (Lobato et al., 2015;
Bianchi et al., 2017; OIE, 2016).

Os bovinos geralmente ndo apresentam sinais clinicos evidentes, embora haja
relatos de surtos causados por sorotipos atipicos, como o sorotipo VLA-8 no norte da
Europa (Elbers et al., 2008). Esses animais também podem desenvolver uma reagdo de
hipersensibilidade mediada por IgE e tém um papel importante na transmissao do virus,
funcionando como reservatdrios (Schwartz-Cornil et al., 2008). Ovinos e alguns
ruminantes silvestres, por outro lado, podem apresentar uma gama de manifestagdes
clinicas, que variam desde infecgdes subclinicas ou doencas leves até quadros agudos ou
fatais. A viremia ¢ geralmente detectavel entre 3 a 5 dias apds a infec¢do em ovinos. Os
sinais clinicos incluem febre, taquipneia e letargia. As alteragdes patologicas sdo
caracterizadas por edema generalizado, hemorragias, especialmente nos linfonodos,
pulmdes, coragdo e musculos esqueléticos, além de necrose nas superficies mucosas dos
sistemas oro-nasal e alimentar. Os pulmdes, 6rgdos mais afetados nos ruminantes, sdo
particularmente vulneraveis a disturbios de permeabilidade vascular causados pelo VLA.
As lesdes microscopicas incluem hipertrofia endotelial, estase vascular e trombose com
infarto tecidual. Animais que sobrevivem a infec¢do aguda podem desenvolver dermatite
cronica, além de lesdes vesiculares e erosivas nas superficies interdigital e mucosa. A
panleucopenia atinge seu pico entre o sétimo e o oitavo dia apos a infecc¢do, afetando todos

os linfocitos, com énfase nas células T CDS.

2.6  Diagnostico

O diagnostico dessas arboviroses pode ser feito clinicamente, mas requer
confirmacdo por meio de técnicas laboratoriais, pois alguns quadros clinicos sao
inespecificos (Kawanami, 2018). O diagndstico laboratorial € especialmente importante
para identificar animais assintomaticos ou com infecgdes subclinicas (Wilson et al., 2015).
As principais abordagens de diagndstico preconizadas pela OIE (2018) sdo classificadas
em métodos diretos e indiretos. Entre os métodos diretos sdo preconizados o isolamento
viral em hospedeiros susceptiveis, ovos embrionados ou culturas celulares; testes

moleculares, incluindo a reagdo em cadeia da polimerase convencional ou em tempo real.
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Estes métodos utilizam primers especificos para o gene do segmento 10 e 9, que codificam
proteinas conservadas desses virus (Orru et al., 2006; Mann et al., 2016 a,b). Entre os
métodos indiretos estdo a pesquisa de anticorpos contra proteinas virais estruturais € nao
estruturais por meio de técnicas de diagnostico de grupo especifico, incluindo
imunodifusao em gel de agar (IDGA), ensaios imunoenzimaticos (ELISA), bem como
reagoes de imunofluorescéncia. Ainda, s3o também realizados os testes de
soroneutralizac¢do, ensaios de reducgdo e inibigdo em placas ou inibicdo de fluorescéncia
para o diagnostico de sorotipos especificos.

Para o diagndstico diferencial entre VLA e outras doencas hemorragicas em
cervideos, ¢ recomendado pela OIE (2016) a investigacdo de a Doenga Epizoodtica
Hemorragica (DEH) e adenovirus, principalmente. Para bovinos e ovinos destacamos
ectima contagioso, febre aftosa, estomatite vesicular, febre catarral maligna, diarreia viral
bovina, rinotraqueite viral bovina, infeccdo por parainfluenza do tipo 3, variola ovina,

fotossensibilizagdo, pneumonia, poliartrites e abscessos, além da fotossensibilizacao.

2.7  Tratamento, prevencao e controle

A doenga hemorragica causada pelo virus VLA ndo possui tratamentos especificos
(OIE, 2016). Nos casos clinicos, 0 manejo ¢ restrito a cuidados de suporte, como o uso de
anti-inflamatorios ndo esteroidais, fluidoterapia para reposicdo do volume plasmatico
comprometido por episodios hemorragicos, e antibioticoterapia para o controle de
infec¢des bacterianas secundarias (Bianchi et al., 2017).

Como nao ha tratamentos especificos, as medidas de controle e profilaxia tornam-
se essenciais para prevenir a infec¢do, reduzir a manifestagdo clinica da doenca e minimizar
a transmissdo pelos vetores. Entre os métodos tradicionais de controle recomendados pela
literatura estdo a restrigdo de movimentagdo de animais virémicos. Contudo, essas
abordagens se mostram frequentemente invidveis em 4reas endémicas, devido a
persisténcia dos vetores bioldgicos e do virus, que pode ser associado a infecgdes
assintomaticas na populagdo animal, além do grande niimero de animais afetados (OIE,
2018).

Em regides endémicas, a OIE (2018) sugere estratégias mais adequadas para o
controle, como o monitoramento da presen¢a do virus por meio de animais sentinelas, a
vigilancia ativa e o rastreamento de animais potencialmente infectados, e a implementagao

de quarentena nos sistemas produtivos. Além disso, ¢ recomendada a restrigdo de
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movimentagdo de animais durante o periodo de atividade dos insetos vetores, o controle
dos vetores bioldgicos e a vacinagdo dos animais suscetiveis, que ¢ a medida mais eficaz
para o controle da doenga.

As estratégias de vacinagdo podem variar conforme as politicas publicas e a
distribuicao geografica dos sorotipos do virus VLA, o que ocorre de forma diferente em
cada pais (Bhanuprakash, 2009). No Brasil, ndo existem vacinas comerciais disponiveis, €
o uso de vacinas importadas ¢ proibido (Lobao et al., 2014). Nesse cendrio, a utilizagdo de
vacinas autdégenas pode ser a unica alternativa viavel para a imunizagdo de hospedeiros
suscetiveis no pais. Em relacdo aos tipos de vacinas, as de primeira geracdo, que utilizam
antigenos completos atenuados ou inativados, j& estdo licenciadas em diversos paises
(McVey e MacLachlan, 2015). Por outro lado, as vacinas de segunda e terceira geragao,
que envolvem antigenos recombinantes, vacinas vetorizadas e proteinas quiméricas, ainda

estdo em fase de pesquisa cientifica (Bhanuprakash, 2009; Rijn, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS:

Sequenciar o genoma do Seg-7 de VLA isolados de cervideos Mazama nana que
vieram a 0bito com doenca hemorragica e analisar a sequéncia do Seg 7 comparando com
dados disponiveis em bancos internacionais a fim de melhor compreender a biologia e

epidemiologia da circulacdo desse virus no Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Cultivar amostras isoladas de VLA de cervideos Mazama nana em células BHK-
21 (clone 13);

- Realizar o sequenciamento completo do Seg-7do Orbivirus caerulinguae (VLA)
de diferentes sorotipos que acometeram cervideos Mazama nana com casos clinicos
agudos;

- Alinhar as sequéncias do Seg-7 dos isolados de VLA e compara-las com
sequéncias disponiveis nos bancos de dados internacionais (GenBank);

- Analisar as sequéncias considerando espécie animal afetada e origem geografica;

- Depositar sequéncias completas do Seg-7 no Genbank, contribuindo com o banco
de dados internacional, possibilitando o acesso para estudos moleculares e avangos na

epidemiologia e controle da doenca hemorréagica causada pelo Orbivirus caerulinguae.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Fluxograma de trabalho

. B RT-PCR Seg-7
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completo completas do Seg-7

Figura 9. Fluxograma de trabalho (Elaborado neste trabalho no aplicativo Canva, 2024).
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4.2  Aspectos éticos
Este estudo foi aprovado pelo Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético, de
acordo com o nimero de registro AECO0E7, numero de autorizagdo do estudo no SISBIO ¢

76693-1 e Protocolo CEUA/UFMG 231/2021.

4.3 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS:

O crescimento viral e demais técnicas laboratoriais foram realizadas no Laboratdrio de
Pesquisa de Virologia Animal (LPVA) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
EV-UFMG. O sequenciamento genético foi realizado pela empresa Myleus biotecnologia. As
analises filogenéticas do Seg-7 foram realizadas em pela Equipe do LPVA e pelo Prof® Dr. Jodo

Cunha na Escola de Veterinaria - UFMG.

4.4 Amostras virais:

4.4.1 Origem das amostras virais:

Os virus utilizados eram oriundos do banco de amostras do Laboratorio de Pesquisa em
Virologia Animal e foram isolados em c¢lula de inseto a partir de amostras bioldgicas de
cervideos que vieram a obito no Brasil com sintomatologia clinica compativel com doenca
hemorragica nos anos de e 2015 e 2017. Dos tecidos desses animais foram isolados e
caracterizados orbivirus como previamente descrito por Baldini e colaboradores em 2018.
Todas as amostras bioldgicas foram oriundas de cervideos do Reftigio Bela Vista pertencente
a Usina Hidrelétrica ITAIPU Binacional e que vieram a 6bito com doenga hemorragica.

