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RESUMO

A emergéncia de viroses é um importante problema de saude publica mundial.
Alguns animais, incluindo mamiferos silvestres, tém um importante papel na
manutencdo e na transmissdo de virus, podendo agir como hospedeiros e
reservatorios naturais. Os coronavirus (CoVs) e o virus da raiva (RABV) pertencem
as familias Coronaviridae e Rhabdoviridae respectivamente. Esses virus,
pertencentes a essas duas familias, tém sido isolados a partir de animais silvestres e
domésticos. Os coronavirus sdo virus que causam doencas respiratérias, entéricas,
hepaticas e neuroldgicas e estdo amplamente distribuidos entre os humanos e
outros mamiferos. O virus da raiva causa encefalite aguda progressiva em diversos
mamiferos, incluindo também humanos. Diante desse contexto, este trabalho teve
como objetivo a prospeccdo de coronavirus humano e do virus da raiva em
pequenos mamiferos silvestres no estado de Minas Gerais, Brasil. Os pequenos
mamiferos silvestres dos quais foram investigados os virus de interesse deste
estudo, procederam de trés diferentes areas de estudo, onde foram coletados entre
0s anos de 2012 e 2013. Roedores e marsupiais, foram provenientes do Campus
Rio Pomba do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de
Minas Gerais e os morcegos do Parque Estadual da Serra do Papagaio e do Jardim
Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora. Amostras de figado, pulméo,
soro e rins oriundos desses animais foram submetidas a extracdo de RNA total,
seguida da sintese de cDNA. Foi realizado o PCR em tempo real (qPCR) com as 58
amostras de pulméo, 54 amostras de figado, 120 amostras de soro e 18 amostras
de rim, para a investigacdo de coronavirus humano. Para a investigacao do virus da
raiva, foi realizado o gPCR com 58 amostras de pulméo, 120 amostras de soro e 18
amostras de rins. Neste estudo, foram detectadas 17 (6,8%) amostras positivas, de
250 testadas, para o coronavirus humano HKU1, provenientes de doze roedores
(9,23%) e trés morcegos (16,66%). Nenhuma das 196 amostras testadas para RABV
foram positivas no gPCR. Esses resultados apontam, pela primeira vez, a circulacéo
de HCoV-HKU1 em roedores e morcegos, podendo esses animais estarem
desenvolvendo um papel na manutencdo e emergéncia desses virus no estado de
Minas Gerais. Além disso, enfatiza a importancia de estudos de vigilancia de
espécies animais, para compreender a circulagdo, manutengdo e transmissdo
desses virus, bem como o seu potencial emergente.

Palavras-chaves: Coronavirus. Virus da raiva. Zoonoses. Virus emergentes.
Mamiferos silvestres. PCR em tempo real (QPCR).



ABSTRACT

The emergence of viruses is an important public health problem worldwide. Some
animals, including wild mammals, play an important role in the maintenance and
transmission of viruses and can act as hosts and natural reservoirs. Coronaviruses
(CoVs) and rabies virus (RABV) belong to Coronaviridae, and Rhabdoviridae
families, respectively. Viruses belonging to these two families have been isolated
from wild and domestic animals. Coronaviruses are viruses that cause respiratory,
enteric, hepatic and neurological disorders and are widely spread among humans
and other mammals. Rabies virus causes progressive acute encephalitis in many
mammals, including humans. In this context, the aim of this work was to perform a
prospective study of human coronavirus and rabies virus in small wild mammals in
the state of Minas Gerais, Brazil. Small wild mammals were collected between the
years 2012 and 2013. Rodents and marsupials came from the Campus Rio Pomba of
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais
and bats from Parque Estadual da Serra do Papagaio and Jardim Botanico da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Samples of liver, lung, kidney, and serum from
these animals were subjected to RNA extraction and cDNA synthesis. The real-time
PCR (gqPCR) was performed for human coronavirus investigation using cDNA
obtained from 58 lung samples, 54 liver samples, 120 serum samples, and 18 kidney
samples, For the investigation of rabies virus, gPCR was performed with cDNA
derived from 58 lung samples, 120 serum samples, and 18 kidneys samples. In this
study, 17 samples were positive (6,8%), out of 250 tested for human coronavirus
HKU1, from twelve rodents (9,23%) and three bats (16,66%). None of the 196
samples tested were positive for RABV in gPCR. These results demonstrate for the
first time, the circulation of HCoV-HKU1 in rodents and bats, such animals may be
developing a role in the maintenance and emergence of these viruses in the state of
Minas Gerais. In addition, it emphasizes the importance of animal species
surveillance studies to understand the circulation, maintenance, and transmission of
these viruses and their emerging potential.

Keywords: Coronavirus. Rabies virus. Zoonoses. Emerging viruses. Wild mammals.
Real-time PCR (qPCR).
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1. INTRODUCAO

1.1. VIROSES EMERGENTES/REEMERGENTES E SEUS HOSPEDEIROS
SILVESTRES

Ao longo das ultimas décadas observou-se a emergéncia de doencas
infeciosas que representam uma ameaca na saude humana mundial (LEDERBERG,
SHOPE e OAKS, 1992). A maior parte dessas doencgas infecciosas emergentes € de
origem zoonotica (TAYLOR, LATHAM e MARK, 2001). Devido a sua enorme
diversidade, grande capacidade de evolucéo e intervencao terapéutica limitada, os
virus tém recebido a maior parte da atencdo no que diz respeito a doencas
emergentes (MORSE, 1997). Diversos virus zoonoticos veem emergindo e
reemergindo em todo o mundo, entre esses, podemos citar Middle East respiratory
syndrome coronavirus (MERS-CoV), Ebola virus, Zika virus, Chikungunya virus,
entre outros (BURT et al., 2012; DE GROQOT et al., 2013; WHOER, 2014; ZANLUCA
et al., 2015). O fator mais importante na emergéncia de novas doenc¢as zoondéticas
na populagdo humana, sendo elas, virais ou ndo, € o aumento do contato entre
seres humanos e animais silvestres (DASZAK, CUNNINGHAM e HYATT, 2001).

O homem estad constantemente alterando o meio ambiente em que vive,
interferindo nas relagbes entre 0 mesmo e outras espécies. O surgimento de uma
zoonose depende de varios fatores, que muitas vezes atuam simultaneamente para
mudar a dinadmica do patdogeno (DOBSON e CARPER, 1996). Além das
propriedades do patdgeno, outros fatores afetam o surgimento ou a propagacao
destes, incluindo: fatores ambientais ou mudancas no uso da terra, o crescimento da
populacdo humana, mudancas no comportamento humano ou da estrutura social,
viagens ou comercio internacional, a adaptacdo do patdégeno ao uso de drogas ou a
novas espécies hospedeiras (LEDERBERG, HAMBURG e SMOLINSKI, 2003), e
também podem ser citadas a domesticacdo de animais, limpeza de terras para a
agricultura e pastagem e a caca de animais silvestres (WOLFE, DUNAVAN e
DIAMOND, 2007).

Durante os ultimos anos, novas infec¢des virais emergiram ou reemergiram,
sendo a maioria delas em regides tropicais ou subtropicais. A maioria destas

infeccbes sdo zoonoses e claramente os virus compartilhados por animais e seres
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humanos séo, ao contrario dos virus que infectam apenas humanos, muito mais
dificeis de erradicar (KALLIO-KOKKO et al., 2005).

Trés quartos das zoonoses séo originadas de animais silvestres, portanto o
desenvolvimento de uma vigilancia nessa fauna e a procura de novos patégenos
fazem parte de uma estratégia para prevenir o futuro surgimento de zoonoses
(TAYLOR, LATHAM e MARK, 2001), além de fornecer dados epidemiol6gicos.
Dados os recursos limitados para a prevencdo de uma pandemia € uma vantagem
para a saude publica focar na descoberta de patégenos em espécies de animais
silvestres com maior probabilidade de abrigar zoonoses (WOOLHOUSE e
GOWTAGE-SEQUERIA, 2006).

Novos virus tém sido descritos a partir de animais silvestres, pertencentes a
diversas familias virais tais como Coronaviridae, Bunyaviridae, Astroviridae,
Rhabdoviridae, Flaviviridae, Filoviridae, Paramyxoviridae, Adenoviridae e Reoviridae
(MACKENZIE e JEGGO, 2013). Com excec¢do da familia Adenoviridae, todas essas
familias sé@o virus de RNA (CONDIT, 2013). Esforcos para entender os padrdes de
surgimento de doencas infecciosas emergentes destacaram os virus, especialmente
os virus de RNA, como principal ameaca, devido, muitas vezes, as suas elevadas
taxas de substituicdo de nucleotideos, baixa capacidade de correcdo de erros de
mutacdo e alta capacidade de se adaptar a novos hospedeiros, incluindo humanos
(JONES et al., 2008).

A maioria dos animais reservatorios de doencas infecciosas € pertencente a
classe Mammalia (MACKENZIE e JEGGO, 2013). Os roedores, marsupiais e
morcegos sao grupos bem representativos: das 701 espécies de mamiferos que
ocorrem no Brasil, ha pelo menos 98 espécies de roedores, 22 de marsupiais e 113
de morcegos na Mata Atlantica (PAGLIA et al., 2012).

A ordem Chiroptera, que inclui os morcegos, representa a ordem mais
especiosa entre os mamiferos do Brasil (PAGLIA et al., 2012). Além da abundancia,
esses animais possuem uma alta diversidade e distribuicdo, consequentemente, isso
contribui para uma maior diversidade de patégenos a eles associados (WOO et al.,
2012). Diversos virus ja foram isolados ou detectados de morcegos naturalmente
infectados, com destaque para virus das familias Rhabdoviridae, Paramyxoviridae,
Coronaviridae e Filoviridae (SCHNEEBERGER e VOIGT, 2016). Os morcegos

possuem habitos sinantrépicos e frequentemente habitam areas de agricultura, o
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gue os coloca em constante interacdo com os seres humanos (WONG et al., 2007).
Os roedores correspondem a segunda maior ordem da classe Mammalia (Ordem
Rodentia) (PAGLIA et al., 2012). Alguns fatores tornam os roedores reservatorios
apropriados de patdégenos zoonoticos. Dentre estes podemos citar a alta
diversidade, elevada taxa de fecundidade, reproducdo rapida e uma maior facilidade
de serem encontrados proximos aos humanos, se comparado a outros animais
silvestres (MILLS, 2006). Os roedores estdo entre 0s principais reservatorios de
agentes infecciosos, tais como o0s virus pertencentes as familias Arenaviridae,
Bunyaviridae, Poxviridae e Herpesviridae (ZAPATA e SALVATO, 2013; OLIVEIRA et
al., 2014; ABRAHAO et al., 2009; LACK, VOLK e VAN DEN BUSSCHE, 2012). A
ordem Didelphimorphia inclui a maioria dos marsupiais americanos viventes,
distribuidos do sudeste do Canadad ao sul da Argentina (NOWAK, 1999). Na
literatura cientifica, ha relatos da participacdo desses animais como reservatorios de
virus, dando destaque para os pertencentes as familias Rhabdoviridae e Flaviviridae
(ARAUJO, 2012; BACCHIEGA, 2014; DE THOISY et al., 2009). Espécies de
mamiferos dessa ordem séo frequentemente observadas em ambientes antropicos
rurais e urbanos, sendo um dos mamiferos silvestres de maior contato com humanos
(BACCHIEGA, 2014). A interacdo do homem com espécies dessa ordem € antiga, e
além disso, esses animais sao resistentes a acao antropica no meio ambiente sendo

0S Unicos mamiferos que permanecem em areas muito devastadas (JANSEN, 2006).

1.2. VIRUS DA RAIVA

1.2.1. CLASSIFICACAO E HISTORICO

Os virus pertencentes ao género Lyssavirus, familia Rhabdoviridae, causam
encefalite aguda progressiva (raiva) em mamiferos, sendo transmitida para
individuos susceptiveis diretamente por mordidas, arranhfes ou contaminagao das
mucosas com saliva. Os virus desse género encontram-se distribuidos
mundialmente, exceto na Antartica e varias ilhas isoladas (DIETZGEN et al., 2011).

Atualmente o ICTV reconhece onze espécies do género Lyssavirus: virus
Aravan (Aravan virus - ARAV), lissavirus do morcego australiano (Australian bat

lyssavirus - ABLV), virus Duvenhage (Duvenhage virus — DUVV), lissavirus do



10

15

20

25

30

20

morcego europeu 1 (European bat lyssavirus 1 - EBLV1), lissavirus do morcego
europeu 2 (European bat lyssavirus 2 - EBLV?2), virus Irkut (Irkut virus - IRKV), virus
Khujand (Khujand virus - KHUV), virus do morcego de Lagos (Lagos bat virus -
LBV), virus Mokola (Mokola virus - MOKYV), virus da raiva (Rabies virus - RABV),
virus do morcego caucasiano do oeste (West Caucasian bat virus - WCBV). O virus
do morcego Shimoni (Shimoni bat virus) estd classificado dentro do género
provisoriamente, porém ainda nao foi aprovado como espécie (DIETZGEN et al.,
2011).

Com base em relacg@es filogenéticas e propriedades antigénicas, o género foi
subdividido em dois filogrupos. O filogrupo | inclui as espécies RABV, ABLV, DUVV,
EBLV1, EBLV2, ARAV, KHUV e IRKV. O filogrupo Il inclui as espécies LBV e MOKV.
A espécie mais divergente do género, West Caucasian bat virus (WCBV), néo é
membro de nenhum desses filogrupos (DIETZGEN et al., 2011).

A espécie Rabies virus, ou virus da raiva (RABV), é distribuida mundialmente
e tem maior importancia epidemiologica dada a sua associa¢cdo com a maioria dos
casos de encefalite por lissavirus em humanos em relacdo as outras espécies virais
descritas acima (CHAVES, 2010).

A raiva é uma das mais antigas doencas infecciosas conhecidas (LYLES,
KUZMIN e RUPPRECHT, 2013), com relatos desde o século XXl a.C. (BAER,
NEVILLE e TURNER, 1996). Pasteur e suas pesquisas sobre a raiva permitiram a
adaptacdo do tipo selvagem do virus a animais de laboratério, possibilitando o
desenvolvimento de conceitos e abordagens experimentais para a primeira
vacinagao de protecdo contra a raiva. No ano de 1885, um menino sobreviveu apos
ser mordido em varios locais por um cao infectado e receber a primeira profilaxia
pos-exposicdo com a vacina de Pasteur (KOPROWSKI, 1985). Assim essa vacina
tornou-se a conduta profilatica aceita em todo o mundo no inicio do século 20
(LYLES, KUZMIN e RUPPRECHT, 2013).

