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RESUMO

MANTOVAN, K. B. Pesquisa de zoonoses virais emergentes em morcego
hematofago Desmodus rotundus: uma abordagem de saude Unica. 2023.
105 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, “Julio de Mesquita Filho” UNESP, Botucatu,
2023.

As doencas zoondticas virais compdem uma séria ameacga a saude publica, e
responsaveis pela maioria das pandemias recentes em humanos. Os morcegos
séo associados a transmissédo de doencas infecciosas, uma vez que abrigam
uma alta diversidade viral em relacdo as outras ordens de mamiferos. Os
morcegos hematdofagos Desmodus rotundus apresentam ecologia e
caracteristicas sociais excepcionais que podem ter efeitos importantes na
dindmica de disperséao viral. A identificacdo de patdgenos que tenham os D.
rotundus como reservatorios devem ser mais bem esclarecidas, tanto para
aqgueles ja estabelecidos, como o virus da raiva, quanto para novas descobertas.
Foram capturados 143 espécimes de D. rotundus como parte de um programa
de vigilancia epidemioldgica ativa, referentes a municipios do Estado de S&o
Paulo. Também foram registradas as coordenadas geograficas dos abrigos e
suas caracteristicas ecologicas. Foram coletados material cerebral para
realizacdo da reacdo de imunofluorescéncia direta para diagndstico de raiva e
RT-PCR. Para pesquisa molecular de flavivirus e alphavirus foi realizado RT-
gPCR de pulmao, intestino e figado. Ambas as técnicas diagndsticas para raiva,
flavivirus e alphavirus foram negativas. As caracteristicas dos abrigos
evidenciaram que todos se encontravam em &reas de modificacbes
antropogénicas como casas abandonadas e malha rodoviaria. Dada a
importancia das doencas descritas, uma vez que sado doencas tropicais
negligenciadas, mesmo com os resultados negativos, estas enfermidades virais
sé@o encontradas na regido e isso oferece novas oportunidades para propagacao
destes patdgenos, diversificacdo genética e adaptacdo a novas espécies. A
adocdo de uma abordagem do conceito de salde Unica global &€ extremamente
necessaria, além de um sistema de vigilancia epidemiolégica funcional para
monitorar doencgas infecciosas emergentes.

Palavras-chave: morcegos; saude publica; flavivirus; alphavirus; virus da raiva



ABSTRACT

MANTOVAN, K. B. Research of emerging viral zoonoses in vampire bat
Desmodus rotundus: One health approach. 2023. 105 P. Thesis (Doctorate)
— Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Sdo Paulo State University,
“Julio de Mesquita Filho” UNESP, Botucatu, 2023.

Viral zoonotic diseases are a serious threat to public health, and they have
caused most recent human pandemics. Bats have been associated with the
transmission of infectious diseases, hosting a high viral diversity in relation to
other orders of mammals. The vampire bats Desmodus rotundus have
exceptional ecology and social characteristics and have important effects on viral
dynamics and dispersion. The identification of pathogens what Desmodus
rotundus may be reservoirs must be better clarified, among them rabies, well
described in the species, and flavivirus genus diseases, which are widely
disseminated. a total of 143 D. rotundus were collected in active surveillance,
referring to municipalities in the State of Sdo Paulo, as well as geographic
orientation of the shelters and ecological characteristics. Of these, brain material
was collected for direct immunofluorescence test and RT-PCR for diagnosing
rabies. For molecular research of flaviviruses and alphaviruses, RT-gPCR was
performed of lung, intestine and liver. Both diagnostic techniques for rabies,
flavivirus and alphavirus were negative. The characteristics of the shelters
showed that they were all located in areas of anthropogenic modifications such
as abandoned houses and the road network. Given the importance of the
described diseases, both are one of the main neglected tropical diseases. Even
with negative samples, both viral diseases are found in the region and this offers
new opportunities to dissemination of these pathogens, genetic diversification
and adaptation to new species. The adoption of a “One Health” approach globally
is badly needed, in addition to an intensive surveillance system to monitor
emerging infectious diseases.

Keywords: bats; public health; flavivirus; alphavirus; rabies virus
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12

1. Introducéao

As doencas zoondticas transmitidas por virus sdo uma séria ameaca a
saude publica (WYNNE; WANG, 2013), e causaram a maioria das pandemias
recentes em seres humanos (OLIVAL et al., 2017a; BENAVIDES et al., 2020g;
LETKO et al., 2020; IRVING et al., 2021). Cerca de 75% das doencas infecciosas
emergentes e reemergentes para humanos sao consideradas zoonoses (WANG;
ANDERSON, 2019; VAN BRUSSEL; HOLMES, 2022).

Uma estimativa recente sugere que os mamiferos abrigam 40.000 virus,
dos quais 10.000 podem ser transmitidos para os seres humanos, e cerca de
cinco a dez vezes mais espécies de virus do que espécies de mamiferos, com a
maioria dos virus compartilhados por alguns hospedeiros (CARLSON et al.,
2019).

Um aspecto fundamental para os estudos da emergéncia de zoonoses
€ determinar quais espécies animais abrigam virus ou outros patdgenos que
possam ser transmitidos para os seres humanos (WILLE; GEOGHEGAN;
HOLMES, 2021), ja que atualmente, a grande maioria circula silenciosamente
em mamiferos selvagens (CARLSON et al., 2022).

A ascensdo de novos virus e expansdo dos patdégenos ja conhecidos,
surgiu como uma ameaca para as populagcdes humanas, animais e meio
ambiente, onde o conceito de Saude Unica, procura integrar a satide humana,
animal e do meio ambiente, visando a predicdo e controle de doengas com
interface humano-animal-ambiental (WANG; ANDERSON, 2019). Esses fatores
sdo fortemente influenciados e potencializados devido principalmente, aos
fatores antropogénicos, como industrializacdo, agricultura intensiva,
fragmentacdo de florestas, urbanizacdo, transporte rdpido e mudancas
climaticas (SOKOLOW et al., 2019; SANCHEZ; VENKATACHALAM-VAZ;
DRAKE, 2021; GARCIA-ROMERO et al., 2023).

A expansdo da agricultura e crescimento populacional promovem a
invasdo dos habitats da vida selvagem (GIBB et al., 2020), levando a mudancas
nos ecossistemas e aproximando os humanos e animais domésticos, da vida
selvagem e vetores (JONES et al., 2013) e dos ciclos silvestres de potenciais

patégenos zoondticos novos ou ja conhecidos (BERGNER et al., 2021).
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A mudanca no uso da terra e a conversdo de habitats naturais em
ecossistemas agricolas, urbanos ou antropogénicos, € um indicador global
importante do risco de infec¢do e do surgimento de doencas em humanos (GIBB
et al.,, 2020). A vigilancia em ecossistemas de agricultura e pecuaria e
urbanizados, principalmente em areas de integragdo entre humanos e silvestres,
sdo necessarios (JONES et al., 2013; GIBB et al., 2020).

Existem previsdes que, em consequéncia as mudancgas climaticas, a
distribuicdo geografica de véarias espécies possa mudar cerca de cem
quildmetros no préximo século, e nesse processo, Muitos patdégenos
possivelmente serdo inseridos em novos ambientes (BURROWS et al.,
2014). Isso representa uma ameaca imensuravel a saude global, principalmente
devido as varias epidemias e pandemias recentes de virus originarios da vida
selvagem (CARLSON et al., 2022).

Essa interacdo pode propiciar a propagacdo de patdgenos, a
diversificacdo genética e adaptacdo viral a uma nova espécie hospedeira,
culminando em um transbordamento (spillover) (CARLSON et al., 2022), que
causa impactos generalizados nos ambitos ambiental, social, econébmico e
politico (SANCHEZ; VENKATACHALAM-VAZ; DRAKE, 2021; WALLAU et al.,
2023).

2. Reviséao de literatura
Biologia do Desmodus rotundus

Os morcegos sao considerados um grupo unico, porém bastante diverso
de mamiferos na ordem Chiroptera (asas de mao, em grego) (IRVING et al.,
2021). Séo considerados como o segundo grupo de maior diversidade em todo
o0 mundo, representando 20,7% de 5416 espécies de mamiferos conhecidas
(WANG; ANDERSON, 2019), com 18 familias e 1400 espécies (ANDERSON;
RUXTON, 2020). Habitam todos os continentes, exceto a Antartica (WANG;
ANDERSON, 2019). O Brasil € o segundo pais com maior diversidade de
espécies de morcegos, abrigando 181 das espécies conhecidas em todo o
mundo (WALLAU et al., 2023).

Apenas trés espécies se alimentam  exclusivamente de

sangue, Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata e Diaemus youngi (JOHNSON;
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ARECHIGA-CEBALLOS; AGUILAR-SETIEN, 2014) e s&o restritas as Américas
(GALETTI et al., 2016)

D. rotundus pertence a familia Phyllostomidae, subfamilia
Desmodontinae, e género Desmodus. Dentre os hematofagos, D. rotundus € o
Gnico que se alimenta exclusivamente de sangue de mamiferos e € conhecido
como “morcego vampiro comum” (REIS, NELIO R.; PERACCHI, ADRIANO L.;
PEDRO, WAGNER A.; LIMA, 2007).

Esta amplamente difundido nas Américas, desde o norte do México até
o norte da Argentina. No Brasil, ele esta presente em todos os estados (RIBEIRO
et al., 2018). E encontrado em florestas tropicais, regides montanhosas, desertos
costeiros e apresenta plasticidade tanto em ambientes nativos, quanto naqueles
transformados antropogenicamente (BERGNER et al., 2020; MANTOVAN et al.,
2022).

A dtima capacidade adaptativa abrange ampla variacdo de clima,
recursos alimentares e presenca de outras espécies de morcegos, que refletem
nas caracteristicas de colénias, como tamanho da populacao, estrutura etaria e
caracteristica sexual (DELPIETRO; MARCHEVSKY; SIMONETTI, 1992;
DELPIETRO et al., 2017; BERGNER et al., 2020). Geralmente as colonias sado
pequenas e contém de 10 a 200 animais, contudo algumas colénias podem
conter maior nimero quando ndo ha o controle populacional da espécie
(MAYEN, 2003).

Apresentam estrutura social complexa, uma unica colénia pode ocupar
varios abrigos diferentes (ROCHA; DIAS, 2020). O principal contém fémeas
adultas e jovens, e machos dominantes e abrigos satélites ocupados por jovens
e adultos solteiros, que muitas vezes brigam pelo controle do harém (MAYEN,
2003; SOUZA et al., 2018; ROCHA,; DIAS, 2020).

O comportamento de lamber outros individuos de sua espécie ocorre
principalmente entre as fémeas, garantindo a integridade do grupo, que é 14
vezes mais frequente em D. rotundus do que em outras espécies de morcegos
e a partilha de alimento (CARTER; LEFFER, 2015). As lambeduras estimulam o
regurgitamento do alimento de uma fémea saciada, permitindo o seu
aproveitamento por outra que nao tenha se alimentado (DELPIETRO;
MARCHEVSKY; SIMONETTI, 1992). Essa caracteristica esta ligada ao
altruismo e coesao social (CARTER; LEFFER, 2015).
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As fémeas da espécie sdo consideradas poliéstricas, porém apresentam
sazonalidade reprodutiva, com pico de nascimentos e lactacdo na estacao
chuvosa (primaveral/verdo) (SOUZA et al., 2018). Considera-se de baixa taxa
reprodutiva, devido ao periodo gestacional de 165 a 180 dias, e nascimento de
apenas um filhote ao ano, é o que favorece o seu controle populacional (REIS,
NELIO R.; PERACCHI, ADRIANO L.; PEDRO, WAGNER A.; LIMA, 2007,
DELPIETRO et al., 2017). O acasalamento sazonal do D. rotundus resulta num
influxo de morcegos jovens, coincidindo com o aumento de casos de raiva
durante a estacdo chuvosa (DELPIETRO et al.,, 2017; SOUZA et al., 2018).
Sugere-se que ha filopatria feminina e fluxo génico mediado por machos
(HUGUIN et al., 2018). Apds o nascimento, do segundo ao quarto més de vida,
os filhotes recebem alimentos regurgitados e apds, se tornam independentes
(REIS, NELIO R.; PERACCHI, ADRIANO L.; PEDRO, WAGNER A.; LIMA, 2007,
DELPIETRO et al., 2017).

Na natureza, D. rotundus se alimentam principalmente de mamiferos
silvestres em areas de floresta (FOOKS et al., 2014), porém, mudancas
comportamentais fizeram com que estes, expandissem seu nicho ecolégico.
Esse reflexo se deve ao aumento do desmatamento, intensificacdo da pecuaria
e a urbanizacdo (CASCIO et al., 2011; JONES et al., 2013), resultando na
reducdo de populacdes de animais silvestres desencadeando um aumento na
predacdo do D. rotundus em animais de producédo (bovinos, equinos, suinos,
etc.), presas domésticas e a utilizacdo de abrigos artificiais (JOHNSON;
ARECHIGA-CEBALLOS; AGUILAR-SETIEN, 2014; ROCHA; DIAS, 2020:;
MANTOVAN et al., 2022), aumentando assim os riscos de surtos de doencas
(CASCIO etal., 2011).

A intensificagdo da pecuaria também aumenta a disponibilidade de
alimento para os morcegos permitindo que as populacbes aumentem e se
dispersem (BOTTO NUNEZ; BECKER; PLOWRIGHT, 2019a). O Brasil tem o
maior rebanho mundial de bovinos (IBGE., 2022), e estes tendem a permanecer
no mesmo local por longos periodos (JOHNSON; ARECHIGA-CEBALLOS;
AGUILAR-SETIEN, 2014).

D. rotundus podem voar até 10 km (DIAS et al., 2011) para se
alimentarem, porém essa distancia € determinada pelo nimero de individuos no

abrigo, uma vez que eles podem voar mais longe das fontes de alimentacao para
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minimizar a competicdo (ROCHA; DIAS, 2020).

A alimentag&o deve ocorrer num intervalo inferior a 3 dias e geralmente
escolhem as presas em altitudes mais baixas que os abrigos, pois gastam menos
energia para se alimentarem (ROCHA et al., 2019). Um morcego pode ingerir
entre 15 e 25 ml de sangue em uma presa e um animal pode ser visitado por
varios morcegos na mesma noite, que dura em torno de 30 minutos, podendo
eventualmente chegar a uma hora (DELPIETRO; MARCHEVSKY; SIMONETTI,
1992).

Ha séculos, os morcegos vem sendo associados a transmissdo de
doencas infecciosas (IRVING et al., 2021), e estes abrigam uma alta diversidade
viral em relacdo as outras ordens de mamiferos (LETKO et al., 2020).

Devido a fatores ecolégicos e ambientais, como as interacdes e
reorganizacdo das colbnias, os deslocamentos dos individuos entre abrigos
podem ser considerados a base da transmissdo de patdgenos entre morcegos
(CARNIELI et al., 2012).

A exposicao dos seres humanos aos morcegos pode ser relacionada a
alimentacdo destes, principalmente relatada na grande éarea da floresta
amazonica (BENAVIDES; VALDERRAMA; STREICKER, 2016; DE ANDRADE
et al., 2016), sugerindo que tanto a exposicdo de morcegos a virus transmitidos
pelo sangue de suas presas quanto a exposicao de presas a virus liberados na
saliva de morcegos sdo provaveis. Virus excretados pelas de fezes de morcegos
vampiros também podem ser transmitidos as presas por contato direto durante
a alimentacao ou por contaminagdo ambiental (BERGNER et al., 2021).

A capacidade Unica dos morcegos para voar pode ser um elo importante
e anteriormente desconsiderado entre as mudancas de alcance causadas pelo
clima e as mudancas futuras no viroma dos mamiferos. Mesmo os morcegos néo
migratérios podem viajar regularmente centenas de quildmetros durante a vida
(ANCILLOTTO et al., 2016). Se o voo permite que 0S morcegos passem por
mudancas de alcance mais rapidas do que outros mamiferos, supde-se que eles
conduzam a maioria das novas transmissfes virais entre espécies e
provavelmente tragam virus zoonéticos para novas regides (MORATELLI,
CALISHER, 2015; SHIPLEY et al., 2019).

Os sistemas sociais dos D. rotundus tém efeitos importantes na

dindmica, estrutura e dispersédo da populacdo de virus. Portanto, informacdes
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sobre o sistema social do morcego hematéfago, organizacdo espacial e
conectividade da populacdo sdo necessarias para uma melhor compreenséo da
dindmica dos virus (HUGUIN et al., 2018)

Existe um risco iminente de recombinacdo de material genético entre
essas diferentes espécies de virus que infectam morcegos, levando ao
surgimento de novas espécies ou variantes. Este fato torna necessaria uma

vigilancia epidemioldgica constante nestes animais (CUPERTINO et al., 2022).

O virus daraiva (RABV)

O virus da raiva pertence a ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, do género Lyssavirus, com genoétipos e variantes que
apresentam diferencas quanto a patogenicidade, viruléncia e composicao
antigénica (TORDO et al., 1986).

O virion tem formato de bala, com membrana plasmética recoberta por
homotrimeros da glicoproteina (FOOKS et al., 2017). Apresenta genoma de RNA
de fita simples, sentido negativo, com aproximadamente 12000 nucleotideos,
gue codificam cinco proteinas: a RNA polimerase (proteina L), glicoproteina de
superficie (proteina G), nucleoproteina (proteina N), fosfoproteina (proteina P) e
proteina matriz (proteina M) (FIALLO-OLIVE et al., 2020)

A glicoproteina viral (G), forma projecdes para fora do envelope lipidico,
reconhece receptores celulares por interacéo direta e faz a intermediacao para
gue ocorra a fusdo da membrana celular com a proteina M para facilitar a entrada
do virus nas células (GUO et al., 2019). Também sdo responsaveis por induzir a
producdo de anticorpos neutralizantes, deste modo produzindo resposta imune
mediada por células, conferindo agdo neurotropica ao virus (WUNNER et al.,
1988; BANYARD; TORDO, 2018).

A matriz (M), localizada abaixo da membrana viral que envolve o ndcleo,
une o envoltorio viral a ribonucleoproteina (RNP), que é formada pelo RNA viral
e as proteinas L, P e N. O RNP somado a matriz M formam o nucleocapsideo
viral, onde a RNP também € responsavel pelas atividades enzimaticas
necessarias para transcricdo e replicagdo do RNA (GUO et al., 2019; FIALLO-
OLIVE et al., 2020).
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A nucleoproteina (N), que € um dos maiores componentes do virus e a
maior proteina interna do cilindro helicoidal, exercendo a funcdo de proteger o
RNA gendmico, isso faz com que o material genético seja conservado, por isso
€ 0 gene mais utilizado nas técnicas moleculares e é a mais importante no
processo de capsidacdo (WUNNER et al., 1988).