A detecgdo de VLA ocorreu via qRTPCR visando o gene do Seg 10 que codifica a
proteina ndo estrutural NS3(Batten et al., 2015) com caracteriza¢do dos sorotipos via RT-qPCR
(Maan et al., 2016). Em ambos os testes, utilizando “SuperScript™ III one-step RT-qPCR
system” (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA). Também foi realizado RT-PCR
utilizando “primers”’ com alvo especifico para o Seg-2 como descrito por Maan et al. (2012) e
os sorotipos de VLA foram confirmados por pelo sequenciamento parcial do Seg-2 pelo método

Sanger (Baldini et al., 2018).
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Para o estudo do Seg-7 de VLA, utilizamos todos os isolados disponiveis no banco, que

nao apresentavam co-infec¢ao com o VDEH.

Tabela 1. Isolados de VLA selecionados para o sequenciamento Sanger

IDENTIFI

£

VIRUS CACAO NO ESPECIE
VLA-3 CASIB 2433 < Mazama
015 nana
VLA-14 CASIB 2583 < iipins
015 nana
VLA-18 CASIB 2534 ‘ Mazama
015 nana
VLA-19 Z00 0535 ‘ Mazama
016 nana
VLA-22 Z00 0469 ‘ Mazama
016 nana
700 2 Mazama
WA 0547/NEC 2632 017 nana
VLA - sorotipo nao 2 Mazama
identificado (VLA-Y) 2000436 ¢ nana

(Banco de dados do Laboratdrio de Pesquisa em Virologia Animal, 2024)

4.5  Preparo das amostras

4.5.1 Cultivo celular para realizacao dos testes laboratoriais:

Para multiplicacdo viral foram utilizados isolados virais em células de inseto, que foram

submetidas a isolamento em Células BHK-21, de linhagem continua de epitélio de rim de

hamster (Mesocricetus auratus), obtidas da “American Type Culture Collection” (ATCC),

catdlogo numero CCL-10 (Maryland, Estados Unidos). As células foram semeadas em meio

Glasgow's Modified Eagle Medium (G-MEM) suplementado 5% de soro fetal bovino (SFB),

gentamicina (50 pg/ml) e penicilina potéssica (200 U/ml), sob incubagdo a 37° C, em atmosfera

de 5% de CO2.
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4.5.2 Extracio Viral

As suspensoes celulares de BHK-21 infectadas foram submetidas a extracao do material
genético (dsRNA) utilizando Trizol Reagent® (Invitrogen, Paisley, UK) como descrito por
Attouti et al., 2000.

Monocamadas celulares de BHK-21 em garrafas de 175 cm2 foram infectadas com os
isolados de VLA. Quando 100% de efeito citopatico foi atingido, as suspensdes foram
aliquotadas em tubos falcon de 50mL e centrifugadas por 10 minutos a 1912 x g. O
sobrenadante foi descartado. Ao pellet de células formado foi acrescido 1 ml de Trizol LS
Reagent®™ A solugdo foi agitada em vortex até que os pellets se dissolvessem sendo
posteriormente mantida em temperatura ambiente por 10 minutos.

Foram adicionados 200 pl de cloroférmio as suspensdes que foram incubadas em gelo
por 10 minutos. As solugdes foram centrifugadas por 10 minutos a 15294 x g. A camada
superior transparente formada foi transferida e foram adicionados 900 pl de isopropanol e as
amostras incubadas a -20 °C overnight. Apds nova centrifugacdo por 10 minutos a 15294 x g,
os sobrenadantes foram descartados e os pellets formados lavados com 1 ml de etanol a 70%.
Entdo, a suspensao foi centrifugada novamente a 10 minutos a 15294 x g e removido qualquer
excesso de etanol.

Os pellets formados foram dissolvidos em 100 pl de agua livre de RNase e adicionados
100 pl de LiC14M e incubados a 4°C overnight. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos
a 15294 x g para sedimentar o RNA simples. Os sobrenadantes foram preservados e
adicionados a eles 400 pl de isopropanol e 100 pl de acetato de amonio 7,5M. A mistura foi
incubada a -20°C por 2 horas.

Entao foram centrifugadas por 10 minutos a 15294 x g, lavadas com 1 ml de etanol a
70% e centrifugadas novamente em mesma rotacao e periodo. O pellet formado foi dissolvido
em 30 pl de agua livre de RNase.

A qualidade do dsRNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%

e visualizados sob luz UV apos coloragdo com brometo de etidio.

4.5.3 PCR do Seg-7
Para amplificagdo cDNA do Seg-7, as amostras de dsRNA extraidas foram submetidas
ao RT-PCR duplex que diferencia as amostras orientais e ocidentais, utilizando o kit

“SuperScript™ one-step RT-PCR system” (Invitrogen). O RT-PCR duplex foi realizado
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contendo ambos os pares de “primer”’ (Tabela 4), a partir de protocolo descrito por Anthony et
al., 2007 e Bréard et al. 2003.

A reacdo ‘master-mix’ continha 28 pl de agua livre de RNase, 10 pul de tampao
“SuperScript™ one-step RT-PCR system” de uma etapa, 2 pl de mistura dNTP, 0,6 uM de cada
primer (dois forward e dois reverse) e 2 ul da mistura de enzimas (contendo enzimas de reagao
RT e PCR). Seis microlitros de RNA desnaturado foram entao adicionados a 45 ul da master
mix. O RNA foi transcrito reversamente a 45 °C por 30 minutos. Em seguida, uma etapa de
ativagdo a 94 °C por 15 min (para inativar simultaneamente as transcriptases reversas e ativar
as DNA polimerases). Quarenta ciclos de amplificagdo foram entdo realizados (94 °C por 1
min, 45 °C por 1 min e 72 °C por 2 min), seguidos por uma etapa de extensao terminal a 72 °C
por 10 min. Os produtos de cDNA foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%

e visualizados sob luz UV apoés coloragdo com brometo de etidio.

Tabela 4. Primers utilizados para amplificacdo do cDNA parcial do Seg-7.

Primer binding

Orientagdo do . Tamanho do A ferénei
Primer Primer site . amplicon (bp) Sequéncia Referencia
(nucletotideo)
GTTAAAAATC Breard et al.
VLA/S7/01 Forward 1-20 1156 TATAGAGATG (2003)
GTAAGTGTAA Breard et al.
VLA/S7/02 Reverse 1137-1156 1156 TCTAAGAGA  (2003)
GTTAAAAAAT Anthony et
VLA/S7/03 Forward 1-21 1156 CGTTCAAGAT Y
G al.(2007)
GTAAGTTTAA Anthonv et
VLA/S7/04 Reverse 1135-1156 1156 ATCGCAAGAC y
G al.(2007)

(Adaptado Anthony et al., 2007)

4.6  Purificacdo do cDNA, preparacgio e Sequenciamento Sanger

Os amplicons de cada sorotipo foram purificados via Kit DNA Clean & Concentrator™
(Zymo Research) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.

As amostras purificadas de cDNA, foram submetidas a quantificacdo do material
genético Qubit™ dsDNA BR Assay (Invitrogen) de acordo com protocolo descrito pela

fabricante para padronizar a concentracao de 40 ng de cDNA na reacdo de sequenciamento.
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As amostras foram sequenciadas pela Empresa Myleus, de acordo com seu

protocolo interno.

4.7 Bancos de dados utilizados

O GenBank ® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) funciona como um banco mundial de

dados genéticos. E um banco de dados abrangente que armazena sequéncias de nucleotideos
de quase 260.000 espécies formalmente descritas, com acesso publico. Essas sequéncias sdo
obtidas principalmente por meio de submissdes de laboratorios individuais e envios em lote de
grandes projetos de sequenciamento, como projetos de sequenciamento de genoma inteiro
(NGS) e amostragem ambiental. A equipe do GenBank atribui nlimeros de acesso assim que os
dados sao recebidos. A troca didria de dados com outras plataformas como o European
Nucleotide Archive (ENA) e o DNA Data Bank of Japan (DDBJ) garante cobertura global
(Benson et al., 2013).

