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RESUMO

Nos ultimos 15 anos, tivemos o surgimento e ressurgimento de diversas infecgdes
zoonoGticas causadas por virus, como os Hantavirus, virus Influenza, Nipah virus, Mpox (variola
dos macacos), virus da Dengue, Ebola virus, virus da Raiva e os Coronavirus. Pertencentes a
familia Coronaviridae, os coronavirus (CoV) séo virus RNA, envelopados, capazes de atingir uma
vasta gama de hospedeiros, incluindo o ser humano. Os CoV tém ganhado notoriedade nos
ultimos anos devido aos impactos causados pelas recentes emergéncias em salde publica, a
exemplo da MERS e da SARS. Desde marco de 2020, o mundo comegou a enfrentar uma nova
pandemia causada por um coronavirus denominado (SARS-CoV-2). Muitas a¢Ges antropicas tém
causado graves efeitos ao meio ambiente, algumas delas claramente visiveis, como as mudancas
climéticas. Essas alteracGes sdo responsaveis por uma redistribuicdo geogréfica de muitas
espécies de quirdpteros, principalmente pela transi¢do de habitat, uma vez que esses animais saem
do seu habitat natural migrando para areas periurbanas e urbanas. Toda nova adaptacdo, pode
contribuir para a propagacdo de novos patdgenos, ou o surgimento de estirpes adaptadas a novos
hospedeiros, que aumenta o contato dos quir6pteros com 0s humanos e animais domesticos,
facilitando o surgimento de novas pandemias e epidemias. O presente estudo teve como objetivo
identificar e caracterizar geneticamente os CoV circulantes nos morcegos encaminhados por
vigilancia passiva para diagndstico de raiva, uma vez que as pesquisas visando esses patdgenos
ainda séo escassas no Brasil. As 100 amostras de conteudos intestinais investigadas, com extracao
de acidos nucléicos, sintese de DNA complementar (cDNA), Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), semi-NESTED; e os produtos da semi-NESTED submetidos a eletroforese em gel de
agarose, apresentaram resultados negativos. Outros trabalhos com objetivos similares,
apresentaram amostras positivas, principalmente em conteddos intestinais, com menor
importancia para outros 6rgaos como, figado, pulmao e rins, porém, com uma baixa prevaléncia
de coronavirus em quirdpteros.

Palavras-chave: quirdpteros, virus, biologia molecular, satude Gnica.



ABSTRACT

In the last 15 years, we have had the emergence and resurgence of several zoonotic
infections caused by viruses, such as hantaviruses, influenza viruses, Nipah viruses, Mpox
(monkeypox), dengue viruses, Ebola viruses, rabies viruses and coronaviruses. Belonging to
the Coronaviridae family, coronaviruses (CoV) are enveloped RNA viruses capable of reaching
a wide range of hosts, including humans. CoVs have gained notoriety in recent years due to the
impacts caused by recent public health emergencies, such as MERS and SARS. Since March
2020, the world began to face a new pandemic caused by a coronavirus called (SARS-CoV-2).
Many human actions have caused serious effects on the environment, some of them clearly
visible, such as changes climate. These changes are responsible for a geographic redistribution
of many chiropteran species, mainly due to habitat transition, as these animals leave their
natural habitat and migrate to peri-urban and urban areas. Every new adaptation can contribute
to the spread of new pathogens, or the emergence of strains adapted to new pathogens, hosts,
which increases the contact of chiropterans with humans and domestic animals, facilitating the
emergence of new pandemics and epidemics. The present study aimed to identify and
genetically characterize the CoV circulating in bats sent by passive surveillance for rabies
diagnosis, since research targeting these pathogens is still scarce in Brazil. The 100 samples of
intestinal contents investigated, with extraction of nucleic acids, synthesis of complementary
DNA (cDNA), Polymerase Chain Reaction (PCR), semi-NESTED; and semi-NESTED
products subjected to agarose gel electrophoresis showed negative results. Other studies with
similar objectives presented positive samples, mainly in intestinal contents, with lower
importance for other organs such as the liver, lungs and kidneys, however, with a low

prevalence of coronavirus in chiropterans.

Keywords: chiropterans, viruses, molecular biology, one health.
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1. INTRODUCAO

As doengas infecciosas emergentes e reemergentes sdo uma grande ameacga ao bem-
estar humano e animal, sendo a maioria dessas doencas infecciosas emergentes e, também,
reemergentes zoonoses derivadas da vida selvagem (WYNNE & WANG et al., 2013).

As doengas zoonGticas, comuns entre animais e humanos, sdo topicos de extremo
interesse devido ao alto risco a satde publica e por sua capacidade de causar epidemias e até
pandemias em seres humanos (OLIVAL et al., 2017).

A origem da maioria das doencas infecciosas emergentes é de animais,
principalmente de vida selvagem, e o seu surgimento em humanos acontece por interagdes
dindmicas entre populagdes de vida selvagem, gado, animais domésticos e pessoas (ALLEN
etal., 2017).

Segundo Zanella (2016), o aumento da dependéncia do ser humano aos animais, seja
para alimentagdo, transporte, trabalho ou companhia, colabora para o desencadeamento de
diversas doencas infecciosas. Além disso, a expansdo da popula¢do humana, a globalizagdo
com 0 aumento no comeércio e viagens e, também as mudancas climaticas, contribuem tanto
na disseminacdo de doencas conhecidas, quanto no surgimento de novas enfermidades
(PANDA et al., 2008; MANZINI et al., 2021).

As mudangas ambientais, como desmatamento, fragmentacao de habitat ou mudancas
climaticas, cooperam na adaptacdo de novos patdgenos que anteriormente circulavam apenas
na vida selvagem ou em reservatorios ambientais (SOKOLOW et al., 2019).

Estima-se que pelo menos 75% das doencgas infecciosas em humanos séo classificadas
como zoonoses, tendo como agentes causadores protozoarios, bactérias, fungos, helmintos e,
principalmente os virus (United States Agency for International Development, 2009;
ZANELLA, 2016).

Os virus, especialmente os de RNA, possuem grande capacidade de adaptacdo rapida as
mudangas nas condigdes ambientais, portanto, fatores como, mudancas ambientais e
ecoldgicas colaboram para o surgimento e ressurgimento de doencgas transmitidas por
patdgenos virais, aumentando o risco para a populacdo humana (NOKER & LUDWING,
2003).

De acordo com Carlson et al. (2019), das 40.000 espécies de virus existentes em
mamiferos, 10.000 sdo de potencial zoondtico. Nos Ultimos 15 anos, houve o0 surgimento e
ressurgimento de diversas infec¢fes zonoticas causadas por virus, como os Hantavirus, virus

Influenza, Nipah virus, Mpox (variola dos macacos), virus da Dengue, Bbola virus, virus da
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Raiva e os Coronavirus (KALLIO-KOKKO et al., 2005).

Os CoV sdo virus envelopados, de cadeia simples, que possuem o genoma em uma fita
de RNA de polaridade positiva ndo fragmentada, sendo o maior genoma (26 a 32 kb) descrito
entre os RNA virus\ (WOO et al., 2012; SU et al., 2016; BONFIM et al., 2021). Esse grupo
pertence a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae; e sdo classificados em quatro géneros,
Alphacoronavirus (a-CoV), Betacoronavirus (B-CoV) — podem ser agrupados nos clados 2a,
2b, 2c e 2d, Deltacoronavirus (6-CoV) e Gammacoronavirus (y-CoV), todos da sub-familia
Orthocoronavirinae (GOES et al., 2016; ICTV, 2019).