A infecgéo viral é iniciada quando o virus da raiva se liga a receptores
celulares inoculados por meio de uma mordida ou arranh&o do animal infectado
na periferia e depois migra no transporte axonal rapido e retrogrado em
neurdnios até o sistema nervoso central (SNC), jA que estes sao altamente
neurotrépicos (BANYARD; TORDO, 2018). Para isso, o0 virus precisa de um
mecanismo de trafego e vérios fatores intracelulares (TORDO et al., 1986).

O ciclo de vida do RABV é inteiramente citoplasmatico. A entrada viral é
iniciada pela interacdo entre o0s receptores celulares e a glicoproteina
viral. Depois que o virus se liga @a membrana celular, ele entra na célula pela via
endocitica (GUO et al., 2019). O ambiente de baixo pH nos endossomos
precoces, induz mudancas conformacionais na proteina G, facilitando a fusao do
envelope viral com a membrana endossomal. A partir dai, ocorre o
desrevestimento do genoma viral, liberando o RNP viral no citosol (BANYARD;
TORDO, 2018).

A transcrigdo ocorre em uma “fabrica de virus” especializada, o
corpusculo de Negri, tendo a ribonucleoproteina como modelo (BANYARD;
TORDO, 2018). A proteina G é translocada para o reticulo endoplasmatico,
enquanto as outras proteinas virais sdo sintetizadas em ribossomos livres,
préximos aos corpos de inclusdo (FISHER; STREICKER; SCHNELL, 2018).
Apos a replicacdo, os virions intactos sdo montados com RNA gendémico e
proteinas nos corpos de inclusdo - os corpos de Negri - e entdo liberados
extracelularmente via brotamento (FIALLO-OLIVE et al., 2020).

Enquanto a infeccéo inicial € exclusivamente retrograda, no estagio final
da infeccdo, o RABV muda a direcdo e migra para fora do SNC de forma
anteretrograda em direcdo a periferia, especialmente para as glandulas
salivares, onde o virus pode ser transmitido pela mordida e reiniciar o ciclo
(FISHER; STREICKER; SCHNELL, 2018).

A infecgdo inicial por RABV é assintomatica e os sinais clinicos

neuroldgicos estdo presentes apenas nos estagios avancados da doenca
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(FOOKS et al., 2014, 2017). O quadro clinico deteriora rapidamente a satude do
hospedeiro e leva a morte por insuficiéncia respiratdria ou cardiaca, geralmente
de sete a dez dias. Alguns exemplos incomuns de sobrevivéncia foram relatados
em humanos, mas as intervengdes ndo se mostraram repetiveis (RUPPRECHT;
HANLON; HEMACHUDHA, 2002).

Dentro do género Lyssavirus, hd 17 espécies virais diferentes,
classificadas como entidades separadas de acordo com a divergéncia na
sequéncia genbmica. Atualmente, o0 género inclui: Aravan lyssavirus
(ARAV), Australian bat lyssavirus (ABLV), Bokeloh bat lyssavirus (BBLV),
Duvenhage lyssavirus (DUVV), European bat -1 lyssavirus (EBLV-1), European
bat -2 lyssavirus (EBLV- 2), Gannoruwa bat lyssavirus (GBLV), Ikoma lyssavirus
(IKQV), Irkut lyssavirus (IRKV), Khujand lyssavirus (KHUV), Lagos bat lyssavirus
(LBV), Lleida bat lyssavirus (LLEBV), Mokola lyssavirus (MOKYV), Rabies
lyssavirus (RABV), Shimoni lyssavirus (SHIBV), Taiwanese Bat Lyssavirus
(TBLV), West Caucasian bat lyssavirus (WCBV) (FIALLO-OLIVE et al., 2020). O
virus da raiva classico (RABV) é o mais conhecido e estudado e o Unico de
abrangéncia mundial (GUNAWARDENA et al., 2016; RUPPRECHT; KUZMIN;
MESLIN, 2017; SHIPLEY et al., 2019).

A Organizacdo Mundial da Saude e a Organiza¢do Mundial de Sanidade
Animal consideram como raiva apenas a doenca causada pelo genétipo do
filogrupo | (RABV), classificando as demais como encefalites relacionadas e/ou
como aparentadas aos virus pertencentes as outras espécies (WHO, 2019b).

Existem dezenas de cepas de RABV, cada uma se associa intimamente
a uma espécie de mamifero hospedeiro. Os mecanismos de transmisséo e
evolucdo podem diferir dentro de cada relacdo virus-hospedeiro (FISHER,;
STREICKER; SCHNELL, 2018).

A raiva é endémica no Brasil e o virus pode ser isolado de espécies
domésticas e silvestres, podendo ser caracterizadas antigenicamente e
geneticamente (FAVORETTO et al., 2002). Com isso, foram identificadas
variantes antigénicas, melhorando o conhecimento da epidemiologia da raiva,
tornando-se possivel determinar a distribuicdo geografica e reservatorios
especificos das diferentes variantes encontradas nas américas que foram: AgV2-
cao, AgV3-morcego D. rotundus, AgV4- morcego Tadarida brasiliensis e AgV6-
morcego Lasiurus cinereus (FAVORETTO et al., 2002; KOTAIT et al., 2007).
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Outros perfis antigénicos ndo determinados também foram descritos
(FAVORETTO et al., 2002). Outros quatro padrfes antigénicos ndo compativeis
com os conhecidos, encontrados em isolados de morcegos insetivoros dos
géneros Eptesicus, Nyctinomps, Myotis e Lasiurus (OLIVEIRA et al., 2010;
MENOZZI et al., 2017) e cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e sagui (Calithrix
jacchus) (FAVORETTO et al., 2006; CARNIELI et al., 2008; CORDEIRO et al.,
2016).

Raiva: importancia na saude publica

A raiva acomete principalmente as ordens Carnivora e Chiroptera
(BADRANE, 2001), transmitida intra e interespecifica para humanos e animais
pela inoculacéo do virus contido na saliva (PERES, 2008).

Todos os mamiferos séo suscetiveis a infecgdo, o virus da raiva (RABV)
pode ter evoluido na ordem Chiroptera e depois se adaptado para a ordem
Carnivora (BADRANE, 2001; FOOKS et al., 2014). Esses varios eventos de troca
de hospedeiro, produziram um padrdo complexo de variantes do virus da raiva,
tornando desafiador entender o que governa a transmissao e disseminacgao viral
(FISHER; STREICKER; SCHNELL, 2018).

E uma encefalite aguda grave, considerada uma das principais doencas
tropicais negligenciadas (HOTEZ et al., 2014) e grande problema de saude
publica e saude animal, pois com excec¢éo da Antéartica, € endémica em todos 0s
continentes (HAMPSON et al., 2015).

Com uma taxa de mortalidade de quase 100%, € considerada uma
doenca 100% prevenivel por vacina (BANYARD; TORDO, 2018). Estima-se que
cerca de 59.000 mortes humanas por raiva ocorram anualmente em mais de 150
paises, destes, 96% dos casos ocorrem na Africa (36,4%) e na Asia (59,6%)
(WHO, 2019b). Menos de 0,05% das mortes estimadas ocorrem nas Américas,
das quais mais de 70% no Haiti. A india, representa 35% de 6bitos em todo o
mundo, mais do que qualquer outro pais. Porém a taxa estimada de mortalidade
por habitante é mais alta nos paises mais pobres da Africa Subsaariana, como
a Republica Democratica do Congo e Etiopia (HAMPSON et al., 2015).

Em todo o mundo, o niumero de pacientes com raiva diminuiu. No

Brasil, Isso esta intimamente ligado a introducdo de campanhas de vacinacao
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canina, obrigatoria desde 1973 e a expansao da profilaxia pos-exposicdo (GAN
et al., 2023). Alguns estados brasileiros, como Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, desde 1995 néao realizam campanhas massivas de vacinacdo em céaes e
gatos (BRASIL, 2022Db).

A epidemiologia desta zoonose se difere nos paises dependendo da
regido geografica (ANDERSON; SHWIFF, 2015). Devido a subnotificacbes e
estimativas incertas, é possivel que esse numero seja uma subestimacédo bruta
do verdadeiro 6nus da doenca (LAVAN et al., 2017).

A raiva € uma doenca totalmente prevenivel por meio de vacinacdo e
imunoglobulinas. Apds a agressdo, o periodo de incubacéo é tipicamente de
duas a oito semanas, embora possa variar de dias a anos. Uma vez que a
infeccdo desenvolve sintomas, a raiva é sempre fatal. Portanto, medidas
preventivas devem ser tomadas o mais rapido possivel (RUPPRECHT;
HANLON; HEMACHUDHA, 2002).

Em muitos paises em desenvolvimento, as mortes ocorrem
principalmente devido a falta de acesso a agentes bioldgicos necessarios para
profilaxia pés-exposicdo eficaz (RUPPRECHT; HANLON; HEMACHUDHA,
2002). Tratar um caso de exposicao a raiva, que tem custo médio de 40 dolares
na Africa e 49 doélares na Asia, e é de extrema dificuldade em populacdes que
apresentam a renda media diaria de um a dois délares por pessoa (WORLD
HEALTH ORGANIZATION ).

A raiva afeta predominantemente populac¢des pobres e vulneraveis com
recursos de salde publica inadequados e acesso limitado a tratamento
preventivo (LAVAN et al.,, 2017). A doenca representa uma carga social e
econOmica severa e duradoura. A falta de recursos e de infraestrutura de saude
publica limitada em muitos paises endémicos, para raiva impede a coleta e
analise de dados (FOOKS et al., 2014).

Quanto maior o nivel de indice sociodemografico (SDI) (renda per capta,
anos médios de educacéo, taxa de fertilidade), menor a taxa de incidéncia por
idade da raiva. Em 2019, a regidao de baixo SDI tinha uma maior taxa de
incidéncia por idade de 48,70/10.000.000, enquanto a regido de alto SDI tinha
apenas 0,14 (GAN et al., 2023).

Em 2018 foi criado o plano estratégico global “Zero by 30” para erradicar

as mortes humanas de raiva transmitida por caes até 2030. O plano prop0s trés



22

objetivos que séo: vacinas, medicamentos, ferramentas e tecnologias de forma
eficaz, gerar, inovar e medir impacto; e manter o COmpromisso e 0S recursos
(WHO, 2019a).

Alguns modelos estatisticos indicam que para que a vacinacao seja
eficiente, 70% da populacdo canina deve ser vacinada. Hoje, estima-se que a
cobertura geral de vacinagcédo canina seja inferior a 20% em paises endémicos
para a raiva canina fora das Américas (RUPPRECHT; KUZMIN; MESLIN, 2017).
Nos ultimos 30 anos, México, Costa Rica, Brasil e outros paises da América do
Sul reduziram consideravelmente a epidemia de raiva por causa de politicas
governamentais e educacdo em saude da populacdo (GAN et al., 2023)

O DALYs (Disability Adjusted Life Years) representa a carga total de
saude de uma doenca, que consiste em anos de vida perdidos devido a
mortalidade prematura e anos de vida perdidos devido a incapacidade
(HAMPSON et al., 2015). Em 2019, os DALYs globais relacionados a raiva
foram 782.052,30 (GAN et al., 2023).

Os custos econbmicos da raiva sdo de aproximadamente US $ 8,6
bilhdes por ano, dos quais 54% séo para perdas de produtividade por mortes
prematuras, 37% sao para o tratamento de humanos agredidos por cées
suspeitos e apenas 2% sao investidos na vacinagao e controle populacional de
caes (WHO, 2019b). As perdas por mortes de animais de interesse zootécnico
atingiram 512 milhdes de dolares por ano, principalmente em paises com

economias dependentes da pecuéaria (HAMPSON et al., 2015).

Raiva no Brasil

No Brasil, a raiva foi descrita inicialmente em 1908 durante um surto da
doencas em equinos e bovinos (CARINI, 1911), no estado de Santa Catarina e
associando-se a possivel relacdo deste surto com morcegos hematofagos
(BRASIL, 2008; ALLOCATI et al., 2016). O primeiro relato de raiva associado a
morcegos foi entre os anos de 1914 e 1916 no mesmo estado (HAUPT, H. &
REHAAG, 1925).

Relatérios da Organizagdo Pan-Americana da Saude indicaram uma
reducdo de 95% nos casos de raiva humana e canina nas Ameéricas (WHO,
2019a). O impacto da doenga na América do Sul € maior em bovinos do que em
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outras espécies domeésticas e estd fortemente relacionado ao ciclo aéreo
enzootico da doenca transmitida por morcegos hematofagos, e estes também
tém um papel epidemioldgico importante na transmissao da raiva para animais
de estimagédo (BENAVIDES et al., 2017, 2020c). No Brasil, o RABV foi isolado
de 41 das 167 espécies de morcegos descritas (DE ALMEIDA CAMPOS et al.,
2020)

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), instituiu
o Programa Nacional de Controle da raiva dos Herbivoros (PNCRH) (BRASIL,
2009). O PNCRH visa a vacinacao estratégica de espécies susceptiveis e do
controle populacional de seu principal transmissor, D. rotundus. A vacinacao do
rebanho é considerada compulséria, somente quando ha ocorréncia de focos da
doenca (BRASIL, 2009).

No periodo de 2010 a 2022, foram registrados 45 casos humanos.
Desses, 20% (9/45) tiveram o cdo como animal transmissor, 53,33% (24/45)
morcegos, 8,88% (4/45) primatas ndo humanos, 8,88 (4/45) os felinos foram os
transmissores, e 4,44% por raposa (2/45). Em dois casos nédo foi possivel a
identificacdo do animal agressor (BRASIL, 2023a). Na série historica de casos
de raiva humana no Brasil, apenas dois casos evoluiram para cura, 0s demais
evoluiram para 0Obito (BRASIL, 2023a).

Em 1973 foi criado o Programa Nacional de Profilaxia da Raiva do
Ministério da Saude, cujo objetivo geral era eliminar a raiva em humanos,
controlando a doenca em animais domeésticos, com isso instituiu-se a campanha
de vacinacdo anual canina, capacitacdo dos laboratérios para vigilancia
epidemioldgica por meio de diagnostico (BRASIL, 2014).

Em relacdo a raiva animal, o Brasil fez progressos expressivos na
eliminacdo da raiva transmitida por caes nas ultimas décadas, mas alguns casos
ao longo dos anos ainda aconteceram. Em 2015, na fronteira do Brasil com a
Bolivia, ocorreu uma epizootia canina e um 6bito humano, transmitido por cao
pela variante 1 (que circula na Bolivia), nos municipios de Corumba e Ladario,
no Mato Grosso do Sul (BENAVIDES et al., 2019a; BRASIL, 2019).

Desde 2016, os casos de raiva em cées e gatos tém sido identificados
com variantes de morcegos e compativel com canideos silvestres. Mesmo em
um cenario de diminuicdo da raiva em cées e gatos, ainda assim, € importante

gue se monitore a circulacéo do virus e principalmente, frente a um caso positivo
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de raiva nessas espécies, a identificacdo da variante viral envolvida, permitindo
gue se tome as medidas de controle necessaria em cada caso (BRASIL, 2022b).
E necessario acBes de vigilancia e cooperacdo permanentes e
integradas entre os paises fronteiricos, concentrando-se nos diferentes elos da
cadeia epidemiologica de transmissdo da raiva (WADA; ROCHA; MAIA-
ELKHOURY, 2011).

O numero de casos humanos em que o céo é fonte de infec¢do diminuiu
significativamente passando de 50, em 1990, para zero, em 2008, e dois casos
no Maranhao, em 2009 (WADA; ROCHA; MAIA-ELKHOURY, 2011; VARGAS;
ROMANO; MERCHAN-HAMANN, 2019). Desde 2016 nido ha registro de casos
de raiva transmitida pela variante do cao (BRASIL, 2023a), devido as ac¢les de
vigilancia no pais.

Desde 2004, observou-se uma mudanca na dinamica na ocorréncia de
casos humanos e no perfil epidemiolégico da doenca em relacdo ao animal
agressor, onde 0S morcegos passaram a ser 0s principais transmissores da
doenca (BRASIL, 2022b).

Em 2017 foram registrados seis casos de raiva humana, todos pela
variante 3 de morcegos hematéfagos (D. rotundus). Cinco casos foram
provocados por agressdes diretas por morcegos, no municipio de Barcelos/AM;
e 0s outros dois casos ocorreram nos estados da Bahia e do Tocantins. Em 2018,
foram registrados 11 casos, destes, 10 relacionados a um surto em éarea
ribeirinha em Melgaco/Para, todos eles com histérico de espoliacdo por
morcegos, e sem realizacdo de profilaxia antirrabica pés-exposicdo. O décimo
primeiro caso, foi em um homem residente no estado do Parana, mas que foi
espoliado por morcego em Ubatuba, no estado de S&do Paulo (BRASIL, 2023a).
Nos demais anos, os casos de raiva em humanos foram transmitidos por felinos
infectados com a variante 3, ocorrendo a transmissédo secundaria, o chamado
“spillover” pontual.

O D. rotundus esta se tornando relativamente comum em regides com
grandes rebanhos (BENAVIDES et al., 2020c), e sua presenca é favorecida pela
presenca de recurso alimentar abundante e de facil exploracdo representado
pelo gado, o que pode resultar em um aumento nas taxas de sobrevivéncia,
densidade populacional das colénias (DE ANDRADE et al., 2016; BENAVIDES
et al., 2017).
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Estes geralmente selecionam as rotas mais curtas entre o poleiro e suas
presas, muitas vezes viajando varios quildmetros s6 de ida para encontrar a
presa (ROCHA et al., 2019), e embora uma col6nia permaneca relativamente
estavel, eles visitam regularmente abrigos vizinhos dentro de uma é&rea de
atividade de 10 a 20 km? (DIAS et al., 2011).

Essa tendéncia de visitar colbnias vizinhas promove a comunicacéo
indireta entre quase todas as colbnias dentro de uma area formando um conjunto
ou rede definida (ROCHA et al., 2019; ROCHA,; DIAS, 2020). Geralmente essa
conexao ¢ feita principalmente pelos machos jovens, que tendem a visitar outros
abrigos para acasalamento (DELPIETRO et al., 2017), sendo a disseminacao
da raiva nessa espécie ocasionada principalmente pelo contato entre os
individuos infectados de uma colbnia e os individuos suscetiveis de outra
(KOBAYASHI et al., 2008).