BTV-GLUE® (MRC-University of Glasgow Centre for Virus Research)

(http://VLA.glue.cvr.ac.uk), ¢ uma plataforma que organiza as sequéncias genéticas de VLA

disponiveis no GenBank ® (National Center for Biotechnology Information, U.S.), bem como
seus metadados. Atua como um recurso bioinformatico de dados de sequéncias para o VLA,
uma vez que as sequéncias do banco de dados de nucleotideos do NCBI sdo curadas juntamente

com metadados complementares e integradas dentro do GLUE (http://tools.glue.cvr.ac.uk), um

pacote de software centrado em dados para capturar dados de sequéncias virais e organiza-los
ao longo de linhas evolutivas. O conjunto de dados também contém sequéncias de referéncia
com anotagdes de caracteristicas do genoma, alinhamentos multiplos de sequéncias, clados
definidos e arvores filogenéticas para cada segmento e clado do VLA. Uma nova ferramenta

automatizada de genotipagem para todos os segmentos foi desenvolvida (Singer et al., 2019)

4.8  Analise primaria das sequéncias obtidas: Montagem e analise filogenética
do Sequenciamento Parcial
Os produtos do sequenciamento em formato “AB1” foram recebidos e foi realizada

montagem em “contigs” das sequéncias obtidas neste estudo em software Seqman LaserGene


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://btv.glue.cvr.ac.uk/
http://tools.glue.cvr.ac.uk/
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(DNAStar, Inc., Madison, WI, EUA) de acordo com método descrito por Swindell et al, 1997.
As sequéncias montadas foram transformadas em formato “FASTA” no mesmo aplicativo As
sequéncias foram revisadas manualmente utilizando o programa BioEdit (Hall et al., 2011) e a
qualidade das mesmas foi analisada em cromatogramas no mesmo software.

A andlise primaria das sequéncias obtidas foi realizada a partir da avaliagao das
sequéncias em software online “Standard Nucleotide BLAST” disponivel em plataforma NCBI
em que as amostras foram comparadas com todas as amostras depositadas no Genbank®. Foi
realizado o download das sequéncias que apresentavam similaridade superior a 90% em
comparagdo com nossas amostras, com excecao dos isolados VLA-Y e VLA-19 que nao
apresentavam estimativas de similaridades acima de 90% e nesses casos foram selecionadas
todas as sequéncias disponiveis.

O alinhamento dessas sequéncias obtidas foi realizado em software MEGA 6, pelo
método ClustalW (Thompson et al.,1994). A similaridade das amostras foi calculada pelo
método “Pairwise distance calculation™ e arvores filogenéticas foram montadas a partir do
método “neighbor joining (NJ)” com “bootstrap” de 1000 no mesmo aplicativo pelo método

descrito por Tamura et al., 2013.

4.9 Sequenciamento completo dos virus
Para obtengdo da sequéncia completa dos Seg-7 dos virus analisados, os arquivos
FASTA das sequéncias brasileiras foram alinhadas em software BioEdit e submetidas a

plataforma Primer Blast do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ ) de

forma a identificar padrdes que permitissem criar novas sequéncias de primers para realizar
sequenciamento Sanger das regides ndo reveladas no primeiro sequenciamento .

A andlise de sequéncias Seg-7 (geradas durante este estudo preliminar) e sua
comparacao com sequéncias publicadas demonstraram diferencas significativas entre elas, ja
que ndo se agrupam em mesmo clado embora tenham sido isoladas na mesma regido. Com base
nesses dados, ndo ¢ surpreendente que as sequéncias terminais dos isolados brasileiros nao
tenham sido sequenciadas com os primers disponiveis na literatura internacional.

Como as sequéncias geradas nao eram de comprimento total € ndo incluiam as regides
terminais (usadas aqui como alvos para ligacao de primer), desenhamos “primers overllaping”
(Figura 11) como uma estratégia para alcangarmos a sequéncia completa do Seg-7 dos isolados

brasileiros (Figura 10). Essa estratégia também foi usada por Anthony e colaboradores em 2007


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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com objetivo de transpor o desafio de sequenciamento de regido nao codificadora de sorotipos

que apresentavam uma maior variabilidade genética.

O Desenho dos'

'primers"

primers overlapping

Sequéncia completa montada

Regido a ser Regigo de Regido a ser
sequenciada por leitura dos sequenciada por
Novos primers primers da novos primers
literatura

]

Figura 10. Desenhos esquematicos da Construgao dos primers.

Dessa forma, foram desenhados 4 pares de primers (um par para cada cluster formado

na arvore filogenética do sequenciamento parcial, projetados para serem usados em conjunto

com os primers genéricos da literatura no sequenciamento.

Assim, foram desenhados as sequéncias de primers a seguir:

Quadro 4. Sequéncias de primers visando o sequenciamento completo da VP7 das

amostras estudadas.

Sequéncia de Primer para

Posicao Nucleotideo e

Sorotipo Alvo Primer sequenciamento Sequéncia referéncia
VLA18 22 24 VP7|5'- 761 a 779 (395pb)
_F GTGTTCTATATATCTATGG-3' [[MW536504.1]
3'-
VLA-18, VLA-22 E VLA-|VLA18 22 24 VP7 | GAAGTCTCTCCAGTAACAC- |293 a316 (316pb)
24 R 5' [MW536504.1]

VLA-3 E VLA-14

VLA3 14 VP7 F

5'-GGTACAAATTCAAGTAGT-
3'

745 a 762 (411pb)
[MW536503.1]

VLA3 14 VP7 R

3'-
GAAGTCTCTCCAGTAACAC-
5'

351 a 369 (369pb)
[MW536503.1]
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5-
GGCGAACGCAATGATTCAA- |732 a 751 (424pb)
VLA19 VP7 732F |3’ [MW536505.1]
5-
CCTCATTCGCACATTCAGTG-|304 a 324 (324pb)
VLA-19 VLA19 VP7 324R |3’ [MW536505.1]
5-
CTTAACGTTCATAATCCGAC-|709 a 729 (447pb)
VLAY VP7 709F |3’ [MW536508.1]
5-

VLA-Y VLAY VP7 347R |3’ [MW536508.1]

Dessa forma, para obtengao da sequéncia completa do Seg-7 desses isolados, 6,5 uL. do
mesmo amplicon da PCR com os primers descritos na Tabela 04 foi enviado para
sequenciamento Sanger (empresa Myleus) na concentracdo de 40 ng de cDNA associado aos

primers desenvolvidos para cada sorotipo do virus (Quadro 4).

4.10 Montagem e analise filogenética do Seg-7 completo

Os produtos do sequenciamento Sanger tiveram sua qualidade avaliada pelo aplicativo
TRIMMOPATIC®, bem como realizada a remog¢do de adaptadores e leituras de baixa
qualidade. Entdo as sequéncias foram comparadas com sequéncias referéncia de mesmo
sorotipo de forma a remover qualquer resquicio do processamento e sequenciamento que nao
fossem fragmentos virais. Essa andlise foi realizada via programacdo desenvolvida pelo
Laboratorio de Bioinformatica do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinaria da UFMG, liderado pelo Prof® Jodo Cunha.

As sequéncias e metadados de VLA a serem comparadas com nossas amostras foram
recuperadas via BTV-GLUE®. Apenas as sequéncias que tinham mais de 1150 nucleotideos
foram adicionadas. Foram comparadas 535 sequéncias do Seg-7 completos, correspondendo a
quatro sequéncias geradas neste trabalho e 531 sequéncias obtidas do banco de dados publico.

O alinhamento assim como o estudo de filogenia foi realizado utilizando o programa
MAFFT® (Katoh e Standley, 2013), com os parametros: maxiterate 1000 (1000 interacdes de
alinhamento), por Maxima Verossimilhanga por modelo Tamura-nei (GOLENDER et al.,

2023).

GCGACTTCATTAGCGCACTC-|327 a 347 (347pb)
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Amplificagao viral

Apos incubacdo por até 72 horas (entre 48 ¢ 72 horas) as garrafas com monocamada
celular inoculadas com os diferentes isolados de VLA apresentaram efeito citopatico (ECP)
viral caracteristico (Figura 11), como arredondamento celular, formagdo de sincicios,
agrupamento de células, morte e lise celular, como ja descrito por outros autores (Wechsler &

Mcholland, 1988; OIE, 2023).

Figura 11. Multiplicagio viral em célula BHK-21 (Baby Hamster Kidney ATCC CCL-10). A esquerda (A),
Controle negativo de inoculacio de VLA em BHK-21. A direita (B), foto de garrafa com 100% de efeito
citopatico de VLA-3 apés 48 horas de infeccio.