Os Alphacoronavirus (a-CoV) e Betacoronavirus (f-CoV), infectam principalmente
mamiferos, incluindo humanos, podendo ter como origem 0s morcegos; engquanto oS
Deltacoronavirus (6-CoV) e Gammacoronavirus (y-CoV) sdo detectados, principalmente, em
espécies aviarias, peixes e também, mamiferos, sendo de possivel origem suina; embora 0s
Gammacoronavirus (y-CoV) também infectem alguns cetéceos, incluindo baleias beluga e
golfinhos-nariz-de-garrafa (LELLI et al., 2013; MANZINI et al., 2021; SINGH & Yl et al.,
2021).

Relatos cientificos reconhecem sete espécies de Coronavirus que podem infectar
humanos (Human CoV): os alpha Coronavirus HCoV-NL63 e 229E e os beta Coronavirus
HCoV-HKU1 e OC43, além dos causadores de sindromes respiratorias SARS-CoV, agente
causador dos surtos em 2002 e 2003 na Provincia de Guangdong, na China, MERS-CoV
responsavel pelo surto em 2012 no Oriente Médio (PIMENTEM et al., 2020), e 0 mais recente
e de maior impacto mundial SARS-CoV2 (WHO, 2023).

A nomenclatura atribuida a familia Coronaviridae se da pela estrutura do virion, uma
vez que as proteinas de superficie (S), em forma de espicula, parecem uma coroa (BRITO et
al., 2020; BONFIM et al., 2021). Além da proteina de superficie (S), outras proteinas
importantes dos coronavirus sdo a do nucleocapsideo (N), membrana (M) e envelope (E),
formando a bicamada lipidica (SATIJA & LAL, 2007; BARBOSA, 2015; HAAKE et al.
2020).

A glicoproteina S é responsavel pela ligacdo dos virions aos receptores celulares,
realizando a fusdo do envelope com a célula do hospedeiro. A proteina M incorpora partes
virais essenciais aos novos virions, sendo muito importante na morfogénese, interagindo
também com a proteina N, formando o revestimento do nucleo. Apesar da proteina E ndo ser
a mais abundante no envelope dos coronavirus, ela é essencial para a maturacao do envelope
nomomento da replicagdo; além de induzir a apoptose em células infectadas com virus da
hepatite murina (MHV) [(FLORES, 2007; WU et al., 2012; BARBOSA, 2015;

13



HARTENIAN et al., 2020)].

No geral, os coronavirus (CoV) sdo causadores de varias doencas, envolvendo 0s
sistemas respiratorio, entérico, hepatico e neuroldgico, tanto em animais quanto em humanos.
Além disso, eles apresentam uma grande capacidade de mutagdes e eventos de recombinacéo
devido ao seu grande genoma (WOO et al., 2012; LELLI et al., 2013; LAU et al., 2014;
PENGO, 2016;).

Segundo Singh & Yi (2021), a recombinacdo do CoV se da por animais portadores de
diferentes coronavirus que entram em contato proximo e trocam esse virus, resultando na
recombinacéo entre as diferentes estirpes, levando a diversificagéo.

Em 1931, Schalk et al. identificaram uma doenca respiratoria aguda e fatal em galinhas
jovens, que apos varios diagnosticos como: pulorose, laringotragqueite ou intoxicacdo por
gases, denominaram como bronquite infecciosa das galinhas, causada pelo virus da Bronquite
Infecciosa Aviaria (IBV), sendo descrita como a primeira doenca ligada a um coronavirus
(MCINTOSH et al., 1974; BRANDAO, 2004).

Os CoV sdo responsaveis por doengas em outros animais de producao, como a Diarreia
Epidémica Suina(PED), Gastroenterite Transmissivel Suina (TGE) e a Sindrome da Diarreia
Aguda Suina (SADS), que acarretam grandes perdas econémicas (FEHR; PERLMAN,
2015). Além disso, afetam animais de companhia, como por exemplo, o Coronavirus Felino
(FCov), dividido em dois patotipos, sendo o da Peritonite Infecciosa Felina (PIF) altamente
letal (BRANDAO, 2004; PEDERSEN, 2008; CUI; LI; SHI, 2019).

Outros animais se tornaram alvos desse virus, por exemplo, o Coronavirus Bovino (B-
CoV) que causa gastroenterites em bezerros e disenteria de inverno em bovinos adultos,
detectado ja em todos os continentes (CHO et al., 2000; BRANDAO, 2002; BRANDAO,
2004; BARROS, 2010). Enquanto nos equinos, os coronavirus (E-CoV) causam enterocolite
neonatal em potros, ja detectado no Brasil, no estado de Sdo Paulo e Rio Grande do Sul
(DAVIS et al., 2000; BRANDAO et al., 2006; MEIRELES et al., 2008).

Apesar de ter sido descrito somente em 1965, os primeiros coronavirus humanos (H-
CoV) foram isolados ja em 1937 a partir de uma andlise de secre¢des nasais de pacientes com
resfriado. A partir disso, foi identificado que sete coronavirus infectam o ser humano
provocando sintomas: HCoVNL63, HCoV-229E, HCoV- OC43, HCoV-HKUL1, SARS-CoV,
MERS-CoV e mais recentemente 0 SARS-CoV-2 (CORMAN et al. 2018; ESTEVES, 2020;
BONFIM et al., 2021; GRENDENE et al., 2021).

Os CoV afetando humanos, ganhou grande notoriedade desde a emergéncia da

Sindrome Aguda Respiratéria (SARS), causada pelo SARS-CoV, na China. No periodo entre
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novembro de 2002 a julho de 2003, foram confirmados 8096 casos com 774 mortes em 27
paises (ZHOU et al., 2021). Aproximadamente 10 anos depois, em 2012, emergiu-se a
Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS) na Arabia Saudita, que apesar de se
apresentar na forma de uma gripe comum em dromedarios (Camelus dromedarius), nos
humanos, o MERS-CoV é um agente oportunista, com uma taxa de mortalidade proxima a
40% (afetou 2519 pessoas, levando 866 a 6bito) (MACKAY;ARDEN, 2015; RABAAN et
al., 2020; WHO, 2020).

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus (CoV) comecou a circular entre humanos
em Wuhan, China. Desde entdo, este virus, denominado “Coronavirus da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave 2” (SARS-CoV-2), classificado como um Betacoronavirus (B-
CoV), devido ao seu sequenciamento completo do genoma (MAHDY, YOUNIS &
EDWAIDA et al., 2020; SINGH & Yl et al., 2021).

Assim, por causa da réapida propagacdo do CoV, em 11 de marco de 2020, a
Organizacdao Mundial da Satude (OMS) anunciou como uma pandemia global, a COVID-19,
que notificou milhares de casos confirmados (SINGH & Y1 et al., 2021).

De acordo com Mahdy, Younis & Ewaida (2020), no inicio da descoberta do SARS-
CoV-2, uma possivel infecgdo zoonotica foi associado ao comércio de animais vivos, como
aves, morcegos, cobras, sapos, coelhos, marmotas e ouricos, isso devido aos pacientes
hospitalizados em Wuhan apresentarem uma ligagdo com o mercado atacadista de frutos do
mar de Huanan.

A COVID-19, que até 22 de outubro de 2023, notificou oficialmente mais de 771
milhGes de casos confirmados e mais de seis milhGes de mortes em todo o mundo (WHO,
2023). A Organizacdo Mundial de Saude nomeou a doenca como COVID-19 (Coronavirus
Disease -2019) e o virus identificado, previamente chamado de 19-nCoV, foi intitulado
SARS-CoV-2 por membros do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
(HASOKSUZ; KILIC; SARAC, 2020; TIWARI et al., 2020).

O inicio desta recente emergéncia em saude publica se deu em dezembro de 2019,
onde no periodo entre 31 de dezembro de 2019 a 3 de janeiro de 2020, foram reportados pela
Organizacdo Mundial da Saude 44 pacientes com pneumonia de etiologia desconhecida na
China (LIMA et al., 2020).