No caso especifico de raiva transmitida por D. rotundus as éareas
impactadas pelas atividades agricolas podem produzir novas caracteristicas ou
varidveis (MESKE et al., 2021), que criam condi¢Bes para o estabelecimento de
areas com diferentes graus de risco para a doenca bovina (DE ANDRADE et al.,
2016). Os animais silvestres, incluindo porcos selvagens, antas e veados néo
vacinados, podem representar um risco para a disseminacdo da doenca
(GALETTI et al., 2016).

A incidéncia da raiva é maior em bovinos e equinos e €é responsavel por
enormes prejuizos econdbmicos na América Latina, com mais de 30 milhdes de
dolares/ano, sendo que no Brasil este valor se aproxima de 15 milhdes de
dolares, com a morte de cerca de 40.000 cabecas bovinas impactando
negativamente a pecuaria nacional (TEIXEIRA et al., 2015).

O aumento da ocorréncia da raiva na fauna silvestre é considerado uma
guestao importante, principalmente nas regides Norte e Nordeste. No Nordeste
do Brasil, o ciclo silvestre da raiva € mantido principalmente pelo D. rotundus,
primatas ndo humanos (Callithrix jacchus) e canideos selvagens (KOTAIT et al.,
2007). Com base em estudos epidemioldgicos e ecologicos, sugeriu-se que,
entre os canideos selvagens do Brasil, 0 Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) é
o principal reservatério de raiva selvagem na regido Nordeste, seguido pela
‘raposa do campo”, Pseudalopex vetulus (FAVORETTO et al., 2013).
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O Sistema Nacional de Saude (SUS) do Brasil oferece cobertura
universal de saude para os brasileiros. Desde 1998, o Brasil utiliza o Sistema de
Informacdo sobre Doencas de Declaracdo Obrigatoria (SINAN) para registrar
todos os pacientes que procuram atendimento médico em unidades de saude
publica ap6s o contato com animal que pode transmitir a raiva (BENAVIDES et
al., 2019b). Também com a possibilidade da realizacdo da prevencédo preé-
exposicao dependendo dos fatores de risco envolvidos.

Em 2018 foram registrados 738.527 casos de atendimentos antirrabicos
pos-exposicdo no Brasil. O estado de Sdo Paulo foi responsavel por 17% das
notificacdes, seguido de Minas Gerais 11% e Rio de Janeiro 8%. Os
atendimentos foram mais frequentes no sexo masculino (52%), menores de 15
anos (30%) e residente em zona urbana (84%). O tipo de exposicdo mais
frequente foi por mordedura (84%), sendo em membros inferiores (31%). Cabe
ressaltar que, quando ndo houve a indicacdo para o uso do soro antirrabico no
tratamento, foram utilizadas cerca de 45.000 ampolas, gerando custos ao SUS
de aproximadamente 3 milhdes de reais (MINISTERIO DA SAUDE;
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2019).

Das 23 unidades federadas que realizaram campanha nacional de
vacinagao contra a raiva em caes e gatos no ano de 2021, apenas 12 enviaram
os dados da cobertura vacinal alcancada. Com base nesses dados, o Brasil
apresenta uma cobertura vacinal de 60,4% (BRASIL, 2023a), inferior a
recomendada pela OMS, que é de 70% da populacéo canina (HAMPSON et al.,
2015). Dados como esse fragilizam as medidas de controle preconizadas pelo

Programa Nacional de Controle da Raiva a nivel nacional.
Flavivirus: Definigcdo e importancia

Os virus da familia Flaviviridae (do latim flavus, amarelo), infectam uma
gama de hospedeiros como aves, mamiferos, incluindo os seres humanos
(GOULD; SOLOMON, 2008). O género flavivirus € o de maior importancia para
a saude publica, considerados arbovirus emergentes (SIMMONDS et al., 2017;
CARLSON et al., 2019). Estéo distribuidos globalmente e infectam ao redor de
400 milhdes de pessoas anualmente (PIERSON; DIAMOND, 2020).

A apresentacéo clinica da infeccado por flavivirus em humanos, pode

variar de doenca leve, ja que aproximadamente 50-80% das infec¢cdes sao
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assintomaticas e causam pouca ou nenhuma doenca, ou episodios febris
autolimitados (BLAHOVE; CARTER, 2021). Pode evoluir ainda para a doenca
grave e com risco de vida como febre hemorragica, sindrome do choque,
encefalite, paralisia, defeitos congénitos, hepatite e insuficiéncia hepética
(DIRLIKOV et al., 2018; PIERSON; DIAMOND, 2018, 2020). As infec¢des
individuais por flavivirus se enquadram em duas grandes categorias, visceral e
neurotropica, embora algumas tenham caracteristicas de ambas, por exemplo,
no caso de Zika virus (PIERSON; DIAMOND, 2018).

O potencial epidémico dos flavivirus reflete muitos fatores relacionados
as caracteristicas Unicas de seus insetos vetores, as consequéncias da
urbanizacdo mal planejada que cria habitats ideais para reproducdo de
artropodes, a expansao geografica dos vetores, mudancas nas condi¢ées
ambientais e extensas viagens globais (JONES et al., 2013; PIERSON;
DIAMOND, 2020).

Os arbovirus prevalentes em todo o mundo englobam o Virus da Dengue
(DENV), Virus da Febre Amarela (YFV), Virus do Nilo Ocidental (WNV) e Zika
(ZIKV) (GOULD et al., 2017), que sao transmitidos por mosquitos hematofagos
pertencentes a familia Culicidae, principalmente dos géneros Culex e Aedes
(GUBLER, 2002).

Os flavivirus sdo virus de RNA de fita simples e sentido positivo,
esféricos, com envelope lipidico, de 40 a 60mm de didametro (GOULD;
SOLOMON, 2008) contendo de 9.200 a 11.000 nucleotideos (VAN LEUR et al.,
2021). O genoma apresenta uma Unica sequéncia aberta de leitura, em inglés
“‘Open Reading Frame” (ORF), que codifica uma poliproteina, com
aproximadamente 3400 aminod&cidos, que ao ser processada por proteases gera
10 proteinas, sendo 03 estruturais: proteina do Capsideo (C), proteina de
Membrana (M) e uma glicoproteina de Envelope (E); e 07 n&o estruturais: NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016;
SIMMONDS et al.,, 2017), que desempenham funcdes reguladoras e de
expressdo do virus, como replicacdo, viruléncia e patogenicidade (LOPES;
NOZAWA; LINHARES, 2014).

As proteinas NS sdo responsaveis e indispensaveis para a correta
replicacdo do RNA viral e também auxiliam na montagem viral e no escape da
resposta imune do hospedeiro (RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016).
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A glicoproteina NS1 é a principal proteina do flavivirus, antagonicamente
relacionada a ativacdo e evasao do sistema complemento (CONDE et al., 2017).
E necessaria no processo de multiplicacdo do RNA viral, possui quatro atividades
enziméaticas, serino protease, NTPase, helicase e RTPase, e é encontrada em
grande quantidade retida no interior das células infectadas (RASTOGI;
SHARMA; SINGH, 2016). A NS2A participa da morfogénese e também
antagonista de interferon (IFN) e NS2B apresenta atividade proteolitica e ambas
sdo dois polipeptideos hidrofébicos, clivados por proteases virais (GOULD;
SOLOMON, 2008).

A NS3, possui varias atividades enzimaticas envolvidas no
processamento da poliproteina resultante da transcricdo do genoma viral, bem
como na sua replicacdo (VAN LEUR et al., 2021). A NS5 é muito conservada e
multifuncional. Esta envolvida na replicagdo do genoma viral, uma vez que
possui atividade de RNA-polimerase e s8o responsaveis em parte pela
organizacdo da membrana levando a formacédo do complexo de replicacao viral
(MOUREAU et al., 2007; VAN LEUR et al., 2021).

O ciclo replicativo tem seu inicio com a ligacao entre o virus e a célula-
alvo, que sdo os mondcitos, macréfagos e células dendriticas, sendo um ponto
critico da determinac@o do tropismo celular, assim como da patogénese viral
(LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).

O virus se liga, por intermédio da proteina E, aos receptores na
superficie celular e €, entdo, absorvido por endocitose em vesiculas recobertas
de clatrinas ocorrendo desnudamento (VAN LEUR et al., 2021). O baixo pH do
endossoma induz a fusdo do envelope do virus com membranas celulares,
provocando mudancas conformacionais da proteina E, para, entdo, liberar o
nucleocapsideo no citoplasma. Apds a decapsidacdo, o genoma de RNA é
liberado para o citoplasma. As particulas virais se agrupam no reticulo
endoplasmatico e sao liberadas por exocitose apds o transporte pela rede trans-
Golgi (CONDE et al., 2017).

Os flavivirus consistem em um grupo de mais de 70 membros diferentes
antigenicamente relacionados (RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016). A maioria
sédo transmitidos por artropodes hematéfagos como mosquitos ou carrapatos
infectados. Cerca de 50% dos flavivirus conhecidos sdo transmitidos por

mosquitos, 28% sao transmitidos por carrapatos e o restante transmitidos entre
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roedores ou entre morcegos sem vetores artropodes conhecidos (IGTV, ;
SIMMONDS et al., 2017).

A evolucdo e a epidemiologia dos flavivirus sdo amplamente
determinadas pelas necessidades epidemiologicas entre seus hospedeiros
invertebrados e vertebrados (GOULD; SOLOMON, 2008). Assim como a rapida
adaptacdo do virus ao ambiente alterado e em mudanca, a distribuicdo
geografica diversificada e a falta de abordagens efetivas de controle de vetores
levaram ao sério risco global das doencas associadas aos flavivirus (RASTOGI;
SHARMA; SINGH, 2016).

Infectam varios hospedeiros vertebrados, como mamiferos e aves,
incluindo o ser humano (GOULD; SOLOMON, 2008; PIERSON; DIAMOND,
2020). Esses hospedeiros vertebrados podem constituir importantes
reservatorios estaveis e contribuir para a definicdo de condi¢gdes que propiciem
a introducdo de novas espécies virais e a transmissdo entre humanos
(PIERSON; DIAMOND, 2020).

Nos vetores artrépodes, os virus também podem ser transmitidos por via
transovariana ou vertical, no caso dos mosquitos e carrapatos, e
transestadialmente em carrapatos (AGUILAR-SETIEN et al., 2008).

A maioria dos membros do género Flavivirus sédo importantes

patdgenos humanos e veterinarios, e este é um dos géneros virais mais
estudados em morcegos (TORRES-CASTRO et al., 2021). Muitos flavivirus
foram isolados de morcegos naturalmente infectados (FAGRE; KADING, 2019).

Apesar dos nichos ecoldgicos compartilhados entre morcegos e muitos
artropodes hematofagos como por exemplo, carrapatos e mosquitos, conhecidos
por desempenhar um papel na transmissdo de arbovirus importantes para a
saude publica, o conhecimento sobre o potencial dos morcegos como
reservatoérios de arbovirus é limitado (FAGRE; KADING, 2019; CUPERTINO et
al., 2022) .

Membros da ordem Chiroptera foram descritos como hospedeiros
naturais de virus emergentes que acometem humanos. E possivel que algumas
espécies de morcegos sejam suscetiveis as essas importantes arboviroses
como o virus da dengue, em que estes possam desempenhar um papel de
conservacio na natureza (AGUILAR-SETIEN et al., 2008). O virus da febre
amarela, descrito em algumas espécies de morcegos (KADING et al., 2018;
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FAGRE; KADING, 2019; CUPERTINO et al., 2022). Entretanto esses dados
sobre 0 morcego hemato6fago D. rotundus sdo escassos.

Flavivirus no Brasil

Dengue

A dengue é uma doenca infecciosa viral, com apresentacao clinica febril
aguda causada por um virus pertence a familia Flaviviridae, do género Flavivirus
(GOULD; SOLOMON, 2008). Tem ampla distribuicdo no Brasil, ocorrendo de
forma endémica com surtos, muito relacionados com as condi¢des climaticas,
especialmente nas estac6es mais chuvosas e quentes do ano, devido a ecologia
do vetor (FIGUEIREDO, 2019)

O virus da dengue apresenta quatro sorotipos, denominados DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4, muito bem documentados no ciclo urbano e é
endémica em mais de 100 paises na maioria das areas tropicais e subtropicais
(YANG et al., 2021), sendo os humanos seus hospedeiros. E considerada como
uma das principais doencas tropicais negligenciadas no mundo (HOTEZ et al.,
2014). Cerca de 500 milhdes de pessoas nas Américas correm o risco de contrair
a doenca, e é a arbovirose mais prevalente no continente (MESSINA et al., 2019;
OPAS, 2023a).

O ciclo silvestre so6 foi registrado na Africa e na Asia com cinco sorotipos
reconhecidos, os quatro do ciclo urbano e o DENV-5 (MUSTAFA et al., 2015).
Este envolve primatas ndo humanos como hospedeiros e tem sido sugerido um
papel secundario de outros mamiferos como hospedeiros, incluindo os morcegos
(HERNANDEZ-AGUILAR et al., 2021).

Sao classificados como arbovirus (FIGUEIREDO, 2019), transmitidos
pela fémea do mosquito do género Aedes, sendo o Aedes aegypti seu principal
vetor, estando presente em quase todos os paises do hemisfério, exceto Canada
e Chile continental. E um mosquito doméstico, que vive dentro e no peridomicilio
das casas, que se reproduz em qualquer recipiente artificial ou natural que
contenha agua parada. Caracterizado por ser um vetor antropofilico (MESSINA
et al., 2019).

No Brasil, os primeiros relatos de dengue séo do final do século XIX, no

Parana e no inicio do século XX no Rio de Janeiro. No inicio do século XX, o
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mosquito ja era um problema de saude pubica por conta da febre amarela
(BRAGA; VALLE, 2007). A primeira epidemia do virus no pais, documentada
clinica e laboratorialmente, aconteceu em 1982, em Boa Vista (RR), causada
pelos virus DENV-1 e DENV-4. Posteriormente, em 1986, houve uma intensa
circulacao viral em grandes centros urbanos, com epidemias no Rio de Janeiro
e em algumas capitais do Nordeste (MS/SVS, 1999).

A introdugéo dos sorotipos DENV-2 e DENV-3 ocorreu também no Rio
de Janeiro, em 1990 e 2000 respectivamente. O DENV-3 apresentou rapida
disperséo para 24 estados do pais no periodo de 2001-2003 (BRAGA; VALLE,
2007). O DENV-4 foi reintroduzido no pais em 2010 no estado de Roraima, se
espalhando para o restante do pais. Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no
Brasil de forma continuada, endémica ou epidemicamente (MS/SVS, 1999).

A expansédo da dengue para areas consideradas livres, vem ocorrendo
devido a intensa movimentacdo humana e expansao dos vetores para novas
regides (YANG et al., 2021). A proliferagdo ampliada dos vetores precede e
permite a expanséo global e a transmisséo local do virus da dengue em éareas
altamente urbanizadas, considerando-se suas caracteristicas antropofilicas
(LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).

Estimativas recentes indicam 390 milhdes de casos de infec¢des por
dengue por ano, dos quais 96 milhdes se manifestam clinicamente, com qualquer
gravidade da doenca (OPAS, 2023a). As mortes atribuiveis a dengue
aumentaram de 28.152 em 1990 para 36.055 em 2019 mundialmente. O tempo
de vida perdido devido a morte prematura e incapacidade, os DALYs, em geral
aumentaram ligeiramente de 2.347.000 anos em 1990 para 2.383.400 anos em
2019 (YANG et al., 2021).

No Brasil, no ano de 2022 ocorreram 1.450.270 casos provaveis de
dengue com uma taxa de incidéncia de 679,9 casos por 100 mil habitantes. Em
comparacao com o ano de 2019, houve reducgéo de 6,2% de casos registrados
para o mesmo periodo analisado. Quando comparado com o ano de 2021,
ocorreu um aumento de 162,5% casos (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE,
2023b). Foram confirmados 1.473 casos de dengue grave e 18.145 casos de
dengue com sinais de alarme. Ressalta-se que destes, 630 casos permanecem
em investigacao (OPAS, 2023a).
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Febre Amarela

A febre amarela é considerada como uma febre hemorragica viral,
transmitida por mosquito que ocorre em regifes tropicais e subtropicais da Africa,
América do Sul e Central (RENO et al., 2020). Atualmente, 44 paises tem o risco
de transmissdo com epizootias silvestres intermitentes, casos esporadicos e
surtos urbanos, onde 40 sé&o considerados 0s mais vulneraveis, sendo 13 nas
Américas e 27 na Africa (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Embora a maioria das infec¢cdes seja assintomatica, o virus da febre
amarela causa uma doenca febril aguda que pode resultar em hepatite,
insuficiéncia renal, hemorragia e choque. A infeccdo é fatal em 20-60% dos
casos sintomaticos graves (PIERSON; DIAMOND, 2020).

Os primeiros relatos de febre amarela no Brasil, datam de 1849, na
capital do império brasileiro, relacionado a chegada de um navio negreiro
procedente de Nova Orleans, tendo feito escalas em Havana e Salvador antes
de atracar no Rio de Janeiro. Em fevereiro de 1850 a febre amarela ja havia se
disseminado e segundo estimativas, atingiu 90.658 dos 266 mil habitantes do
Rio de Janeiro, causando 4.160 mortes (BENCHIMOL, 1994).

A principal espécie relacionada a transmisséo da febre amarela no meio
urbano € o mosquito Aedes spp, podendo também ser transmitido pelas espécies
Haemagogus e Sebethes (GOULD; SOLOMON, 2008; DOUAM; PLOSS, 2018),
no ciclo silvestre (DOUAM; PLOSS, 2018).

A febre amarela circula principalmente em um ciclo silvestre, entre
mosquitos e primatas ndo humanos (RENO et al., 2020). No entanto, a invaséo
humana em areas mais rurais pode introduzir o virus da febre amarela em areas
urbanizadas caracterizado como ciclo urbano, resultando na circulagao viral
entre humanos por meio de mosquitos antropofilicos (DOUAM; PLOSS, 2018;
BLAHOVE; CARTER, 2021).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude, OPAS, o numero de
casos humanos confirmados no Brasil entre 1960 e 2022 sdo de 3443 casos e
1192 mortes por febre amarela. No mesmo periodo nas Americas, o total foi de
9397 casos, levando a 3315 ébitos (WHO, 2023).

No caso do Brasil, nos ultimos trés anos, houve uma expanséo

histérica do virus causador da doenca. O pais tem um padrdo sazonal, com
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maior transmissao entre dezembro e maio. Porém, as epizootias com mortes de
macacos notificadas ao longo de 2018 mostraram que a circulacdo do virus da
febre amarela continuou durante o periodo de baixa transmisséo, de junho a
novembro (DOUAM; PLOSS, 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

No periodo de 2017/2018, foi registrado um dos eventos mais
expressivos da histéria da doenca no Brasil. A dispersdo do virus alcancou a
costa leste brasileira, na regido do bioma Mata Atlantica, que abriga uma ampla
diversidade de primatas ndo humanos e de potenciais vetores silvestres, e onde
0 virus ndo era registrado ha décadas (BRASIL, 2023b).