5.2  Extracao Viral
O pellet celular dos isolados de VLA amplificados em cultivo celular de BHK-21 foram
extraidos com objetivo de obter o dsRNA dos diferentes sorotipos de VLA. Os mesmos

apresentaram formag¢do de bandas como o esperado para o protocolo, como mostra a figura 12

(Attoui et al., 2000).
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PM VLA-3 VLA-14 yLA-18 VLA-22

- VP1

VP2
= " VP3
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1

— VP4
- - VP5

Figura 12. Extra¢io do dsRNA dos virus isolados em BHK-21 com Trizol Reagent (Sigma-Aldrich). Imagem
de Gel de agarose demonstrando as proteinas do VLA e a direita, esquema da estrutura da particula do
virus da lingua azul (VLA) (Noad & Roy, 2009). Padrao Molelular (PM) em Caneletas 1 e 6. Amostras de
Virus isolados em célula de mamifero (BHK-21) nas canaletas de 2 -5, sendo dSRNA do VLA-3 em canaleta

2, dsRNA do VLA-14 em canaleta 3, dSRNA do VLA-18 em canaleta 4 e dSRNA do VLA-22 em canaleta 5.

53 RT-PCR

Os dsRNA extraidos e submetidos a reacao de RT-PCR utilizando os primers descritos
na literatura (Anthony et al., 2007 e Bréard et al. 2003) apresentaram amplificacdo com
tamanho molecular esperado de 1156pb em eletroforese em Gel de agarose (Figuras 13 e 14).
Os isolados de sorotipos 3, 14, 18, 22 e 24 amplificaram com o par de primers VLA/S7/01” e
“VLA/S7/02. Os isolados VLA-19 e “VLA-Y” amplificaram com o conjunto de primers
VLA/S7/03” e “VLA/S7/04.
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VLA-3  VLA-14 WLA-18

Figura 13. Gel de agarose revelando RT-PCR dos isolados de VLA sorotipos 3,14,18 Y e 22 com alvo para a
regido codificadora do Seg 7 do virus, utilizando os primers dispostos na literatura (Bread et al, 2003 e
Anthony et al., 2007). No gel A, a esquerda, estdo dispostas as amostras de VLA de sorotipos 3,14,18,Y e 22
amplificadas com o conjunto de primers “VLA/S7/01” e “VLA/S7/02”, respectivamente em canaletas de 2-
6. No gel B, a direita, estio dispostas as mesmas amostras em mesma sequéncia de aplicacio,
respectivamente em canaletas de 2-6, amplificadas com os “primers” “VLA/S7/03” e “VLA/S7/04”. Padrao

molecular (PM) disposto em canaleta 1 em ambos os géis.
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VLA-24 VLA-24

Figura 14. Gel de agarose revelando RT-PCR do isolado VLA-24 com alvo para a regiao codificadora do
Seg 7 do virus, utilizando os “primers” dispostos na literatura (Bread et al, 2003 e Anthony et al., 2007).
Gel de agarose em que 0 VLA-24 apresenta banda referente a amplificacdo com o conjunto de “primers”
“VLA/S7/01” (canaleta 2) e “VLA/S7/02” a esquerda e com “primers” “VLA/S7/03” e “VLA/S7/04” a

direita (canaleta 3). Padrao molecular (PM) disposto em canaleta 1.

Os “primers” projetados por Breard e colaboradores em 2003 para amplificar o Seg- 7
do genoma de VLA representam versdes estendidas de primers originalmente projetadas por
Wade-evans et al. em 1990. Um segundo par de primer (VLA/S7/03 e VLA/S7/04) foi
projetado por Anthony e colaboradores com base nas sequéncias terminais de VLA dos
sorotipos 7, 15 e 19, que nao conseguiram amplificar com o primeiro conjunto de primers.

Em estudos anteriores, as amostras amplificadas com esses primers formavam clados
diferentes em andlises filogenéticas. As amostras quando amplificadas com os “primers”
“VLA/S7/01” e “VLA/S7/02” se agrupavam com amostras de origem ocidental e as amostras
que anteriormente amplificaram com os “primers” “VLA/S7/03” e “VLA/S7/04” comumente

se alinhavam a amostras de origem oriental.
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5.4  Sequenciamento

5.4.1 Sequenciamento parcial

A proteina VP7, que ¢ codificada pelo Seg-7 de VLA, ¢ responsavel pela ligacdo do
virus as células de vetores e por isso, as andlises filogenéticas desse segmento permitem que
sejam observadas algumas variabilidades na capacidade vetorial, ou seja, podem refletir
especificidade da célula hospedeira, logo, diferentes espécies de Culicoides sp sao capazes de
transmitir VLA dependendo de sua localiza¢ao geografica (Maan et al, 2009).

Assim, o Seg-7 de VLA apresenta diferengas nas sequéncias de nucleotideos mediante
a localizagao dos isolados, fazendo com que esses fossem classificados em topotipos oriental
e ocidental. Embora o mais comum seja a divisao dos isolados em seis agrupamentos distintos,
jé foram relatados grupos adicionais de Seg-7 (Anthony et al., 2007; Maan et al., 2008; Wilson
et al., 2000).

Em 2000, Wilson e colaboradores verificaram que ha uma correlagao geografica quando
se analisa o Seg-7 de diferentes isolados. Acontece por meio do padrdo de divisao dos isolados
de Seg-7 de VLA em pelo menos seis agrupamentos “Leste-Oeste”, em que trés agrupamentos
possuiam apenas virus de origem oriental e trés origem ocidental, salvo algumas excegoes,
como ¢ o caso de um isolado chinés que mais tarde foi associado a um agrupamento ocidental
devido introdugdo do virus no pais (Maan et al., 2008).

As amostras de Seg-7 parcialmente sequenciadas neste presente estudo se separam em
4 agrupamentos de similaridade distintos (Figura 15).

Os isolados VLA-3 e VLA-14 se agruparam intimamente com VLA-3 oriundo de
Barbados [KY092011.1] e isolado de VLA-14 da Republica de Trinidad e Tobago
[KY092033.1]. Também se agrupam com menor similaridade mas ainda no mesmo “cluster”
com amostras de VLA de diferentes sorotipos oriundas dos Estados Unidos da América (EUA)
[KY092018.1], [KY092020.1],[KY092021.1],[KY092017.1]; [GQ506542.1].

As sequéncias parciais de VLA dos sorotipos 18, 22 e 24 alinharam com amostras
brasileiras que infectaram animais de producdo, pertencentes aos sorotipos 10, 18, 24 ¢ um
VLA nao sorotipificado, todos oriundos do banco de dados do Laboratério de pesquisa em
Virologia Animal da Escola de Veterinaria da UFMG (Dados nao publicados). Essas sequéncias
também se alinharam com uma amostra brasileira de sorotipo 12 [AY263377.1] também

isolada em animal de producdo; Amostras da Argentina de sorotipo 4 [JX024958.1],
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JX024943.1],[JX024953.1] e VLA-2 isolados nos Estados Unidos da América EUA
[KF966509.1] e [KF986505.1].

O isolado de VLA-19 se alinhou intimamente com uma amostra de VLA-19 isolada na
Florida [KX164135.1]. Nesse mesmo “cluster” também se agrupam isolados de referéncia da
Africa do Sul (RSArrrr) de sorotipos 7 [MN710268.1], 8 [KP821680.1] e 19 [DQ465028.1].

O isolado VLA-Y se agrupou intimamente com amostras de VLA-15, entre elas
estavam a sequéncia referéncia da Africa do Sul [DQ465027.1] e uma sequéncia de VLA-15

que foi isolado em alpaca em Israel [KP821702.1].
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Figura 15. Arvore filogenética construida pelo método “neighbor joining (NJ)” com “bootstrap” de 1000 em MEGAG, baseada na sequéncia parcial do Seg-7 (VP7)
estado-unidenses,

das amostras brasileiras comparada com as sequéncias de Seg-7 das amostras GenBank. Em amarelo e verde estio destacadas as amostras brasileiras, em vermelho
as da

Trinidad e Tobago.
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Os isolados VLA-18, VLA-22 e VLA-24 que se agrupam com amostras argentinas ¢
brasileiras apresentaram resultados compativeis com o esperado, ja que o local de origem dos
isolamentos (Foz do Iguagu/PR) ¢ uma regido de fronteira com a Argentina. No VLA Glue,
todas as sequéncias de Seg-7 de VLA da Argentina correspondem ao sorotipo 4 (Figura 16).
Neste local, estudos relacionando ruminantes silvestres como llhamas, guanacos, vicunhas e
veados-pampeanos de vida livre apresentaram resultados negativos para presenca de VLA
(Karesh et al., 1998; Leoni et al., 2001; Puntek et al., 1999; mas no Peru uma alpaca foi
infectada (Rivera et al., 1987).

A Argentina conduziu um programa de vigilancia epidemiolédgica para VLA a partir de
um projeto de monitoramento de animais sentinelas no periodo de 1999 a 2001 nos
Departamentos de Santo Tomé e Ituzaing6 da Provincia de Corrientes. Apesar de surtos de VLA
serem raros na América do Sul, ha evidéncias de circulagdao do virus no continente desde o
inicio da colonizacdo. Os isolados argentinos de V'LA4 compartilham uma relagdo préxima com
cepas circulantes no Mediterraneo, sugerindo uma origem africana.