Segundo Biancolella et al. (2022), a COVID-19 é uma doenga que envolve o sistema
respiratorio, que pode provocar em casos mais graves pneumonia intersticial, insuficiéncia
respiratoria grave, resposta inflamatdria sistémica, entre outros. Os sintomas classicos sdo

semelhantes ao de resfriado comum: febre, tosse seca, congestdo nasal, dificuldade
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respiratdria, entretanto, pode afetar outros 6rgaos ocasionando perda de paladar, insuficiéncia
cardiaca, mialgia, dor abdominal, etc. (KUMAR et al., 2021).

A origem do SARS-CoV- foi primeiramente associada ao comércio de civetas
(Paguma larvata) vivas, destinados a alimentacdo humana, além de utilizar as fezes desses
animais para a producdo de café gourmet em varios paises asiaticos (ESTEVES, 2020).
Porém, ap6s 0 aparecimento de outras zoonoses sabidamente originarias de morcegos como
Nipah e Hendra, considerou-se a possibilidade do envolvimento dos quiropteros na origem
do SARS-CoV, sendo eles o principal transmissor para as civetas (HU et al., 2015).

Acredita-se que os CoV (Alphacoronavirus e Betacoronavirus) sejam transmitidos
para o0s seres humanos por meio dos morcegos, isso porque todos os CoV capazes de infectar
seres humanos foram originados a partir de reservatorios de animais, principalmente os
morcegos que tem grande contato com populacdes humanas (BOLLES et al., 2011; HUYNH
etal., 2012; CORMAN et al., 2013; CHAN et al., 2015).

O surgimento de doencas virais zoonéticas em humanos geralmente reflete a
exposicdo a mamiferos selvagens. Os morcegos (ordem Chiroptera) sdo indiscutivelmente o
reservatorio mamifero mais importante para virus zoonoticos, incluindo os coronavirus
(BRUSSEL & HOLMES, 2022).

Evidéncias mostram que os morcegos foram os reservatorios originarios do SARS-
CoV e do MERS-CoV e ambos tiveram outro animal como hospedeiro intermediario para a
infeccdo em humanos, neste caso, as civetas e os dromedarios, respectivamente (HU et al.,
2015; HU et al., 2017). No caso do SARS-CoV-2, estudos identificaram coronavirus com
uma alta similaridade genética (até 92.4%) com pangolins (Manis javanica), 0 que sugere
que estes animais podem ter desenvolvido um papel importante na emergéncia da COVID19,
sendo os possiveis hospedeiros intermediarios do SARS- CoV-2 (LAM et al., 2020).

Além disso, outros estudos, realizaram uma analise do mecanismo de ligacao
estrutural dos receptores do SARS-CoV-2, resultando que as tartarugas (Chrysemys picta
bellii, Pelodiscus sinensis e Chelonia mydas) e as cobras podem atuar como um dos
potenciais hospedeiros intermediarios que transmitem o SARS-CoV-2 para humanos. No
entanto, os receptores da tartaruga e da cobra perderam a capacidade de se ligar a proteina do
SARS-CoV-2, concluindo entdo, que estes répteis ndo devem ser considerados como
potenciais hospedeiros do SARS-CoV-2 (LIU et al., 2020).

Apesar do fator cultural de alguns paises, houve grandes questionamentos quanto a
transmissdo de coronavirus para humanos devido ao consumo de carnes de animais

selvagens, incluindo morcegos, entretanto, ndo se conseguiu elucidar essa hipotése
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(GALHANO et al., 2021; MAXMEN, 2021).

Estudos ja comprovam que existe uma proximidade genética entre 0s coronavirus
isolados de morcegos com o do ser humano, confirmando sua origem zoonoética. Segundo
Duarte (2020), os bat-SLCoVZC45 e bat-SLCoVZXC21 apresentam 88% de semelhanca
genética com 0 SARS-CoV-2, enquanto Guo et al. (2020) afirmam que SARS-CoV-2 possui
uma semelhanca de 96,2% da sequéncia do genoma viral ao virus de morcego (CoVRaTG13)
[(GUO et al., 2020; HELMY et al., 2020; SHI et al., 2020)].

A identificacdo de CoV em morcegos ja foram relatados em varios continentes, como
Asia, Africa e Europa (TANG et al., 2006; GLOZA-RAUSCH et al., 2008; QUAN et al.,
2010), além de paises da América do Sul, incluindo Brasil e México (GOES et al., 2013,
2016).

Poon et al. (2005) relataram o primeiro coronavirus identificado em morcegos (Bat-
CoV), da espécie Miniopterus pusillus; mas, atualmente varias regides do mundo ja
identificaram a presenca de coronavirus em morcegos, tanto Alphacoronavirus quanto
Betacoronavirus (ASANO et al., 2016).

O primeiro relato de CoV em morcegos, no Brasil, foi de um Betacoronavirus
em um morcego hemat6fago (Desmodus rotundus) em 2008 (ASANO et al., 2016). J& os
Alphacoronavirus foram detectados nas espécies de morcegos Molossus rufus, Molossus
currentium, Molossus molossus, Carollia perspicillata, Carollia brevicauda, Tadarida
brasilensis, e também em Desmodus rotundus, mostrando que os morcegos hemat6fagos
podem albergar CoV pertencentes aos dois géneros (CHU et al., 2011; GOES et al., 2013;
LIMA et al, 2013; ASANO et al., 2016).

No ano de 2013, Goés e col., relataram na regido Sul do Brasil, um possivel novo
Alphacoronavirus em um abrigo urbano de morcegos, com um agravante, eles apresentavam
relato de contato conhecido e recorrente com humanos. No sul do México, oito novos
Alphacoronavirus e quatro novos Betacoronavirus, foram relatados, onde um deles
apresentou semelhanca genética de 96% com o MERS-CoV.

No Brasil séo encontradas cerca de 181 espécies de quiropteros, divididos em 68
géneros e 9 familias (GARBINO et al., 2020). Porém, apesar da grande diversidade,existem
poucos estudos relatando a ocorréncia de CoV em morcegos no pais, sendo majoritariamente
visadas as pesquisas sobre o virus rabico (SODRE et al., 2010; ASANO et al., 2016;
MENOZZI et al., 2019).

Os morcegos séo conhecidos como grandes reservatorios naturais, principalmente,

dos virus, sendo capazes de causar doencas emergentes, tanto em humanos quanto em outros
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animais (GOES et al., 2013). Além disso, estudos relataram que os morcegos abrigam mais
virus zoonoticos, por espécie, do que os roedores, e sdo reconhecidos como uma fonte
significativa de agentes zoonoticos (LUIS et al., 2013).

A associagdo dos morcegos com as doengas emergentes e re-emergentes nao é nova.
Os quiropteros possuem um papel importante na transmisséo do virus da raiva, por exemplo.
Além disso, sdo hospedeiros de diversos virus encontrados em outros animais e em humanos,
como o virus da Caxumba, Sarampo, Hepatite C (HAN et al., 2015). Alguns dos virus
encontrados sdo extremamente importantes para a satde publica, a exemplo do MERS-CoV,
SARS-CoV, também o Ebola virus, Hendra virus, Nipah virus e o Marburg virus
(SCHOUNTZ, 2014).

Dentre as caracteristicas que fazem dos membros da Ordem Chiroptera excelentes
reservatorios de doencas infecciosas, muitas delas com potencial zoondtico, esta a
abundancia de espécies de morcegos existentes e o fato de serem espécies muito antigas,
datando de até 52,5 milhGes de anos atrds e que, por consequéncia, Sdo espécies que
evoluiram junto aos patdgenos, levando a uma mutua adaptabilidade (SIMMONS et al.,
2008; HAN et al., 2015).