Na década de 60, foi produzida uma vacina inativada e eficaz (KOPROWSKI,
1985), eliminando muito dos problemas relacionados as vacinas anteriores
produzidas em tecido cerebral. Além disso, com o0 progresso na area de
biotecnologia, versbes melhoradas de vacinas antirrdbicas estdo em
desenvolvimento (LYLES, KUZMIN e RUPPRECHT, 2013). Atualmente, a

combinacédo da imunoglobulina e vacina € o padrdo recomendado para a profilaxia
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em humanos possivelmente expostos ou expostos a raiva (LYLES, KUZMIN e
RUPPRECHT, 2013).

1.2.2. ESTRUTURA DA PARTICULA VIRAL

A particula viral dos lissavirus possui forma de bala, com 60 a 110
nanometros de diametro e 130 a 250 nanOmetros de comprimento. Esses sao
compostos por duas unidades estruturais: um nucleocapsideo helicoidal interno
(com cerca de 50 nanémetros de diametro) e um envelope lipidico derivado da
membrana plasméatica da célula hospedeira. O nucleocapsideo compreende um
complexo de ribonucleoproteina que consiste, em um genoma de RNA, uma
nucleoproteina (N), uma fosfoproteina (P) e a RNA polimerase RNA-dependente (L).
A posicao da proteina de matriz (M) é controversa e pode estar contida no canal
central da ribonucleoproteina ou formar uma hélice entre a ribonucleoproteina e a
membrana da particula viral. A glicoproteina (G) € composta de quatro dominios
distintos: um peptideo sinal, um ectodominio, um peptideo transmembrana e um
dominio citoplasmatico. Espiculas, que consistem em trés ectodominios glicosilados
da proteina G, se projetam através da membrana da particula viral (DIETZGEN et
al., 2011) (FIGURA 1).

E‘(Y

U

@ Proteina de matriz
Genoma de RNA

Membrana lipidica
Envelope derivada do hospedeiro ® Nucleoproteina

Y Glicoproteina Fosfoproteina

Nucleocapsideo

@ RNA polimerase

Figura 1 — Particula viral do virus da raiva. O nucleocapsideo consiste em um genoma de RNA,
uma nucleoproteina, uma fosfoproteina e a RNA polimerase RNA-dependente. O envelope lipidico é
derivado da membrana plasmatica da célula hospedeira e possui glicoproteinas inseridas.

Fonte: Adaptado de Warrell e Warrell, 2004.
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1.2.3. ESTRUTURA DO GENOMA

Os lissavirus apresentam um genoma de RNA de fita simples com polaridade
negativa e um tamanho aproximado de 12 kilobases. O genoma consiste de uma
sequéncia lider de cerca de 50 nucleotideos, seguida de cinco genes de proteinas
estruturais na ordem: 3" -N-P-M-G-L- 5°. Esses genes sdo separados por regides
intergénicas ndo codificantes seguidas de uma sequéncia ao final do genoma de 70
nucleotideos na regido 5 (DIETZGEN et al., 2011) (FIGURA 2).

Genoma (-)
l 334 N 4 Kwi o KW 1 w5
Antlge?f)ma S e € M L o 3
1 3 W | & AN 9 N 1 5
Genoma ()

Figura 2 - Genoma do virus da raiva. O genoma de RNA de fita simples possui uma regido lider
(LDR) seguida dos genes N, P, M, G, e L. Durante a replicacdo, o genoma de senso negativo
(amarelo) é transcrito em um RNA intermediario de senso positivo ou antigenoma (verde). O
antigenoma é entéo transcrito de volta a um RNA de senso negativo, completando a replicacao.
Fonte: Adaptado de Davis, Rall e Schnell, 2015.

1.2.4. CICLO DE MULTIPLICACAO

O virus entra na célula pela ligagdo com receptores de superficie celular, esse
evento é mediado pela ligacdo da glicoproteina viral (G) com a membrana celular.
Apos a internalizacéo do virus, a glicoproteina viral G medeia a fusdo dependente de
baixo pH com a membrana endossomal e o virus é desnudado, liberando o
nucleocapsideo do nucleo ribonucleoproteico. Os cinco genes estruturais (N, P, M, G
e L) do genoma de RNA sdo transcritos em cinco RNAs mensageiros
monocistronicos de polaridade positiva e em um RNA de polaridade positiva de
comprimento completo, o qual serve como molde para replicagcdo da progénie do
genoma viral de polaridade negativa. As proteinas (N, P, M e L) séo sintetizadas a
partir dos seus respectivos RNAs mensageiros em ribossomos livres no citoplasma e

a proteina G € sintetizada a partir do seu RNA mensageiro em membranas ligadas a



10

15

23

ribossomos (reticulo endoplasmatico rugoso) (WUNNER e CONZELMANN, 2013)

(FIGURA 3).

o RNAN P M L G
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Figura 3 - Ciclo de multiplicacdo do virus da raiva. Uma particula do virus da raiva se liga a um

receptor na célula hospedeira (1) e é internalizada pela membrana celular do hospedeiro (2). Apés a

fusdo, mediada por pH, da membrana da particula viral com a membrana endossomal (3), o capsideo

é liberado, os genes transcritos (4) e o genoma replicado (5).
Fonte: Adaptado de Davis, Rall e Schnell, 2015.

1.2.5. DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico da raiva ndo é dificil em casos com um histérico

documentado de exposicéo e subsequentes sinais clinicos ou sintomas compativeis
(LYLES, KUZMIN e RUPPRECHT, 2013). Entretanto, a raiva deve ser considerada

suspeita em qualquer doenca neurolégica aguda inexplicavel que rapidamente
progride para um estado de coma ou morte (BAER, BELLI e FISHBEIN, 1990). O

diagnoéstico de rotina é estabelecido por testes laboratoriais padronizados para os

isolados, antigenos, acidos nucleicos ou anticorpos neutralizantes do virus
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especifico (SMITH, 1999). O diagnéstico post mortem deve ser realizado em
espécimes do sistema nervoso central (SNC), especialmente no tronco cerebral e
cerebelo (TEPSUMETHANON et al.,, 1997). A reacdo em cadeia da polimerase
precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) tem sido utilizada para amplificar e
posteriormente para sequenciar partes do genoma de lissavirus diretamente do
cérebro, saliva e outros tecidos afetados (HEATON et al., 1997, SMITH, 1999). Essa
técnica permite a deteccdo do RNA viral especificamente e também permite
percepcbes na identificacdo de variantes do virus através do sequenciamento
genético. Varios testes diagnosticos tém sido desenvolvidos para a deteccdo de
anticorpos neutralizantes do virus, como o teste rapido de inibicdo de focos
fluorescentes (RFFIT) e neutralizacdo do virus por anticorpo fluorescente (FAVN),
gue sdo recomendados por autoridades como a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (LYLES, KUZMIN e RUPPRECHT, 2013). Outros métodos soroldgicos foram
desenvolvidos para detectar anticorpos contra outros componentes do RABV,
principalmente contra o0 nucleocapsideo, que € o mais abundante em células
infectadas. Dos testes sorolégicos, o mais bem estabelecido é o teste de
imunofluorescéncia indireta (IFA). Os anticorpos detectados por IFA aparecem mais
cedo que os anticorpos neutralizantes do virus e, por vezes, € o Unico resultado
positivo obtido ante mortem (CDC, 2010).

1.2.6. PREVENCAO E CONTROLE

A raiva tem o0 mais alto indice de fatalidade dentre as doencas infeciosas
(LYLES, KUZMIN e RUPPRECHT, 2013). Diante desse fato e da inexisténcia de um
tratamento especifico para a doencga, a preven¢do em humanos é direcionada para o
tratamento profildtico quando ha suspeita de exposicdo ao virus. Vacinas
antirrabicas produzidas em cultura de células e em ovos embrionados séo utilizadas
tanto para a profilaxia pré-exposicdo quanto para a profilaxia pos-exposi¢cdo, e tém
sido administradas a milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO, 2013).

Nos seres humanos, a profilaxia pré-exposicao é altamente preconizada para
agueles que estdo em risco de exposicao aos lissavirus devido a certos fatores,
como trabalho, residéncia ou viagem (WHO, 2013). Ja a profilaxia pés-exposicao

recomendada é a limpeza imediata da ferida e a administracdo de imunoglobulina e
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vacina antirrdbica (SMITH, 1996). Os biologicos antirrabicos disponiveis atualmente
fornecem protecao confidvel contra o filogrupo | dos lissavirus (RABV, DUVV, EBLV-
1, EBLV-2, ABLV, ARAV, KHUV, DUVV), porém eles ndo protegem contra o
filogrupo Il dos lissavirus (LYLES, KUZMIN e RUPPRECHT, 2013).

A eliminacao da exposicao primaria a animais infectados com raiva é um meio
fundamental para a prevencdo da doenca (WHO, 2013). Mortes por raiva em
humanos séo pouco frequentes em regides com a raiva em cées controlada, dado
gue cdes domésticos sdo 0s reservatérios mais comuns do virus (WHO, 2013).
Entretanto, muitos casos de exposicao sdo tratados na Europa e na América do
Norte devido a raiva enzogtica silvestre (HANLON, OLSON e CLARK, 1999).

Atualmente, a raiva ndo é considerada erradicada devido a seus numerosos e
diversos reservatorios silvestres da doenca (LYLES, KUZMIN e RUPPRECHT,
2013). A eliminacdo da raiva de espécies silvestres, que servem como reservatorios
do virus, necessita de alguns avan¢cos no campo da vacinagao e principalmente, de
uma melhor compreensdo de como o virus é mantido e transmitido entre estes
animais silvestres. Dessa forma, a vigilancia epidemiolégica €& de extrema
importancia para detectar e prever a emergéncia de novos reservatérios da doenca
(SMITH, 1996).

1.2.7. EPIDEMIOLOGIA

A raiva € uma zoonose - doencga transmitida de animais para seres humanos -
negligenciada. Com excecdo da Antartica, a doenga é considerada endémica em
todos os continentes. A raiva esta presente em mais de 100 paises, com o maior
namero de 6bitos registrados na Africa e Asia. Entretanto, o real impacto da doenca
€ considerado subestimado, com mais de trés milhdes de pessoas consideradas sob
risco de infeccdo em todo o mundo (WHO, 2013) (FIGURA 4). Mesmo sendo
considerada uma doencga endémica em muitos continentes, a vigilancia ndo é eficaz,
especialmente em animais silvestres (LYLES, KUZMIN e RUPPRECHT, 2013).
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Figura 4 - A raiva e suas areas de risco. Mapa das &reas de risco de infec¢cdo com o virus da raiva.
Legenda: Vermelho - Areas com alto risco; Laranja - Areas de risco médio; Amarelo - Areas com
baixo risco; Verde - Areas sem risco.

Fonte: Adaptado de WHO, 2013.
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A epidemiologia do género Lyssavirus é parcialmente influenciada pela
distribuicdo de espécies hospedeiras, abundancia, demografia, ecologia
comportamental, dispersao e interagdo com os seres humanos (RUPPRECHT et al.,
1995). Nas Américas, todas as amostras de virus do género Lyssavirus isoladas sao
da espécie Rabies virus (RABV) (BADRANE e TORDO, 2001; BERNARDI et al.,
2005). O cdo doméstico € o principal hospedeiro e o0 maior vetor do RABV em todo o
mundo (WANDELER et al., 1993). Entretanto, todos os mamiferos sado susceptiveis
ao RABYV e sao considerados potenciais vetores (GAUTRET et al., 2014).

Um estudo sobre a histéria evolutiva do virus da raiva canina no Brasil,
realizado por meio de analise filogenética, indicou que a introduc¢ao do virus ocorreu
por volta do final do século XIX e no inicio do século XX. Esse periodo corresponde
ao de grande movimento imigratério da Europa para o Brasil. Em seguida, durante o
século XX, o virus disseminou-se entre 0s animais carnivoros autéctones, em

consequéncia do rapido desenvolvimento no pais (KOBAYASHI et al., 2011).
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1.2.8. HOSPEDEIROS E RESERVATORIOS

A classe Mammalia possui cerca de 4.650 espécies, sendo todas susceptiveis
ao virus da raiva. Porém, como reservatorios de importancia em saude publica sédo
mencionadas duas ordens: Carnivora e Chiroptera (KOTAIT et al., 2007). Entre as
aproximadamente 1.113 espécies da ordem Chiroptera existentes no mundo, sao
encontradas no Brasil, atualmente, cerca de 165 espécies entre 0S morcegos
insetivoros, frugivoros e hematéfagos (PERACCHI et al., 2006). Os morcegos sao 0s
principais hospedeiros reservatorios para a maioria dos lissavirus, enquanto 0s
carnivoros terrestres mantém a circulagdo do virus da raiva (DIETZGEN et al.,
2011). Na ordem Carnivora, destacam-se o0s caes, raposas, cachorro do mato e
guaxinins (BACCHIEGA, 2014).

E sabido que a raiva é uma doenca de animais de sangue quente, e enquanto
0s carnivoros sdo reconhecidos como o0s principais vetores devido aos seus
atributos fisicos e comportamentais, todos os mamiferos, incluindo herbivoros,
insetivoros e onivoros (que incluem os roedores), podem ser infectados e sao
potencialmente capazes de transmitir a doenca (WINKLER, 1991).

Pesquisadores utilizam muitas vezes os roedores para o isolamento do virus
da raiva em laboratérios (WINKLER, 1991). Sendo assim, a possibilidade de
transmissdo do virus da raiva para 0s seres humanos ou outros animais a partir
destes existe. Assim, a investigacdo de roedores deve ser considerada (CHILDS et
al., 1997). Dada a suscetibilidade comprovada de roedores a infec¢do pelo virus da
raiva, a ampla distribuicdo de roedores em areas com a circulagcéo do virus e de que
os roedores sdo presas naturais para muitos hospedeiros carnivoros da doenca,
parece contraditério a ndo ocorréncia de raiva em roedores na natureza (WINKLER,
1991).