Sequences 1to 6 of 6
GenBank GenBank
GenBank Complete Creation Last Update
Accession Segment Length Segment? Date Date Isolate Host Species Country of Origin

2 2017 Yes 25-Now-2012 04-Mar-2013 Argentina (ARG)

2 2914 Yes 25-Now-2012 04-Mar-2012 Argentina (ARG)

2917 Yes 25-Nov-2012 04-Mar-2013

[N}

Argentina (ARG)

2 2917 Yes 25-Now-2012 04-Mar-2013

Argentina (ARG)

2916 Yes 25-Now-2012

5

Argentina (ARG)

2925 Yes 27-Now-2006

51

Argentina (ARG)

Figura 16. Print de tela das sequéncias de VLA argentinos disponiveis no VLA Glue (VLA Glue, 2024).

Entretanto, afirmag¢des mais profundas sobre a causa dessas particularidades dos
isolados brasileiros e sua proximidade com outras amostras precisou ser mais profundamente
estudado. Esses resultados das analises dos segmentos parciais serviram apenas como um
norteamento, ja que se tratava de uma analise preliminar com poucas sequéncias escolhidas
estrategicamente, de modo que podem ndo representar a realidade. Por isso, decidimos avangar
na tentativa de obter a sequéncia completa do Seg-7 dos nossos isolados e compara-los com

um namero maior de amostras e utilizar métodos mais robustos de bioinformatica.

Collection
Year

1999

1999

1999

2009

2010

2002
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5.4.2 Sequenciamento completo

O sequenciamento Sanger utilizando a associagdo dos primers disponiveis na literatura
(Anthony et al., 2007; Bréard et al. 2003) e dos primers desenvolvidos no presente trabalho
(Quadro 4) permitiu que conseguissemos obter e depositar no Genbank seis sequéncias
completas da regido codificadora (CDS) do Seg 7 do VLA dos sorotipos 3[MW536503.1], 18
[MW536504.1], 19 [MW536505.1], 22 [MW536506.1], 24 [MW536507.1] e um isolado nao
sorotipificado denominado VLA-Y/VLA-Y [MW536508.1].

A partir do nosso deposito no Genbank, o nimero de amostras brasileiras disponiveis a
acesso publico passa a totalizar oito amostras. Na América do Sul, estdo disponiveis até o
momento apenas 12 sequéncias de Seg-7 de VLA identificadas nesta regido, sendo dois
isolados brasileiros (Figura 17). Portanto, podendo contribuir no auxilio a comunidade
cientifica no estudo do VLA ¢ entendimento dos seus diferentes aspectos relacionados a

biologia e evolucao.

Sequences 1to 12 of 12

GenBank GenBank

GenBank
Accession

MHD49546

MH049547
KY049868
KY049877
KY049886
KX599365
JX024943
1X024948
JX024953
JX024958
JX024963

AY263377

Segment Length

7

7

7

991

886

1156

1156

1156

1156

1146

1146

1146

1146

1146

1162

Complete
Segment?

Creation
Date

12-Dec-2018
12-Dec-2018
22-Feb-2017
22-Feb-2017
22-Feb-2017
03-5ep-2016
25-Nov-2012
25-Nov-2012
25-Nov-2012
25-Nov-2012
25-Nov-2012

29-Apr-2003

Last Update
Date

12-Dec-2018
12-Dec-2018
22-Feb-2017
22-Feb-2017
22-Feb-2017
03-5ep-2016
04-Mar-2013
04-Mar-2013
04-Mar-2013
04-Mar-2013
04-Mar-2013

29-Apr-2003

Isolate

Oov7

CIN
BTV-9/15-1(7)
BTV-13/15-1(6)
BTV-18/15-1(58)
17/BRA/2014/73
4/ARG/2001/99
4/ARG/2001/102
4/ARG/2001/829
4/ARG/2009
4/ARG/2010

Unlabelled_AY263377

Host Species

Country of Origin
Peru (PER)

Peru (PER)
Ecuador (ECU)
Ecuador (ECU)
Ecuador (ECU)
Brazil (BRA)
Argentina (ARG)
Argentina (ARG)
Argentina (ARG)
Argentina (ARG)
Argentina (ARG)

Brazil (BRA)

Collection
Year

2017

2017

2015

2015

2015

2014

1999

1999

1999

2009

2010

Figura 17. Print de tela das sequéncias sul-americanas disponiveis no VLA glue. (BTV- Glue, 2024)

Ao alinhar as nossas sequéncias de amostras brasileiras com sequenciamento completo
da regido codificadora de Seg-7 do virus VLA, oriundas de surtos entre 2015 ¢ 2017 no RBV
- ITAIPU acometendo cervideos com status de vulnerabilidade, e compara-las a outros isolados
disponiveis no GenBank®, em plataforma NCBI BLAST ® Blastn suite, percebemos que nossos
isolados mantiveram a estimativa de similaridade produzida nos clusters da analise preliminar
das sequéncias parciais de Seg-7. Ou seja, alguns isolados brasileiros se apresentaram com alta

similaridade entre si e com outras sequéncia ocidentais, o que era esperado devido a
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proximidade geografica. Entretanto, o isolado VLA-Y [MW536508.1] apresentou divergéncia
de at¢ 30% comparado com amostras brasileiras e argentinas (Quadro 5) e expressou
similardidade de 90% com uma sequéncia de VLA- 15 da Africa do Sul (amostra de referéncia

- RSArrr) [DQ465027.1] € 89% com um isolado de VLA-15 oriundo de Israel [KP821702.1].

Quadro 5. Estimativa de Similiaridade entre as sequéncias da analise de Seg-7.

Amostras Estudadas Maior similaridade Menor similaridade

VLA-3 [MW536503.1] VLA-3 Barbados VLA-15 China
[KY092011.1] [MH346497.1]
(96%) (70%)

VLA-18 [MW536504.1] VLA- 12 Brasil VLA-Y Brasil
[AY263377.1] e VLA-24 [MW536508.1]
Brasil [MW536507.1] (71%)
(99%)

VLA-19 [MW536505.1] VLA-19 Flérida VLA-3 Brasil[MW536503.1]
[KX164135.1] e VLA-13 Florida
(91%) [AY855283.1]

(71%)

VLA-22 [MW536506.1] VLA-4 Argentina VLA-Y Brasil
[JX024953.1] [MW536508.1]
(98%) (71%)

VLA-24 [MW536507.1] VLA- 12 Brasil VLA-Y Brasil
[AY263377.1] [MW536508.1]
(99%) (71%)

VLA-Y [MW536508.1] VLA- 15 RSArr VLA-4 Argentina
[DQ465027.1] (90%) e VLA- [JX024953.1], VLA- 12
15 Israel [KP821702.1] Brasil [AY263377.1]
(89%) (70%)

(Analise “Parwise” - NCBI BLAST ® Blastn suite, 2024)

Estudos de epidemiologia molecular permitem comparar sequéncias genéticas de
isolados novos com cepas existentes, identificando sorotipos e topotipos, além de linhagens
especificas e cepas recombinantes. As variagdes nas sequéncias de RNA podem ser detectadas
até dentro de um tUnico surto de VLA ou de isolados de um mesmo local em momento
diferentes, como o que aconteceu no Reftigio Bioldgico Bela Vista. Essa caracteristica permite
rastrear a propagacdo espacial e temporal dos virus, uma tarefa impossivel com ensaios
sorologicos convencionais. Esses estudos dependem de bases de dados de sequéncias de
isolados virais, cujos dados s@o mantidos em colecdes de referéncia de longo prazo, como a
cole¢do VLA no IAH Pirbright, permitindo a correlagdo das sequéncias com informagdes

biologicas e epidemiologicas dos virus. Entre as sequéncias de VLA disponiveis no VLA Glue,



63

ha 668 sequéncias do Seg-7. Entre elas, 648 com seguimento completo do virus e poucas delas
provenientes da América do Sul, até o momento.

A falta de informagdes sobre a variabilidade genética do Seg-7 das amostras sul-
americanas revela um entrave para o entendimento da biologia e epidemiologia da VLA nessa
regido. Ja que € sabido que as estirpes de VLA apresentam variagdes genéticas nos segmentos
de seu genoma dsRNA, que refletem suas origens geograficas. Essas variagoes dividem os virus
em dois grupos principais: "oriental", que inclui isolados do Oriente Médio, Extremo Oriente,
subcontinente indiano, Australia, China e Malasia, e "ocidental", que inclui virus da Africa e
das Américas (Maan et al., 2009).