Foram considerados os surtos mais significativos dos ultimos 70
anos. De dezembro de 2016 a junho de 2019, mais de 15.000 epizootias em
primatas ndo humanos foram relatadas no Brasil, em areas silvestres, rurais e
urbanas. Exames laboratoriais ou critérios epidemiolégicos confirmaram pelo
menos 1.567 epizootias causadas por febre amarela, em 455 municipios, nas
regides Sudeste com 90,9% dos casos e nas demais regides Sul, Nordeste,
Centro-Oeste e Norte (SILVA et al., 2020)

O Brasil, apresenta fator de risco para a reurbanizacéo da febre amarela,
pois, devido a expanséo territorial da infestacdo do Aedes aegypti, j& foram
detectados em todas as Unidades Federadas, areas infestadas pelos vetores
superpostas a areas de circulacdo do virus, areas urbanas infestadas proximas
de areas de risco para febre amarela silvestre, e intenso processo migratorio
rural-urbano, levando a possibilidade de importacdo do virus dos ambientes
silvestres para os urbanos (BRASIL, 2023b)

Durante o periodo de monitoramento em 2022, foram notificados 686
eventos envolvendo primatas ndo-humanos mortos e/ou doentes suspeitos de
Febre Amarela. Desse total, apenas dois casos (0,3%) foram confirmados por
critério laboratorial (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2023b).

Foram notificados 158 casos humanos suspeitos, mas nenhum foi
confirmado no ano de 2022. As transmissdes do virus em primatas foram
registradas nos estados de Minas Gerais e no Parand, sinalizando a circulagcéo
ativa do virus nas regides Sudeste e Sul. Porém, dia 27 de janeiro de 2023, o
Estado de S&o Paulo registrou o primeiro caso de Febre Amarela desde 2020,
em morador da zona rural da cidade de Vargem Grande do Sul, cidade que faz

divisa com o Estado de Minas Gerais. Tal fato, refor¢ca a importancia da vigilancia
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devido ao risco de transmissdo as populagcdes humanas, em casos que
antecedem primeiro aos animais e extravasam para a populacdo humana
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2023b).

Zika Virus

O Zika Virus (ZIKV) € um Flavivirus transmitido principalmente pela
picada do mosquito Aedes aegypti infectado (BLAHOVE; CARTER, 2021). Além
da transmissdo mosquito-humano, por meio de transmissao intrauterina
resultante da infeccédo congénita, transmisséo intraparto da mée virémica para o
recém-nascido, transmissao sexual, transfusdo de sangue e exposicao
laboratorial (FREITAS et al., 2020; PIELNAA et al., 2020)..

O ZIKV foi isolado pela primeira vez em macacos na floresta Zika de
Kampala, Uganda no ano de 1947. O primeiro isolamento humano do ZIKV foi
relatado na Nigéria em 1953. Desde entdo, o ZIKV expandiu sua abrangéncia
geogréfica para varios paises da Africa, Asia, Oceania e Américas.

O ZIKV chegou ao Brasil provavelmente devido a globalizac&o, que
facilita o deslocamento de individuos infectados. No pais, existe um histérico de
epidemias por arboviroses decorrente tanto das condi¢cdes socioecondémicas
guanto do clima predominantemente tropical, extensas areas de matas e regides
pantanosas, fechadas e de caatinga (LOPES; NOZAWA; LINHARES,
2014). Esses tipos de ambientes contribuem para a proliferacéo persistente de
vetores, principalmente do género Aedes, em ambientes urbanos, contribuindo
para a disseminacdo do ZIKV para outras regides do Brasil (FIGUEIREDO,
2019).

O maior surto de ZIKV da histéria ocorreu em maio de 2015 no Nordeste
do Brasil, onde o Ministério da Saude estimou a ocorréncia de 440.000 a
1.300.00 casos de suspeita da doenca causada pelo patogeno (HENNESSEY;
FISCHER; STAPLES, 2016). Nesse periodo, foi detectada a associacdo da
doenca com a sindrome de Guillain-Barré (DIRLIKOV et al., 2018) e, em outubro,
observou-se a associagao entre a infecgcao e malformacdes do sistema nervoso
central ao nascimento, incluindo microcefalia (KLEBER DE OLIVEIRA et al.,
2016).
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O comité de emergéncia da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
declarou a doenca como uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia
Internacional em fevereiro de 2016 (HENNESSEY; FISCHER; STAPLES, 2016).

ApOs esse periodo, houve uma diminuicdo acentuada nos casos
relatados em 2017, o que provavelmente é atribuido ao efeito da imunidade
coletiva (PIERSON; DIAMOND, 2018). Estudos de soroprevaléncia sugerem que
63% dos habitantes de Salvador, Brasil, foram infectados durante esse surto
(NETTO et al., 2017)

No ano de 2022, um total de 9204 casos foram diagnosticados no pais.
Houve um aumento de 42% no numero de casos comparado a 2021. No periodo,
foi confirmado um obito por zika, no estado de Goias. Foram registrados 591
casos provaveis em gestantes. A regido Nordeste apresentou maior incidéncia
da doenca (13,3 casos/100 mil hab.) (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2023b).

Alphavirus: Definigcdo e importancia

Alphavirus é o unico género da familia Togaviridae (CHEN et al., 2018),
sdo virus transmitidos por mosquitos e outros insetos hematéfagos, como
carrapatos, piolhos e percevejos (LIM et al., 2018). Considerados arbovirus
emergentes, associados a importantes patégenos humanos e veterinarios de
interesse para a saude publica (MOREIRA MARRERO et al., 2022).

Causam uma ampla variedade de doencas em humanos, variando de
doenca febril a sintomas clinicos mais graves (SKIDMORE; BRADFUTE, 2023).
Esses virus sdo categorizados em grupos com base em sua relacdo genética e
manifestacdes clinicas. Alphavirus artritogénicos, incluindo virus chikungunya
(CHIKV), virus Ross River (RRV), virus O'nyong'nyong (ONNV), virus Barmah
Forest (BFV), virus Mayaro (MAYV) e virus Sindbis (SINV), causam doencas
musculoesqueléticas que se caracteriza por febre, exantema, artralgia, mialgia,
miosite e poliartrite aguda e crénica (POWERS et al., 2001; KIM; DIAMOND,
2022; DE SOUZA et al., 2023).

Alphavirus encefalicos, incluindo o virus da encefalite equina oriental
(EEEV), o virus da encefalite equina ocidental (WEEV) e o virus da encefalite
equina venezuelana (VEEV), infectam células do sistema nervoso central e

causam meningite e encefalite, geralmente com sequelas neurologicas
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debilitantes de longo prazo (KIM; DIAMOND, 2022; MOREIRA MARRERO et al.,
2022).

Os Alphavirus sdo mantidos na natureza principalmente em ciclos de
transmissdo silvestre. Os vetores e espécies hospedeiras sao variados,
implicando na sua distribuicdo geogréfica para causar surtos em humanos
(HOLMES et al., 2020). Pelo menos um Alphavirus esta presente em todos os
continentes povoados e estdo continuamente emergindo em novos territérios e
hospedeiros (SKIDMORE; BRADFUTE, 2023). Sdo amplamente distribuidos por
todo o mundo, habitando todos os continentes, exceto a Antartica (POWERS et
al., 2001).

Sao transmitidos por vetores que geralmente requerem o0 uso de uma
espécie intermediaria para transmitir a um hospedeiro vertebrado. O género
Aedes é o principal transmissor das arboviroses no mundo (BURKETT-
CADENA; VITTOR, 2018; LIM et al., 2018). Hospedeiros vertebrados incluem
humanos, primatas ndo humanos, equideos, aves, anfibios, répteis, roedores e
suinos. Dois Alphavirus aquaticos, que infectam mamiferos marinhos e peixes
até o momento foram relatados (CHEN et al., 2018).

Sao virus pequenos e envelopados com genoma de RNA fita simples e
sentido positivo, linear, de 10.000 a 12.000 nucleotideos (LOPES; NOZAWA;
LINHARES, 2014). Os virions séo particulas esféricas envelopadas com cerca
de 60 a 70nm de diametro, com capsideo de simetria icosaédrica envolto com
espiculas na superficie (CHEN et al., 2018).

O genoma dos Alphavirus codifica 8 genes. Destes, quatro proteinas nédo
estruturais (codificadas na ordem nsP1-nsP4), importantes no genoma, onde
gue medeiam a traducao viral (CHEN et al., 2018), a replicag&o viral, do material
genético do virus através da formacdo de complexos RNA replicase que se
associam a membrana da célula do hospedeiro e posteriormente se fusionam
com endossomos, formando vacuolos, além de atuarem na evasdo da resposta
imune (HOLMES et al., 2020; SKIDMORE; BRADFUTE, 2023).

As proteinas estruturais sédo codificadas na ordem capsideo (C), E1 e E2
(glicoproteinas de envelope), além dos peptideos E3 e 6K (CHEN et al., 2018),
gue atuam como peptideo sinais para as glicoproteinas E2 e EI1,
respectivamente, e podem ter funcbes relacionadas a etapa de liberacdo de
particulas virais maduras pela célula hospedeira (SKIDMORE; BRADFUTE,
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2023). A proteina Alphavirus E2 facilita o envolvimento do receptor, enquanto E1
medeia principalmente a fusdo da membrana apés a entrada viral (JOSE;
SNYDER; KUHN, 2009).

A variabilidade genética e a adaptabilidade dos Alphavirus, juntamente
com as modificacbes antropogénicas do habitat e mudancas climaticas, séo
fatores que podem alterar seu nicho ecoldgico, levando a eventos de emergéncia
ou reemergéncia viral (MOREIRA MARRERO et al., 2022; GARCIA-ROMERO
et al., 2023).

Alphavirus no Brasil
Virus Chikungunya (CHIKV)

O virus Chikungunya (CHIKV) € uma grande ameaca a saude publica
mundial (DE SOUZA et al., 2023), caracterizado por sinais e sintomas agudos e
cronicos, artralgia grave e crénica, podendo levar a complicacdes neurologicas
e pode ter evolucéo fatal (SUHRBIER, 2019; SKIDMORE; BRADFUTE, 2023).

O virus Chikungunya foi isolado pela primeira vez apds uma epidemia
de 1952-1953 na atual Tanzania (WEAVER; LECUIT, 2015). Depois de causar
varias epidemias na Africa e na Asia, muitas delas envolvendo centenas de
milhares de pessoas, foi relatada pela primeira vez na ilha de Saint Martin, no
Caribe, em outubro de 2013 e, no final de 2015, a transmisséo havia sido
relatada em mais de 50 territérios (MARCONDES et al., 2017).

A transmissdo ocorre principalmente entre humanos pelos
mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus (NSOESIE et al., 2016),
amplamente distribuidos no Brasil (DE SOUZA et al., 2023).

Durante os dultimos 20 anos, mais de 10 milhdes de casos de
chikungunya foram relatados em mais de 125 paises. Estima-se que 1,3 bilhdo
de pessoas vivam em areas de risco de transmissao do CHIKV (NSOESIE et al.,
2016) e muitas outras partes do mundo podem se tornar adequadas para a
transmissao do CHIKV devido a mudanca climatica que aumenta a distribuicdo
do Ae aegypti (BURKETT-CADENA; VITTOR, 2018).

Atualmente, o CHIKV é classificado em trés gendtipos principais: 0s
genotipos asiatico, oeste africano e asiatico e centro-leste da Africa do Sul

(ECSA), mas uma nova linhagem, a Linhagem do Oceano indico (IOL), também
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emergiu do genodtipo ECSA durante a epidemia de 2004-2019 (DE SOUZA et al.,
2023).

O CHIKYV foi introduzido duas vezes no Brasil. Em 2013, a linhagem
asiatica do CHIKV entrou no norte, estado do Amap4a, enquanto as linhagens
leste, central e sul da Africa (ECSA) foram identificadas de forma independente
em 2014 e relatadas no estado da Bahia (NUNES et al., 2015). Uma sequéncia
de surtos de CHIKV tem atingido diferentes regifées do Brasil (FIGUEIREDO,
2019). Atualmente, todos os estados registram transmissdo desse arbovirus e
detém o maior niumero de casos das Ameéricas (OPAS, 2023b).

Em 2022, os casos de chikungunya notificados foram acima da média
dos ultimos 4 anos (2018-2021), com um total de 263.685 casos de chikungunya,
incluindo 87 mortes, reportados na Regido das Américas, representando um
aumento de 2 vezes nos casos e um aumento de 7 vezes nas mortes em
comparacao com 2021 (OPAS, 2023b). Destes, 174.517 aconteceram no Brasil
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2023b).

Até marco de 2023, um total de 35.566 casos provaveis e confirmados
de chikungunya foram reportados no Brasil, incluindo uma morte confirmada,
reportada no Espirito Santo e 13 mortes sob investigacdo. Durante o mesmo
periodo, a taxa de incidéncia cumulativa nacional representou um aumento
relativo de 109,6% em relacdo ao mesmo periodo de 2022 (OPAS, 2023b).

Nas populacdes urbanas, durante os periodos epidémicos, o virus &
mantido pela transmissdo mosquito-homem-mosquito. Porém ainda ha uma
lacuna sobre os possiveis vertebrados que possam estar envolvidos nos ciclos
de manutencdo do CHIKV (MARCONDES et al., 2017; CELONE et al., 2021;
PANDIT et al., 2022).

Virus Mayaro (MAYV)

A infeccdo causada pelo virus Mayaro (MAYV) é considerada uma
doenca tropical negligenciada pela Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) e uma
zoonose que representa um importante desafio de saude publica (GANJIAN;
RIVIERE-CINNAMOND, 2020).

Foi isolado pela primeira vez em Trinidad, em 1954, e o primeiro surto

no Brasil foi descrito em 1955, as margens do rio Guama, préximo de Belém/PA.
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Desde entdo, casos esporadicos e surtos localizados tém sido registrados nas
Américas, incluindo a regido Amazoénica do Brasil, principalmente nos estados
das regides Norte e Centro-Oeste (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).

A distribuicdo geografica do MAYV tem sido associada aos genotipos D
e L. O gendtipo D foi relatado no Planalto Central e nas regides da Amazonia
brasileira, bem como no Peru, Bolivia, Venezuela, Coldmbia, Argentina e
Trinidad (LORENZ; FREITAS RIBEIRO; CHIARAVALLOTI-NETO, 2019). Por
outro lado, o gendtipo L ocorre apenas na regido amazoénica do estado brasileiro
do Para. O Brasil € 0 pais com maior numero de casos notificados (GANJIAN;
RIVIERE-CINNAMOND, 2020; LIMA et al., 2021).

O ciclo epidemiolégico do virus Mayaro (MAYV) se assemelha ao da
Febre Amarela, transmitidos principalmente por mosquitos do género
Haemagogus, com habitos estritamente diurnos e que vivem nas copas das
arvores, o que favorece o contato com os hospedeiros animais (CELONE et al.,
2021). Outros géneros de mosquitos hematéfagos podem participar do ciclo,
como Culex, Sabethes e Aedes (FIGUEIREDO, 2019; GARCIA-ROMERO et al.,
2023)

Os primatas ndo-humanos sao os principais hospedeiros além de outros
hospedeiros vertebrados como passaros, marsupiais, xenarthras (preguicas,
tamanduds e tatus) e roedores, que podem atuar na amplificacdo. O homem é
considerado um hospedeiro acidental (CELONE et al., 2021).

A manifestacao clinica é dificil de distinguir de outras arboviroses como
dengue, Zika e chikungunya (LORENZ; FREITAS RIBEIRO; CHIARAVALLOTI-
NETO, 2019). Os sintomas clinicos da febre de Mayaro tendem a ser
inespecificos e incluem febre alta, artralgia debilitante, dor de cabeca, dor retro
orbitaria, mialgia, vémito, diarreia e erup¢do cutanea maculopapular, muitas
vezes com sangramento. Semelhante a chikungunya, a infeccéo por MAYV pode
levar ao desenvolvimento de artralgia de longo prazo (FIGUEIREDO, 2019; LIMA
et al., 2021).

A taxa de letalidade da febre Mayaro ainda precisa ser determinada
(GANJIAN; RIVIERE-CINNAMOND, 2020) e com isso ha subnotificacdo de
casos de MAYV. Essa subnotificacdo ocorre para a maioria dos patdgenos
transmitidos por vetores, especialmente para aqueles de doencgas tropicais
negligenciadas (LORENZ; FREITAS RIBEIRO; CHIARAVALLOTI-NETO, 2019)



40

Alguns estudos tém mostrado casos de coinfeccao entre MAYV e outros
arbovirus, como o Virus da Dengue, Chikungunya e Zika (DOS SANTOS SOUZA
MARINHO et al., 2022).

Ha riscos para potencial urbanizacdo da doenca (HOTEZ; MURRAY,
2017; PLOWRIGHT et al., 2017). Para isso dois fatores sdo fundamentais: o
contato da populacdo urbana com mosquitos transmissores e a presenca de
hospedeiros amplificadores nas grandes cidades (LOPES; NOZAWA;
LINHARES, 2014). O papel de hospedeiros amplificadores poderia ser
desempenhado por primatas que vivem em areas urbanas e as aves também
surgem como possiveis hospedeiros amplificadores secundarios (FIGUEIREDO,
2019).

Virus da Encefalite Equina

As encefalites equinas sdo doencas infectocontagiosas zoonoticas, de
carater agudo, com uma grande variedade de hospedeiros e reservatorios,
incluindo aves e mamiferos, e que apresentam intenso tropismo pelo sistema
nervoso central (GO; BALASURIYA; LEE, 2014).

Sao compostos pelos virus da encefalite equina leste (EEEV), virus da
encefalite equina oeste (WEEV), virus da encefalite equina venezuelana (VEEV),
gue sédo transmitidos por artropodes e moscas hematofagas (CHEN et al., 2018).

Os equinos sao amplificadores do virus e por isso € um elemento
importante para prevenir 0 risco em humanos. Animais cComo aves e morcegos
podem atuar como reservatorios e tém papel importante na transmisséo do virus.
Os morcegos do género D. rotundus sdo considerados os mais vulneraveis a
contrair EEV (GUPTA et al., 2021).

Alphavirus como EEEV e VEEV s&o patogénicos para humanos e
equinos e agrupam-se em virus neurotropicos de origem no Novo Mundo, com
base em suas distribuic6es geograficas originais (MARCONDES et al., 2017).