As vias de infeccdo podem ser um pouco diferentes em roedores se
comparado com outros mamiferos. Tem sido sugerido que os roedores,
principalmente os menores, ndo sobreviveriam ao trauma de uma mordida de um
carnivoro infectado pelo virus e morreriam antes que pudessem sucumbir & doenca.
Porém, em estudos experimentais, roedores se tornaram infectados apos a ingestéao
de tecidos infectados. Essa forma de infecgdo pode ocorrer na natureza, visto que

muitos roedores se alimentam de animais em putrefacdo. Os roedores acumulam o
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virus da raiva nas glandulas salivares, como outras espécies suscetiveis, sendo
também capazes de transmitir o virus por mordida (WINKLER, 1972).

Em 1950, foi descrito um caso de raiva em uma menina grega mordida por
um rato, porém nao foi possivel o diagnoéstico do animal. Em 1945, foi descrito raiva
também em um homem mordido por um rato na Roménia. A raiva em roedores tem
sido amplamente estudada nos Estados Unidos. Entre os anos de 1950 a 1961,
laboratérios da Florida analisaram mais de 10 mil roedores em busca da raiva,
porém somente um esquilo se mostrou positivo para o virus. Foi pressuposto que
esse animal foi infectado apos contato com um morcego infectado com o virus da
raiva, devido a estreita associacdo observada entre esses animais e a relatos
prévios de raiva em morcegos na Florida. Na Califérnia e Carolina do Sul, incidentes
isolados com roedores infectados foram confirmados em laboratério. Entretanto,
como no caso da Florida, citado acima, ndo houve evidéncias de que estes roedores
estavam envolvidos na manutengdo ou na transmissao da doenca (WINKLER,
1991).

O papel dos roedores na epidemiologia da raiva tem despertado o interesse
de pesquisadores. A distribuicdo mundial dos roedores, o elevado numero de
individuos da ordem e a diversidade de espécies podem oferecer uma explicacdo
para muitos fendbmenos inexplicaveis da epidemiologia desse virus. Estudos séo
necessarios para a compreensdo do papel deste grande grupo na manutencao e
propagacao do virus da raiva na natureza (WINKLER, 1991).

Pouco se sabe a respeito do papel dos marsupiais no ciclo silvestre da raiva,
de qual forma e via ele se infecta e se pode transmitir o virus a outros animais,
incluindo humanos. O que se tem conhecimento é que esses animais Sao
resistentes a inoculacdo do virus rabico por via intramuscular, mas apresentam
maior sensibilidade pela inoculacédo nasal de particulas do virus (BEAMER, MOHR e
BARR, 1960).

Bacchiega confirmou a circulacdo do virus da raiva nas espécies Didelphis
albiventris e Didelphis aurita (pertencentes a ordem Didelphimorphia), através da
identificacdo de anticorpos neutralizantes do virus. O indice de prevaléncia desses
anticorpos para o virus rabico é alto quando comparado com outras espécies
silvestres conhecidas como reservatérios do virus rabico (morcegos e primatas néo

humanos) (BACCHIEGA, 2014). A raiva silvestre nesses animais assumiu maior
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importancia também devido aos seus hébitos sinantrépicos, que alcancaram as
areas urbanas e de transicdo, em consequéncia da maior oferta de alimentos
existente nestas areas e ao impacto ambiental provocado pela acdo humana em
seus habitats naturais (KOTAIT et al., 2007).

1.3. CORONAVIRUS

1.3.1. CLASSIFICACAO E HISTORICO

Os coronavirus estdo atualmente classificados na subfamilia Coronavirinae,
pertencente a familia Coronaviridae, ordem Nidovirales. A subfamilia Coronavirinae
inclui os quatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus e
Gammacoronavirus (TABELA 1) (DE GROOT et al., 2013; ICTV, 2014).

Tabela 1 — Os quatro géneros de coronavirus e suas espécies, agrupados por filogenia.

Géneros Espécies

Alphacoronavirus 1 (TGEV, FCoV, CCoV);
HCoV-229E, HCoV-NL63; Mi-BatCoV 1; Mi-
BatCoV HKUS8; Rh-BatCoV HKU2; Sc-BatCoV
512; PEDV.

Alphacoronavirus

Betacoronavirus 1 (BCoV, EqCoV, HCoV-0OC43,
PHEV) Murine coronavirus (MHV, RCoV); HCoV-
Betacoronavirus HKU1; SARS-CoV; Ty-BatCoV HKU4; Pi-BatCoV
HKU5; Ro-BatCoV HKU9; MERS-CoV (a ser

estabelecida)

Bulbul CoV HKU11; Munia CoV HKU13; Thrush
CoV HKU12.

Deltacoronavirus

_ Avian coronavirus (IBV, TuCoV); Beluga whale
Gammacoronavirus )
coronavirus SW1.

Fonte: De Groot et al., 2013; ICTV, 2014.

Os coronavirus (CoVs) infectam uma grande variedade de animais, causando
doencas respiratérias, entéricas, hepaticas e neurologicas de gravidade variavel
(WOO et al.,, 2012; LAU et al.,, 2014). Esses virus encontram-se amplamente
distribuidos entre os seres humanos, outros mamiferos e aves (MASTERS e
PERLMAN, 2013).



10

15

20

25

30

30

A partir da década de 30, alguns coronavirus foram isolados como
responsaveis por infecgcdes em animais, como porcos, aves e ratos (MASTERS e
PERLMAN, 2013). Trinta anos depois, dois coronavirus (229E e OC43) foram
reconhecidos por causarem infeccdes no trato respiratorio superior em humanos (LU
et al., 2012). No ano de 2002-2003, ocorreu um surto de uma nova doenga, a
sindrome respiratdria aguda grave (do inglés severe acute respiratory syndrome -
SARS), causada por um novo coronavirus até entdo desconhecido, o0 SARS-CoV
(DROSTEN et al., 2003; KSIAZEK et al.,, 2003; PEIRIS et al., 2003). Este surto
estimulou pesquisas e grandes avancos no estudo desses virus (MASTERS e
PERLMAN, 2013), resultando, nos anos seguintes, na descoberta dos coronavirus
NL63 e HKU1, identificados em 2004 e 2005, respectivamente (VAN DER HOEK et
al, 2004; WOO et al., 2005). Em 2012, outro coronavirus foi descoberto (ZAKI et al.,
2012; BERMINGHAM et al., 2012; VAN BOHEEMEN et al., 2012), responsavel por
uma doenca respiratoria grave denominada sindrome respiratoria do Oriente Médio
(do inglés Middle East respiratory syndrome — MERS) causada pelo coronavirus
MERS-CoV (DE GROOT et al., 2013).

Seis coronavirus (229E, NL63, OC43, HKU1l, SARS e MERS) estédo
associados a infeccbes em humanos e sdo denominados coronavirus humanos
(HCoVs) (DOMINGUEZ et al., 2014). Os virus HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-
0OC43 e HCoV HKU1 estdo na maioria das vezes associados a infecces do trato
respiratério superior, causando resfriados comuns. No entanto, podem
ocasionalmente trazer consequéncias mais graves em jovens, idosos e individuos
imunocomprometidos (MASTERS e PERLMAN, 2013). Os virus SARS-CoV e
MERS-CoV séo virus associados a infec¢Bes graves, ocasionando doenca do trato
respiratorio inferior com altas taxas de fatalidade (CHAN et al., 2012), é provavel que
esses virus tenham origem em reservatorios animais e cruzaram barreiras

interespécies para infectar humanos (CHAN et al., 2013).

1.3.2. ESTRUTURA DA PARTICULA VIRAL

Os coronavirus sédo particulas esféricas e envelopadas, com tamanho de
didmetro podendo variar de 50 a 200 nanémetros (média de 80 a 120 nandmetros
de didmetro). Na superficie da particula viral encontram-se presentes projecdes em
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formato de pétala, denominadas espiculas, que sdo caracteristicas desses virus. O
nucleocapsideo dos coronavirus, ribonucleoproteina que contém o genoma viral,
possui uma simetria helicoidal e se encontra inserida no interior do envelope viral
(MASTERS e PERLMAN, 2013).

Os coronavirus possuem quatro principais proteinas estruturais, sendo elas: a
proteina spike ou da espicula (S), a proteina de membrana (M), a proteina do
envelope (E), e a proteina do nucleocapsideo (N). As proteinas S, M e E encontram-
se localizadas na membrana do envelope viral, enquanto a proteina N localiza-se no
cerne da ribonucleoproteina (MASTERS e PERLMAN, 2013) (FIGURA 5).

.
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Figura 5 - Estrutura da particula viral dos coronavirus. Esquema mostrando as principais
proteinas estruturais dos coronavirus: S, proteina spike ou da espicula; M, proteina de membrana; E,
proteina do envelope; e N, proteina do nucleocapsideo.

Fonte: Adaptado de Masters e Perlman, 2013.

1.3.3. ESTRUTURA DO GENOMA

7

O genoma dos coronavirus € constituido por uma molécula de RNA fita
simples com aproximadamente 30 kilobases, com polaridade positiva e presenca de
estrutura cap na extremidade 5" e cauda poliadenilada na extremidade 3", o que
permite sua atuagcdo como um RNAm (FEHR e PERLMAN, 2015). Devido ao seu

tamanho, o genoma desses virus é considerado o maior entre todos os virus de
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RNA, incluindo os de genoma segmentado e ndo segmentado (MASTERS e
PERLMAN, 2013).

Duas janelas de leitura (do inglés open reading frame ou ORFS),
denominadas ORFla e ORF1b, ocupam os dois primeiros tercos do genoma a partir
da extremidade 5°. Essa por¢do contém 0s genes responsaveis pela codificacdo das
proteinas do complexo replicase-transcriptase, ou seja, proteinas ndo estruturais
(UJIKE e TAGUCHI, 2015; FEHR e PERLMAN, 2015). O terco restante do genoma,
préximo a extremidade 3", é ocupado pelos genes responsaveis pela codificacdo de
proteinas estruturais e acessoérias (GORBALENYA et al., 2006; UJIKE e TAGUCHI,
2015; FEHR e PERLMAN, 2015). E também nessa por¢do do genoma, localizado
anteriormente ao gene codificador da proteina estrutural da espicula (S), que se
encontra o gene codificador da glicoproteina de envelope hemaglutinina esterase
(HE), caracteristica de alguns Betacoronavirus (LISSENBERG et al., 2005) (FIGURA
6).

BetacoronavirusBCoV
1 7 [SORETE J [FE] 0[]
[ URF1D ) gl |
E

T 31.0K

Figura 6 - Genoma dos Betacoronavirus. Os primeiros dois ter¢cos do genoma (ORFla e ORF1b)
codifica as proteinas nao estruturais (Verde). O restante do genoma codifica as quatro proteinas
estruturais: S, E, M e N (Laranja). Alguns Betacoronavirus possuem o gene de hemaglutinina
esterase (HE) (Laranja). O genoma de cada género ou espécie possui um conjunto de proteinas
acessorias unicas (Vermelho).

Fonte: Adaptado de Ujike e Taguchi, 2015.

1.3.4. CICLO DE MULTIPLICACAO

A particula viral dos coronavirus se ligam a célula mediante a interacdo entre
a proteina S viral e seu receptor especifico na célula hospedeira (existem
atualmente diversos receptores conhecidos). Essa interacdo é determinante para
que ocorra a infec¢cdo por coronavirus, além de estabelecer o tropismo viral. Apés
essa interacdo, o virus ganha acesso ao citoplasma celular por meio da clivagem

proteolitica da proteina S, dependente de pH &cido, culminando na fusdo do
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envelope viral com a membrana endossomica. No citoplasma, ocorre entéo, a
traducdo do gene da replicase-transcriptase (ORFla e ORF1b) a partir do RNA
gendmico viral, gerando a poliproteina replicase. Essa poliproteina é processada por
proteases virais em 16 proteinas ndo estruturais, que se associam as membranas de
vesiculas onde ocorrem a sintese de RNA gendmico e a transcricdo de RNAs
mensageiros subgendmicos. Os RNAs subgendmicos sao entdo traduzidos em
proteinas virais estruturais e acessorias. Apos a sintese do RNA gendmico viral,
esse, forma um complexo com a proteina estrutural do nucleocapsideo (N),
originando o nucleocapsideo de estrutura helicoidal. As proteinas estruturais virais
de membrana (M), do envelope (E) e da espicula (S) sdo inseridas no reticulo
endoplasmatico. O nucleocapsideo e as proteinas do envelope se movem para o
compartimento intermediario entre o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico
onde se associam formando a particula viral. Apés a montagem, o0s virions sao
transportados para a superficie da célula hospedeira por meio de vesiculas, e
liberadas por exocitose (MASTERS e PERLMAN, 2013; FEHR e PERLMAN, 2015)

(FIGURA 7).
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Figura 7 - Ciclo de multiplicacdo dos coronavirus. (RNA g) RNA gendmico. (RNA sg) RNA

subgendmico. (S) Proteina spike. (E) Proteina do envelope. (M) Proteina de membrana. (N) Proteina
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do nucleocapsideo. (CIREG) Compartimento intermediario entre o reticulo endoplasmatico e o
complexo de Golgi.
Fonte: Adaptado de Masters e Perlman, 2013.

1.3.5. DIAGNOSTICO

A maioria das infec¢des por coronavirus sdo auto-limitadas e o diagnéstico
nao é realizado (FEHR e PERLMAN, 2015). A maioria das infeccbes por HCoVs,
causam doenca respiratoria superior leve e o diagndstico clinico ndo € possivel,
devido a semelhanca dos sintomas causados por esses virus com sintomas
causados por outras infeccbes do trato respiratorio superior (MASTERS e
PERLMAN, 2013).

Contudo, existem algumas ocasifes onde o diagndéstico especifico do agente
etiolégico é importante, como estudos epidemiolégicos e situagbes clinicas graves
na saude humana e animal. Além disso, existem ocasifes onde o diagndstico é
fundamental, como em locais onde surtos graves estejam ocorrendo devido a
circulacao de virus como o MERS-CoV (FEHR e PERLMAN, 2015).