A RNA polimerase do VLA tem uma "taxa de erro" que introduz mutagdes durante a
replicagdo viral. Essas mutagdes podem se fixar na populagdo viral, e a separagdo geografica
contribui para a acumulagdo de mutagdes regionais. Isso levou ao surgimento de variantes
regionais distintas, com uma divergéncia significativa entre os virus orientais e ocidentais,
sugerindo um longo periodo de separacdo (Maan et al.,2009).

Embora os processos de mutagdo e reassortment apresentem papel fundamental na
variabilidade genética do VLA, as diferencas de agrupamentos correlacionados a localizagao
geografica também recebem influencia de causas multifatoriais. Isso porque cada localizacdo
terd suas particularidades relacionadas ao ecossistema que possui, clima e hospedeiros
disponiveis para contribuir com o sucesso evolutivo do virus.

A vigilancia epidemioldgica molecular do VLA € crucial para o controle da doenga,
permitindo a identifica¢do de sorotipos e variantes genéticas, a detec¢do precoce de surtos, o
monitoramento da evolucdo do virus e dos vetores transmissores, € a prevencao de sua
disseminagdo para novas areas. Além disso, ela apoia o desenvolvimento de vacinas eficazes,
garantindo a sanidade de rebanhos comerciais e da vida selvagem (Balaro et a., 2017). Ainda,
pode fornecer dados essenciais para politicas publicas e estratégias de controle. Isso contribui
para a protecdo do setor agropecudrio e a preservacao da fauna brasileira.

Ao compararmos as nossas amostras brasileiras com sequenciamento completo de Seg-
7 do virus VLA a outras sequéncias de Seg-7 de VLA disponiveis na plataforma BTV-GLUE®,
que organiza as sequéncias de VLA e seus metadados presentes no GenBank®, pudemos obter
mais de seis agrupamentos formados na arvore filogenética (Figura 19).

A identificacdo das amostras nas figuras 19 a 22 seguiu a ordem: Numero de depdsito

no Genbank, genogrupo, sigla do pais de origem da amostra, ano de identificacdo e espécie
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hospedeira. Os isolados alvo deste presente estudo foram identificados como “Seg7 VLA -

sorotipo”, como por exemplo: “Seg7 VLA-3".
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Figura 18. Arvore filogenética construida pelo método de Maxima Verossimilhanca (com 1000 interacdes de alinhamento), baseada na comparacao entre as
sequéncias completas da regido codificadora do Seg-7 (VP7) de amostras brasileiras e amostras disponiveis no “VLA GLUE”. As barras pretas mais externas na
figura representam o ano de identificacio, em que quanto maior a barra, mais recente foi a obten¢ao da sequéncia. As regides de origem dos isolados foram marcados

com cores por continente de acordo com legenda a esquerda da figura. Algumas espécies hospedeiras de interesse também foram marcadas com cores de acordo com

legenda a esquerda.
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GQ506512 B ZAF 1958 Ovis aries

GQ506471 B NLD 2008 Bos taurus

AF188653 B HND

GQ506465 B DEU 2008 Bos taurus

KP821643 B CYP 1943 Qvis aries

KY092013 B JAM 1988

KY092016 B ZAF 1977

KY092027 B USA 1999

KP821642 B CYP 1958

KT317681 B ZAF 2011 Ovis aries

AF188644 B BRB

AF188645 B SLV

AF188646 B HND

AF188647 B TTO

AF188648 B JAM

AF188649 B ZAF

AF188651 B CRI

AF188652 B TTO

AF188650 B PRI

KP821587 B ZAF 1959 Ovis aries

KP821700 B RUS 2011 Bos taurus

KP821699 B POL 2012 Bos taurus

KP821701 B ESP 2012 Bos taurus

KY092032 B GTM 1990

AF188659 B GTM

KX164055 B USA 2015 Bos taurus

KY049877 B ECU 2015 Bos taurus

KY092015 B PAN 1989

AF188656 B PAN

AF188654 B PAN

AF188655 B CRI

J04365 B USA 1989

KX164105 B USA 2013 Antilocapra americana
KY092024 B USA 2009 Qdocoileus virginianus
KY092022 B USA 2006 Qdocoileus virginianus
KY082023 B USA 2008 Odocoileus virginianus
AF188657 B PAN

AF188658 B PAN

KX164045 B USA 2012 Cervidae

KY092025 B USA 2012 Odocoileus virginianus
KY092033 B TTO 1989

Seqg7 BTV3

KY092011 B BRB 1988

AY855283 B USA 1999

KY092012 B HND 1990

KY092017 B USA 1999 Ovis aries

GQ506542 B USA 2006 Bos taurus

KY092021 B USA 2003 Bos taurus

KX164115 B USA 2003 Ovis aries

KY092026 B USA 2013 Odocoileus virginianus
MH778124 B USA 2016 Odocoileus virginianus
KY092019 B USA 2002 Odocoileus virginianus
KY092018 B USA 2001 Odocoileus virginianus
KY092020 B USA 2002 Bos taurus
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Figura 19. “Cluster” de alinhamento do VLA-3 em arvore filogenética construida pelo método de Maxima

Verossimilhanca (com 1000 interacdes de alinhamento), baseada na comparacio entre as sequéncias

completas da regiio codificadora do Seg-7 (VP7) de amostras brasileiras e amostras disponiveis no “VLA

GLUE”. As barras pretas a extrema direita na figura representam o ano de identificacio, em que quanto

maior a barra, mais recente foi a obtencio da sequéncia. As regides de origem dos isolados foram marcadas

com cores por continente de acordo com legenda a esquerda da figura. Algumas espécies hospedeiras de

interesse também foram marcadas com cores de acordo com legenda a esquerda.
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AF188667 A DOM

MN710275 D ZAF 1976 Ovis aries
MN710278 | ZAF 1992 Culicoides
MG255675 | ZAF 2017 Ovis aries
MG255685 | ZAF 2017 Ovis aries
Seg7 BTV22

Seg7 BTV18

Seg7 BTV24

AY263377 ABRA

M32102 A USA 1990

JQ740777 AIND 2004

X06463 A USA 1988

AF188666 A PRI

X53693 A USA 1990

FJ947066 A CHN

MN710273 A USA 1979
AF188664 AGTM

AF188665 A PRI

KM580431 A USA 2011 Odocoileus virginianus
KM580418 A USA 2011 Odocoileus virginianus
KM580487 A USA 2013 Lama glama
KM580437 A USA 2011 Odocoileus virginianus
KM580443 A USA 2011 Odocoileus virginianus
KM580468 A USA 2012 Canis familiaris
KM580460 A USA 2011 Canis familiaris
KY049886 A ECU 2015 Bos taurus

KY049849 A GUF 2011 Bos taurus

KY049859 A GUF 2015 Bos taurus

KX164085 A USA 2008 Odocoileus virginianus
AF188662 A HND

KY092034 AGTM 1990

KY049868 A ECU 2015 Bos taurus

AF188663 AGTM

KY092030 A CRI 1992

KY092031 AGTM 1991

KF986503 A PAN 1989 Bos taurus |
KY092010 A PAN 1990

KY092009 A SLV 1990

KY092028 A HND 1991

JQ972867 AMTQ 2010 Bos taurus

AF188661 A JAM

KY092029 A PAN 1989

KX164065 A USA 2003 Bos taurus
JX272455 A ZAF

KY092014 A JAM 1988

KY092035 ATTO 1989

KF986509 A USA 2003 Bos taurus

AF188660 A USA

JQ822254 A USA 2010 Bos taurus

M64997 A USA 1991

KX164155 A USA 2007 Odocoileus virginianus
KX164145 A USA 2005 Ovis aries

KX599365 A BRA 2014 Ovis aries

KF986505 A USA 2006 Bos taurus

KX164025 A USA 2010 Ovis aries

KX164075 A USA 2008 Cervidae

KX164095 A USA 2012 Odocoileus virginianus
KM580473 A USA 2013 Odocoileus virginianus
KX164125 A USA 2014 Odocoileus virginianus

Figura 20. “Cluster” de alinhamento dos VLA de sorotipos 18, 22 e 24 em arvore filogenética construida
pelo método de Maxima Verossimilhanca (com 1000 interacdes de alinhamento), baseada na comparacio
entre as sequéncias completas da regido codificadora do Seg-7 (VP7) de amostras brasileiras e amostras
disponiveis no “VLA GLUE”. As barras pretas a extrema direita na figura representam o ano de
identificaciio, em que quanto maior a barra, mais recente foi a obtencio da sequéncia. As regiées de origem
dos isolados foram marcadas com cores por continente de acordo com legenda a esquerda da figura.
Algumas espécies hospedeiras de interesse também foram marcadas com cores de acordo com legenda a

esquerda.
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Figura 21. “Cluster” de alinhamento dos isolados VLA-Y e VLA-19, em arvore filogenética construida pelo método de Maxima Verossimilhanca (com 1000 interacées
de alinhamento), baseada na comparacfo entre as sequéncias completas da regidio codificadora do Seg-7 (VP7) de amostras brasileiras e amostras disponiveis no
“VLA GLUE”. As barras pretas a extrema direita na figura representam o ano de identificacio, em que quanto maior a barra, mais recente foi a obtenciao da
sequéncia. As regides de origem dos isolados foram marcadas com cores por continente de acordo com legenda a esquerda da figura. Algumas espécies hospedeiras

de interesse também foram marcadas com cores de acordo com legenda a esquerda.
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As sequéncias de Seg-7 podem ser classificadas por genogrupos mediante alteracdes
pontuais nas sequéncias de nucleotideos baseadas no distanciamento geografico de suas
origens. Os genogrupos sao classificados em ordem alfabética de “A” a “K”. Nas Américas
circulam os genogrupos “A” ¢ “B” do Seg - 7. Na América do Norte, também circula o
genogrupo “D” (BTV-GLUE®, 2024).