Os quirdpteros desenvolveram uma série de adaptacg@es, incluindo ecolocalizagdo,
hibernacdo e o voo, que permitiram que essa espécie ocupasse nichos ecoldgicos distintos,
dando a eles, uma grande adaptacéo de habitat (WYNNE & WANG, 2013).

A evolucdo das caracteristicas fisicas, fisiologicas e comportamentais dos morcegos,
como o fato de serem os Unicos mamiferos capazes de voar verdadeiramente, fez com que esses
animais se expandissem quase por todos os ecossistemas no planeta,exceto na Antértica.
Ademais, essas mudancas evolutivas fizeram com gque 0s morcegos expandissem seus nichos
ecologicos para areas periurbanas e urbanas, rurais, cavernas, minas e alguns tipos de vegetacédo
(CASCIO et al., 2011), além de também modificarem seus habitos alimentares e seu papel no
ecossistema (ZUBAID, 2005).

Outra caracteristica dos morcegos, que permite que esses animais sejam considerados
reservatorios persistentes de patdgenos, € o fato de algumas espécies serem heterotérmicos
facultativos, o que permite aos morcegos baixar sua temperatura corporal até adentrarem em
um estado de letargia profunda durante periodos de estresse fisiologico, a fim de compensar
seus déficits energéticos e de agua, favorecendo a persisténcia de virus no organismo dos
morcegos, ja que a diminuicao das taxas metabolicas pode suprimir a resposta imune e atrasar
a depuracéo viral (HAYMAN et al., 2013).

A fim de reduzir sua massa corporal, 0s quirépteros evoluiram para desenvolver 0ssos
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ocos, facilitando a aerodindmica de voo, porém, impedindo a producdo de linfécitos B,
produzidos pela medula dssea nos demais mamiferos, e ausente nos morcegos. Essa auséncia
de linfocitos B, ndo permite aos morcegos uma resposta imune eficiente, tornando-os
reservatorios assintomaticos de inameros virus (HAN et al., 2015).

Algumas caracteristicas dos quirdpteros podem garantir a manutencdo da circulagao
viral entre as populacBes. Morcegos sdo animais sociais e muitos individuos podem ser
encontrados em um Unico abrigo ou caverna. Alguns dos mecanismos propostos para essa
transmissdo entre colbnias sdo por meio de aerossois, pois as vibragcdes da laringe que
ocorrem durante a ecolocalizacdo, além de ondas ultrassénicas, ocasionam a liberagdo de
aerossois e, estes animais vivendo em contato tdo préximo, pode ser uma grande fonte de
disseminacdo, além do contato com demais secrecGes como matéria fecal e urina
(CALISHER et al., 2006). Segundo Canuti et al. (2011), inGmeros virus emergentes
podem ser amplificados em uma col6nia de morcegos, durante o periodo reprodutivo.
Além disso, apesar de seu tamanho reduzido, morcegos sdo animais relativamente longevos,
vivendo entre 10 a 30 anos (BRUNET-ROSSINNI; AUSTAD, 2004), e essa longevidade
também aumenta as possibilidades de disperséo viral.

Vaérios fatores ambientais por acfes antropicas, como as mudancgas climaticas, séo
responsaveis pela distribuicdo geografica de varias espécies, contribuindo para a propagacao
de patogenos, podendo ser o motivo principal para o surgimento de novas pandemias e
epidemias, facilitando um fenémeno conhecido como transbordamento (spillover) que € a
adaptacdo ou migracdo, pontual ou permanente, de um patdgeno de uma espécie de
hospedeiro para outra (BURROWS et al., 2014; PLOWRIGHT, et al., 2017; ACOSTA et
al., 2020; CARLSON et al., 2022; MANTOVAN, et al., 2023).

O spillover acontece por sua capacidade de saltar entre diferentes espécies, incluindo
a habilidade de infectar humanos; afirmando que quanto maior a proximidade humana com
0s animais, maior sera a exposicao aos agentes infecciosos, aumentando o risco de spillover
(PLOWRIGHT et al., 2017; ACOSTA et al., 2020).

Devido as alteragfes ambientais causadas pelo ser humano, diversas espécies de
animais silvestres tém sido afetadas, por causa de uma transicdo de habitat, ou seja, esses
animais estdo saindo do seu habitat natural para areas urbanas ou rurais, aumentando o
contato com o0s seres humanos e animais domésticos (MAGLE et al., 2012, ASANO et al.,
2016).

Além disso, a capacidade de alta frequéncia de recombinac6es dos coronavirus, e das

recentes emergéncias em salde, a pesquisa de CoV em quirGpteros € uma estratégia
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importante para predi¢cdo de novas doengas que venham infectar humanos, auxiliando ainda
a elucidar as interagdes entre morcegos e os CoV albergados por eles (GOES et al., 2013).

A pesquisa de patdgenos circulantes em quiropteros aliada a vigilancia da raiva,
alimentando uma base de dados confiavel, é uma possibilidade importante para que possamos
cada vez mais compreender a ecologia de diversas doencas infecciosas, prevendo possiveis
surtos e enfrentando de forma cada vez mais eficiente asfuturas doencas que venham a
emergir (PAZ et al., 2018; MENOZZI et al., 2019).

2. OBJETIVO GERAL

Nosso objetivo foi pesquisar a ocorréncia de coronavirus em morcegos encaminhados
pela Vigilancia Ambiental em Saude do municipio de Botucatu-SP, para diagnostico de raiva
ao Servigo de Diagnostico de Zoonoses da FMVZ — UNESP — Botucatu/SP bem como

executar o sequenciamento genético do material genético das amostras positivas.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Verificar a presenca de CoV em diferentes 6rgdos;
Il.  Realizar a caracterizagdo molecular dos coronavirus encontrados;
I1l.  Padronizar/protocolar a técnica de PCR para coronavirus no LDZ-UNESP-Botucatu-
SP.
IV.  Comparar as sequéncias obtidas com as disponiveis no GenBank;
V. Elaboracdo da arvore filogenética;

VI.  Georreferenciamento dos locais de recolhimento dos animais.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Declaracéo de ética
O estudo foi aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) - 85973-1, e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, com protocolo 0259/2022 em anexo.
4.2. Amostras
Foram utilizados 100 espécimes de quiropteros ndo-hematofagos de 18 espécies
distintas (Tabela 1) no periodo de janeiro a julho de 2023, encaminhados para diagnostico de

raiva ao Servigo de Diagndstico de Zoonoses da FMVZ — UNESP — Botucatu/SP. Apos a
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eutandsia, realizada por anestesia subcutdnea com cetamina 80mg/kg e xilazina 20mg/kg,
foram coletadas, de maneira asséptica, utilizando tesouras e pingas estéreis, um total de 200
amostras dos 6rgdos: intestinos e pulmdes, considerados 6rgdos de eleicdo para deteccdo de
coronavirus em morcegos, entretanto, como método de triagem foram utilizados apenas 0s
intestinos (BITTAR, et al., 2019).

Brasil ' . 4o /4

&

Botucatu

Figura 1. Mapa do Brasil mostrando a localiza¢do de coleta dos morcegos.

Todas as amostras foram acondicionadas a -80°C em microtubos livres de
RNAse/DNAse até 0 momento da extracdo. As identificacbes das espécies foram realizadas
utilizando as chaves para determinacdo de quirdpteros brasileiros (VIZOTTO & TADDEI,
1973; REIS et al., 2007). Além das espécies, foram obtidos dados sobre a data de entrada no
laboratdrio e municipio responsavel pelo recolhimento e envio, que se encontram sumarizados
em anexo.