Atualmente tem se utilizado em grande escala, métodos de diagnostico de
infec¢des por coronavirus baseados em RT-PCR (NOBRE et al., 2014), nested-RT-
PCR (LAM et al., 2007; CHU et al., 2011) e RT-PCR em tempo real (CHAN et al.,
2015; VIGNOLES et al., 2015). Além de diversos ensaios soroldgicos, como ELISA
(CHEN et al.,, 2015; PARK et al., 2015), imunofluorescéncia (HE et al., 2005) e
ensaios de neutralizagéo (NIE et al., 2004).

1.3.6. TRATAMENTO E PREVENCAO

Até o momento, ndo h4 terapias antivirais especificas contra infeccdes com
HCoVs (MASTERS e PERLMAN, 2013; GRAHAM, DONALDSON, BARIC, 2013;
FEHR e PERLMAN, 2015). Existem vacinas de uso veterinario contra alguns
coronavirus animais, como o virus da bronquite infecciosa e o coronavirus canino,
no entanto, ainda ndo existem vacinas disponiveis para a prevenc¢do das infec¢des
com HCoVs (MASTERS e PERLMAN, 2013). Varias estratégias estdo sendo

analisadas para o desenvolvimento de vacinas eficazes e seguras (GRAHAM,
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DONALDSON, BARIC, 2013), enquanto isso o controle e a prevencdo contra
infecgbes por coronavirus humanos depende de um sistema de vigilancia em saude
publica eficaz e de praticas de controle de infeccdo adequadas (MASTERS e
PERLMAN, 2013).

1.3.7. EPIDEMIOLOGIA

Os coronavirus HCoV-OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63 e HCoV-HKUL1 estédo
distribuidos mundialmente (MASTERS e PERLMAN, 2013) e circulam h& muitos
anos entre os humanos (CHAN et al., 2015). Com base em estudos de prospeccéo,
0s HCoV-0C43, HCoV-229E, HCoV-NL63 e HCoV-HKU1 sédo responséaveis por 10 -
30% de todas as infec¢des do trato respiratorio superior (PYRC, BERKHOUT e VAN
DER HOEK, 2007; MCINTOSH, 1974; MONTO, 1974; LARSON, REED e TYRRELL,
1980; ISAACS et al., 1983). No Brasil, os virus HCoV-229E, HCoV-OC43 e HCoV-
HKU1, ja foram demonstrados circulando em criancas e adultos (MACEDO, 2002;
BELLEI et al.,2008).

O SARS-CoV, emergiu no ano de 2003 na China e se disseminou por
diferentes paises, causando surtos que resultaram em 8.422 casos em todo o
mundo, com 916 mortes (WHO, 2003). Apos medidas de controle e quarentena, a
infeccdo pelo SARS-CoV desapareceu ainda em 2003 (COLEMAN e FRIEMAN,
2014).

O mais recente coronavirus descoberto, MERS-CoV, no ano de 2012, se
disseminou da Arabia Saudita para diversos paises do Oriente Médio e Europa com
relatos elevado de morbidade (AL-TAWFIQ, 2013). Em maio de 2014, dois casos
foram confirmados nos Estados Unidos, ambos em pacientes com recente viagem a
Arabia Saudita, onde se acredita ter ocorrido a infeccdo. A monitoracdo na regiao é
constante, visto a existéncia de risco de disseminacdo e o pouco conhecimento
sobre o virus (CDC, 2015).
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1.3.8. HOSPEDEIROS E RESERVATORIOS

Os coronavirus (CoVs) sdo comumente detectados em morcegos ao redor do
mundo, mas podem ser encontrados em muitas outras espécies como aves, gatos,
cées, porcos, ratos, cavalos e seres humanos (GUY et al., 2000). Os morcegos e
outros pequenos mamiferos sdo importantes reservatérios de virus, como 0sS
coronavirus, que podem ser transmitidos para os humanos (COLEMAN E FRIEMAN,
2014).

Os géneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus, abrangem virus que estao
relacionados a infeccdo em diversos mamiferos (WOO et al.,, 2009; WOO et al.,
2012). O género Betacoronavirus compreende virus que infectam humanos (HCoV-
HKU1 e HCoV-0OC43), bovinos (BCoV), equinos (EqCoV), roedores (MHV e RCoV),
morcegos (Ty-BatCoV HKU4 e Pi-BatCoV HKU5), entre outros (MASTERS e
PERLMAN, 2013). Além desses, 0 género ainda compreende 0s virus zoondéticos
SARS-CoV e MERS-CoV, possivelmente com origem em morcegos (ECKERLE et
al.,, 2014), responsaveis por graves epidemias nos anos de 2003 e 2012,
respectivamente (DROSTEN et al.,, 2003; DE GROOT et al.,2013). Esses surtos,
evidenciam a gravidade de coronavirus associados a doencas respiratdrias em
humanos e existéncia de um potencial para a emergéncia de coronavirus humanos a
partir de reservatorios silvestres (DOMINGUEZ et al., 2014).

O CoV do tipo SARS ja foi isolado de animais silvestres como morcegos e
guaxinins. Entretanto, as investigacbes nestes animais sao raras e relativamente
pouco se sabe sobre a prevaléncia de coronavirus nessas espécies. A identificacao
de SARS-CoV em animais silvestres sugere que este patdgeno humano emergiu
como resultado de uma transmissao interespécies (POON et al., 2005). O surto
causado pelo SARS-CoV, gerou um interesse maior em entender 0s coronavirus,
pois antes de ganhar importancia para a saude publica, as doencas associadas aos
coronavirus eram principalmente de interesse veterinario (DROSTEN et al., 2003;
KSIAZEK et al., 2003). Esses fatos apontam a introducdo desses virus em humanos
e em animais silvestres simultaneamente, sugerindo a possibilidade de serem
encontrados também em outros hospedeiros ou reservatérios ainda nao

documentados. Mais importante ainda, esses achados destacam o potencial risco
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para a saude humana decorrente de infeccbes de animais silvestres com
coronavirus (POON et al., 2005).

A maioria dos coronavirus infecta naturalmente apenas uma espécie animal
ou um numero limitado de espécies intimamente relacionadas. Por outro lado,
devido a alta frequéncia de erros gerados pela RNA polimerase, 0s coronavirus sao
reconhecidos pela sua capacidade de mutabilidade e de recombinacdo do RNA,
mecanismos importantes na evolucdo natural destes virus (LAlI, PERLMAN e
ANDERSON, 2007). Essa capacidade de mudanca genética permite a adaptacéo
desse género a novos hospedeiros e nichos ecoldgicos, por vezes causando surtos
zoonGticos com graves consequéncias (LE PODER, 2011). Somado a isso, 0S
coronavirus possuem a capacidade de utilizar uma variedade de receptores em seus
hospedeiros, sendo capazes de causar um grande espectro de doencas (WOO et
al., 2012).

Além da emergéncia de SARS-CoV e MERS-CoV como virus patogénicos
humanos importantes (COLEMAN e FRIEMAN, 2014), os HCoVs também se
destacam como agentes etioldégicos emergentes, sejam o0s tipos ja conhecidos como
0OC43 e 229E, bem como os recentemente descobertos agentes NL63 e o HKU1
(NOBRE et al., 2014).

Estudos de vigilancia viral em espécies animais, como morcegos, roedores e
gado, sdo essenciais para o entendimento do potencial patogénico para humano que
existe no meio ambiente, antes que eles possam emergir. Portanto, existe a
necessidade de pesquisar esses virus com potencial emergente e também
desenvolver uma vacina de amplo espetro ou estratégias terapéuticas para
prevencao dos CoVs emergentes atuais e futuros (COLEMAN e FRIEMAN, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

O mundo vem sofrendo um aumento na emergéncia e reemergéncia de
doencas infecciosas humanas, principalmente zoonoses. Diversos fatores
contribuem para a emergéncia de novas doencas, entre eles o aumento da
degradacdo ambiental causada pelo homem, o que leva a aproximacéo deste com
animais silvestres e consequentemente com patdégenos. Entre os diversos
patbgenos responsaveis por essas doencas, podemos destacar 0s agentes virais,
gque vem emergindo e reemergindo principalmente em regies tropicais e
subtropicais.

O Brasil € um pais tropical que vem sofrendo grandes avangos antropicos em
seus ambientes naturais. A Mata Atlantica é o0 ecossistema brasileiro mais
devastado e ameacado, e, além disso, é caracterizado por uma grande diversidade
de espécies. Diante desses fatos, observa-se uma ligacdo entre o avango antrépico
nos ambientes naturais, com consequente aumento da proximidade entre animais
silvestres e humanos. Essa proximidade ndo se limita somente ao ser humano e
ocorre também com os animais domeésticos. Caracteriza-se assim um cenario
facilitador da disseminacdo de patdgenos, principalmente zoonéticos, para novos
hospedeiros e novos ambientes. Diversos virus, pertencentes as familias virais como
Coronaviridae e Rhabdoviridae, tém sido descritos em humanos, animais
domésticos e animais silvestres. Os virus dessas duas familias caracterizam-se por
possuir genoma de RNA, os quais sdo mais frequentemente associados a
emergéncia e reemergéncia de doencas que causam um grande impacto na saude
publica mundial, devido as suas altas capacidades de mudancas evolutivas.

Os roedores, 0s marsupiais e 0S morcegos correspondem a uma grande parte
de todas as espécies de mamiferos e possuem caracteristicas que os favorecem
como reservatorios zoonéticos, como alta diversidade, proximidade com os seres
humanos, capacidade de adaptacdo em novos ambientes, entre outros. As areas
onde foram coletados os pequenos mamiferos silvestres para este estudo, estédo
localizadas em regido de bioma de Mata Atlantica, porém com caracteristicas
distintas, incluindo areas florestais com elevado grau de conservacdo ambiental,
fragmentos de mata nativa com diferentes niveis de antropizacdo, areas de

pastagem e areas préoximas ao peridomicilio rural. Diante dessas circunstancias,
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essas areas se tornam um interessante foco de estudo de prospeccao viral, tendo
como objetivo a predigdo de surtos zoondéticos relacionados a pequenos mamiferos
silvestres, especialmente roedores, morcegos e marsupiais.

E possivel prever a ocorréncia de uma doenca zoonética se houver um
monitoramento de pesquisa constante. Assim, esse tipo de pesquisa busca diminuir
0s impactos que determinados agentes virais podem vir a causar no ambiente e nos

individuos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

e Investigar a circulacdo do coronavirus humano HKUL1 e do virus da raiva em

pequenos mamiferos silvestres, no estado de Minas Gerais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Compor uma colecdo de visceras e soro de pequenos mamiferos silvestres
(roedores e marsupiais) para prospeccdo de virus zoondticos emergentes,
denominada Col-ECOVIR.

10 e Investigar a presencga do coronavirus humano HKU1 e do virus da raiva em
roedores e marsupiais capturados em areas de pasto, mata e peridomicilio,
durante o periodo de outubro de 2012 a agosto de 2013, em uma area de
Mata Atlantica, localizada no municipio de Rio Pomba, Zona da Mata mineira.

e Investigar a presenca do coronavirus humano HKU1 e do virus da raiva em

15 morcegos, capturados durante os anos de 2012 e 2013, no Parque Estadual
da Serra do Papagaio e no Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz
de Fora, localizados em area de Mata Atlantica das mesorregides Sul e

Sudoeste e Zona da Mata de Minas Gerais, respectivamente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. AMOSTRAS DE PEQUENOS MAMIFEROS SILVESTRES

4.1.1. COLETA DE ROEDORES E MARSUPIAIS

As coletas dos pequenos mamiferos silvestres foram realizadas em uma
propriedade rural localizada no estado de Minas Gerais, mais especificamente na
regido da Zona da Mata mineira. A propriedade rural € o Campus Rio Pomba do
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia (IFET) do Sudeste de Minas
Gerais, que se localiza no municipio de Rio Pomba.

A regido da area de estudo apresenta vegetacao tipica de Floresta Estacional
Semi-decidual, uma formacéo tipica da Mata Atlantica de Interior (FIGURA 8). A
Mata Atlantica é considerada o bioma brasileiro que mais sofreu com a degradacéo
ambiental, demonstrando fragmentacédo florestal na regido da Zona da Mata, com
manchas de vegetacdo nativas isoladas entre si e entremeadas por uma matriz de
pasto, monoculturas e aglomera¢cdes humanas. O clima da regido é caracterizado
como subtropical umido, com verao chuvoso e com estacdo seca de abril a
setembro (VIEIRA et al., 2013).

{37550 ESTADO DE MINAS GERALS
2 VEGETAGAO
i
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Figura 8 - Cobertura vegetal do estado de Minas Gerais. O mapa mostra a localizacdo do

municipio de Rio Pomba em uma regido de vegetacao de Mata atlantica. Legenda: Verde - Mata
Atlantica; Amarelo — Cerrado.
Fonte: Adaptado de IGA, 2012.
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Os pequenos mamiferos silvestres foram coletados durante o periodo de
outubro de 2012 a agosto de 2013, totalizando seis campanhas de coleta com
duracdo de quatro noites cada, realizadas a cada dois meses. No local de estudo,
foram estabelecidas trés diferentes areas de amostragem: (1) pasto, areas de
pastagens proximas as areas de vegetacdo nativa (FIGURA 9A); (2) mata, areas de
fragmentos de vegetacéo nativa (FIGURA 9B); e (3) peridomicilio, areas proximas as
construcbes da propriedade (curral, paiol, barracbes para deposito etc.) (FIGURA
9C).

flme

Figura 9 - Areas de amostragem para coleta de roedores e marsupiais. As areas de amostragem
se encontram no Campus Rio Pomba do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia (IFET)

do Sudeste de Minas Gerais, no municipio de Rio Pomba. (A) Pasto. (B) Mata. (C) Peridomicilio.

Foram estabelecidos, nas areas de amostragem, dez transectos (dois em area
de peridomicilio, quatro em area de pasto e quatro em area de mata, e nestes foram
distribuidas armadilhas durante as campanhas de coleta. Em cada transecto de
amostragem, foram estabelecidas quinze estacbes de coleta, distantes

aproximadamente 20 metros entre si. Em cada estagao de coleta foram colocadas
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duas armadilhas de coleta, sendo uma do tipo Sherman (8 x 8 x 26 cm) (FIGURA
10A), especifica para a coleta de roedores e marsupiais pequenos e outra do tipo
gaiola (50 x 21,5 x 20 cm) (FIGURA 10B) com isca suspensa, para captura de
animais maiores. Nas areas de peridomicilio e nas éareas de pasto, ambas
armadilhas foram colocadas no chdo, j& nas areas de mata, em cada estacdo foi
colocada uma armadilha no chéo e outra no extrato médio da mata (sobosque).