Estao disponiveis no BTV-GLUE® apenas isolados virais de genogrupo “A” e “B” que
infectaram cervideos. Entretanto, todos os isolados virais disponiveis infectaram animais com
origem norte-americana. Logo, essa particularidade pode estar associada a escassez de dados e
ndo propriamente a realidade. Colaborando com essa perspectiva, a arvore filogenética obtida
(Figura 18) apresentou a divisdo dos isolados brasileiros em genogrupos “A”, “B”, “D”, “E”.

O VLA-3 se agrupou com amostras de genogrupo “B” (Figuras 18 e 19), com alta
similaridade a isolados de Barbados, Estados Unidos e Honduras que datam das décadas de 80
e 90, além de ndo possuirem hospedeiros identificados nos registros. Ainda, alinhou-se a
amostras virais de VLA que infectaram cervideos norte-americanos da espécie Odocoileus
virginianus originarias do periodo entre 2001 e 2016.

Essa compatibilidade do VLA-3 com isolados oriundos de cervideos ¢ esperada, ja que
a familia Cervidae ¢ frequentemente associada a casos clinicos de VLA. No Brasil, em 1991,
cervideos no Zooldgico do Rio de Janeiro foram afetados por uma doenga hemorrégica e, em
janeiro-fevereiro de 1992, a doenca foi descrita em um rebanho de veados-mateiro (Mazama
gouazoubira) no campus da Universidade Estadual Paulista (UNESP): Um dos quatro veados
morreu. Novamente nesta institui¢do, seis veados-mateiro morreram em 1993. Ainda, estudos
soroldgicos indicaram anticorpos contra VLA ou um orbivirus relacionado (Cubas, 1996). Em
julho de 1992, a doenca foi documentada em um espécime de um veado-do-pantanal
(Blastocerus dichotomus) no Zoologico de Ilha Solteira no Brasil (Cubas, 1996).

A espécie de cervideo nativo brasileiro envolvida no presente estudo, Mazama nana,
tém status de vulneravel a extingdo pela ITUCN, dessa forma, caracterizando que a doenca
hemorragica causadas por VLA tem sido um entrave para a conservagao € manutencao desses
animais em cativeiro, reafirmando a necessidade de serem feitos mais estudos acerca do tema
(DUARTE, 2015).

As amostras VLA-18, VLA-22 ¢ VLA-24 estdo estreitamente relacionadas entre si e
com a amostra brasileira de 2002 [AY263377] (Figuras 18 e 20). Estdo também relacionadas
ao genogrupo “A”. Nesse mesmo agrupamento que abriga os isolados de genogrupo “A”,
também estd o outro isolado brasileiro disponivel até o momento: VLA-17 de 2016

[KX599365], entretanto com menor afinidade. Também estdo relacionadas as amostras dos
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Estados Unidos (1988 ¢ 1990) e india (2004) cujos hospedeiros ndo foram identificados, bem
como espécimes norte-americanos de cervideos da espécie Odocoileus virginianus (2011); cao
doméstico da espécie Canis familiaris (2011 e 2012); E Lhama da espécie Lama glama (2013).

A associacao dos sorotipos 18, 22 ¢ 24 aos outros isolados brasileiros disponiveis, sugere
uma estabilidade em relagdo a esses sorotipos na regido. Essa caracteristica pode estar sendo
promovida por um reservatorio ambiental comum, visto que o primeiro relato de Seg-7 de VLA
data de 2002. Essa possibilidade se faz notéria e € considerada por Baldini e colaboradores em
2018 quando observa a existéncia de outros ungulados como Antas (Zapirus terrestres) e Cateto
(Pecari tajacari) no RBV-ITAIPU. Entretanto, esse achado também pode ser resultado da
caréncia de informagdes a respeito do Seg- 7 de VLA no Brasil.

A evolucdo do VLA ¢ rdpida, com mutacdes genéticas e “reassortment”, gerando
diversidade viral, o que pode resultar no surgimento de novas cepas com caracteristicas de
viruléncia e transmissdo distintas. As poucas amostras americanas disponiveis mostram
evolug¢do independente em comparagdo com os isolados do “Velho Mundo" (Legisa et al.,
2021). Isso indica que muitos isolados recentes provém de linhagens regionais.

Mas a hipodtese de introdugdo continua de estirpes virais de VLA ndo ¢ descartada. A
analise genética realizada por Legisa e colaboradores em 2021 sugere que quando as sequéncias
americanas foram associadas as orientais, estavam intimamente relacionadas aos isolados
africanos e europeus e foram agrupadas no topotipo ocidental, dessa forma sugeriu introdugao
do VLA a América a partir do continente africano via Caribe e América Central. Além disso,
perceberam que alguns isolados dos EUA e indianos se agruparam em algumas arvores e
sugeriram que poderia estar relacionado ao comércio de animais e movimentagao de vetores.
Entretanto, as conclusdes decorrentes de analises genéticas na América do Sul devem ser
tomadas com cautela em virtude da escassez de dados até o momento em relagdo a genomas
completos.

Embora a América do Sul apresente condigdes favoraveis a manutengdo do vetor (Maan
et al., 2009) e o VLA esteja amplamente distribuido mundialmente com novos sorotipos
emergentes (Ries et al., 2021), sdo escassas as informagdes acerca desse patogeno e de outros
orbivirus na regido, ja que acontecem com base em deteccdes esporadicas e estudos isolados.
Um cenario semelhante ocorreu na Europa antes dos surtos em grande escala nos anos 90 (Samy
etal., 2016).

O VLA de sorotipo ainda nao identificado, chamado de VLA-Y, agrupou com amostras

de genogrupo “E” (Figuras 18 e 21), entre elas uma amostras de ovino de Israel de 2006
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[KP821702], amostras de bovino oriundas da Africa do Sul de 1960 e amostra também da
Africa do Sul mas de Alpaca da espécie Vicugna pacos do ano de 2008 [KP196609].

A partir de um mesmo agrupamento, se dividem os genogrupos “D”, “E” e “H” (Figuras
20 e 23). A amostra de VLA-19 esta associada ao genogrupo “D” cujas amostras similares sao
advindas de bovinos dos Estados Unidos de 2003 e 2007, bem como amostras oriundas de
ovinos da Africa do Sul (1955 e 1976) e uma cabra do mesmo local (1998). Além disso, também
compartilha semelhan¢as com uma amostra australiana de bovino de 2007.

Nessa analise, esse agrupamento com amostras do genotipo “E” parece dividir um
ancestral comum com um clado com amostras de VLA-15 do genétipo “H” como a amostra
chinesa [MH346497] ¢ a amostra australiana [L11724]. Entretanto, para confirmar essa
ancestralidade, estudos mais robustos precisam ser realizados, j4 que a confiabilidade desse
ramo ¢ de 79% (Figura 23).

Wang e colaboradores em 1994 alertaram sobre as diferencas do Seg-7 e VP7 desse
isolado australiano [L11724]. A evolugdo desse VLA-15 em relagdo a outros sorotipos levanta
questoes importantes e oferece dados tteis para o aprimoramento de testes sorologicos. VP7 ¢
um antigeno chave, estimulando a resposta imune mediada por células B e, devido a presenca
de células T citotoxicas reativas em ovelhas, pode conter epitopos reconhecidos por células T.
Entender melhor as propriedades do VP7 de diferentes sorotipos pode ajudar no
desenvolvimento de vacinas eficazes contra o VLA.