Encefalite Equina do Leste (EEEV) € uma zoonose e dentre as
encefalites, foi a primeira a ser detectada. E também a que apresenta maior
letalidade em equinos que pode chegar a 80% a 90% e em humanos, cerca de
65% (MARCONDES et al., 2017), sdo mais invasivos e neurovirulentos em
idosos e criancas (GO; BALASURIYA; LEE, 2014)
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O ciclo de transmissdo do EEEV primariamente ocorre entre aves e
mosquitos. O ser humano e o0 equino sdo hospedeiros acidentais e nao
contribuem para a manutencéo dos virus (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).
Na América do Sul, o EEEV enzodtico € amplamente distribuido na maioria das
areas de florestas tropicais, na Bacia Amazonica no Brasil e no norte da
Argentina (DA SILVA SENA NUNES et al., 2021).

O virus da Encefalite Equina Oeste (WEEV) foi isolado em 1938, na
regido oeste dos Estados Unidos. Ha identificagdo de diversos subtipos, porém,
s6 o0 subtipo classico possui importancia epidemioldgica (GO; BALASURIYA;
LEE, 2014).

O ciclo basico da WEEV é mantido em um ciclo enzodtico entre aves
domésticas e silvestres, que atuam como reservatorios e hospedeiros
amplificadores naturais e vetores do género Culex (BURKETT-CADENA,;
VITTOR, 2018). Também foi sugerido que lagomorfos e roedores podem servir
como hospedeiros de amplificagdo quando sao infectados com WEEV por
mosquitos Aedes (GO; BALASURIYA; LEE, 2014; MARCONDES et al., 2017).

Humanos e equinos sdo hospedeiros acidentais, que apresentam
viremia com titulos baixos. O virus da EEO ja foi isolado no Brasil, em vetores,
na Floresta da Tijuca, no Rio de Janeiro, e em algumas oportunidades foram
encontrados anticorpos em equinos e humanos (ZORAIDA et al., 2000).

O virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV) é um dos Alphavirus
mais importantes de equinos e humanos, e tem sido descrita como uma das
principais doencas emergentes de animais e humanos das Américas (GUZMAN
et al., 2019; GARCIA-ROMERO et al., 2023). Nao foram notificados casos no
Brasil (BRASIL, 2022a).

Surtos de doenca febril tem sido frequentemente descrito na Ameérica
Latina nas ultimas décadas, envolvendo milhares de equinos e humanos. Séo
classificados seis subtipos (I a VI), sendo que algumas variantes sdo chamadas
de epizodticas e enzodticas (POWERS et al., 2001).

O ciclo de transmisséo enzootica do VEEV é mantido entre roedores e
outros vertebrados, como morcegos e gambas e mosquitos do subgénero Culex
como vetores primarios (GUZMAN-TERAN et al., 2020). Os equinos, nesta
enfermidade, sdo amplificadores dos virus e ha, ainda, relatos de isolamento

destes subtipos em cerca de 30 outras espécies de mamiferos (SOTOMAYOR-
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BONILLA et al., 2017). Os morcegos podem atuar como hospedeiros alternativos
para manutenc&o da circulagao viral da VEEV (GARCIA-ROMERO et al., 2023).
Os virus do género Alphavirus (familia Togaviridae) ja foram descritos

em varias espécies de morcegos, descrevendo o isolamento do virus, evidéncia
molecular ou soroconversdo, dentre eles, o virus de Chikungunya, Virus da
encefalite equina oriental (EEEV), Virus da encefalite equina venezuelana
(VEEV), Virus da encefalite equina ocidental (WEEV) (FAGRE; KADING, 2019).
Considerando os quirdpteros como hospedeiros de agentes infecciosos

de carater zoondtico, o presente estudo avaliou o papel destes mamiferos na
veiculacdo de diferentes patdégenos virais de importancia na saude publica, que
sSd80 responsaveis por inumeros casos no Brasil e no mundo como o virus da
raiva e dos géneros Flavivirus e Alphavirus. Os resultados obtidos, visam
contribuir com as autoridades de saude, para adocao de medidas de vigilancia
para o controle da ocorréncia destas enfermidades, com foco principal na saude

Unica, ja que envolve a saude humana, animal e o meio ambiente.
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Resumo

O virus da raiva € uma das zoonoses de maior importancia para a saude publica
e saude animal. Todos os mamiferos sdo suscetiveis a infeccdo, mas poucos
sdo capazes de atuar como reservatorios da doenca a longo prazo. Os morcegos
hematofagos Desmodus rotundus apresentam a maior carga da doenca na
Ameérica Latina, pois apresentam ecologia e caracteristicas sociais excepcionais
e tém papel importante na dindmica da dispersao viral. O objetivo do estudo foi
identificar a circulacdo do virus rabico em D. rotundus nas &reas com histérico
de forrageamento e casos positivos de raiva em animais de producdo. Foram
capturados 143 D. rotundus por meio de vigilancia ativa, referentes a municipios
do Estado de Séo Paulo, assim como coordenadas geograficas dos abrigos e
caracteristicas ecoldgicas. Destes, foram coletados material cerebral para

reacdo de imunofluorescéncia direta e RT-PCR para pesquisa viral. Ambas as
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técnicas diagnosticas foram negativas. As caracteristicas dos abrigos
evidenciaram que todos se encontravam em areas de modificacOes
antropogénicas como casas abandonadas e malha rodoviaria. A infeccéo ativa
é rara em D. rotundus, impedindo informacdes diretas sobre a incidéncia em
nivel populacional por meio de técnicas moleculares e estudos filogenéticos
virais em determinados surtos. A vigilancia epidemiolégica na espécie D.
rotundus deve ser mais difundida, para melhorar entendimento da base de
transmissédo do virus da raiva entre os individuos e minimizar o transbordamento

para os seres humanos e outras espécies.

Palavras-chave: morcegos; saude publica; zoonoses; virus da raiva

1. Introducéao

O virus da raiva, transmitido pelo morcego hematofago D. rotundus,
trata-se do virus zoonético de morcego mais estudado e importante
(STREICKER et al., 2012a). A raiva € considerada um grande problema de
salde publica e para o desenvolvimento agricola em toda a América Latina, com
surtos de raiva humana e animal (BLACKWOOD et al., 2013; BENAVIDES et al.,
2017). As perdas na producdo pecuaria ultrapassam US$ 50 milhdes anuais,
sem incluir grandes investimentos em prevencdo, vigilancia e controle
(STREICKER et al., 2019).

Todos os mamiferos sdo suscetiveis a infeccdo, mas poucos sao
capazes de atuar como reservatérios da doenca a longo prazo. Os D. rotundus
apresentam caracteristicas ecologicas e comportamentos sociais que favorecem
a dinamica de transmissao, persisténcia viral e disseminac&o nas populacdes do
virus rabico (DELPIETRO; MARCHEVSKY; SIMONETTI, 1992). Essas
caracteristicas sdo associadas ao altruismo e coesdo social (JOHNSON;
ARECHIGA-CEBALLOS; AGUILAR-SETIEN, 2014; CARTER; LEFFER, 2015).

A espécie tem uma boa capacidade adaptativa e habitam uma variedade
de nichos ecolégicos, usando na maioria das vezes estruturas antropogénicas
(KUZMIN et al., 2011; RUPPRECHT; KUZMIN; MESLIN, 2017; MANTOVAN et
al., 2022). Essa capacidade € muito importante, pois aumenta a oportunidade de
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interacdo entre 0s morcegos com animais domeésticos e o ser humano (KUZMIN
et al., 2011).

Em algumas areas da América Latina, o aumento do desmatamento e a
correspondente reducédo de populagbes de animais silvestres desencadearam
um aumento na predacao de D. rotundus no gado e com isso, 0s riscos de surtos
da doenca (BOTTO NUNEZ; BECKER; PLOWRIGHT, 2019a).

A intensificacdo da producdo de bovinos também aumenta o recurso
alimentar (MENDOZA-SAENZ et al., 2023), abundante e de facil exploracéo, o
gue pode resultar em um aumento nas taxas de sobrevivéncia e na densidade
populacional (DE ANDRADE et al., 2016).

A possibilidade do D. rotundus de controlar a infeccdo e a capacidade
de dispersar o virus rabico, as transmissfes entre individuos e a persisténcia
viral sdo pontos que ainda precisam ser avaliados (STREICKER et al., 2012a) ja
gue a ecologia dos morcegos vampiros como alimentadores de sangue
obrigatorios fornece uma rota de transmissdo Unica para o virus da raiva
(JOHNSON; ARECHIGA-CEBALLOS; AGUILAR-SETIEN, 2014; HORTA et al.,
2022). Assim, o risco de raiva humana transmitida por D. rotundus esta
intrinsicamente ligado as alteracBes ambientais que influenciam as estratégias
de forrageamento dos morcegos e a prevaléncia da infeccdo (FOOKS et al.,
2017).

A identificacdo dos fatores naturais e antropogénicos que impulsionam a
prevaléncia da infeccdo em morcegos para melhor entendimento da raiva
circulante em uma determinada area (MENDOZA-SAENZ et al., 2023) e 0s
subconjuntos de populagcbes e comunidades de morcegos que permitem a
manutencdo viral a longo prazo é importante (BOTTO NUNEZ; BECKER;
PLOWRIGHT, 2019b; NUNES et al., 2020).

Dessa maneira, nosso alvo foi identificar a circulagédo do virus rabico em
D. rotundus nas areas com histérico de forrageamento e casos positivos de raiva
em animais de producdo e compreender os padrdes de ataque de D. rotundus
pela influéncia de alguns fatores ambientais e praticas de uso do solo. A
presenca do virus da raiva foi analisada em morcegos capturados, como
atividade de vigilancia epidemioldgica, para se estimar o risco de transmissao

para bovinos e humanos.
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2. Métodos
Declaracéo de ética

O estudo foi aprovado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBIO 78081-1) e aprovado pelo Comisséo de Etica no Uso de
Animais, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu,
com protocolo CEUA 0198/2021, em anexo.

Area de estudo

Os espécimes de D. rotundus foram capturados entre 2021 e 2022 em
areas rurais e periurbanas de 14 municipios do estado de Sao Paulo (SP) (Figura
1), como método de controle seletivo direto de coldnias de D. rotundus, realizado
pela Coordenadoria de Defesa Agropecuéria (CDA) do Estado de Sao Paulo,
SP, base do Programa Nacional de Controle da Raiva em Herbivoros (BRASIL,
2009).

A busca e captura ocorreram logo apds a notificacdo de ataques de
morcegos em animais de producdo e/ou notificagdo de casos de raiva
encaminhados para o Servi¢o de Diagnostico de Zoonoses da FMVZ — UNESP
— Botucatu/SP.

Os abrigos foram georreferenciados e entdo geocodificados a partir do
Google Maps (https://www.google.com/maps). O georreferenciamento dos

abrigos de D. rotundus no estado de Sao Paulo foi obtido por meio de aparelho

de GPS, pela Coordenadoria de Defesa Agropecuaria do estado de Séo Paulo.
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Figura 1: Abrigos de D. rotundus mapeados no estado de S&o Paulo, SP, Brasil

Foram coletadas as coordenadas geograficas e caracteristicas
ecoldgicas de todas as col6nias e uma amostragem de morcegos em cada uma

delas como descrito na tabela 1:

Tabela 1: Caracteristicas dos abrigos de D. rotundus mapeados no Estado de

Sao Paulo, SP, Brasil e numero de individuos coletados para diagndéstico de

raiva.
Captura Local N

N Data Cidade/SP C;Oe%r;g;iiis EEE;{? Caracteristica Macho Fémea Total
1 06.04.2021  Cabretva VSVZ\;"ZZ\;‘;: Artificial abaﬁceiljr?ada sli s/i 9
2 30042021 Pilar do Sul ;23723%%%:4 Artificial Bueiro 7 0 7
3 30.04.2021 Pilar do Sul :V 47050'49"6” Artificial abaﬁgggada 6 0 6
o osoman w o ZOMR w5 0 s
5 28052021 Arcar?jo SAS eSS Arifical Tanel 4 5 9
6  24.09.2021 /tr;rr]aer:w; \Zé%zlz%% Artificial Bueiro 4 0 4
; 2481(1):222 ngllg'sta s‘g’gz;g:;gll Na.tl.Jr.aI | Gruta 1 1 2

adik Oliveira w47°53'40-.4" Atrtificial Caixa d'agua 5 8 13
9 22102021 Lavrinha ~ S%2 9018 Tnel 3 1 4

w44°53'40.0"



10
11

12
13

14
15

Total

Legenda: s/i: sem informacéo disponivel

22.10.2021
22.10.2021

12.11.2021
26.11.2021

25.03.2022
03.12.2021

Cachoeira

Paulista
Lorena

Fartura

Ocaugu

Jardindpolis
Piedade

Amostras

$22°36'34"
w45°4'18"
SZ4°49 15.1
w44°58'06.1"
$23°21'10.5"
w49°30'03.5"
S224724'10
w49°53'31.2"
s$20°56'41" w
47°52'39"
S23745 2U.Y
w47°26'39.2"

Avrtificial
Avrtificial
Avrtificial
Artificial
Atrtificial

Artificial

Bueiro

Casa
abandonada

Bueiro

Casa
abandonada

Bueiro

Casa
abandonada

sli

10

10

sli

15

13

49

11

16

18

21

16
143

Foram capturados 143 morcegos utilizando redes de neblina (Figura 2).

A eutanasia foi realizada de acordo com as normas do comité de ética para uso

dos animais, por anestesia subcutanea com cetamina 80 mg/kg e xilazina 20

mg/kg. Logo apos, foi coletado todo o material cerebral e os demais 6rgéaos,

armazenados em -80'C.




50

Figura 2: Morcegos hematéfagos D. rotundus capturados em municipios

do estado de Sao Paulo, Brasil.

Reacdo de Imunofluorescéncia Direta (RID)

Para a identificac&o de infeccdo pelo virus da raiva, foi utilizada a técnica
preconizada pela Organizacdo Mundial da Salude, a Reacdo de
Imunofluorescéncia Direta (RID), segundo protocolo descrito por Rupprecht, et
al., 2019 (RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER, 2019).

As impressfes do material cerebral foram realizadas em laminas de
microscopia utilizando o conjugado antinucleocapsideo, cedido pelo Instituto
Pasteur — SP. A diluicdo de uso foi variavel de acordo com titulagdo prévia no
laboratério, de acordo com o resultado obtido na titulacao.

Extracdo de RNA

O RNA do material cerebral de cada morcego foi extraido por TRIzol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante e
ressuspendido em 30ul de agua tratada com DEPC (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) e armazenado a -80°C.

A quantificacdo do material genético das amostras, foi realizada no
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA).

Deteccdo molecular do Virus da raiva

Os acidos nucleicos extraidos dos cérebros dos morcegos foram
submetidos a sintese de cDNA individualmente usando o kit M-MLV Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA).

A RT-PCR foi realizada segundo protocolo padronizado no Laboratério
de Biologia Molecular do Instituto Pasteur — SP, e a PCR para amplificacado
parcial do gene N, com primers para nucleoproteina (N), descritos no quadro 1
(OLIVEIRA et al., 2010) e adaptado no Laboratoério de Diagnéstico de Zoonoses,
UNESP, Botucatu. Os tamanhos esperados de amplicons sé&o de 1.478 pares de

base (pb) para o gene N.
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Quadro 1. Primers utilizados na prova de RT-PCR para o gene N para detec¢ao

do virus rabico em amostras de tecido cerebral de D. rotundus

Primer Sentido Sequéncia Gene Uso Posicdo na
amostra PV

219 senso 5ATGTAACACCTCTACAATG 3’ N RT-PCR 55-73

304 anti-senso 5TTGACGAAGATCTTGCTCAT3 N RT-PCR 1514-1533

Como controle positivo, foi utilizada suspensdo de cérebro de
camundongo inoculado com a amostra CVS (Challenge Virus Stardard).

As condigdes de amplificagédo foram 5 min a 94°C, 35 ciclos a 94°C por
45 seg, anelamento a 48°C por 1,5 min e extensdo a 72°C por 2 min seguida de
uma extensdo final a 72°C por 2 min em termociclador (Mastercycler®
Eppendorf). Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampéao TBE 1X (0,1 M de Tris, 0,09 M de acido bérico e 0,001
M de EDTA), adicionado de 4,8 pl de Nancy-520 e visualizados em um
transiluminador UV (UVP®).

3. Resultados

Um total de 143 D. rotundus foram coletados em 14 municipios do estado
de S&o Paulo.

As caracteristicas dos abrigos encontrados estdo descritas na Tabela 1,
encontrou-se a maior porcentagem de abrigos artificiais (93,33%). A maioria foi
de casas abandonadas (40%) e bueiros (33,33%).

Os abrigos de D. rotundus mapeados se encontram em &reas rurais e
periurbanas, como demonstrado na figura 3. O abrigo mapeado no municipio de
Ocaucgu/SP, encontra-se dentro dos limites da zona periurbana.

Todos os abrigos descritos estdio em é&reas de modificacbes
antropogénicas, tanto em construgdes civis, rodovias e estradas, quanto em

areas de desenvolvimento agricola.
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Google Earth

Figura 3: Abrigo de D. rotundus na cidade de Ocaucgu, mapeados pela
Coodenadoria de Defesa Agropecuaria do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Ja na regido de Fartura/SP, o abrigo mapeado encontrava-se em uma
area bem préxima a areas de currais para estabulacao para a criacdo de bovinos,

como demonstrado na figura 4.

Abrigos de Desmodus rotundus no estado de Sao Paulo, SP, Brasil.

M Se1re
artura
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Google Earth

Figura 4: Abrigos de D. rotundus localizados na zona rural do municipio de

Fartura, SP, proximo a area de manejo de bovinos.

O Unico abrigo descrito que se encontrava em area de formacgéo natural,

se localizava em uma area de fragmentacdo florestal, como ilustrado na figura 5.
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Abrigos de Desmodus rotundus no estado de Sdo Paulo, SP, Brasil.

Figura 5: Abrigo de D. rotundus localizado em uma éarea de fragmentacéo

florestal, no municipio de Laranjal Paulista, SP.

As amostras cerebrais foram testadas pela técnica preconizada pela OMS
para diagnéstico de raiva, reacao de imunofluorescéncia direta (RID), e todas
foram negativas. Destas, 110 amostras de tecido cerebral foram submetidas a

RT-PCR, para a nucleoproteina (N), sendo também negativas.