Em cada campanha de coleta foram utilizadas 300 armadilhas (150 do tipo
gaiola e 150 do tipo Sherman) e como iscas foram utilizados algoddo embebido em
Oleo de figado de bacalhau e abacaxi picado em pedacos. Durante cada campanha,
as armadilhas ficaram abertas por quatro noites consecutivas e verificadas pela
manhad de cada dia. As iscas eram repostas novamente em caso de captura, e

trocadas no terceiro dia de coleta, em caso de néo captura.

Y 1L 4 W n
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Figura 10 - Gaiolas utilizadas para a captura dos roedores e marsupiais. (A) Armadilha do tipo

Sherman, em formato retangular. (B) Armadilha do tipo gaiola, em formato retangular.

Os animais capturados foram inicialmente pesados e entdo anestesiados na
regido intramuscular do membro inferior com cetamina e cloridrato de xilazina
(80mg/Kg de cetamina e 12mg/Kg de xilazina) (RAMIREZ, RETAMAL e VERGARA,
2003). Em seguida, 10% do sangue dos animais capturados foi coletado por puncéo
cardiaca (FIGURA 11A). Ap6s a puncdo, os animais foram analisados e, em
seguida, foram anotadas em uma ficha observagbes como sexo, idade, peso,
condig&o reprodutiva e medidas morfométricas (FIGURA 11B). Alguns animais foram
sacrificados e eviscerados para a prospeccdo dos virus de interesse a partir das
visceras e o restante foi solto em seu habitat de coleta. Os animais que foram
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sacrificados tiveram suas carcacgas posteriormente taxidermizadas e depositados na
Colecdo de Mamiferos do departamento de Zoologia da UFMG.

O sacrificio foi realizado através da administracdo de uma dose trés vezes
superior a dose maxima de cetamina e cloridrato de xilazina (240mg/Kg de cetamina
e 45mg/Kg de xilazina), via intraperitoneal. Para a coleta das visceras, a superficie
ventral externa de cada animal foi desinfetada com etanol 70% e a cavidade
peritoneal aberta com auxilio de tesoura e pinca cirargica estéril. As visceras foram
retiradas, fracionadas em trés pedacos e armazenadas em tubos criogénicos
devidamente etiquetados, sendo em um destes tubos adicionado conservante
(RNAlater, LifeTechnologies). Os tubos foram armazenados imediatamente em
nitrogénio liquido (-196°C) e posteriormente no laboratério estas amostras foram
transferidas e conservadas em freezer - 80°C.

Os marsupiais e roedores que ndo foram sacrificados, ficaram em observacao
por 24 horas ap0s a punc¢éo cardiaca, em seguida esses animais foram anilhados e
reintroduzidos no seu local de origem de captura. As anilhas eram numeradas e
foram presas a orelha do animal, o que permitia que esse fosse identificado em uma
posterior recaptura. As capturas de pequenos mamiferos foram realizadas mediante
Licenga Permanente emitida pelo ICMBio em nome do pesquisador Adriano Pereira
Paglia (Licenca permanente para coleta de material zool6gico Numero: 12989-1
Data da Emisséo: 21/11/2007).

Figura 11 - Procedimentos com os roedores e marsupiais capturados. (A) Puncdo cardiaca

sendo realizada em um animal coletado. (B) Medicdo sendo realizada em um animal coletado.
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A coleta de pequenos mamiferos silvestres foi realizada de acordo com os
parametros de seguranca para coleta de roedores, preconizado pelo CDC (MILLS et
al., 1995). Foram utilizados equipamentos de seguranca individual (EPIs) durante as
coletas de campo. Entre esses EPIs, destacam-se o uso de avental descartavel,
botas e luvas de borracha, luvas cirlrgicas, oOculos de protecdo, perneiras e
mascaras para a filtragem do ar do tipo 95%. Produtos descartaveis foram colocados
em sacos de lixo autoclavaveis, lacrados e acondicionados apropriadamente até o

retorno a UFMG, onde foram autoclavados e devidamente descartados.

4.1.2. COLECAO DE VISCERAS DE MORCEGOS

Neste estudo, foi utilizado parte de uma colecdo de visceras de morcegos,
cedida pelo Prof. Dr. Pedro Henrigue Nobre ao Laboratério de Virologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora. A colecdo compreende 6rgdos tais como,
coracdo, pulmdo, rim, intestino, baco, pancreas e figado de morcegos coletados
durante os anos de 2012 e 2013, em duas localidades distintas: (1) no Parque
Estadual da Serra do Papagaio (PESP), Minas Gerais e (2) no Jardim Botanico da
Universidade Federal de Juiz de Fora (JB-UFJF), Minas Gerais (TABELA 2).
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Ficha Espécie Familia Sexo Local de Pata de
Coleta Coleta

Q1807 Sturnira lilium (E. Geoffroy, 1810) Phyllostomidae ~ Macho PESP 18/05/2012
Q1810 Sturnira lilium Phyllostomidae = Fémea PESP 18/05/2012
Q1812 Sturnira lilium Phyllostomidae = Fémea PESP 18/05/2012
Q1813 Carollia perspicillata (Linnaeus, 1758)  Phyllostomidae = Macho PESP 18/05/2012
Q1814 Carollia perspicillata Phyllostomidae ~ Macho PESP 18/05/2012
Q1815 Carollia perspicillata Phyllostomidae  Macho PESP 18/05/2012
Q484  Myotis nigricans (Schinz, 1821) Vespertilionidae Fémea PESP 23/11/2012
Q485 Myotis nigricans Vespertilionidae Fémea PESP 23/11/2012
Q486  Myotis nigricans Vespertilionidae  Macho PESP 23/11/2012
Q491  Sturnira lilium Phyllostomidae = Fémea JB-UFJF  20/12/2012
Q492  Sturnira lilium Phyllostomidae = Macho JB-UFJF  20/12/2012
Q493 Platyrrhinus recifinus (Thomas, 1901) Phyllostomidae = Fémea JB-UFJF  20/12/2012
Q494 Carollia perspicillata Phyllostomidae @ Fémea JB-UFJF  20/12/2012
Q495  Sturnira lilium Phyllostomidae = Macho JB-UFJF  20/12/2012
Q496 Carollia perspicillata Phyllostomidae = Macho JB-UFJF  20/12/2012
Q497  Sturnira lilium Phyllostomidae = Macho JB-UFJF  20/12/2012
Q503 Anoura caudifer (E. Geoffroy, 1818) Phyllostomidae = Macho JB-UFJF  24/01/2013
Q504  Anoura caudifer Phyllostomidae = Macho  JB-UFJF  24/01/2013

PESP: Parque Estadual da Serra do Papagaio. JB-UFJF: Jardim Botanico da Universidade Federal
de Juiz de Fora.

O Parque Estadual da Serra do Papagaio fica localizado na mesorregido Sul e
Sudoeste de Minas Gerais, abrangendo parte dos municipios de Aiuruoca, Alagoa,
Baependi, Itamonte e Pouso Alto. Situado na Serra da Mantiqueira, abriga um
importante remanescente de Mata Atlantica com formacdes mistas de campos e
matas (IEF/MG, 2010). As capturas dos quiropteros foram realizadas nas mediagfes
do municipio de Baependi. O Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de
Fora (JB-UFJF) esta situado em um fragmento de Mata Atlantica, a Mata do
Krambeck, localizada no municipio de Juiz de Fora. A Mata do Krambeck é
considerada a maior reserva ambiental urbana tropical particular do mundo (Fonte:
Lei Municipal 8527/94).

As capturas dos morcegos foram realizadas em periodos noturnos atraves de
redes de neblina e coordenadas pelo Prof. Dr. Pedro Henrique Nobre, mediante
licenca de coleta no Parque Estadual da Serra do Papagaio (SISBIO 28238-1, CEUA
031/2012) e no Jardim Botéanico da Universidade Federal de Juiz de Fora (SISBIO
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23813-3, CEUA 055/2009). Alguns espécimes foram sacrificados, para tombamento,
e tiveram suas visceras retiradas. Estas foram adicionadas em conservante
(RNAlater, LifeTechnologies) e enviadas ao Laboratorio de Virologia da Universidade

Federal de Juiz de Fora, onde foram acondicionadas a - 70°C.

4.2. PROCESSAMENTO DOS ESPECIMES E EXTRACAO DO RNA TOTAL

4.2.1. ROEDORES E MARSUPIAIS

As visceras e 0 soro dos roedores e marsupiais coletados foram encaminhados
a Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), onde foram armazenadas a -70°C.
Essa colegéao, denominada Col-ECOVIR, pertence ao grupo de pesquisa ECOVIR,
liderado pela Profa. Dra. Giliane de Souza Trindade.

No presente trabalho, foram utilizadas para a extracdo do RNA total, as
amostras de figado, de pulméo e de soro dos espécimes coletados. Para a extracao
do RNA total das amostras de soro foi utilizado o QlAamp® Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, USA), de acordo com instrucdes do fabricante. Para a extracdo do RNA
total das amostras de figado e pulmdo, 30 mg de cada 6rgdo foi previamente
macerado em nitrogénio liquido com o auxilio de cadinho e pistilo estéreis. O
sobrenadante obtido foi utilizado para a extracdo de RNA total com o0 RNeasy® Mini
Kit (QIAGEN, USA), de acordo com instrucdes do fabricante. As amostras extraidas
de RNA total foram quantificadas, usando o equipamento NanoDrop (Thermo

Scientific) e armazenadas a -70°C.

4.2.2. MORCEGOS

Da colecdo de visceras de morcegos, foram utilizadas neste trabalho, as
amostras de rim dos espécimes. Foi retirada metade do volume do 6rgéao (no caso,
um rim do animal) do conservante (RNAlater, LifeTechnologies) e este foi lavado trés
vezes com 500 pl de salina fosfatada 1:10 (PBS 1X) (NaCl 137 mM, KCl2 7mM, Naz
HPO4 4,3 mM, Kz HPO4 1,4 Mm, pH 7,2). Em seguida os rins foram macerados em
nitrogénio liquido, com o auxilio de cadinho e pistilo estéreis. Os macerados obtidos

foram armazenados a -70°C. A extracdo de RNA total foi realizada a partir de 200 pL
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do macerado utilizando o High Pure Viral Nucleic Acid Kit (ROCHE, GER), de acordo
com as instrugdes do fabricante. As amostras de RNA total foram armazenadas a -
70°C.

4.3. TRANSCRICAO REVERSA PARA A PCR EM TEMPO REAL

Para a deteccdo dos virus de interesse a partir do RNA extraido do soro,
figado, pulméo e rim dos pequenos mamiferos silvestres, foi realizada a sintese de
uma cadeia complementar de DNA (cDNA) com oligonucleotideos aleatérios. A
reacdo de transcricdo reversa foi realizada utilizando-se a enzima SuperScript Il
(Invitrogen), seguindo as instruces do fabricante, para as amostras de roedores e
marsupiais, e a enzima MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus, Promega),
seguindo as instrucdes do fabricante, para as amostras de morcegos. Os cDNAs
obtidos foram diluidos na proporcéo 1:5 e utilizados na reacdo de PCR em tempo
real (QPCR).

4.4. CONTROLE INTERNO DA PCR EM TEMPO REAL

Foi utilizado para o controle interno da reacdo de gPCR, iniciadores que
amplificam a regido do gene codificador para a 3-actina de Mus musculus (TABELA
3). A reacdo para amplificacdo do gene constitutivo permite certificar que todas as
etapas anteriores ao gPCR passaram no controle de qualidade e que o material esta
adequado. Por ser um gene constitutivo dos mamiferos, a reagdo para B-actina
sempre tem que ser positiva, pois espera-se que sempre exista RNA mensageiro
deste gene nas amostras. Caso seja negativo, 0os passos anteriores ao gPCR devem
ser analisados e repetidos. A reacao para o controle interno era composta de 5,0 pL
de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,2 pL dos iniciadores
senso e anti-senso juntos (2 pmol/uL), 1 yuL de cDNA diluido e agua (qg.s.p. 10 pL).
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Tabela 3 - Iniciadores utilizados no controle interno da gPCR.

Tamanho
o o Tm esperado
Iniciadores Sequéncia (5’ - 3’) esperado do
do produto
produto (pb)
B-actina FWD AAATCG TGC GTG ACATCA AAG A 64 26°C
B-actina REV GCCATCTCCTGC TCG AAGTC

Os iniciadores possuem como alvo parte do gene codificador da proteina p-actina de Mus musculus.
pb: pares de bases. FWD: Forward. REV: Reverse.
Fonte: Santos et al., 2014.

4.5. CONTROLE POSITIVO DA PCR EM TEMPO REAL

Como controle positivo para a amplificacdo do material genético dos virus
investigados, foram utilizados fragmentos de DNA sintético, desenhados pelo
pesquisador colaborador Pedro A. Alves (ALVES, 2015). Os fragmentos de genes
sintéticos, ou gBlock, foram sintetizados pela empresa IDT (Integrated DNA
Technologies) e clonados em plasmideo pGEMt.

O gBlock utilizado, denominado RCoV, contém regides do genoma dos virus

investigados e regides de ligacao dos iniciadores especificos (FIGURA 12).

- I e

Figura 12 - Representacdo esquematica do gBlock RCoV. Azul: sitio para enzima de restricdo
Xhol. Verde: sequéncia amplificada pelos iniciadores RABV FWD/ RABV REV Laranja: sitio para
enzima de restricdo Hindlll. Verde claro: sequéncia amplificada pelos iniciadores HCoV FWD/ HCoV

REV. Amarelo: sitio para enzima de restricdo Ncol.

4.6. PROSPECCAO DO VIiRUS DA RAIVA POR PCR EM TEMPO REAL

A deteccéo do virus da raiva foi realizada utilizando-se um par de iniciadores,
RABV FWD /RABV REV, que tem como alvo uma regidao do gene da proteina N da
espécie Rabies virus (RABV) (WAKELEY et al., 2005) (TABELA 4). Esses
iniciadores foram escolhidos com base em alinhamentos de amostras virais do
RABV. A escolha dos iniciadores e as condicbes das qPCRs foram estabelecidas
pelo pesquisador colaborador, Pedro A. Alves (ALVES, 2015).
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Tabela 4 - Iniciadores utilizados na detec¢do do RABV por gPCR.