Espécies Quantidade de amostras
Anoura geoffroyi
*Anoura sp.
Artibeus lituratus
Eptesicus brasiliensis
Eumops auripendulus
Eumops glaucinus
Eumops perotis
*Eumops sp.
Glossophaga soricina
Histiotus nigricans
Lasiurus blossevillii
Molossus molosssus
Molossus rufus
*Molossus sp.
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Myotis nigricans
Platyrrhinus lineatus
Sturnira lilium
Tarida brasiliensis
Tabela 1. Planilha de espécies de quirdpteros coletados.

*A identificacdo da espécie depende do estado de conservacao do espécime encaminhado ao
laboratério.

R w

4.3. Controle Positivo

Como amostra de controle positivo, foi utilizada uma vacina com virus atenuado de
coronavirus aviario - Bronquite infecciosa, que foi concedida pelo LABMAS — Laboratorio
de Biologia Molecular Aplicada e Sorologia, da Universidade de Sado Paulo (USP) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Departamento de Medicina Veterinaria

Preventiva e Saude Animal.

4.4.Extracéo de Acidos Nucléicos

Antes da extracdo dos acidos nucleicos, as amostras foram submetidas a um preparo
de suspensdo. Todas as amostras de intestino e pulméo coletadas foram individualmente
maceradas, com o auxilio de bisturi n°15, e depositadas em tubos tipo Eppendorf de 1 ml.
Em cada tubo, foi adicionado 500ul de 4gua DEPC (Agua tratada com Dietil Pirocarbonato),
e levado ao freezer -80°C por 10 minutos para o congelamento, e depois ao Banho Seco
(Termobloco), a 56°C, até a amostra descongelar. Este processo foi repetido 3x para a
liberacdo das células. Por fim, a solucdo foi centrifugada a 5000 x g por 5 minutos a 4°C.
Ap0s o preparo, as amostras foram submetidas a extracdo de RNA total usando o Kit de RNA
Invitrogen™ PureLink™ seguindo as instru¢des do fabricante; e armazenadas a -80°C.

A quantificacdo das amostras foi realizada pelo espectrofotdmetro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

4.5.Sintese de DNA Complementar (cDNA)
Os acidos nucleicos extraidos dos intestinos coletados dos morcegos foram submetidos
a sintese de cDNA usando o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com Goés et al. (2016).
Para a obtencdo do cDNA, foi adicionado 3,5ul do RNA extraido de cada amostra em
tubos tipo Eppendorf de 200ul e levado ao termociclador a 95°C por 5 minutos para a

desnaturacdo da fita. Finalizado, as amostras foram colocadas no gelo por 5 minutos. Apds,
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foi adicionado a0 RNA o mix para a transcri¢ao reversa contendo 2,5ul 5x First Strand Buffer,
0,5ul de Reverse Transcriptase MMLYV (200U/ul), 1pl de dNTPs 1mM, 1pl de DTT (100mM),
0,5ul de cada primer (senso pan-CoV_outF e anti-senso pan-CoV_R) e 0,5ul de 4gua DEPC
com um volume final de 6,5ul de mix, e levado ao termociclador a 42°C por 60 minutos e
mais 15 minutos a 70°C.

Apos a sintese de cDNA, foi realizada PCR para o controle endogeno, para verificar a
qualidade do RNA, utilizando os primers do gene GAPDH.

4.6.Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A presenca de CoV nos 6rgaos foi testada por um pan-Coronavirus Semi NESTED-
PCR conforme descrito por Xiu et al. (2020) visando a RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp), regido nsP12, visto que séo regides extremamente conservadas e capazes de detectar
todos os géneros de coronavirus.

Os primers utilizados foram os pan-coronavirus, capazes de identificar a proteina
RNA-dependente RNA polimerase [RdRp]. Os primers pan-CoV_outF, pan-CoV_R, pan-
CoV_inF amplificam cerca de 599-603pb (Quadro 1) (XIU et al., 2020)

Etapa Primer Sequéncia Comprimento
RT-PCR pan-CoV_outF 5’ - CCAARTTYTAYGGHGGITGG - 3’ 670-673bp
pan-CoV_R 5’- TGTTGIGARCARAAYTCATGIGG - 3’
SEMI- pan-CoV_inF | 5°- GGTTGGGAYTAYCCHAARTGTGA - 3’ 599-602bp
NESTED

Quadro 1. Primers utilizados no estudo.

Em microtubos foram adicionados 2,5ul do ¢cDNA e 22,5ul do mix — 12,5ul do
reagente Green Master Mix, 8l de agua ultrapura e 1ul de cada primer (senso pan-CoV_outF
e anti-senso pan-CoV_R), totalizando um volume de 25ul, conforme as recomendagdes do
fabricante. Ap6s, os tubos foram colocados no termociclador no ciclo apresentado na Quadro
2.

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 3 min 1x
94°C 30s

53,4°C 30s 35x
72°C 45s
72°C 10min 1x

Quadro 2. Protocolo de ciclagem utilizados na reacdo da PCR para o gene RdRp.
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Apos a PCR, foi realizada uma semi-nested, depositando em novos microtubos 1ul do
produto da PCR e 24ul do mix - 12,5ul do reagente Green Master Mix, 9,5ul de 4gua ultrapura
e lul de cada primer (senso pan-CoV_inF e anti-senso pan-CoV_R), totalizando um volume
de 25ul; e assim levados, novamente, ao termociclador com alteracao na temperatura na fase

de anelamento (Quadro 3).

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 3 min 1x
94°C 30s

54,5°C 30s 35x
72°C 45s
72°C 10min 1X

Quadro 3. Protocolo de ciclagem utilizados na reagdo da SEMI-NESTED para o gene RdRp.

Os produtos da semi-nested foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e 1%
em tampédo TBE 1X (0,1 M de Tris, 0,09 M de &cido borico e 0,001 M de EDTA), adicionado

de Nancy-520 e visualizados em um transiluminador UV (UVP®).

5. RESULTADOS

Um total de 100 morcegos foram coletados no municipio de Botucatu, SP, de 18
espécies diferentes. De 200 amostras coletadas (intestinos e pulmdes), foram processadas 100
amostras de conteudo intestinal.

As amostras entéricas foram testadas pelo do método de PCR, resultando em todas

negativas conforme é observado nas figuras a seguir.
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3 129 249248 206 116

L C+ C- 166 255 240 97 192 252 73 80 251 102 241 125

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose da PCR para a deteccdo de coronavirus nas amostras de

morcegos. C+: Controle positivo (600 pb), C-: controle negativo, L: Ladder 100pb.

L C+ C- 34 39 16 44 50 01 37 36 03 49 40 255 188 19

L C+ C- 13 04 12 28 30 52 38 189 43 18 76 41 54

z

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose da PCR para a detec¢do de coronavirus nas amostras de

morcegos. C+: Controle positivo (600 pb), C-: controle negativo, L: Ladder 100pb.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose da PCR para a deteccdo de coronavirus nas amostras de
morcegos. C+: Controle positivo (600 pb), C-: controle negativo, L: Ladder 100pb.

L C+ C- 88 119 230 86 149 198 166 29 163 138

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose da PCR para a detecgdo de coronavirus nas amostras de

morcegos. C+: Controle positivo (600 pb), C-: controle negativo, L: Ladder 100pb.
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6. DISCUSSAO

Embora haja uma grande diversidade de espécies de morcegos no Brasil, ndo havia
muitos de relatos sobre coronavirus em morcegos brasileiros. Um dos fatores seria o pouco
interesse cientifico pontualmente localizado para os coronavirus nesses animais, e que sofreu
uma mudanca do direcionamento dos investimentos nas pesquisas, principalmente desde o
anuncio da OMS de uma nova pandemia mundial, causada pelo SARS-CoV-2, e desde entéo,
ha uma boa variedade destas pesquisas em morcegos (BRANDAO et al., 2008; ASANO et
al., 2016; GOES et al., 2016; PENGO et al., 2016; BITTAR et al., 2020; LOZANO et al.,
2021; BUENO et al., 2022).