4. Discussao

A infecc@o pelo virus rabico € bem conhecida em D. rotundus e ainda
continua pouco notificada pelos 6rgaos oficiais. Isso reforca o consenso
emergente de que o virus da raiva sofre dindmica de surto e extincdo dentro de
colénias de morcegos, revelando a necessidade de vigilancia molecular no
campo (BERGNER et al., 2021), o que poderia explicar os resultados obtidos
neste estudo. O risco de casos humanos de raiva é 16% maior quando o virus
da raiva é detectado na vida selvagem, particularmente em morcegos (MESKE
et al., 2021).

A ocorréncia do virus da raiva nas populacdes de morcegos
hematéfagos é refletida pela incidéncia de raiva em bovinos (KOBAYASHI et al.,
2008). Desde 2004 no Brasil, houve uma mudanca na dinamica da transmissao
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de raiva em humanos e também nos animais, onde o principal transmissor da
doenca no pais passou a ser o morcego hematofago (DE ANDRADE et al., 2016;
HORTA et al., 2022).

Apesar da grande importancia na transmissao e milhdes de ddlares em
prejuizos econdmicos, no Brasil foram notificados apenas seis morcegos
hematofagos positivos para raiva no ano de 2020, oito no ano de 2021 e nove
no ano de 2022 (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2023a). No ano de 2021 no
estado de S&o Paulo, segundo dados do Ministério da Saude, 104 bovinos foram
positivos para raiva, e em 2022, foram notificados 105 casos (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2023a). Porém, devido a logisticas para
encaminhamento diagndstico e extensa area de pastagem, esses numeros
podem ser subestimados (MEGID et al., 2021).

Todas as amostras analisadas para verificar a prevaléncia do virus
rabico em D. rotundus nas colénias mapeadas em varias regides do estado de
Sao Paulo, foram negativas (0/143) na técnica de diagnéstico RID, preconizada
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Para deteccdo molecular, 110
amostras foram testadas, e também negativas. Entender o mecanismo da
circulacao do virus rabico nas populacées de morcegos tem sido um desafio
devido aos dados escassos de D. rotundus positivos disponiveis (MEZA et al.,
2022).

A infeccdo ativa € rara em morcegos com menos de 1% de animais
infectados, impedindo informacdes diretas sobre a incidéncia a nivel
populacional por meio de RT-PCR e estudos filogenéticos virais (MEZA et al.,
2022). Em outros paises da América Latina, a prevaléncia molecular também é
um desafio, como no Equador, em que a presenca do virus da raiva foi negativa
nas populacdes de morcegos hematéfagos em areas com histérico de ataques
(ORLANDO et al., 2019). No Peru, a prevaléncia de infecgédo ativa por raiva entre
morcegos hematoéfagos foi baixa de 0,8% com apenas um (1/123) morcego
positivo na RT-PCR (GRIFFITHS et al., 2020).

Cerca de 1,4% dos morcegos hematéfagos estavam infectados com o
virus da raiva em acdes de vigilancia no estado de Sao Paulo (KOTAIT et al.,
2007; SHEFFER et al., 2007). Outro levantamento na espécie D. rotundus, em
10 municipios também no estado de S&o Paulo, ocorrido entre 1992 e 2000,

mostrou uma taxa de infec¢ao de 0,1% (1/895) de positividade (SOUZA et al.,
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2005), porém na Amazodnia Peruana esse numero pode chegar a 10%
(STREICKER et al., 2012b; GALETTI et al., 2016). Os resultados podem ser
variaveis pelas caracteristicas dos biomas e condicbes ambientais.

Estudos indicam que a probabilidade de um morcego hematofago
desenvolver uma infeccéo letal pelo virus da raiva € baixa, cerca de 10% (DE
THOISY et al., 2016a) e é mais provavel que a maioria das exposicoes seja
subclinica e tenha efeito imunizante (STREICKER et al., 2012a; MESKE et al.,
2021), que podem desenvolver memoria imunoldgica subdetectavel. Niveis de
prevaléncia de anticorpos neutralizantes do RABV variam entre 65 e 70%
(KUZMIN et al., 2011). Porém ndo existem evidencias recentes que provem o
estado “portador saudavel’ e secretor do virus (FISHER; STREICKER;
SCHNELL, 2018).

Os 14 municipios do Estado de S&o Paulo aqui citados com acbes de
vigilancia epidemioldgica ativa para raiva pela CDA, foram em resposta aos
relatos de ataques em herbivoros domésticos. Os casos positivos confirmados
de raiva bovina servem também para monitorar os reflgios cadastrados e o
crescimento ou estabilizacdo da populacdo de morcegos destes abrigos
(BRASIL, 2009; DIAS et al., 2011).

A exposicdo a morcegos hematéfagos geralmente ocorre em regides
com alteracbes em seu habitat (NUNES et al., 2020). A disponibilidade de
alimentos e abrigos para D. rotundus pode estar diretamente influenciado por
padrées de uso da terra, fragmentacdo de florestas e transformacfes do
ambiente que pode trazer riscos a saude humana (HORTA et al., 2022).

As caracteristicas dos abrigos mapeados, também foram descritas por
outros autores no Brasil, onde areas de alto risco para a raiva foram relacionadas
a areas com grandes mudancas antropogénicas como a presenca da malha
rodoviaria, que favorece a formacéo de abrigos artificiais para a espécie (DE
ANDRADE et al., 2016). No estado de Sao Paulo, foram descritos que a maioria
dos abrigos de D. rotundus foram caracterizados como artificiais, destes, 0os mais
relevantes foram casas abandonadas e bueiros, que sao estruturas de
escoamento de agua nas rodovias, demonstrando a malha rodoviaria como fator
de risco para os casos de raiva (GOMES; UIEDA, 2004; ROCHA; DIAS, 2020;
MANTOVAN et al., 2022).
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Em outros paises das Américas, como na Costa Rica (STREICKER et
al., 2019), Equador (ORLANDO et al., 2019), Peru (BENAVIDES et al., 2020b),
as analises dos abrigos também correspondem como a encontradas aqui, em
gue mais da metade dos abrigos eram estruturas artificiais e locais onde a
fragmentacao florestal era presente, ilustrando que os morcegos hematofagos
podem habitar areas que ndo possuem ninhos naturais se as presas forem
encontradas de forma mais acessivel (MEZA et al., 2022; MENDOZA-SAENZ et
al., 2023).

5. Concluséo

Compreender a circulacéo do virus da raiva em popula¢des de morcegos
tem sido um desafio devido aos dados limitados disponiveis. A infec¢éo ativa é
rara em D. rotundus, dificultando a obtencdo de informacdes diretas sobre a
incidéncia em nivel populacional por meio de técnicas moleculares e estudos
filogenéticos virais em determinados surtos.

A vigilancia epidemiologica na espécie D. rotundus deve ser mais
difundida, para melhorar o entendimento de como a dinamica das col6nias de
morcegos e a dispersao destes animais interagem e influenciam na incidéncia
da raiva e no desafio em detectar animais positivos em uma determinada

populacdo de morcegos.
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Investigacao molecular de arboviroses em morcegos hematéfagos

Desmodus rotundus no Estado de Sao Paulo, Brasil

RESUMO

As doencas zoonoticas virais S0 uma seria ameaca a saude publica. O Brasil €
0 pais com maior riqueza de arboviroses emergentes e reemergentes na
América Latina. Os morcegos sdo associados a transmissdo de doencas
infecciosas, uma vez que abrigam uma alta diversidade viral em relagdo as
outras ordens de mamiferos. A identificacdo de patdgenos em que os Desmodus
rotundus sejam reservatorios devem ser melhores esclarecidas. O Estudo teve

como objetivo investigar a presenca de virus do género Flavivirus e Alphavirus
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em morcegos, responsaveis por importantes epidemias em paises de clima
tropical. Foram coletados 100 D. rotundus por meio de vigilancia ativa, referentes
a municipios do Estado de S&o Paulo, assim como coordenadas geograficas dos
abrigos e caracteristicas ecoldgicas. Para pesquisa molecular de flavivirus e
alphavirus, foi realizado RT-gPCR para pan-flavivirus e alphavirus de pulméo,
intestino e figado. Todas as amostras foram negativas para ambos 0s géneros.
As areas onde os abrigos estavam localizados eram de intensa perturbacao
ambiental, caracterizadas por construcdo civil, malha rodoviaria e formacéo de
pastagens, fatores de risco j& evidenciados para a propagacao e diversificacao
genética e adaptacdo a novos reservatorios das principais arboviroses
encontradas no Brasil. A ado¢cédo de uma abordagem do conceito de Uma Saude
global é extremamente necesséria, além de um sistema de vigilancia

epidemioldgica intensiva para monitorar doengas infecciosas emergentes.

Palavras-chave: morcegos; saude publica; flavivirus; alphavirus; arbovirus

1. Introducéo

As arboviroses, doencas transmitidas por artropodes hematéfagos, sao
mantidas principalmente em ciclos complexos envolvendo vertebrados, como os
mamiferos ou aves (BLAHOVE; CARTER, 2021; CUPERTINO et al., 2022;
GARCIA-ROMERO et al., 2023).

A caracterizacdo e identificacdo de doencgas virais em hospedeiros
silvestres ou em vetores que tem contato frequente com seres humanos e
animais domésticos (BORREMANS et al., 2019; WALLAU et al., 2023), séo
importantes para entender a diversidade viral encontrada na natureza e se estes,
podem evoluir para novas espécies hospedeiras (OLIVAL et al.,, 2017a;
BERGNER et al., 2021).

O papel dos hospedeiros de vida selvagem na emergéncia ou
reemergéncia de zoonoses virais vem se mostrando muito importantes (OLIVAL
et al., 2017b; FIGUEIREDO, 2019; CUPERTINO et al., 2022), pois o ciclo e a

manutencao dos virus encontrados na natureza devem ser melhor investigados,
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para entender melhor o papel destes como reservatérios (MORATELLI,
CALISHER, 2015).

Na América do Sul, as arboviroses mais importantes sdo as da
familia Flaviviridae e Togaviridae, que incluem muitos arbovirus emergentes de
alto impacto para a saude publica, dentre eles, os mais prevalentes em todo
mundo, os do género Flavivirus, que no Brasil sdo causados principalmente pelo
virus Zika (ZIKAV), virus da Febre Amarela (FA) e virus da Dengue (DENV) e do
género Alphavirus, que correspondem ao virus Chikungunya (CHIKV), virus
Mayaro (MAYV), e os virus da encefalite equina (EEV) (FAGRE; KADING, 2019).

Mais de 200 virus de 27 familias diferentes, incluindo Flaviviridae , foram
isolados ou detectados em morcegos (VICENTE-SANTOS et al., 2017). Virus do
género Alphavirus ja foram descritos em varias espécies de morcegos,
descrevendo o isolamento do virus, evidéncia molecular ou soroconverséo,
dentre eles, o virus de Chikungunya, Virus da encefalite equina oriental (EEEV),
Virus da encefalite equina venezuelana (VEEV), Virus da encefalite equina
ocidental (WEEV) (FAGRE; KADING, 2019).

O Brasil foi classificado como o segundo pais com maior diversidade de
espécies de morcegos, e a espécie de morcego hematdfago D. rotundus,
presente somente nas américas, do norte do México até o norte da Argentina e
no Brasil, esta presente em todos os estados (RIBEIRO et al., 2018).

Estes apresentam adaptacfes morfologicas e fisiolégicas para o voo e

podem migrar para varias colbnias, apresentam comportamentos sociais
bastantes relevantes para a espécie (CARTER; LEFFER, 2015), e capacidade
adaptativa a mudancas de habitat e utilizacdo de abrigos criados pelo ser
humano (MANTOVAN et al., 2022) que pode ter influenciado alguns aspectos
do sistema imunologico e do metabolismo dos morcegos, permitindo-lhes
hospedar tantos virus (MORATELLI; CALISHER, 2015; BERGNER et al., 2021).

Nichos ecolégicos compartilhados entre morcegos e artrépodes
hematdfagos, necessarios na transmissdo de arboviroses, devem ser
considerados, para entender o conhecimento sobre o potencial dos morcegos
atuarem como reservatorios de arbovirus (LIM et al., 2018; FAGRE; KADING,
2019) e as variagbes genéticas de virus ja relatados (BERGNER et al., 2021).
S&80 muitas as espécies de mosquitos que se alimentam de uma variedade
diversificada de hospedeiros vertebrados (SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2018).
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E essencial melhorar a compreensdo do potencial envolvimento de
espécies de animais silvestres na transmissdo de arbovirus emergentes.
Portanto o objetivo do estudo foi investigar infeccdes por Flavivirus e Alphavirus
emergentes no morcego hematéfago D. rotundus na regido Sudeste do Brasil,
visando contribuir com o sistema de vigilancia epidemiol6gica de zoonoses de
grande impacto para a saude publica.

A vigilancia epidemioldgica das areas endémicas deve ser realizada,
intensificando o rastreamento dos principais animais silvestres que possam
servir de reservatoérios e vetores ainda néo identificados é necessaria para prever
futuros surtos (BLAHOVE; CARTER, 2021).

2. Métodos
Declaracéo de ética

O estudo foi aprovado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacéo da
Biodiversidade (ICMBIO 78081-1) e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais, da Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, UNESP, Botucatu,
com protocolo CEUA 0198/2021 em anexo.

Area de estudo

D. rotundus foram capturados entre 2021 e 2022 em &reas rurais e
periurbanas de 12 municipios do estado de Sdo Paulo (SP) mostrados na figura
1, em funcdo da vigilancia ativa da espécie encaminhados para diagnéstico de
raiva ao Servico de Diagnostico de Zoonoses da FMVZ — UNESP — Botucatu/SP
pela Coordenadoria de Defesa Agropecuaria (CDA) do Estado de Sao Paulo,
Brasil, cujas caracteristicas estdo descritas na Tabela 1.

As coordenadas geogréficas foram obtidas e também as caracteristicas
ecoldgicas de todos os locais de amostragem. Foram georreferenciadas a partir

do Google Maps (https://www.google.com/maps). O georreferenciamento dos

abrigos de D. rotundus no estado de S&o Paulo foi obtido por meio de aparelho
de GPS, pela CDA. Apés a obtencao das coordenadas geograficas e criacao dos
mapas, foi utilizado o Google Earth Pro verséo 7.3.6.


https://www.google.com/maps
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Tabela 1: Caracteristicas dos abrigos de D. rotundus mapeados no estado de

Sao Paulo, SP, Brasil e numero de individuos coletados para pesquisa de

Flavivirus e Alphavirus.

10
11

12
13

Legenda: s/i — sem informacéo

Captura

Data
30.04.2021

30.04.2021
30.04.2021

28.05.2021
24.09.2021
24.09.2021
08.10.2021

22.10.2021
22.10.2021

22.10.2021
12.11.2021

26.11.2021

25.03.2022 Jardindpolis

Cidade/SP
Pilar do Sul

Pilar do Sul

Itu
Sao miguel

Arcanjo
Anhembi

Laranjal

Paulista
sales

Oliveira

Lavrinha
cacnoelra

Paulista

Lorena

Fartura

Ocaugu

Local

Coordenadas

§23°44'45.7"

w47°38'59.4"
$23°55'54,8"
w47°50'49,6"
SZ5°1U 11.Y
w047°23'37.2"
$23°46'07.8"
W48°02'35 5"
Y4 4ueleRele]
w48°14'38"
$23°06'15"
w47°51'21"
$20°50'20.1"
W47°53'40.4"
$22°36'16"
W44°53'40.0"
$22°36'34"
w45°4'18"
$22°49'13.1"
w44°58'06.1"
SZ23°21'10.9"
w49°30'03.5"
$22°24'16"
w49°53'31.2"
s20°56'41" W
47°52'39"

Tipo de

Avrtificial
Artificial
Artificial
Atrtificial
Artificial
Natural
Atrtificial
Atrtificial
Artificial
Artificial
Artificial
Atrtificial

Artificial

Caracteristica Macho

Bueiro

Casa

abandonada
Casa

abandonada

Tanel
Bueiro
Gruta
Caixa d'agua
Tanel

Bueiro

Casa
abandonada

Bueiro

Casa
abandonada

Bueiro

sli

10

N

Fémea Total

0 7
0 6
0 3
5 9
0 4
1 2
8 13
1 4
0 4
10 11
sfi 16
8 18
8 21
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Figura 1: Localizac&o dos abrigos de D. rotundus no estado de S&o Paulo, Brasil.

Amostras

Foram capturados 100 morcegos utilizando redes de neblina, e
informacdes epidemioldgicas como sexo dos animais, caracteristica dos abrigos
e numero de animais. Apds a eutandsia, realizada por anestesia subcutanea
com cetamina 80 mg/kg e xilazina 20 mg/kg, foi realizada a coleta de material
cerebral para diagnostico de raiva, figado, intestino e pulmdes para pesquisa de

Flavivirus e Alphavirus (Figura 2).
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Figura 2: Desmodus rotundus capturados para controle seletivo direto das
colénias e também para diagndstico de raiva em municipios do estado de S&o

Paulo, Brasil.
Extracdo de RNA

O RNA dos figados, pulmdes e intestinos foram extraidos por TRIzol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as instru¢gdes do fabricante e
ressuspendido em 30ul de agua tratada com DEPC (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) e armazenados a -80°C.

A quantificacdo das amostras foi realizada no espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

Deteccdo molecular de Flavivirus e Alphavirus

Os acidos nucleicos extraidos dos 6rgdos coletados dos morcegos
individuais foram submetidos a sintese de cDNA usando o kit High-Capacity
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Apés a sintese de cDNA, foi
realizada PCR para o controle endégeno, para verificar a qualidade do RNA,

utilizando os primers do gene GAPDH.
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A deteccéao de flavivirus e alphavirus nas amostras de figados, pulmdes e
intestinos foi realizada por ensaio de Pan-flavivirus descrito por PATEL et al.,
2013 e deteccédo de Pan-Alphavirus proposta por GIRY et al., 2017 , onde foi
realizado um two-step gRT-PCR, utilizados SYBR GREEN Maxima Sybr Green
(Thermo Fisher). Os primers estao descritos no quadro 1 e as reacdes descritas

no quadro 2 (Material suplementar).

Quadro 1: Primers utilizados para deteccao de Alphavirus e Flavivirus por two-
step RT-qPCR.

Primer Sequéncia (5’-3’) Orientacédo Alvo Referéncia
Flavi all S TACAACATQATggggAARAGAgGARAA S NS5 (PATEL et al.,
Flavi all AS2 (correto) | gTgTCCCAgCCNGCKgTgTCATCWGC AS =D A
F2A ATGATGAARTCIGGIATGTTYYT S
R2A ATYTTIACTTCCATGTTCATCCA
nsP4 (GIRY et al.,
R3A ATYTTIACTTCCATRTTCARCCA AS ~200 pb 2017)

RAA ATYTTIACTTCCATGTTGACCCA

S: sense orientation, AS: antisense orientation. Degenerate bases: R=(A/G), W=(A/T),
K=(T/G), Y=(CIT), N=(A/G/T/C).