Tamanho
Tm
i esperado
o R Virus esperado
Iniciadores Sequéncia (5’ -3’) do
alvo do
produto
produto
(pb)
RABV FWD AATGTAACACCTCTACAATGGAT
RABV 112pb 75°C
RABV REV GCAGGGTACTTGTACTCATA

Os iniciadores possuem como alvo para amplificacdo uma regido do gene da proteina N do RABV.
pb: pares de bases. FWD: Forward. REV: Reverse.

4.7. PROSPECCAO DE CORONAVIRUS HUMANO POR PCR EM TEMPO REAL

A deteccdo de coronavirus foi realizada utilizando-se o par de iniciadores
HCoV (HCoV FWD /HCoV REV) que tem como alvo uma regido conservada do gene
da RNA polimerase RNA-dependente (RdRp) do coronavirus HCoV-HKU1 (TABELA
5). Os iniciadores foram desenvolvidos a partir do alinhamento com amostras virais
de HKU1. Os iniciadores foram desenhados e as condigdes das gPCRs foram
estabelecidas pelo pesquisador colaborador, Pedro A. Alves (ALVES, 2015).

Tabela 5 - Iniciadores utilizados na detec¢édo de coronavirus por qPCR.

Tamanho
Tm
. esperado
o Virus esperado
Iniciadores Sequéncia (5’ -3’) do
alvo do
produto
produto
(pb)
HCoV FWD CCT GTA ATG GCC ATAAGATTG AAG
HKU1 78pb 70°C

HCoV REV CTG TAC GAT AAA CAT TAG AGT ATAAGC G

Os iniciadores possuem como alvo para amplificacdo uma regido conservada do gene da RNA
polimerase RNA-dependente (RdRp) dos coronavirus HCoV-HKUL. pb: pares de bases. FWD:
Forward. REV: Reverse.

4.8. PADRONIZACAO E CRITERIOS PARA ANALISE DA PCR EM TEMPO REAL

No Laboratorio de Virologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, foi
realizada a repeticdo da curva padrdao da gPCR para deteccéo de coronavirus e do
virus da raiva. A eficiéncia (Eff%) foi considerada satisfatéria quando o seu valor

encontrava-se no intervalo entre 95% e 105%, considerando-se o coeficiente de
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regressdo linear (R?) maior que 0,99 (BUSTIN et al.,, 2009). A curva padrdo foi
realizada em duplicata, com sete pontos, diluidos serialmente, na propor¢do 1:10. A
curva partiu do ponto mais concentrado, com 1 ng/puL do DNA sintético, até o ponto
menos concentrado, com 0,01 pg/puL do DNA sintético.

A mistura de reacdo com o par de iniciadores HCoV e RABV era composta
por 5,0 pL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,8 pL de cada
iniciador (800 nM), 1,0 uL do DNA sintético diluido (1ng/uL) e agua ultrapura (g.s.p.
10 pL). Os testes das amostras foram realizados posteriormente a repeticdo da
curva padrao. Todos os testes das amostras foram realizados em duplicata incluindo
o DNA sintético, usado como controle positivo e a agua ultrapura, como controle
negativo.

Todas as reacdes de gPCR foram feitas no Step OnePlus (Applied
Biosystmes) com o seguinte ciclo: desnaturagao inicial a 95°C, por 10 minutos,
seguida de 40 ciclos com desnaturacédo a 95°C, por 15 segundos e pareamento e
extensdo, a 60°C, por 1 minuto. A curva de dissociacao foi realizada ap6s os 40
ciclos da PCR. Para isso, a temperatura, que partiu de 60°C, aumentava
gradativamente, até que chegasse a 99°C. Todos os dados gerados foram
capturados pela maquina e analisados ao término da reacdo. Em todos os
experimentos realizados, foi analisado o gréfico da referéncia passiva (ROX), que
normaliza pequenos erros de pipetagem durante a realizacdo do qPCR. Casos em
gue o ROX apresentava desvios do padrao esperado eram repetidos.

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram produto
amplificado em ambas as replicatas, com temperatura de dissociagao (Tm - melting
temperature) semelhante ou muito préxima a Tm esperada e ciclo de quantificacédo
(Cg - quantification cycle) abaixo de 35. Amostras que apresentaram produto
amplificado com Tm similar ao esperado em apenas uma replicata foram

consideradas suspeitas.

4.9. PCR CONVENCIONAL

As amostras que foram consideradas positivas nas reacdes de qPCR, usando
o par de iniciadores HCoV FWD/ HCoV REV, foram submetidas a um nested-PCR
(nPCR) para pancoronavirus, descrito por Chu e colaboradores, 2011. Nessa reacao

foram utilizados dois pares de iniciadores (12 reagdo - CoV 1 FWD e CoV 1 REV; 22
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reacdo - CoV 2 FWD e CoV 2 REV) que tem como alvo a sequéncia da RNA
polimerase RNA-dependente (RdRp) dos coronavirus.

Primeiramente, a reacdo nPCR foi realizada utilizado o cDNA sintetizado a
partir da RT com iniciadores aleatérios, como descrito no item 4.3. Com base nesses
resultados, em um segundo momento, foi realizada a reacdo nPCR utilizando o
cDNA sintetizado a partir da RT com iniciador especifico, como descrito a seguir. A
reacao de transcricdo reversa com iniciador especifico foi realizada utilizando-se a
enzima SuperScript Il (Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante.

Para a 12 PCR, 2,0 pL do cDNA néo diluido foram adicionados a 2,5 pL de
tampao 10X (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI, Promega), 2,0 pL de MgCl
25mM (Promega), 0,25 uL de dNTPs (25mM de cada dNTP, Ludwig Biotech), 1,25
puL de cada iniciador (CoV 1 FWD e CoV 1 REV) (10pmol/uL), 0,3 pyL de Taq
polimerase (2 U/uL, Promega) e agua ultra pura (g.s.p. 25 pL). O ciclo consistiu de
uma desnaturacdo inicial de 95°C, por 1 minuto, seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C, por 20 segundos; pareamento a 48°C, por 30 segundos e
extensdo a 72°C, por 50 segundos. Apds essa incubacgéo por 30 ciclos, em banho de
gelo foi adicionado uma mistura a reacao, contendo: 0,5 pL de tampé&o 10X (200 mM
Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI, Promega), 0,4 pL de MgCl> 25mM (Promega), 0,05
puL de dNTPs (25mM de cada dNTP, Ludwig Biotech), 0,25 yL de cada iniciador
(CoV 1 FWD e CoV 1 REV) (10pmol/uL), 0,075 puL de Taq polimerase (2 U/uL,
Promega) e &gua ultra pura (g.s.p. 5 yL). Essa mistura, totalizando 30 pL, foi
incubada a uma desnaturacgéao inicial de 95°C, por 1 minuto, seguida de 10 ciclos de
desnaturacao a 94°C, por 20 segundos; pareamento a 48°C, por 30 segundos e
extensao a 72°C, por 50 segundos. Ao final, houve uma extensao final a 72°C, por 5
minutos.

Para a 22 PCR, a 5,0 uL do produto da 12 reacdo de PCR foram adicionados
5,0 pL de tampéao 10x (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI, Promega), 4,0 pL de
MgCI2 25mM (Promega), 0,5 pL de dNTPs (25mM de cada dNTP, Ludwig Biotech),
2,5 pL de cada iniciador (CoV 2 FWD e CoV 2 REV) (10pmol/uL), 0,5 pL de Taq
polimerase (2 U/uL, Promega) e de agua ultra pura (g.s.p. 50 pL). O ciclo consistiu
de uma desnaturacao inicial de 95°C, por 1 minuto, seguida de 40 ciclos de
desnaturacdo a 94°C, por 20 segundos; pareamento a 48°C, por 30 segundos e

extensdo a 72°C, por 50 segundos. Ao final, houve uma extensao final a 72°C, por 5
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minutos.

Os produtos da 22 reacao de PCR foram separados por eletroforese em gel
de poliacrilamida 8%, a 100V, por 50 minutos. Foi utilizado o padrdo de tamanho
molecular de DNA de 100 pb (Ludwig Biotech). Para a coloracédo, os géis foram
fixados em solucdo fixadora 1 (40% metanol, 10% &cido acético, 50% H20), seguido
da solucdo fixadora 2 (10% etanol, 5% &cido acético, 85% H20), sob agitacao
constante de 50 rpm, por 30 minutos, em cada solucdo. Posteriormente foi
adicionada a solucéo oxidante (bicromato de potassio 0,034 M e acido nitrico 0,032
M) e o gel foi incubado por 10 minutos, sob agitacdo constante de 50 rpm. Os géis
foram lavados com &gua destilada e foi adicionada a solucdo de nitrato de prata (0,2
g de AgNOs, 100 ml de agua), na qual o gel foi incubado em agitacdo constante de
50 rpm, por 20 minutos. Posteriormente, os géis foram lavados com agua destilada
para entdo ser adicionada a solugéo reveladora (2,93 g de Na2COs, 0,05 g de
paraformaldeido, 100 ml de &gua), até atingir a coloracdo desejada (adaptado de
SAMBROOK e RUSSELL, 2001). A coloracdo do gel foi interrompida com a mistura
das solucdes fixadora 1 e 2. O gel foi visualizado em negatoscopio (Tele-

panoramico, Blue equipamentos).

4.10. PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida 8% e
corados com SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen), diluido 1:10, e
visualizadas sob luz ultravioleta (UV). A partir da excisdo do fragmento de interesse
do gel de poliacrilamida, foi realizada uma reamplificacdo com os iniciadores
internos do pancoronavirus nested-PCR (CoV 2 FWD e CoV 2 REV). Os produtos
reamplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, Estados Unidos) a 2% em tampao TBE 1X (89 mM- tris
HCI; 89 mM HsBOs; 2 mM Naz EDTA, pH 8,3 - Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
Estados Unidos). Uma mistura de 13 uL de produto reamplificado e 2 pyL de azul de
bromofenol (loading buffer) foi aplicada no gel de agarose e submetido entdo a
eletroforese em tampao TBE 1X (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, Estados
Unidos) durante 40 minutos a 100 volts. A visualizacdo do gel foi realizada sobre

transluminador de luz ultravioleta (UV), sendo os resultados comparados ao controle



10

54

de peso molecular de DNA de 100 pb (Ludwig Biotech). Os fragmentos de interesse
foram excisados do gel de agarose e purificados utilizado o kit MiniElute (QIAGEN),

seguindo as instrucdes do fabricante.

4.11. SEQUENCIAMENTO

Os produtos purificados foram enviados para sequenciamento na empresa
Myleus Biotecnologia (Brasil) por eletroforese capilar (Método de Sanger) (SANGER,
NICKLEN e COULSON, 1977) utilizando a plataforma ABI3130 (Life Technologies),
obedecendo as condicGes de reacao indicadas pelo fabricante. Para a leitura das
sequencias foi utilizado o programa Chromas Lite versdo 2.01 (TECHNELYSIUM
PTY LTD, 2005) (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html). As sequéncias
geradas foram analisadas utilizando o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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5. RESULTADOS

5.1. COLETA DOS PEQUENOS MAMIFEROS SILVESTRES

Um total de 163 espécimes de pequenos mamiferos silvestres foram
capturados ao longo de 175 capturas no Campus Rio Pomba do IFET do Sudeste de
Minas Gerais, durante o periodo de outubro de 2012 a agosto de 2013 (APENDICE
A). O maior numero de capturas e de individuos capturados ocorreu durante as
campanhas cinco e seis, realizadas durante os meses de junho e agosto de 2013,
respectivamente (TABELA 6). Durante as campanhas de coleta, 10 animais foram

recapturados, sendo dois deles recapturados duas vezes, totalizando 12 recapturas.

Tabela 6 — Nimero de capturas e de individuos capturados por campanha, em armadilhas do

tipo Sherman ou gaiola, no municipio de Rio Pomba, MG.

Numero de capturas  NUmero de individuos

Campanha Més/Ano Estacéo
(captura + recaptura) capturados (captura)
1 Outubro/2012 Chuvosa 24 23
2 Dezembro/2012 Chuvosa 16 14
3 Fevereiro/2013 Chuvosa 10 10
4 Abril/2013 Seca 10 10
5 Junho/2013 Seca 55 52
6 Agosto/2013 Seca 60 54
Total 175 163

Do total de animais capturados, 157 foram submetidos a puncéo cardiaca
para coleta de sangue e 64 foram sacrificados para evisceracdo. Em alguns animais
nao foi possivel a puncéo cardiaca devido a alguns fatores excludentes como:
prenhez, pequeno tamanho, animais encontrados predados ou mortos na armadilha
e fuga. Treze espécies diferentes foram representadas no total de animais
capturados, sendo quatro espécies da ordem Didelphimorphia (marsupiais) e nove
espécies da ordem Rodentia (roedores).

As areas de amostragem apresentaram diferentes niumeros de individuos
capturados. A area de pasto foi 0 ambiente em qual se capturou o maior nimero de
individuos, com 132, seguido da area de mata, com 26, e da area de peridomicilio,

com cinco. Entretanto, a area de mata foi o ambiente que apresentou maior



10

15

56

diversidade de espécies, com oito, seguido da area de pasto, com sete, e da area de
peridiomicilio, com duas (TABELA 7).

Tabela 7 — Numero de individuos e de espécies de roedores e marsupiais capturados por

ambiente, em armadilhas do tipo Sherman ou gaiola, no municipio de Rio Pomba, MG.