O estudo de filogenia do Seg-7 de VLA se baseia em sua correlagdo com a origem
geografica das amostras uma vez que o segmento codifica uma proteina que esta ligada a
multiplicagdo do virus no vetor (Maan et al, 2009). Assim sendo, espera-se que as sequéncias
se dividam em grupos/topotipos 'orientais/leste’ e 'ocidentais/oeste', embora j& existam excegdes
conhecidas (Maan et al., 2007a; Maan et al, 2008; Mertens et al.,2007a).

O grupo ocidental inclui virus da Africa e das Américas, enquanto o oriental inclui
isolados do Oriente Médio e Extremo Oriente, {ndia, Australia, China e Malasia. Entretanto,
em alguns casos esse padrao geografico nao se manteve, sugerindo introducao de uma cepa de
virus em um local diferente ao de sua circulagdo (Maan et al., 2009). Em vista disso, o
alinhamento dos isolados VLA-19 e VLA-Y com amostras orientais como Australia [L11724.1]
e Israel [KP821702], respectivamente, ¢ inesperado.

Na Australia, Culicoides brevitarsis € identificado como o principal vetor de VLA no
pais. Vetores de outras espécies, como C. wadai, C. actoni e C. fulvus, foram identificadas como
vetores potenciais, com niveis variados de competéncia na transmissao do virus. Foi constatado

via estudos genéticos que o C. brevitarsis se trata de uma espécie invasora na Australia, com
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origem na Asia/Sudeste Asiatico (Tay et al., 2016). Ainda, a multiplicagdo desse vetor estd
associada a presenca de bovinos, uma vez que se reproduz em esterco de vaca, ¢ ¢ menos
eficiente na transmissao do VLA para ovelhas (Standfast et al., 1985).

A distribuicao dos vetores Culicoides ¢ influenciada pela temperatura e precipitagdo
pluviométrica. A atividade de C. brevitarsis cessa em baixas temperaturas (abaixo de 13,5 ° C)
e retoma a medida que as temperaturas aumentam, com altas temperaturas (acima de 35 © C)
também afetando a distribuicao. Esses limiares de temperatura sugerem mudancas potenciais
na distribui¢do vetorial com o aquecimento global, potencialmente expandindo a atividade
vetorial para o sul Australia (Bispo et al., 2015)

A distribui¢do de espécies de Culicoides spp que transmitem VLA é ampla e varia
significativamente entre diferentes regides. As principais espécies incluem C. sonorensis na
América do Norte, C. insignis na América do Sul, C. obsoletus e C. scoticus na Europa e C.
imicola na Africa e Asia. Fatores ambientais e atividades humanas desempenham papéis
cruciais na formagao de sua distribui¢do, impactando a epidemiologia da doenga da lingua azul
globalmente. Nossos dados nos levantam o questionamento sobre a area de ocorréncia das
espécies de vetores competentes nos continentes e levanta a suspeita de haverem no Brasil
espécies emergentes em relagdo ao montante populacional que possam estar contribuindo para
o sucesso da manuten¢ao da doenga.

Ainda, tendo em vista a dimensdo continental de nosso pais € a ampla variedade de
ecossistemas que permite a existéncia de um niimero vasto de possiveis vetores competentes,
nossos resultados nos levam a refletir sobre a possibilidade da transmissdo e perpetuagao de
estirpes virais exoticas que podem ter entrado no pais via animais de producao durante as ondas
de importagdo do passado. Haja visto que o primeiro relato de VLA no Brasil data de 1978
(Silva, 1978) e VLA s passou a ser uma doenca de notificacao obrigatdria em 2013.

A afinidade dos isolados de sorotipos 18,22 e 24 com uma amostra indiana, embora
pudesse estar associada a importacao de bovinos, neste caso € justificada pois este isolado o
qual nossas amostras apresentaram afinidade, tratava-se de uma estirpe vacinal norte-
americana. Assim sendo, todas as amostras sdo originarias das Américas.

Embora referente a um periodo relativamente curto (2015-2017) e advindos da mesma
origem, os isolados de VLA brasileiros se encaixam em diferentes genogrupos, sendo um
genogrupo até entdo nao associado as Américas. Além disso, circularam diferentes sorotipos na
regido do RBV- ITAIPU. Isso mostra o desafio ao qual esses animais sdo expostos, com alta

variabilidade entre as estirpes circulantes.
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A importagdo de animais pode estar envolvida com a introdugdo de sorotipos exoticos
e com o aparecimento de surtos de LA. A introducdo de bovinos e ovinos no Brasil remonta ao
periodo colonial, intensificando-se no século XX com a importacao de racas exdticas para fins
produtivos (MEDEIROS NETO, 1970; TEIXEIRA; HESPANHOL, 2014). A falta de controle
sanitario adequado em periodos anteriores facilitou a introducdo e circulagdo de diversos
patégenos no pais, levando a necessidade de regulamentacdo da defesa sanitiria animal,
estabelecida oficialmente em 1934 (BRASIL, 1934). No entanto, foi apenas em 2013 que o
VLA passou a integrar a lista de doencas de notificagdo obrigatoria (BRASIL, 2013). A
importagdo indiscriminada de animais de regides endémicas para VLA representa um risco
significativo, pois pode ter introduzido novos sorotipos do virus, comprometendo a fauna nativa
e o setor pecudrio nacional (LAGER, 2004; BALDINI et al., 2018). Soma-se a esses fatores a
observagdo de que a doenca clinica nos bovinos ¢ extremamente rara para a maioria dos
sorotipos do VLA e a viremia nessa espécie ¢ prolongada, aumentando a possibilidade de
introdugao de novos sorotipos em areas ou paises, através da importagdo de animais vivos. O
aumento da conectividade global e o comércio de animais vivos também intensificam esse risco,
exigindo maior rigor na fiscalizacdo sanitaria para evitar surtos inesperados.

A evolug¢do dos cervideos na América do Sul esta diretamente ligada a dindmica
ecoldgica do continente e pode influenciar a adaptagao e diversificagdo doVLA. Os primeiros
cervideos surgiram na Asia ha aproximadamente 30 milhdes de anos e, posteriormente,
migraram para a América do Norte. Sua chegada a América do Sul ocorreu ha cerca de 2,8
milhdes de anos, apds a formagdo do Istmo do Panamd, um evento que permitiu a dispersdo de
diversas espécies entre os continentes (O’DEA et al.,, 2016; STEHLI; WEBB, 1985).
Atualmente, nove espécies de cervideos reconhecidas no Brasil sdo consideradas vulneraveis a
extin¢do devido a perda de habitat e doengas emergentes (ABREU et al., 2021; DUARTE et al.,
2016).

Estudos recentes indicam que a evolu¢do dos cervideos pode estar associada a
emergéncia e diversificacdo de diferentes sorotipos do VLA. Durante surtos ocorridos no
Refugio Bioldgico Bela Vista, Parand, foi observada a infec¢do de cervideos por multiplos
sorotipos do virus, sugerindo que a exposicao frequente a diferentes sorotipos pode ter impacto
na imunidade e adaptacao desses animais (BALDINI et al., 2018). Essa relagao ¢ preocupante,
pois a fragmentacao do habitat e a proximidade com rebanhos domésticos podem aumentar o
contato entre cervideos silvestres e mosquitos vetores, ampliando a dissemina¢do do VLA. Vale
ressaltar que os animais que vieram a obito apresentaram doenga aguda, de curso curto (até 10

dias), com alta mortalidade. Estudos soroldgicos realizados ao longo dos anos nos cervideos do
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Refugio, associados aos surtos que acontecem praticamente todos os anos, demonstram uma
alta susceptibilidade da espécie Mazama nana ao VLA, sendo que a grande parte dos animais
que adoecem morrem. Os animais que continuam vivos Sa0 na sua maioria soronegativos para
o VLA, indicando que ndo foram infectados (dados nao publicados).

Os cervideos desempenham um papel ecoldgico fundamental, contribuindo para a
regeneragdo da vegetacdo e manuten¢do da biodiversidade (BERNES et al., 2018). A sua
extingao ou reducao populacional devido a surtos de doencas hemorragicas pode ter efeitos
negativos na dinamica dos ecossistemas florestais, comprometendo processos naturais como
dispersdo de sementes e equilibrio populacional de outras espécies (ROSSI, 2000; DE
OLIVEIRA et al., 2019). Dessa forma, além da vigilancia sanitaria voltada para a pecuaria, é
essencial manter as estratégias de conservagdo para proteger os cervideos nativos e mitigar os

impactos do VLA na fauna brasileira.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que a maioria das amostras brasileiras sequenciadas no presente estudo se
associaram a outras amostras ocidentais indicando esperada ligacdo geografica entre elas e
possivel coevolucao dos sorotipos virais acometendo cervideos e as espécies de veados nativos
brasileiros.

Os isolados VLA-19 ¢ VLA-Y precisam de maiores estudos para compreender suas

relagdes epidemioldgicas, ja que nao seguiram esse padrao.
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