O RNA do virus da febre amarela, virus mayaro e a agua livre de
nuclease foram usados como controles positivos e negativos em todas as
reacdes de RT-gPCR, respectivamente isolados no Laboratério de Estudos
Gendmicos, IBILCE, UNESP, S&o José do Rio Preto, S&o Paulo. As amostras
foram consideradas positivas quando apresentassem pico com temperatura de
fusdo (Tm) entre 80-84 °C. A reacdao foi realizada em sistema 7300 Real -Time
PCR System (Thermo fisher).

3. Resultados

Todas as amostras foram negativas para RT-gPCR (SYBR) para Pan-

Flavivirus e Alphavirus dos orgéos dos 100 D. rotundus analisados.
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Legenda: A: Controle positivo de pan-flavivirus (Yelow fever virus). B: Controle
negativo de pan-flavivirus. C: Controle positivo de pan-alphavirus (Mayaro virus).
D: Controle negativo de pan-alphavirus. E: Amostra de morcego negativa para

pan-flavivirus. F: amostra de morcego negativa para pan-alphavirus.

4. Discussao

Devido a grande expansdo de doencas causadas por arbovirus
globalmente, a vigilancia epidemiolégica é de grande importancia pois a
deteccdo precoce de surtos por meio da identificacdo de espécies sentinelas é
necessaria (HIGUERA; RAMIREZ, 2019). Mitigar os riscos nas interfaces animal-
humano, bem como para indicar a circulagdo viral no ambiente no ambito de
saude Unica (GIBB et al., 2020; BERGNER et al., 2021)

A emergéncia e disseminacdo de patdgenos em novas areas € 0
reconhecimento de hospedeiros selvagens é importante para avaliar a evolucao
dos patdgenos nas populagdes de reservatorios de animais selvagens (GOULD;
SOLOMON, 2008; PANDIT et al., 2022). Portanto, &€ necessario continuar com

pesquisas que esclarecam os mecanismos de patogenicidade, fatores de
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viruléncia e mecanismos de transmissdo desses arbovirus (HIGUERA;
RAMIREZ, 2019).

As mudancas ambientais antropogénicas afetam muitas dimensdes da
saude e bem-estar humanos, incluindo a incidéncia e o surgimento de doencas
zoonGticas e transmitidas por vetores (GIBB et al., 2020).

Varios estudos evidenciam que 0s morcegos Sao suscetiveis a infeccéo
por arbovirus (MOREIRA MARRERO et al., 2022), e sugere-se que podem atuar
como reservatorios de arbovirus, incluindo Flavivirus e Alphavirus (ABUNDES-
GALLEGOS et al., 2018; FAGRE; KADING, 2019; GUZMAN et al., 2019;
MOREIRA MARRERO et al.,, 2022). A contribuicAo dos morcegos nessa
dindmica, contudo, ainda precisa ser elucidada.

A proximidade de areas florestais com areas urbanizadas em paises de
clima tropical, como o Brasil, levou a introdugdo dos arbovirus do meio silvestre
para ambientes periurbanos e urbanos (FIGUEIREDO, 2019), um dos abrigos
pesquisados localiza-se em area periurbana, no municipio de Ocaucu, SP, onde
de acordo com o a Coordenadoria de Vigilancia Epidemiolégica (CVE) do Estado
de S&o Paulo, ocorreram sete casos de dengue notificados no ano de 2022
(CVE, 2023).

Das notificacbes dos casos de dengue no sudeste, 73,9% foram
registrados somente no estado de S&o Paulo (BRASIL, MINISTERIO DA
SAUDE, 2023b). Em relagdo aos municipios em que os D. rotundus foram
coletados, somente dois néo tiveram casos de dengue em humanos notificados
no ano de 2022, que foi Pilar do Sul e Sdo Miguel Arcanjo. Os demais tiveram
casos autoctones notificados (CVE, 2023).

As caracteristicas dos abrigos em que os D. rotundus foram analisados,
estdo em areas em que ocorreram mudancas no uso do solo e fragmentacao de
vegetacdo para a conversdo em ecossistemas agricolas, urbanos ou
antropogénicos, como no desenvolvimento da construgéo civil, na formagéo da
malha rodoviaria (JONES et al., 2013; SANCHEZ; VENKATACHALAM-VAZ;
DRAKE, 2021). Essa caracteristica, presente em quase todos os abrigos
mapeados, € um mediador globalmente importante do risco de infeccdo e
doencas (GIBB et al.,, 2020), pois pode aumentar o contato entre humanos,
animais selvagens e possiveis vetores transmissores de zoonoses
(MARCONDES et al., 2017).
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Para melhor definir e elucidar a contribuicdo dos morcegos para os ciclos
de transmisséo de arbovirus, sdo necessarios mais dados sobre o contato entre
morcegos com vetores (ABUNDES-GALLEGOS et al., 2018), bem como a
competéncia dessas espécies de morcegos como hospedeiros de amplificacao
para virus especificos (KADING et al., 2018).

Os resultados para a analise molecular de flavivirus foram negativos para
todas as amostras, embora os Flavivirus ja foram documentados em morcegos
(AGUILAR-SETIEN et al., 2008; THOISY et al., 2009; VICENTE-SANTOS et al.,
2017; ABUNDES-GALLEGOS et al.,, 2018; KADING et al.,, 2018; FAGRE;
KADING, 2019).

Varios estudos demonstraram evidéncias de exposicbes ou infeccbes
pelo DENV em condi¢gfes naturais, em vastas areas endémicas e varios métodos
de deteccdo. A presenca de anticorpos e/ou deteccao de molecular para DENV
foi encontrada em espécies de morcegos no México (AGUILAR-SETIEN et al.,
2008; CALDERON et al., 2021), Costa Rica (VICENTE-SANTOS et al., 2017), e
na Guiana Francesa (THOISY et al., 2009), indicando uma possivel
suscetibilidade a infeccdo, sugerindo que possam desempenhar um papel de
conservacdo de dengue na natureza (AGUILAR-SETIEN et al., 2008;
CALDERON et al., 2021).

No México, em D. rotundus (ABUNDES-GALLEGOS et al., 2018), foi
detectado o RNA do virus da dengue (DENV-2) além de ter sido identificado
também em moscas que parasitam morcegos (Strebla wiedemanni, Trichobius
parasiticus), associadas a morcegos hematéfagos comuns (ABUNDES-
GALLEGOS et al., 2018). Isso apoia relatos de detec¢do de DENV em morcegos
e artropodes além dos mosquitos Aedes, porém ainda merece uma investigacao
mais aprofundada.

A falta de evidéncias moleculares da infeccao for flavivirus em amostras
de D. rotundus coletadas em varias regifes do Estado de Séao Paulo, corrobora
com outros resultados observados por autores no Brasil (BITTAR et al., 2018;
CUPERTINO et al., 2022) e também em outros paises tropicais (CABRERA-
ROMO et al., 2016; SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2018).

Os Alphavirus ja foram descritos em varias espécies de morcegos,
descrevendo o isolamento do virus, evidéncia molecular ou soroconversao,

dentre eles, o virus da encefalite equina oriental (EEEV), virus da encefalite
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equina venezuelana (VEEV) (SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2017; GUZMAN et
al., 2019), virus da encefalite equina ocidental (WEEV) (FAGRE; KADING, 2019).

No Caribe, foi identificado que morcegos frugivoros tiveram sorologia
positiva para o virus da CHIKV, indicando que os morcegos que viviam perto e
dentro de assentamentos humanos foram expostos ao CHIKV (STONE et al.,
2018). Em um estudo de infeccao experimental por CHIKV em morcegos, o0 pico

de viremia desenvolvida foi relativamente baixa, mas dentro da faixa de
infectividade para mosquitos hematofagos (BOSCO-LAUTH et al., 2016).

Os morcegos podem ter um papel potencial como hospedeiros
dispersores desse virus (MARCONDES et al., 2017), jA os arbovirus sao
capazes de evoluir e infectar uma gama de espécies de vertebrados (GARCIA-
ROMERO et al., 2023).

Modelos de vigilancia incorporando mudltiplas variaveis, incluindo as
ecoldgicas e climaticas, bem como caracteristicas compartilhadas pelos
arbovirus emergentes, Flavivirus e Alphavirus, transmitidos por vetores,
tornaram-se uma ferramenta poderosa na avaliagdo da funcdo potencial e do
papel dos hospedeiros selvagens na suscetibilidade global as arboviroses,
fornecendo possiveis alvos de doencas que séo criticas para a vigilancia de
doencas em animais e humanos (BLAHOVE; CARTER, 2021).

5. Concluséo

Os morcegos tém caracteristicas bioldgicas peculiares que os permitem
serem reservatorios de diferentes virus, tornando necessaria a vigilancia
epidemioldgica constante nestes animais. A¢des estratégicas para prever a
ocorréncia de surtos e epidemias ou emergéncia/reemergéncia de doencas
causadas por arbovirus, principalmente a manutencao da vigilancia em animais
silvestres e vetores, de forma eficiente, para previsdo quanto as mutacdes e
viruléncia sao de extrema relevancia. Ressalta-se a importancia de esclarecer o
papel dos morcegos como reservatorios de arbovirus e determinar se esses

animais séo importantes do seu ciclo enzodotico.
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CAPITULO 3
DISCUSSAO GERAL E CONSIDERACOES FINAIS
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Dada a importancia dos dois géneros de zoonoses destacados no
presente estudo, sendo consideradas como importantes doencas tropicais
negligenciadas da atualidade (HOTEZ et al., 2014; OLIVAL et al., 2017a), ainda
hé& muitos fatores a serem considerados e esclarecidos. Dentro do contexto “one
health” é o fator de extrema importancia para compreender os mecanismos de
transbordamento dessas doencas (SANCHEZ; VENKATACHALAM-VAZ;
DRAKE, 2021). Portanto os aspectos epidemioldgicos referentes as zoonoses
avaliadas, sdo importantes principalmente quanto a pesquisa de reservatorios e
vetores envolvidos na cadeia epidemioldgica de transmissdo das doencas de
carater zoonotico (WANG; ANDERSON, 2019).

O risco de transmissdo de patdgenos entre espécies € uma ameagca para
as populacdes humanas e animais. Diversos fatores, em que h& perturbacdes
antropogénicas sdo considerados como fatores de riscos (WANG; ANDERSON,
2019). A industrializacédo, agricultura intensiva, urbanizacdo e mudanca climatica
sdo exemplos comumente encontrados na nossa regiao (JONES et al., 2013;
GIBB et al., 2020; VAN DE VUURST et al., 2022). Tem sido sugerido que a
expansdo da distribuicAo geografica de D. rotundus estd ligada a
heterogeneidade da paisagem, degradacdo e desenvolvimento agricola (VAN
DE VUURST et al., 2022).

Os abrigos mapeados de D. rotundus na area estudada, estao presentes
nas mais diversas areas de modificagbes ambientais. A espécie se adapta
facilmente as perturbacdes humanas e é comumente encontrado em paisagens
fragmentadas dominadas por diferentes tipos de matrizes paisagistica
(BOLIVAR-CIME et al., 2019), e principalmente em &reas de construcéo civil, é
facilitada sua proximidade com as fontes de alimentos (DE ANDRADE et al.,
2016; HORTA et al., 2022; MANTOVAN et al., 2022).

O abrigo localizado no municipio de Laranjal Paulista, SP, foi o Unico
abrigo natural descrito, se encontrava em fragmentacdo florestal. A
fragmentacdo de habitats € um habitat continuo e foi dividido em manchas de
habitat menores que sdo cercadas por um ou varios tipos de matrizes de
paisagem (BOLIVAR-CIME et al., 2019). Essa caracteristica tem fortes efeitos
na movimentacdo dos hospedeiros com mobilidade, como os morcegos (NUNES
et al., 2020).

Na analise dos abrigos do estudo, nota-se a proximidade em areas em
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gue a fragmentacéo florestal esta presente, podendo servir de facilitador para
aumentar a conectividade entre as colénia de morcegos e promover a
persisténcia viral ao aumentar a taxa de imigracdo de individuos infectados
(NUNES et al., 2020).

A pecuaria esta presente em todos os municipios avaliados, com
rebanhos que variam de 6.500 a 44.319 mil bovinos, de acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE., 2022). Devido ao vasto rebanho
encontrado no estado de S&o Paulo e também no Brasil, os bovinos fornecem
um recurso alimentar abundante para esta espécie que se alimenta
exclusivamente de sangue (DE ANDRADE et al., 2016; BENAVIDES et al., 2017,
ROCHA,; DIAS, 2020). Fatores como o desenvolvimento da pecuaria, leva ao
aumento de rebanhos, colaborando com o aumento da densidade populacional
de D. rotundus (STREICKER; ALLGEIER, 2016).

O D. rotundus é altamente oportunista na busca por alimentos,
representam recursos alimentares valiosos e faceis de obter (BOLIVAR-CIME et
al., 2019). Assim, as populacdes de morcegos hematéfagos séo favorecidas por
sua adaptabilidade a ambientes antropizados e se saem especialmente bem em
paisagens em que sdo dominadas por animais de producéo, presentes em altas
densidades para consumo humano (BENAVIDES et al., 2017; BOTTO NUNEZ;
BECKER; PLOWRIGHT, 2019b; ROCHA et al., 2019).

A expansao da pecuaria € uma das principais causas da mudanca do
uso da terra nos neotrépicos, que modifica significativamente o funcionamento
dos ecossistemas e ameaca a biodiversidade (MENDOZA-SAENZ et al., 2023).
A invasao de ecossistemas naturais resulta na expansao de ecétonos, que sédo
zonas de transicdo entre sistemas ecoldgicos adjacentes, com fins de
urbanizacdo e/ou agricultura, onde conjuntos de espécies de diferentes habitats
se misturam (JONES et al.,, 2013). Isso oferece novas oportunidades para a
propagacdo de patdgenos, diversificacdo genética e adaptacdo. Essa
associacao tem sido sugerida para varias doencas, dentre elas a raiva e a febre
amarela e provavel causa da urbanizacdo da dengue (DESPOMMIER; ELLIS;
WILCOX, 2006).

A maioria dos estudos que compreendem a circulacdo do virus da raiva
entre os morcegos hematéfagos baseiam-se nas notificagbes de mortalidade do

gado (DE THOISY et al., 2016b). Areas onde ha abrigos apropriados disponiveis,
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0 bovino serve como sentinela para aquelas regifes que tém o virus da raiva
circulando (HORTA et al., 2022), mas esses dados sdo muitas vezes
influenciados por niveis consideraveis de subnotificacdbes em todo o pais
(MEGID et al., 2021).

No ano de 2021 no estado de Sao Paulo, segundo dados do Ministério
da Saude, 104 bovinos foram positivos para raiva, destes, dois (2/104) casos
foram no municipio de Piedade, dois (2/104) no de Ocaucu, um (1/104) de
Cachoeira Paulista e um (1/104) em CabretGva. No mesmo ano em relagcdo aos
morcegos hematofagos D. rotundus, foram notificados 4 positivos, um (1/4) em
Sao Miguel Arcanjo, um (1/4) em Laranjal Paulista, um (1/4) em Aracariguama e
um (1/4) em Bom Jesus dos Perddes (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE,
2023a).

Em relacdo ao ano de 2022, foram notificados 105 casos de raiva em
bovinos, sendo dez (10/105) em Pilar do Sul, dois (2/105) em Cabrelva, um
(1/105) em Itu, quatro (4/105) em S&o Miguel Arcanjo, e dois (2/105) em Piedade
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2023a).

Desses positivos no estado de Sao Paulo, nos anos de 2021 e 2022,
observa-se que ha a circulacdo viral nos municipios aqui estudados e ressalta a
importancia da vigilancia epidemioldgica realizada na regido, onde a raiva se
mantém em ciclos ao longo dos anos, e também ha focos da doenca em novas
regides. Ja que a vacinacao dessas espécies susceptiveis, como os herbivoros
€ considerada compulsoria (BRASIL, 2009). Porém, os D. rotundus avaliados
foram negativos para raiva nos dois métodos diagnésticos utilizados.

Nas colénias de morcegos afetadas, geralmente foi observada uma
prevaléncia relativamente baixa de infec¢cdo, variando de <1 a 4%, impedindo
informacdes diretas sobre a incidéncia em nivel populacional por meio de RT-
PCR e estudos filogenéticos virais (KUZMIN et al., 2011; MEZA et al., 2022). Por
outro lado, os niveis de prevaléncia de anticorpos neutralizantes do virus rabico
podem variar entre 65 e 70% (KUZMIN et al., 2011).

Os resultados negativos das amostras testada, entre outros fatores,
podem ter relacdo com a dificil deteccéo do virus ativo. O controle populacional
do morcego ocorre quando h& a notificacdo de animais positivo, indicativo de
que o virus rébico ja se encontra circulando na regido (BRASIL, 2009). E um

sinal muito tardio, ja que o morcego infectado podera morrer de raiva alguns dias
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depois de transmitir a doenca aos herbivoros, que passara por um periodo de
incubacédo de 30 a 45 dias antes de morrer também. Assim, quando a equipe da

vigilancia e controle de morcegos investiga in loco o surto de raiva,
provavelmente ira capturar e aplicar a pasta nos morcegos que sobreviveram
e/ou néo foram atingidos pela doenca (UIEDA; ATANAENA; ANDRADE, 2020).

No estado de Sdo Paulo, na década de 1980, houve uma epidemia, que
se propagou a uma velocidade média de 20 km/més pelas principais bacias
hidrograficas paulistas, e sugerem que dentre outras caracteristicas, a presenca
de criacdo bovina de subsisténcia, apresentam maior probabilidade de
ocorréncia da doenca, pois estas caracteristicas ecoldgicas sdo adequadas para
o D. rotundus (TADEI, 1991).

No estado de Séao Paulo, em uma analise relacionada aos abrigos de D.
rotundus mapeados, mais de 86% eram artificiais e interceptavam areas de
maior densidade nos casos de raiva em bovinos (MANTOVAN et al., 2022),
semelhantes aos nossos achados. Destes, a maioria se tratava de construcéo
civil, como casas abandonadas e a malha rodoviaria, também relatado por outros
autores (GOMES; UIEDA, 2004; DE ANDRADE et al., 2016). Sintetizando de
forma concreta que as mudancas antropogénicas no ambiente sdo fatores de
risco para a raiva.