Espécies Total de individuos Total

Mata Pasto Peridomicilio

Ordem Didelphimorphia

Caluromys philander (Linnaeus, 1758) 1 1
Didelphis aurita (Wied-Neuwied, 1826) 6 - 2 8
Gracilinanus microtarsus (Wagner, 1842) 7 7
Monodelphis americana (Muller, 1776) 1 1

Ordem Rodentia

Akodon cursor (Winge, 1887) 6 14 - 20
Akodon cf. mystax (Hershkovitz, 1998) - 28 - 28
Calomys tener (Winge, 1887) - 72 - 72
Guerlinguetus ingrami (Thomas, 1901) 1 - - 1
Juliomys pictipes (Osgood, 1933) 2 - - 2

Necromys lasiurus (Lund, 1841) - 14 - 14

Nectomys squamipes (Brants, 1827) - 1 - 1
Oligoryzomys nigripes (Olfers, 1818) 2 2 3 7
Oxymycterus cf. dasytricus (Schinz, 1821) - 1 - 1
Total de individuos 26 132 5 163
Total de espécies 8 7

5.2. EXTRACAO DE RNA, SINTESE DE cDNA E TESTE PARA O CONTROLE
INTERNO

A extracdo de RNA foi realizada em 120 amostras de soro, 54 amostras de
figado, 58 amostras de pulmé&o (roedores e marsupiais) e 18 amostras de rim
(morcegos). Em fungédo de algumas limitagdbes como, escassez, dano, perda ou
limite de reagente, ndo foi realizada a extracdo de RNA em algumas amostras. As
250 amostras de RNA foram usadas para a sintese de cDNA. Em seguida, foi
realizado o teste para o controle interno da qPCR. Na maior parte das amostras

(92%), foi detectado o gene da B-actina dos Cqg: 13 ao Cq: 35, mostrando a
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integridade do cDNA. Algumas amostras (8%) apresentaram Cq mais tardios, de 36
ao Cq 39.

5.3. PROSPECCAO DO VIRUS DA RAIVA POR PCR EM TEMPO REAL

5.3.1. ROEDORES E MARSUPIAIS

Um total de 141 animais foi testado para a presenca do genoma do RABV,
utilizando o par de iniciadores RABV FWD/ RABV REV, incluindo 120 amostras de
soro e 58 amostras de pulméo (totalizando 178 amostras). Nenhuma amostra
testada para RABYV foi positiva no qPCR (FIGURA 13).
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Figura 13 — Graficos da gPCR para RABV, referente as amostras de roedores e marsupiais. (A)
Gréficos de amplificacédo (fluorescéncia vs. ciclo) e (B) gréaficos da curva de melting. As curvas em
rosa mostram a temperatura de melting do controle positivo. Graficos gerados pelo Termociclador

StepOnePlus (LifeTechnologies).

5.3.2. MORCEGOS

Um total de 18 animais foi testado para a presenca do genoma do virus da
raiva, a partir do rim, utilizando o par de iniciadores RABV FWD/ RABV VER.
Nenhuma amostra testada para RABYV foi positiva no qPCR (FIGURA 14).
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amplificagéo (fluorescéncia vs. ciclo) e (B) gréafico da curva de melting. As curvas em rosa mostram a
temperatura de melting do controle positivo. Graficos gerados pelo Termociclador StepOnePlus

(LifeTechnologies).

5.4. PROSPECCAO DE CORONAVIRUS

5.4.1. PROSPECCAO DE CORONAVIRUS HUMANO POR PCR EM TEMPO REAL

5.4.1.1. Roedores e marsupiais

Um total de 141 animais foi testado para a presenca do genoma do
coronavirus humano HKU1, usando o par de iniciadores HCoV FWD/ HCoV REV,
incluindo 58 amostras de pulmao, 54 amostras de figado e 120 amostras de soro
(totalizando 232 amostras). Dessas 232 amostras testadas, 14 amostras (6%) foram
positivas na reacdo de PCR, apresentando amplificacdo nas duas replicatas
(exemplos mostrados na FIGURA 15). As amostras positivas sao provenientes de 12
animais (8.5%), sendo todos eles roedores. Esses animais foram capturados em
diferentes areas de amostragem no Campus Rio Pomba, trés foram capturados na

area de mata, oito na area de pasto e um na area de peridomicilio (TABELA 8).



Tabela 8 - Pequenos mamiferos silvestres positivos no qPCR para HCoV HKUL.

FICHA ESPECIE DATA AREA gPCR HCoV
COLETA

S F P
PRONEM 0015  Akodon cf. mystax  26/10/2012 Pasto Negativa POS Ct: r1 (33.4); r2 (32.9) Negativa
PRONEM 0020 Calomys tener 27/10/2012 Pasto Negativa POS Ct: r1 (32.4); r2 (30.9) -
PRONEM 0022  Akodon cf. mystax  27/10/2012 Pasto - POS Ct: r1 (31.5); r2 (30.5) Suspeita
PRONEM 0052 Oligoryzomys nigripes 13/12/2012 Mata POS Ct: r1 (31.6); r2(32.8) POS Ct: rl1 (32.5); r2 (34.2) Negativa
PRONEM 0061 Oligoryzomys nigripes 05/02/2013 Peridomicilio - POS Ct: r1 (29.6); r2 (29.6) POS Ct: r1 (31.5); r2 (30.4)
PRONEM 0067 Akodon cursor 07/02/2013 Pasto - POS Ct: r1 (30.8); r2 (31.4) Negativa
PRONEM 0080 Calomys tener 09/04/2013 Pasto POS Ct: rl (34.4); r2 (35.5) - Negativa
PRONEM 0112 Akodon cursor 26/06/2013 Mata Negativa POS Ct: r1 (30.5); r2 (33.1) Negativa
PRONEM 0168 Calomys tener 26/08/2013 Pasto Negativa POS Ct: r1 (32.7); r2 (33.4) Negativa
PRONEM 0191 Calomys tener 27/08/2013 Pasto - Negativa POS Ct: r1 (32.5); r2 (33.5)
PRONEM 0210  Akodon cf. mystax  29/08/2013 Pasto - POS Ct: r1 (31.2); r2 (31.0) Negativa
PRONEM 0212 Juliomys pictipes 29/08/2013 Mata POS Ct: r1 (30.7); r2 (30.4) Negativa Negativa

59

(S) Soro. (F) Figado. (P) Pulmao. (-) Teste ndo realizado. (POS) Amostra positiva. (Ct) Cycle Threshold. (r1) Replicata 1. (r2) Replicata 2. Entre parénteses

estdo indicados os ciclos onde foi observada a amplificagéo.
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Figura 15 — Graficos dos produtos amplificados (positivos) na qPCR para HCoV HKU1,
referente as amostras de roedores e marsupiais. (A) Graficos de amplificacdo (fluorescéncia vs.
ciclo) e da curva de melting referente a amostra de soro PRONEM 212. Legenda: Rosa — Controle
positivo. Azul — Amostra PRONEM 212. Amarelo — Controle negativo. (B) Gréaficos de amplificacéo e
da curva de melting referente a amostra de figado PRONEM 20. Legenda: Rosa — Controle positivo.
Roxo — Amostra PRONEM 20. Vermelho — Controle negativo. Graficos gerados pelo Termociclador
StepOnePlus (LifeTechnologies).

As amostras de soro e de figado obtidas do animal PRONEM 52, proveniente
de um espécime de Oligoryzomys nigripes, coletado na area de mata, foram ambas
positivas na reacdo de qPCR. Também foram positivas na reacdo de gPCR, as
amostras de figado e de pulméo obtidas do animal PRONEM 61, proveniente de um
espécime de Oligoryzomys nigripes, porém, coletado na area de peridomicilio.

As amostras positivas compreendem duas amostras de pulmdo, nove
amostras de figado e trés amostras de soro. Além dessas, um total de 11 amostras
de figado, seis amostras de pulmdo e 26 amostras de soro foram consideradas
suspeitas na reacdo de gPCR, para a presenca de HCoV HKU1, apresentando

amplificagcdo em somente uma das replicatas (TABELA 9).

Tabela 9 - Distribuicdo das amostras de figado, pulmao e soro na qPCR.

Amostra gqPCR HCoV HKU1
Positivas Suspeitas Negativas Total
Figado 9 16.6% 11 20.3% 34 62.9% 54
Pulméo 2 3.4% 6 10.3% 50 86.2% 58
Soro 3 2.5% 26 21.6% 91 75.8% 120
Total 14 6% 43 18.5% 175 75.4% 232
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Das amostras suspeitas, a amostra de figado e de pulméo obtidas do animal
PRONEM 60, proveniente de um espécime de Calomys tener, coletado na area de
pasto em dezembro de 2012, foram ambas suspeitas na reagdo de qPCR para
HCoV HKU1 (FIGURA 16).
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Figura 16 - Gréaficos dos produtos amplificados (suspeitos) na qPCR para HCoV HKUL,
referente as amostras de roedores e marsupiais. (A) Graficos de amplificacdo (fluorescéncia vs.
ciclo) e da curva de melting referente & amostra de figado PRONEM 60. Legenda: Rosa — Controle
positivo. Rosa claro — Amostra PRONEM 60. Amarelo — Controle negativo. (B) Graficos de
amplificacdo e da curva de melting referente a amostra de pulmdo PRONEM 60. Legenda: Rosa —
Controle positivo. Roxo — Amostra PRONEM 60. Verde — Controle negativo. Gréaficos gerados pelo

Termociclador StepOnePlus (LifeTechnologies).

5.4.1.2. Morcegos

Um total de 18 amostras de rim de morcegos foi testado para a presenca do
genoma de coronavirus, usando o par de iniciadores HCoV FWD/ HCoV REV. Trés
amostras foram positivas (16,66 %), apresentando amplificacdo nas duas replicatas
da reacdo de gPCR, para a presenca de HCoV HKU1: (1) Amostra Q496 (Cq: 34.9
/33.8) proveniente de um espécime macho da espécie Carollia perspicillata, coletado
no JB-UJF, em dezembro de 2012 (FIGURA 17A); (2) amostra Q491(Cq: 33.6 /32.4)
proveniente de um espécime fémea da espécie Sturnira liliu, coletado no JB-UFJF,
em dezembro de 2012 (FIGURA 17B); e (3) amostra Q1814 (Cq: 33.3 /34.1)
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proveniente de um espécime macho da espécie Carollia perspicillata, coletado no
PESP, em maio de 2012 (FIGURA 17C).
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5 Figura 17 - Gréaficos dos produtos amplificados (positivos) na gPCR para HCoV HKUI1,
referente as amostras de morcegos. Gréaficos de amplificacdo (fluorescéncia vs. ciclo) e da curva
de melting referente as amostras (A) Q496. (B) Q491. (C) Q1814. Legenda: Azul escuro — Controle
positivo. Amarelo — Controle negativo. Verde e azul claro — Amostras de rim de morcegos. Gréficos
gerados pelo Termociclador StepOnePlus (LifeTechnologies).

10

Seis amostras foram consideradas suspeitas, apresentando amplificagdo em

apenas uma replicata da reacdo de gPCR, para a presenca de HCoV HKU1
(FIGURA 18).
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Figura 18 — Graficos dos produtos amplificados (suspeitos) na reacdo de gPCR para HCoV
HKUL, referente as amostras de morcegos. Graficos da curva de melting referente as amostras (A)
Q486. (B) Q495. (C) Q1812. (D) Q484. (E) Q1810. (F) Q1815. Legenda: Azul escuro — Controle
positivo. Amarelo — Controle negativo. Verde e azul claro — Amostras de rim de morcegos. Graficos
gerados pelo Termociclador StepOnePlus (LifeTechnologies).

5.4.2. CORONAVIRUS POR PCR CONVENCIONAL

Foram escolhidas 50 amostras entre as amostras positivas e suspeitas no
gPCR para HCoV-HKU1. Essas foram testadas utilizando-se um pancoronairus
nested-PCR, em um primeiro momento a partir do cDNA sintetizado com iniciadores
aleatorios, e seguidamente com iniciador especifico. Das amostras testadas,
partindo-se do cDNA sintetizado com iniciadores aleatérios, cinco amostras
apresentaram amplicon com tamanho aproximado de 440 pb (dados nao
mostrados), sendo o estimado para a reacao. Apos a purificacdo, sequenciamento e
analise das sequéncias, essas mostraram similaridade com sequéncias do proprio

hospedeiro, e ndo do virus de interesse. Das amostras testadas, partindo-se do
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cDNA sintetizado com iniciador aleatorio, nenhuma amostra apresentou amplicon de
tamanho esperado para a reacao. Entretanto, seis amostras apresentaram amplicon
com tamanho aproximado de 300 pb (dados ndo mostrados). Essas amostras foram
purificadas e enviadas para sequenciamento. A andlise das sequéncias,
comparando-as com sequéncias em bancos de dados (GenBank), indicou
similaridade com sequéncias do hospedeiro, e ndo com sequéncias do virus em

questéao.
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6. DISCUSSAO

Os agentes virais sao responsaveis por uma grande parte das doencas
infecciosas emergentes, sendo a maioria desses virus zoondticos de origem
silvestre (JONES et al.,, 2008). A emergéncia dessas doencas esta estreitamente
relacionada a fatores como, aumento da populacdo humana, degradacao ambiental,
alteracdes climaticas e aumento da agricultura, culminado em um maior contato
entre humanos e animais silvestres (DOBSON e CARPER, 1996). A maior parte dos
hospedeiros reservatoérios silvestres conhecidos de virus sdo animais pertencentes a
Classe Mammalia, com destaque para as ordens Rodentia e Chiroptera, dos quais
ainda se tem poucos dados apesar do conhecimeto de que os virus circulam
facilmente nestes nichos (MACKENZIE e JEGGO, 2013).

Os morcegos (ordem Chiroptera) e os roedores (ordem Rodentia) representam
as duas maiores ordens em numeros de espécies entre os mamiferos (PAGLIA et
al., 2012). Diversos virus ja foram isolados ou detectados de morcegos naturalmente
infectados, com destaque para virus das familias Rhabdoviridae, Paramyxoviridae,
Coronaviridae e Filoviridae (SCHNEEBERGER e VOIGT, 2016). Assim como nos
roedores, tais como os pertencentes as familias Flaviviridae, Bunyaviridae,
Filoviridae, Herpesviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae, Paramyxoviridae e
Togaviridae (DE THOISY; DUSSART; KAZANJI, 2004; DE THOISY et al., 2009;
ROOT, 2013; LEVINSON et al., 2013; MACKENZIE; JEGGO, 2013; WEAVER e
BARRETT, 2004). A ordem Didelphimorphia inclui a maioria dos marsupiais
americanos viventes (NOWAK, 1999), e também ha relatos de deteccéo de agentes
virais importantes nesses animais, como 0s pertencentes as familias Flaviviridae e
Rhabdoviridae (BACCHIEGA, 2014; DE THOISY et al., 2009). Somado a isso,
morcegos, roedores e marsupiais frequentemente habitam ambientes antrépicos
rurais e urbanos, o que 0s coloca em contato proximo com animais domeésticos e o
homem (BACCHIEGA, 2014). Diante desses fatos, este trabalho se mostra de
grande relevancia, pois teve como objetivo a investigagdo de virus emergentes
zoonoticos em pequenos mamiferos silvestres, tais como roedores, marsupiais e
morcegos.