Nas ultimas trés décadas os quirOpteros passaram a ser reconhecidos como
protagonistas de extrema importancia para a saude publica mundial, uma vez que sdo
reconhecidos como reservatérios naturais de diversos patdgenos virais de potencial
zoonotico (OLIVAL et al., 2017). Fatores como sua ampla diversidade de espécies; extensa
distribuicdo geografica; longevidade; capacidade de adaptacdo a ecossistemas alterados;
diversidade tréfica; multiplos habitats; habilidade de voo e interacdo entre espécies da mesma
ordem e outros mamiferos, incluindo os seres humanos sdo cada vez mais amplamente
aprofundados em pesquisas (DUPONT et al., 2016; LOZANO et al., 2021).

O municipio de Botucatu, esta localizado na regido centro sul do Estado de Séo Paulo,
ocupando hoje uma area de 1.486,4 kmz2. Se encontra a 235 km da capital do estado, a cidade
de S&o Paulo, e localiza-se a 22° 53 09’ de latitude sul ¢ a 48° 26’ 42°’ de longitude oeste.
Tem altitude relativamente elevada, que varia de 756m a 920m de altitude (metros acima do
nivel do mar), e seu clima € classificado como subtropical umido, com temperatura média de
22° C.

A vigilancia epidemioldgica passiva da Raiva em quiropteros no municipio de
Botucatu tem seu inicio no final dos anos 1990, com a criagdo de uma equipe na Prefeitura
Municipal, ligada a Secretaria Municipal de Salde voltada ao controle de zoonoses. Em
2003, com o diagndstico do primeiro caso positivo de um quiréptero da espécie A. lituratus
em area urbana da cidade (LANGONI et al., 2005), houve aprimoramentos da sua vigilancia.
Um deles foi a especializacdo de uma equipe para 0 manejo de quirdpteros em areas urbanas,
que estabelecia, principalmente, a coleta e envio de quirdpteros encontrados em situagdes
ndo usuais nos limites do territério do municipio. Além dos ja citados incrementos na
Vigilancia Epidemioldgica passiva para quiropteros, a proximidade com o laboratério de
diagndstico e a parceria do municipio com a Universidade, é facilitador inconteste para o

envio dessas amostras.

27



A utilizacdo da rede de vigilancia epidemioldgica passiva, que coleta e envia as
espécies de morcegos de variadas espécies e hdbitos alimentares, recolhidos em vias publicas
de areas urbanas, dentro de residéncias com contato com humanos e animais domésticos, é
uma facilidade que utilizamos neste trabalho, assim como Lozano et al. (2021), que
utilizaram a mesma logistica de animais enviados para o diagnostico de raiva junto ao
Instituto Pasteur, e também apresentaram resultados negativos para CoV. De outra forma,
Bueno et al. (2022) utilizaram como amostragem animais saudaveis coletados a campo com
0 objetivo de detectar CoV em swabs fetais e orais de morcegos, com positividade de quase
10%. A metodologia de vigilancia aplicada, seja passiva ou ativa, segundo Hattendorf et al.
(2017), ndo apresenta variacGes importantes, sendo confidveis ambos os métodos.

Apesar da alta prevaléncia de coronavirus em morcegos (BtCoV) com uma taxa de
infeccdo estimada, de ao menos (1,38-CoV/amostra pesquisada), apresentadas em estudo
global (ANTHONY et al. 2017), resultados negativos nao sdo incomuns.

Quanto a comparagdo com estudos brasileiros, que utilizaram metodologias similares,
realizada em Minas Gerais, por exemplo, que apresentou prevaléncia de 16,6% (3/18) de
amostras positivas para HCoV, em amostras de rins, das espécies Carollia perspicillata e
Sturnira lilium (PENGO et al., 2016), com uma informacdo importante, as amostras se
mostraram positivas no método gPCR e negativas quando submetidas ao nested-PCR
convencional.

Enquanto em estudo de abrangéncia maior, Bittar et al. (2020) em amostras de
intestinos, figados e pulmdes de morcegos, a prevaléncia foi de 17,2% (11/64) nas espécies
Molossus rufus, Phyllostomus discolor, Eptesicus sp, Glossophaga soricina, Molossus
molossus e Artibeus literatus da coleta realizada no municipio de Sdo José do Rio Preto — SP
e 2,6% (1/39) positivo na espécie M. Molossus, na cidade de Barreiras — BA, e utilizando a
mesma metodologia de acesso aos morcegos, enviados para diagndstico de raiva, Asano et
al. (2016) chegaram a prevaléncia de 2,95% (9/305) de amostras provenientes do Estado de
Sdo Paulo, de cinco espécies distintas, Cynomops abrasus, Cynomops planirostris,
Desmodus rotundus, Glossophaga soricina e Platyrrhinus lineatus. Porém, os resultados
destes estudos tém algo em comum, foram obtidos pelo método nested-PCR com utilizacéo
de iniciadores mais genéricos (primers pan-CoV), como o utilizado na presente pesquisa.

E sabido que na biologia molecular aplicada nas pesquisas genéticas, a estrutura fisica,
equipamentos, logistica de armazenamento e treinamento do pessoal, sdo fatores que podem
influenciar nos resultados obtidos, porém, uma vez padronizada a técnica, desde que se faca

uso de todos os procedimentos de biosseguranca e de controle de contaminantes, € possivel
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assegurar seus achados, positivos ou negativos, independentes dos métodos: qPCR ou PCR
convencional.

Outros fatores podem influenciar nos achados, como por exemplo, 0 método de escolha
amostral (DECLICH & CARTER, 1994).

Pesquisas com coletas em habitat natural, como as de bioma de Mata Atlantica, o
segundo bioma com maior nimero de espéecies de morcegos no Brasil, onde foram testadas
456 amostras de swabs (fecais e orais) com prevaléncia de 9,6% (44/456), relacionadas a
sete especies, entre elas espécies de primeiro relato com CoV, como, Diphylla ecaudata e
Sturnira lilium (BUENO et al., 2022) tendem a ser mais pontuais por abrangerem uma area
menor, dando maior densidade ao (n) amostral (DECLICH & CARTER, 1994;
HATTENDOREF et al., 2017). Ainda em avaliagdo mais localizada, no mesmo bioma, os
autores refinaram a prevaléncia de coronavirus em morcegos de outros dois estados, com as
taxas (9,7%) em Pernambuco e (8,3%) em Santa Catarina.

Mas, esse fator parece ndo ser o fator determinante para achados, ja que, o primeiro
relato de coronavirus em morcegos brasileiros foi de um entre sete espécimes testados,
portanto, prevaléncia de 14,3% (1/7), em intestino de morcego hemat6fago D. rotundus,
oriundos da rede de envio para diagndstico e vigilancia de raiva (BRANDAO et al., 2008).

Naquele que é considerado um dos estudos brasileiros de maior impacto, abrangéncia
e relevancia, mostrou resultados positivos em todas as possiveis variaveis pesquisadas: coleta
por busca ativa e passiva, e 0s biomas: area urbana, floresta fragmentada e floresta preservada
(GOES et al., 2016). A amostra bioldgica de eleicdo foi o contelido intestinal total, e a
metodologia molecular utilizada, foi a mais “popular”: iniciadores pan-CoV para nested-
PCR, que totalizaram uma prevaléncia de 3,74% (15/401), que deu luz a sete espécies
positivas: Artibeus lituratus, Carollia perspicillata, Molossus rufus, Eumops glaucinus,
Glossophaga soricina, Myotis nigricans, Myotis riparius e Sturnira lilium (GOES et al.,
2016).