O papel do D. rotundus nos casos de raiva ja esta bem definido, como
principal transmissor na natureza e para 0s seres humanos nas Américas.
Porém, ainda néo ficou evidente o papel destes na ecologia e transmissdo dos
arbovirus emergentes, apesar de varios estudos mostrarem que estes sdo
susceptiveis a infec¢cdo (THOISY et al.,, 2009; ABUNDES-GALLEGOS et al.,
2018; FAGRE; KADING, 2019).

Poucos estudos objetivaram a identificacdo de arbovirus presentes em
morcegos, e principalmente em D. rotundus, mesmo com todo o reconhecimento
destes, como importantes reservatoérios de virus zoonéticos (BITTAR et al., 2018)
. Alguns estudos ja evidenciam que caracteristicas ecolégicas, comportamentais
e filogenéticas podem influenciar e diversificar a resposta imunolégica
(HERNANDEZ-AGUILAR et al., 2021).

O interesse em desenvolver estudos sobre os flavivirus e alphavirus e
seus hospedeiros sdo importante, pois o Brasil tem alta incidéncia das principais

arboviroses, ocupando os primeiros lugares em numeros de casos em humanos
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(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2023b; OPAS, 2023a; WHO, 2023), e é 0
pais com maior riqueza de arboviroses nas américas (GARCIA-ROMERO et al.,
2023).

Nos ultimos anos, as arboviroses epidémicas transmitidas por mosquitos
estdo aumentando em frequéncia, e o cenario global atual apresenta uma
combinacdo perfeita de fatores para sua expansdo: anomalias climéaticas,
desmatamento, contato  crescente de humanos com  animais
reservatérios/vetores e a rapida evolucdo do vetor (JONES et al., 2013; GIBB et
al., 2020). Na América do Sul, uma alta concentracdo de florestas nativas e
diversos biomas - um bioma € uma grande area ecoldgica na superficie terrestre
com grupos distintos de plantas e animais adaptados a esse ambiente especifico
- permite uma grande diversidade genética entre os virus (LORENZ; FREITAS
RIBEIRO; CHIARAVALLOTI-NETO, 2019).

Sobre algumas variaveis ecologicas relacionadas aos flavivirus, o
tamanho da colénia também foi associado a soroprevaléncia de outros virus, por
exemplo, o virus da raiva em morcegos. A precipitacdo e a temperatura tém sido
sugeridas como variaveis explicativas para a incidéncia e risco de infeccdo de
DENV no ciclo urbano (BHATT et al., 2013). J& no ciclo silvestre (VICENTE-
SANTOS et al.,, 2017; ABUNDES-GALLEGOS et al.,, 2018) sugerem que 0sS
casos positivos de DENV sao mais frequentes em morcegos capturados durante
a estacado chuvosa. Essa variavel também foi encontrada nos casos de raiva.

Evidéncia molecular da infeccdo por flavivirus em amostras de D.
rotundus coletadas em varias regiées do Estado de Sao Paulo, corrobora com
outros autores no Brasil (BITTAR et al.,, 2018; CUPERTINO et al., 2022) e
também em outros paises tropicais (CABRERA-ROMO et al., 2016;
SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2018).

Porém o virus da dengue ja foi descrito na Guiana Francesa (THOISY et
al.,, 2009) em morcegos de varias espécies. No México, em D. rotundus
(ABUNDES-GALLEGOS et al.,, 2018), onde além de ser detectado em nos
morcegos, 0 RNA do virus da dengue (DENV-2) foi detectado em moscas que
parasitam morcegos (Strebla wiedemanni, Trichobius parasiticus ), associadas
aos D. rotundus (ABUNDES-GALLEGOS et al., 2018).

No Brasil, infeccdes por DENV foram relatadas em larvas de Aedes

albopictus (transovariana) e Haemagogus leucocelaenus, podendo sugerir que
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houve um possivel ciclo silvestre da doenca (FIGUEIREDO et al., 2010). Isso
apoia relatos de deteccdo de DENV em morcegos e artropodes além dos
mosquitos Aedes, porém ainda merece investigacao mais aprofundada.

A presenca de anticorpos para dengue e/ou por RT-PCR foi encontrada
em espécies de morcegos capturadas no México, indicando uma possivel
suscetibilidade a infec¢do, sugerindo que os morcegos possam desempenhar
um papel de manutencdo da dengue na natureza provavelmente em titulos
baixos (AGUILAR-SETIEN et al., 2008).

Na Costa Rica, 0s morcegos que coabitam com humanos estdo
criticamente expostos ao DENV, ja que quase 9% dos morcegos testados,
apresentaram RNA de DENV no sangue e 22% tinham anticorpos neutralizantes
anti-DENV (VICENTE-SANTOS et al., 2017). Porém eles ndo amplificam o virus
de forma consideravel, para poder transmiti-lo a um mosquito, sendo
reservatorios sem papel no ciclo de transmisséo. Possivelmente, a infeccdo em
morcegos pode ser devido ao transbordamento de humanos para morcegos
(FAGRE; KADING, 2019).

No Caribe Colombiano, a presenca do sorotipo DENV-2 da dengue foi
detectada molecularmente em diferentes tecidos de dois morcegos, capturados
em uma area do Caribe colombiano, com lesdes histopatoldgicas em varios
orgaos sugerindo a replicacdo viral do virus da dengue nos morcegos
(CALDERON et al., 2021).

Em vérias espécies de morcegos o isolamento do virus, evidéncia
molecular ou soroconversdo para espécies do género Flavivirus ja foram
documentadas globalmente (FAGRE; KADING, 2019).

Das notificacbes dos casos de dengue no sudeste, 73,9% foram
registradas somente no estado de S&o Paulo (BRASIL, MINISTERIO DA
SAUDE, 2023b). Em relagdo aos municipios em que os D. rotundus foram
capturados, somente dois nao tiveram casos de dengue em humanos notificados
no ano de 2022, que foi Pilar do Sul e Sdo Miguel Arcanjo. Os demais tiveram
casos autoctones notificados (CVE, 2023).

Nenhuma evidéncia de viremia ou replicacéo foi observada em relatos
de morcegos e, portanto, nenhum estudo demonstrou um mecanismo de
infec¢do. Outra hipdtese sugere que o papel dos ectoparasitas na epidemiologia

do DENV pode ser semelhante ao das espécies de mosquitos silvestres, que
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ndo o transmitem diretamente aos humanos, mas atuam como reservatorios
(ABUNDES-GALLEGOS et al., 2018; FAGRE; KADING, 2019; CALDERON et
al., 2021)

No Brasil, no ultimo surto de febre amarela, houve uma redistribuicéo
geografica das areas endémicas, com migracdo de ocorréncias da regidao da
floresta amazobnica para a regido da mata atlantica (CUPERTINO et al., 2022).
No ano de 2022 haviam registros da circulagdo da febre amarela somente em
primatas ndo humanos no estado de Minas Gerais e Parand (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2023b). Porém, no inicio de 2023 houve a notificacéo
de um caso positivo humano, morador da zona rural da cidade de Vargem
Grande do Sul, divisa com Minas Gerais.

A reemergéncia da febre amarela no Brasil em uma area ndo endémica
levanta uma questdo sobre as possiveis interacfes bidticas existentes no
ambiente silvestre, visto que ja foi relatada a participacdo do gambé e do porco-
espinho no ciclo silvestre (CUPERTINO et al., 2022).

Foram encontrados morcegos com sorologia positiva para febre amarela
nas espécies de morcegos Eidolon helvum, Rousettus aegyptiacus,
Phyllostomus hastatus, Artibeuscinereus, Artibeus jamaicensus, Artibeus
literatus, Carollia perspicillata, Glossophaga soricina, Molossus ater, Molossus
molossus, Phyllostomus hastatus, Pteronotus davyi, Pteronotus parnellii,
Vampyrops helleri, Mops condylurus, Tadarida pumila, Epomophorus sp. na
Africa (KADING et al., 2018; FAGRE; KADING, 2019), indicando que os
morcegos estao expostos a esse virus na natureza, mas nao ha descricédo sobre
0 virus da febre amarela no morcego hematofago D. rotundus.

Tentativas de infectar experimentalmente D. rotundus e morcegos
mastiff preto, Molossus rufus, por picada de mosquito (Aedes aegypti) nao
obtiveram éxito (KUMM, 1932).

O ZIKV provavelmente infectou morcegos na Africa por um periodo
substancial de tempo. No entanto, com sua introdu¢cdo no Novo Mundo, nédo se
sabe quais efeitos o virus pode ter nas populacdes naturais de morcegos. No
entanto, ha a possivel falta de diferenciacéo entre os flavivirus devido ao método
de teste (KADING; SCHOUNTZ, 2016). Ha informacdes limitadas sobre a viremia
do ZIKAV em morcegos.
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No México, encontraram infeccdo ativa de Zika virus em morcegos
Artibeus jamaicensis, primeira descricdo do continente americano, por deteccao
molecular (TORRES-CASTRO et al., 2021), ressaltando que novos estudos séao
necessarios para verificar se ha importancia no ciclo de transmissao.

Os virus do género Alphavirus (familia Togaviridae) ja foram descritos
em varias espécies de morcegos, tanto em isolamento do virus, evidéncia
molecular ou diagndstico sorologico, dentre eles, o Virus da encefalite equina
oriental (EEEV), Virus da encefalite equina venezuelana (VEEV), Virus da
encefalite equina ocidental (WEEV), Chikungunya (CHIKV), (FAGRE; KADING,
2019).

Além disso, existem evidéncias sorolégicas que suportam a exposi¢ao
de morcegos a alfavirus encefaliticos no campo, e dados experimentais
demonstram a suscetibilidade de morcegos a infeccédo por alphavirus (FAGRE;
KADING, 2019), incluindo VEEV (MOREIRA MARRERO et al., 2022)

A circulagcédo de CHIKV ocorre entre primatas ndo humanos e mosquitos,
mas outros vertebrados, incluindo roedores e morcegos, € sugerida que possa
ocorrer a replicacdo. Porém em estudos experimentais com morcegos marrons
(Eptesicus fuscus), pico de viremia desenvolvida foi relativamente baixa, mas
dentro da faixa de infectividade para mosquitos hemat6fagos (BOSCO-LAUTH
et al., 2016).

Apos uma epidemia de Chikungunya numa ilha do Caribe, foi detectado
anticorpos para CHIKV em morcegos frugivoros. Essa detec¢do sugere que
estes, estao expostos a vetores infectados, porém estudos futuros precisam ser
realizados para entender a duracdo da resposta imune e se estes podem
desenvolver viremia (STONE et al., 2018)

Recentemente, evidéncias moleculares e celulares de VEEV foram
descritas em morcegos frugivoros na Coldémbia (MOREIRA MARRERO et al.,
2022). Diferentes estudos relataram evidéncias de infeccéo por VEEV, sugerindo
gue morcegos podem ser hospedeiros de arbovirus de impacto na saude publica
nas Américas (SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2017; GUZMAN et al., 2019).

No México, encontrou EEV em uma espécie de Artibeus turpis. Outros estudos
nos departamentos de Sucre e Coérdoba relataram EEV em espécies de
morcegos Artibeus planirostris e Sturnira lilium. Esses relatérios sugerem que 0s

morcegos frugivoros da regido do Caribe na Colémbia podem desempenhar um
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papel no ciclo enzodtico do virus da encefalite equina (SOTOMAYOR-BONILLA
et al., 2017). Foi descrito durante uma epizootia de encefalite equina
venezuelana, foi identificado um D. rotundus infectado com uma cepa epidémica
do virus (CORREA-GIRON; CALISHER; BAER, 1972).

Os morcegos podem atuar como hospedeiros alternativos para
manutencdo da circulacdo viral da VEEV (MARCONDES et al.,, 2017),
especialmente quando muitas espécies de mamiferos silvestres terrestres
adquirem imunidade (GARCIA-ROMERO et al., 2023). Ja foram isolados nas
espécies D. rotundus e em morcegos frugivoros Artibeus lituratus, Carollia
perspicillata e Uroderma bilobatum (GUZMAN et al., 2019; MOREIRA
MARRERO et al., 2022)

Um aspecto importante da ecologia da transmissdo dos principais
arbovirus, é a influéncia da localizacdo geografica e do uso/cobertura da terra
(FAGRE; KADING, 2019). A espécie de morcego capturadas no presente estudo
estdo amplamente distribuidas em todo o Brasil e América latina, e ocupam uma
variedade de habitats, com preferéncias para ambientes com modificacbes
antropogénicas, se isso facilitar sua proximidade com a fonte de alimento
(JOHNSON; ARECHIGA-CEBALLOS; AGUILAR-SETIEN, 2014; VAN DE
VUURST et al., 2022).

O desmatamento foi observado como um importante fator de risco, pois
um grande namero de registros positivos para arboviroses sdo encontrados fora
das éareas florestais e dentro das frentes desmatadas dos Neotrépicos, o que
estd associado ao fato de que os habitats perturbados aumentam o risco de
infeccdes por arbovirus (GARCIA-ROMERO et al., 2023)

As condicbes agroecoldgicas, também influenciariam a presenca e
abundancia de mosquitos vetores devido a disponibilidade de habitats larvais
adequados e hospedeiros preferidos. A ocorréncia de vetor, hospedeiro e virus
com a paisagem e as condi¢cdes ambientais € importante para a emergéncia e
circulacéo de arbovirus (KADING et al., 2018).

A coinfeccéo viral pode ocorrer entre familias de virus e varios estudos
tém apresentado o impacto da coinfeccdo por alphavirus e flavivirus na
competéncia vetorial dos mosquitos do género Aedes, pois 0 Aedes aegypti tem
capacidade de transmitir CHIKV, DENV-2 ou ZIKV, individualmente e como

coinfeccdes duplas e triplas (LIM et al., 2018)



85

Conclusdes

Mesmo nao havendo evidéncias moleculares de infec¢des por flavivirus
e também pelo virus da raiva em D. rotundus no universo amostral das regides
estudadas, ressaltamos a importancia dos morcegos como reservatérios dos
principais virus que possam ser transmitidos aos seres humanos. Pesquisas
epidemioldgicas continuas envolvendo esses animais para entender seu papel
no ciclo enzodtico de transmissdo das principais doencas tropicais
negligenciadas que tem sido um desafio.

As mudancas globais de origem antropogénica estdo modificando a
dindmica viral. Portanto, devemos estar preparados para futuras emergéncias
principalmente por patdégenos que sdo causadas pelo transbordamento do ciclo
silvestre para humanos e outros animais nas fronteiras entre ecossistemas rurais
e naturais.

Apesar da raiva ser a primeira zoonose transmitida por morcegos
detectada e uma das mais bem estudadas, o virus transmitido pelo D. rotundus
ainda € considerado uma ameaca emergente a salude publica na América Latina.
Entender as caracteristicas da dinamica viral e de como ele persiste nas colbnias
é fundamental, ja que D. rotundus apresentam caracteristicas comportamentais
de altruismo social, fato relevante na transmisséo da raiva entre os individuos,
além da capacidade de voo e uma rede de contato entre as colbnias.

Os flavivirus causam uma série de doencas de impacto para a saude
publica e estdo amplamente distribuidas no Brasil, e s&o consideradas
endémicas no pais. Na dengue e zika, a evolucao do ciclo urbano para o meio
silvestre deve ser analisada, pois as mudancas de hospedeiros podem causar
mutacdes e variacdes genéticas. Na febre amarela, a manutencao do virus em
outros hospedeiros, que ndo os primatas hdo humanos ja séo relatados, e devido
a plasticidade do D. rotundus em coabitar em diversos ambientes com mudancas
antropogénicas € algo a ser considerado nas pesquisas virais, para entender
como 0s virus se mantém no ambiente e se 0S morcegos tem participagdo em
alguma parte do ciclo, ou se eles séo apenas hospedeiros acidentais.

A adocdo de uma abordagem One Health global é extremamente

necessaria, além de um sistema de vigilancia intensivo para monitorar doencas
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infecciosas emergentes, que serd uma ferramenta indispensavel no controle e
prevencdo de patdgenos de origem zoonotica, principalmente nos morcegos,
gue sao Iimportantes reservatérios de diversos agentes patogénicos,

principalmente de origem viral.
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Material Suplementar

Figura 1: Caracteristicas dos abrigos de D. rotundus mapeados no estado de
S&o Paulo, Brasil, entre os anos 2021 e 2022.
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Abriges de Desmodus rotundus no sstado de 540 Paulo, SR Brasi (aaeess B Anrigos de Desmodus rotundus 1o ewiade do Bie Paulo, 81 Brasll,
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Legenda: (A) Anhembi, (B) Pilar do Sul, (C) Sado Miguel Arcanjo, (D) Pilar do Sul,
(E) Piedade, (F) Cabreuva, (G) Itu, (H) Lavrinha, (I) Lorena, (J) Sales Oliveira,
(K) Jardinépolis.



Material Suplementar 2:

Quadro 2: gPCR de pan-flavivirus e alphavirus

RT-HIGH CAPACITY

Reagentes puL
H20 DEPC 25
Buffer 1,0

Primer-R [10 pM] = 0,5
dNTPs [100 pM] 0,4

Multiscribe RT 0,5
RNAse out 0,1
SubTotal MIX 5,0
+ RNA 5,0
Total 10,0
Incubacgéo:
10 min/25°C
60 min/37°C
60 min/37°C
5 min/85°C
00 40C oo

X

SYBR GREEN gPCR-MIX
FLAVIVIRUS
Reagentes puL
Master Mix-SYBR 12,5
Flavi all-S (F) [10 puM] 2,0
Flavi all-S2 (R) [LO uM] | 2,0

H20 DEPC 3,5
20,0
+ cDNA 5,0
25,0

1 ciclo: 2 min/50°C
1 ciclo: 10 min/95°C

40 ciclos: 15 seg/95°C
1 min/60°C

1 ciclo: 15 seg/95°C

1 ciclo: 1 min/60°C
1 ciclo: 15 seg/95°C

NS5

Legenda: Pan-Flavi F Pan-Flavi R

104

SYBR GREEN gqPCR-MIX

ALPHAVIRUS
Reagentes pL X
Master Mix-SYBR 12,5
F2A (F) [10 uM] 1,85
R2A (R) [10 pM] 1,85
R3A (R) [10 pM] 1,85
R4A (R) [10 pM] 1,85
H20 Milli Q 0,1

20,0
+ cDNA 5,0
25,0

1 ciclo: 2 min/50°C
1 ciclo: 10 min/95°C

40 ciclos: 15 seg/95°C
1 min/60°C

1 ciclo: 15 seg/95°C
1 ciclo: 1 min/60°C
1 ciclo: 15 seg/95°C

nsP4
~ 200 pb