Portanto, parece crucial para qualquer investigacao, e no caso da pesquisa de material
genético de CoV em morcegos, ainda mais, seguir algumas diretrizes importantes de base
descritas por Declich & Carter (1994) e ratificadas por Hattendorf et al. (2017): simplicidade,
flexibilidade, aceitabilidade, sensibilidade e oportunidade.

Dados de sazonalidade amostral, parecem nao ter influéncia direta nos resultados, por
exemplo, nossas coletas abrangeram o periodo de janeiro a julho, enquanto Asano et al.
(2016), com prevaléncia de 2,95% foi de marco a julho, semelhanga na sazonalidade, com

resultados diferentes.
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Quanto as espécies de morcegos avaliadas, é bem abrangente e se repetem na grande
maioria das pesquisas brasileiras, e ndo parece haver uma relagdo com achados
positivos/espécie, sendo as mais relatadas as do género Glossophoga, Artibeus, Myotis,
Desmodus, Molossus, Sturnira, Carollia e Eptesicus (BRANDAO et al., 2008; ASANO et
al., 2016; GOES et al., 2016; PENGO et al., 2016; BITTAR et al. 2020; LOZANO et al.
2021; BUENO et al. 2022). Todas avaliadas no presente estudo.

Fatores biologicos podem influenciar na carga viral e coincidem com o aumento na
circulacdo de virus, alem disso, o estresse reprodutivo e nutricional, infeccdes secundarias
por fungos, por exemplo, a presenca de grande nimero de individuos juvenis cuja imunidade
materna encontra-se reduzida, podem influenciar na prevaléncia de coronavirus em
morcegos. Estes tipos de fendmenos na biologia do hospedeiro estdo correlacionados
positivamente com um aumento na incidéncia de eventos de spillover de virus para humanos
(OLIVAL et al., 2017; PANDIT et al., 2022).

Assim, diante do exposto acima, considerando todas as dificuldades encontradas ao
longo da pesquisa, conseguimos um razoavel nimero de amostras analisadas; os resultados
séo dados importantes e que serdo divulgados a comunidade cientifica, e alcangamos um dos
principais objetivos: o desenvolvimento do protocolo para diagndstico de coronavirus no
laboratério de Biologia Molecular aplicada as Zoonoses do Servico de Diagndstico de
Zoonoses — FMVZ, a priori, utilizando os morcegos enviados ao diagnostico de raiva, porém
com potencial de extensdo para novas pesquisas com o0 objetivo de identificar CoV em

espécies animais diferentes.

7. CONCLUSAO

A compreensdo da circulacdo de coronavirus em morcegos tem sido desafiante, iSso
porque os estudos ainda sdo escassos no Brasil, limitando dados e informacdes, além da ja
conhecida baixa prevaléncia em morcegos;

No periodo de janeiro a julho de 2023, ndo houve deteccdo de CoV em conteudo
intestinal de morcegos oriundos do municipio de Botucatu — SP;

Protocolar a técnica de PCR de coronavirus no LDZ-UNESP-Botucatu, SP favorece o
desenvolvimento do diagnoéstico para deteccdo de CoV em morcegos concomitantes com 0
diagnostico de raiva, o que € de extrema importancia, tanto para a rotina laboratorial, quanto

para o desenvolvimento de novas pesquisas na area.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Certificado de autorizacao para atividades com finalidade cientifica pelo Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em biodiversidade (SISBIO).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
b Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
I cmi o'. Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 86973-1 I Data da Emissao: 23/01/2023 10:02:67 I Data da Revalidagio®: 23/01/2024
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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 85973-1 | Data da Emisséo: 23/01/2023 10:02:57 Data da Revalidacdo*: 23/01/2024
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser r lidada anuall t diante a ap tacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do

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

Dados do titular

Nome: DANILO ALVES DE FRANCA | CPF: 445.701.458-33
Titulo do Projeto: Importancia dos quirépteros na transmisséo de agentes infecciosos: uma abordagem de Saude Unica
Nome da Instituigao: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO |CNPJ: 48.031.918/0020-97

Observagoes e ressalvas
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coletas e de uso da infraestrutura da unidade.
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2 | Municipio Pardinho-SP Mata Atlantica Nao Dentro de UC Municipal
3 | Municipio Lengdis Paulista-SP Mata Atlantica Nao Dentro de UC Municipal
4 | Municipio Bauru-SP Mata Atlantica Nao Dentro de UC Municipal
5 | Municipio Botucatu-SP Mata Atlantica Nao Dentro de UC Municipal
6 | Municipio Séo Manuel-SP Mata Atlantica Nao Dentro de UC Municipal
7 | Municipio Cerqueira César-SP Mata Atlantica Nao Dentro de UC Municipal
8 | Municipio Dois Cormregos-SP Mata Atlantica Nao Dentro de UC Municipal
9 | Municipio Itatinga-SP Mata Atlantica Néo Dentro de UC Municipal
Atividades
# | Atividade Grupo de Atividade
1 | Captura de animais silvestres in situ Fora de UC Federal
2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Atividades ex-situ (fora da natureza)
3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Fora de UC Federal

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® Portaria ICMBio n°® 748/2022. Através do codigo de autenticacdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: DANILO ALVES DE FRANCA | CPF: 445.701.458-33

Titulo do Projeto: Importancia dos quirépteros na transmisséo de agentes infecciosos: uma abordagem de Saude Unica

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO |CNPJ: 48.031.918/0020-97

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Qtde.
1 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Chiroptera 300
2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Chiroptera -

3 | Captura de animais silvestres in situ Chiroptera -

A quantidade prevista s6 é para ativi do tipo "Colet: porte de espéci da fauna silvestre in situ". Essa quantidade abrange uma porgdo

territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservacéo Federal ou um Municipio.

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano.

Materiais e Métodos

# | Tipo de Método (Grupo t: 6mico) Materiais

1 | Amostras bioldgicas (Outros mamiferos) Animal encontrado morto ou partes (carcaga)/osso/pele, Ectoparasita,

Fezes, Fragmento de tecido/6rgéo, Pélo, Sangue, Secregéo

2 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Captura manual

Destino do material biologico coletado

# | Nome local destino Tipo destino
1 | UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA Laboratério
FILHO

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do cbdigo de autenticagdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: DANILO ALVES DE FRANCA | CPF: 445.701.458-33
Titulo do Projeto: Importancia dos quirépteros na transmissao de agentes infecciosos: uma abordagem de Satde Unica
Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO ICNPJ: 48.031.918/0020-97

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
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da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou
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Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° Portaria ICMBio n°® 748/2022. Através do cddigo de autenticacdo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Anexo 2. Oficio de parecer ético de subprojeto.

\/
oy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Botucatu, 31 de outubro de 2023.

Ao
Conselho do Programa de P6s-graduagdo em Doengas Tropicais
Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp

Prezados Senhores,

Declaramos que a ( X ) dissertagdo de mestrado / () tese de doutorado intitulada
“INVESTIGAGAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE CORONAVIRUS
EM QUIROPTEROS DO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL.” de autoria do(a)
discente Ketrin Ribeiro Favaro é subprojeto do projeto intitulado “PESQUISA DE
AGENTES INFECCIOSOS DE CARATER ZOONOTICO EM QUIROPTEROS.” que
foi submetido e aprovado pelo ( ) CEP /(X)) CEUA, conforme parecer anexo.

Declaramos que no subprojeto ndo houve alteragdes de procedimentos operacionais

ou metodolégicos daqueles constantes no projeto original e que o(a) discente integra a
equipe do projeto.

Atenciosamente,

ym}'& Al\u.{ l.v"l—‘:dufo-

DANILO ALVES DE FRANGCA

BENEDITO DONIZETE MENOZZI

KETRIN RIBEIRO FAVARO L&

Faculdade de Medicina de Botucatu — Secéo Técnica de Pés-graduacéo
Av. Professor Mario Rubens Guimaraes Montenegro, s/n CEP 18618-687 Botucatu Sao Paulo Brasil
posgraduacao.fmb@unesp.br
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Anexo 3. Atestado de aprovacio da pesquisa pela Comissdo de Etica CEP da Faculdade de
Medicina— FMB — UNESP.

#X#AV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA NI\
- ~7" fmvz - unesp

u n es p VAY %J(LIO DE MESQUITA FILHO"

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto que o Projeto "Pesquisa de agentes infecciosos de carater zoonético em
quirépteros” Protocolo CEUA 0259/2022 , a ser conduzido por Danilo Alves de
Franca, responsavelorientador Helio Langoni, para fins de pesquisa
cientifica/ensino - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 08
de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal -

CONCEA.
Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 01/01/2023 a 31/12/2024
Nome:(.omum;/ Especie; QUIROPTERO / MYOTIS BOCAGII /
Linhagem
Raga
N° de animais machos 0
N° de animais fémeas 0
N° de animais sexo indefinido 300
Peso médio de animais machos 0
Peso médio de animais fémeas 0
Peso médio de animais sexo 50g
indefinido
Idade 1 ano(s) e 1 mes(es) e 1 dia(s).
Procedéncia Vigilancia

Projeto de Pesquisa aprovado em reuniao da CEUA em 07/11/2022

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Segéo Técnica Académica
Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Corréa, s/n
UNE SP - Campus de Botucatu/SP - Cep 18618-681
(14) 3880-2176 - patrizia@fmvz.unesp.br - wwfmvz.unesp.br
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Anexo 4. Planilha de dados dos quirdpteros coletados em Botucatu levados ao LDZ-UNESP-

Botucatu, SP.

Amostra  Registro Data Procedéncia Espécie
1 01/23 02/01 Botucatu Molossus molosssus
2 02/23 02/01 Botucatu Molossus molosssus
3 03/23 03/01 Botucatu Molossus rufus
4 04/23 03/01 Botucatu Molossus molosssus
5 12/23 04/01 Botucatu Eptesicus brasiliensis
6 13/23 06/01 Botucatu Molossus rufus
7 16/23 06/01 Botucatu Molossus molosssus
8 18/23 09/01 Botucatu Molossus rufus
9 19/23 09/01 Botucatu Molossus molosssus
10 25/23 10/01 Botucatu Molossus rufus
11 28/23 11/01 Botucatu Molossus molosssus
12 29/23 11/01 Botucatu Molossus molosssus
13 30/23 11/01 Botucatu Molossus molosssus
14 34/23 12/01 Botucatu Molossus molosssus
15 35/23 13/01 Botucatu Molossus molosssus
16 36/23 13/01 Botucatu Molossus molosssus
17 37/23 14/01 Botucatu Molossus molosssus
18 38/23 14/01 Botucatu Molossus molosssus
19 39/23 15/01 Botucatu Molossus molosssus
20 40/23 15/01 Botucatu Molossus molosssus
21 41/23 16/01 Botucatu Molossus molosssus
22 43/23 16/01 Botucatu Molossus molosssus
23 44/23 16/01 Botucatu Molossus rufus
24 49/23 18/01 Botucatu Molossus molosssus
25 50/23 18/01 Botucatu Molossus molosssus
26 52/23 19/01 Botucatu Eumops glaucinus
27 54/23 20/01 Botucatu Eumops perotis
28 55/23 20/01 Botucatu Molossus molosssus
29 56/23 20/01 Botucatu Molossus molosssus
30 58/23 22/01 Botucatu Molossus molosssus
31 59/23 22/01 Botucatu Eumops glaucinus
32 68/23 25/01 Botucatu Molossus molosssus
33 73/23 26/01 Botucatu Molossus molosssus
34 74/23 27/01 Botucatu Molossus molosssus
35 76/23 29/01 Botucatu Eumops glaucinus
36 77/23 29/01 Botucatu Molossus molosssus
37 78/23 31/01 Botucatu Molossus rufus
38 80/23-A 01/02 Botucatu Eumops perotis
39 83/23 03/02 Botucatu Eumops perotis
40 84/23 03/02 Botucatu Molossus molosssus
41 85/23 03/02 Botucatu Molossus molosssus
42 86/23 03/02 Botucatu Molossus molosssus
43 88/23 06/02 Botucatu Eumops sp.
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44 89/23 06/02 Botucatu Myotis nigricans
45 95/23 09/02 Botucatu Anoura sp.

46 96/23 09/02 Botucatu Myotis nigricans
47 97/23 11/02 Botucatu Histiotus nigricans
48 98/23 11/02 Botucatu Molossus molosssus
49 100/23 14/02 Botucatu Eptesicus brasiliensis
50 102/23 18/02 Botucatu Lasiurus blossevillii
51 103/23 19/02 Botucatu Molossus molosssus
52 107/23 25/02 Botucatu Molossus sp.

53 115/23 10/03 Botucatu Molossus molosssus
54 116/23 11/03 Botucatu Molossus molosssus
55 117/23 13/03 Botucatu Eumops glaucinus
56 119/23 14/03 Botucatu Molossus molosssus
57 125/23 16/03 Botucatu Lasiurus blossevillii
58 127/23 19/03 Botucatu Molossus molosssus
59 129/23 23/03 Botucatu Eumops glaucinus
60 135/23 28/03 Botucatu Eumops perotis
61 136/23 29/03 Botucatu Molossus molosssus
62 138/23 03/04 Botucatu Molossus molosssus
63 140/23 06/04 Botucatu Eumops glaucinus
64 153/23 17/04 Botucatu Eumops glaucinus
65 154/23 19/04 Botucatu Molossus rufus

66 155/23 24/04 Botucatu Molossus molosssus
67 163/23 27104 Botucatu Glossophaga soricina
68 165/23 02/05 Botucatu Tarida brasiliensis
69 166/23 02/05 Botucatu Molossus molosssus
70 167/23 04/05 Botucatu Molossus molosssus
71 177/23 15/05 Botucatu Sturnira lilium

72 188/23 29/05 Botucatu Platyrrhinus lineatus
73 189/23 29/05 Botucatu Glossophaga soricina
74 192/23 31/05 Botucatu Myotis nigricans
75 194/23 02/06 Botucatu Glossophaga soricina
76 198/23 11/06 Botucatu Eumops sp.

77 200/23 12/06 Botucatu Artibeus lituratus
78 206/23 15/06 Botucatu Molossus rufus

79 209/23 17/06 Botucatu Anoura geoffroyi
80 211/23 21/06 Botucatu Artibeus lituratus
81 212/23 21/06 Botucatu Glossophaga soricina
82 216/23 27/06 Botucatu Molossus molosssus
83 217/23 27/06 Botucatu Eumops auripendulus
84 219/23 28/06 Botucatu Molossus rufus

85 220/23 28/06 Botucatu Eumops perotis
86 225/23 03/07 Botucatu Eumops auripendulus
87 228/23 05/07 Botucatu Molossus rufus

88 229/23 06/07 Botucatu Molossus molosssus
89 230/23 06/07 Botucatu Molossus molosssus
90 234/23 10/07 Botucatu Molossus molosssus
91 235/23 10/07 Botucatu Molossus molosssus
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92 239/23 12/07 Botucatu Molossus molosssus
93 240/23 13/07 Botucatu Molossus molosssus
94 241/23 13/07 Botucatu Molossus molosssus
95 248/23 13/07 Botucatu Molossus molosssus
96 249/23 13/07 Botucatu Molossus molosssus
97 251/23 13/07 Botucatu Eumops glaucinus

98 252/23 13/07 Botucatu Lasiurus blossevillii
99 253/23 13/07 Botucatu Molossus molosssus
100 255/23 13/07 Botucatu Molossus molosssus
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