Os pequenos mamiferos silvestres dos quais foram investigados os virus de

interesse deste estudo, procederam de trés diferentes areas de estudo do estado de
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Minas Gerais, onde foram coletados entre os anos de 2012 e 2013. As trés areas de
estudo, Campus Rio Pomba do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia
(IFET) do Sudeste de Minas Gerais, Parque Estadual da Serra do Papagaio (PESP)
e Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora (JB-UFJF), estdo
localizadas no bioma da Mata Atlantica, porém possuem caracteristicas diferentes.
O PESP esta inserido na Area de Protecio Ambiental (APA) da Serra da
Mantiqueira, portanto possui um elevado grau de conservagéo da flora e da fauna
(IEF/MG, 2010). O JB-UFJF, apesar de estar inserido em um fragmento de Mata
Atlantica (Mata do Krambeck) localizado em meio ao ambiente urbano do municipio
de Juiz de Fora, caracteriza-se por uma area com diferentes estagios de
conservacgao, desde trechos florestais antropizados a trechos florestais com baixa
interferéncia antropica (BRITO, 2013). O Campus Rio Pomba € uma escola-fazenda
e consiste de uma propriedade rural (IF/MG, 2016). Neste, os locais de coleta foram
em areas de: pasto (areas de pastagens proximas a areas de fragmentos de
vegetacao nativa), mata (areas de fragmentos de vegetacdo nativa) e peridomicilio
(areas préximas as construcdes da propriedade).

No Campus Rio Pomba, o maior nimero de capturas e de individuos
capturados ocorreu durante os meses de junho e agosto de 2013, correspondendo a
épocas de estacdo seca da regido. A maior quantidade de animais coletados na
estacdo de seca, pode estar relacionado com o fato da escassez de alimento nessa
época, e assim um maior interesse pelas iscas utilizadas nas armadilhas de captura.
Além disso, o maior nimero de animais foi capturado na area de pasto, seguida da
area de mata, que foi a area com maior diversidade de espécies capturadas, e por
altimo a area peridomiciliar. A area de pasto pode ser considerada um ambiente de
transicdo entre mata e peridomicilio, e esses resultados demonstram uma grande
circulacdo de animais silvestres nesses locais, apontando uma adaptacdo a
ambientes com circulacdo de seres humanos, de animais de criacdo e domésticos.
Os roedores representaram a maioria dos animais coletados e também uma maior
diversidade. Isso pode estar relacionado com a maior diversidade e quantidade
desses animais, pois correspondem a maior ordem da classe Mammalia, totalizando
guase a metade de todas as espécies de mamiferos e uma maior facilidade de
serem encontrados proximos aos humanos, se comparado a outros animais

silvestres (MILLS, 2006). Analises detalhadas desses e de outros dados,
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relacionados a ecologia desses animais estdo sendo realizadas por outros
pesquisadores da equipe do grupo de pesquisa ECOVIR.

Com base nesse estudo, pode-se também destacar, que a espécie
Oligorizomys nigripes, foi encontrada em duas areas de amostragem (mata e
peridomicilio), demonstrando que essa espécie circula nos dois ambientes. Essa
espécie ja foi descrita como um dos principais reservatorios de hantavirus no Brasil
(OLIVEIRA et al.,, 2014; GUTERRES et al.,, 2013), juntamente com a espécie
Necromys lasiurus (SUZUKI et al., 2004), encontrada somente na area de pasto. O
género, Didelphis aurita, 0 gamba, foi encontrado na mata e em peridomicilio. Na
literatura ja ha relatos da circulacdo de virus como, vaccinia virus (PERES et al.,
2013) e virus da raiva (BACCHIEGA, 2014) nessa espécie. Além disso, outras
espécimes de marsupiais que foram analisados neste trabalho, como o género
Didelphis sp., juntamente com a espécie Caluromys philander ja foram evidenciados
como reservatorios de flavivirus (DE THOISY, DUSSART, KAZANJI, 2004; DE
THOISY et al., 2009).

Um total de 196 amostras de visceras de mamiferos silvestres foram
investigadas, utilizando o método do PCR em tempo real, para a presenca do virus
da raiva. A deteccédo do virus foi realizada utilizando-se um par de iniciadores, que
tem como alvo uma regido do gene da proteina N da espécie Rabies virus (RABV).
O gene N vem sendo amplamente utilizado (WACHARAPLUESADEE et al. 2008;
HAYMAN et al. 2011), pois tem um determinado grau de conservagao que permite a
deteccdo dos virus, mas ao mesmo tempo, possui uma certa variabilidade que
permite identificar diferentes genotipos virais (HEATON et al., 1997).

Embora o RABV néo tenha sido detectado em pulméo (58 amostras) e soro
(120 amostras) dos roedores e marsupiais e em rim (18 amostras) dos morcegos,
iSso néo exclui a possibilidade desses animais estarem desenvolvendo um papel na
circulacdo, manutencdo e transmissdo desse virus, nestas &reas, visto que
mamiferos sdo susceptiveis a infec¢gdo por este patogeno (WINKLER, 1991).
Infelizmente, n&o foi possivel realizar a detecgéo viral em amostras de cérebro, mais
indicadas para a prospeccdo do RABV, por limitacbes do trabalho, devido a
necessidade da carcagca dos animais para taxidermia e posterior identificacdo das
espécies, principalmente através do cranio (VIZOTTO e TADDEI, 1973; PATTON,
PARDINAS e D’ELIA, 2015). O virus da raiva é altamente neurotrépico (LYLES,
KUZMIN e RUPPRECHT, 2013), entretanto, além do SNC, o virus ja foi encontrado
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em outros diversos 0rgaos. Estudos demonstram que o virus ja foi mais
frequentemente encontrado no cérebro, seguido das glandulas salivares, rins,
bexiga, pulmbes e contetudo fecal (SCHEFFER, 2011). Além disso, a viremia
causada pelo virus tem sido demonstrada em modelos experimentais, sendo fugaz e
temporaria e ndo ha evidencias de que essa tenha relevancia na patogénese viral
(KOTAIT, CARRIERI e TAKAOKA, 2009). Assim, a deteccdo do genoma do virus no
soro pode ser complicada, e geralmente se utiliza o soro para pesquisa de
anticorpos (KANTAKAMALAKUL et al., 2003). Como a quantidade de soro obtida
neste trabalho foi muito pequena, ndo foi possivel a investigacdo sorologica da
circulacdo do RABV. Com base nisso, vale ressaltar, a perspectiva de se investigar
outros 6rgaos dos mamiferos silvestres coletados para este trabalho.

O ciclo epidemiologico silvestre da raiva é mantido principalmente pelos
morcegos hematéfagos e ndo hematéfagos (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Sendo
esses animais, fontes de surtos em outros animais silvestres, animais domesticos e
em seres humanos (FAVORETTO et al., 2013). As amostras de rim, utilizadas neste
trabalho, foram provenientes de espécies ndo-hematdfagas de morcegos,
pertencentes as familias Phyllostomidae e Vespertilionidae. No Brasil, durante o
periodo de 2002 a 2009, 80% dos casos de detecc¢do do virus da raiva em morcegos
ocorreram em espécies ndo hematdfagas (WADA, ROCHA e MAIA-ELKHOURY,
2011). J4 existem relatos de casos positivos para o virus da raiva em morcegos néo-
hemato6fagos na regido Sudeste do Brasil. O virus foi identificado em morcegos néo-
hemat6fagos da cidade de Niterdi, Rio de Janeiro (MOUTINHO et al., 2015), em
cidades do estado de S&o Paulo (CUNHA et al., 2006; QUEIROZ et al., 2009), e na
cidade de Montes Claros, Minas Gerais (CARNEIRO et al., 2009).

A literatura cientifica ainda € carente a respeito do papel dos marsupiais no
ciclo epidemiolégico da raiva silvestre (LORETTO e VIEIRA, 2005). Entretanto,
alguns estudos ja demonstraram a circulacdo do virus da raiva, através da deteccéo
de anticorpos neutralizantes antirrabicos em marsupiais, em area de Mata Atlantica
(ARAUJO et al., 2012), em areas urbanas (ALMEIDA et al., 2001) e em fazendas do
estado de Sdo Paulo (BACCHIEGA, 2014). Esses resultados sustentam a ocorréncia
do contato desses animais silvestres, ndo vacinados, com o virus da raiva,
mostrando que ha circulagcéo viral sem necessariamente morte do animal, quer seja
pela inducdo de uma longa incubacdo viral ou de um estado de reservatorio
(BATISTA, FRANCO e ROEHE, 2007). Além disso, a deteccdo desses anticorpos
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em marsupiais, sugere uma infeccdo natural desses por contato com animais
silvestres infectados no mesmo habitat, como por exemplo morcegos (ALMEIDA,
2001). Dado este esse cenario, ainda se pode adicionar o fato dos marsupiais serem
animais sinantrépicos, circulando em locais rurais, silvestres e urbanos, tendo
contato com animais silvestres, domésticos, de criacdo e seres humanos (FINNIE,
1986; BACCHIEGA, 2014).

Existem poucos trabalhos na literatura sobre o papel dos roedores na
epidemiologia da raiva (MATTOS, MATTOS e RUPPRECHT, 2001). Segundo Childs
(1997), o baixo niumeros de casos reportados nestes animais, pode ser explicado
devido ao seu pequeno tamanho e pouca probabilidade de sobreviverem aos
ferimentos causados por um animal infectado. Contudo, estudos ja demonstraram a
circulacdo do virus em roedores silvestres, pela deteccdo de anticorpos
neutralizantes, no estado de Sdo Paulo (ALMEIDA et al., 2001). Além disso, ja foi
sugerido a infeccdo de um roedor apds contato com um morcego infectado pelo
virus, baseando-se na estreita associacdo entre esses animais e relatos prévios de
raiva em morcegos no local (WINKLER, 1991).

Estudos confirmam a circulacdo de animais silvestres infectados em diversos
estados brasileiros, sendo esses dados aparentemente subestimados, visto que o
monitoramento em animais silvestres é deficiente. Somado a isso, podemos também
citar alguns fatores antropicos que favorecem a reemergéncia do ciclo silvestre,
como a invasdo de areas nao habitadas, degradacdo ambiental, culminado em um
maior contato entre animais silvestres, de criacdo, domésticos, bem como o proprio
ser humano (BELOTTO, 2003; TRAVASSOS DA ROSA et al., 2006).

As areas onde foram capturados 0s animais para este estudo, com excecéo
do Parque Estadual da Serra do Papagaio, sdo areas onde a interferéncia humana
ja é significativa. Esses animais silvestres jA& demonstram habitos sinantropicos, o
gue pode ser decorréncia da busca de alimentos, devido a escassez desses, em
seus habitas ja degradados pela acdo humana (KOTAIT et al.,, 2007). Dada a
possibilidade de transmissdo do RABV para humanos ou animais domesticos a partir
de animais silvestres, a prospeccao viral nesses deve ser considerada. Além disso,
animais silvestres como morcego micos, macaco, raposa, guaxinim, quati, gamba e
roedores silvestres, devem ser classificados como animais de risco, mesmo que
domiciliados e/ou domesticados, haja vista que, nesses animais, a raiva nao € bem
conhecida (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Por fim, dada a ocorréncia de casos em
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herbivoros (LIMA et al., 2005; MARCOLONGO-PEREIRA et al.,, 2011), animais
silvestres (BACCHIEGA, 2014; MARTORELLI et al., 2014), animais domésticos
(CRUZ et al., 2015) e humanos (SILVA et al., 1997) em diversos estados do pais,
incluindo o estado de Minas Gerais (COSTA et al.,, 2015; MENEZES et al., 2008;
CARNEIRO et al., 2009; BARBOSA et al., 2008), é evidente a relevancia de estudos
como este que enfatiza a necessidade de uma vigilancia maior nos animais
silvestres a fim de se entender melhor o comportamento do virus da raiva.

Um total de 250 amostras de visceras provenientes de 159 espécimes de
mamiferos silvestres foram investigadas, utilizando o método do PCR em tempo real,
para a presenca do coronavirus humano HKU1 (HCoV-HKU1). Neste estudo, foram
detectadas 17 amostras positivas, provenientes de doze roedores e trés morcegos.
Até onde se saiba, este trabalho indica pela primeira vez a circulagdo do coronavirus
humano HKU1 em pequenos mamiferos silvestres. Embora os iniciadores usados na
reacao de PCR em tempo real sejam especificos para HCoV-HKUL1, pelas analises
durante seu desenho, estes dados serdo confirmados por outra metodologia. Como
0 sequenciamento dos produtos de PCR em tempo real € inviavel devido ao seu
tamanho, devem ser feitas amplificacbes de regides maiores do genoma para
posterior sequenciamento. Experimentos de amplificacdo e sequenciamento foram
feitas com iniciadores pancoronavirus descritos por Chu e colaboradores, 2011.
Contudo os resultados ndo foram satisfatorios, uma vez, que o resultado do
sequenciamento indicou a amplificacdo de genes do hospedeiro, 0 que poderia ser
explicado pela degeneracao dos iniciadores. A sensibilidade de uma reacdo de PCR
para pancoronavirus é considerada baixa, isso pode ser explicado pelo alto nivel de
degeneracédo dos iniciadores (VIJGEN et al., 2008), como o caso dos iniciadores
externos utilizados na nested-PCR neste estudo. Em consequéncia disso, ocorre a
maior probabilidade da ocorréncia de amplificacdes inespecificas. Assim iniciadores
especificos para HCoV-HKUL1 serdo futuramente usados para esta confirmacao.

Os roedores positivos (para coronavirus humano) pertencem as cinco
especies: Akodon cf. mystax, Calomys tener, Oligoryzomys nigripes, Akodon cursor
e Juliomys pictipes. A espécie Murine coronavirus, gue inclui o virus prototipo MHC
(CHEEVER et al., 1949) e sua variante RCoV (PARKER, CROSS e ROWE, 1970),
era até entdo, a Unica espécie de coronavirus associada a roedores (DE GROOT et
al.,, 2011). Porém, em 2014, Lau e colaboradores, detectaram um novo CoVs

associado a roedores na China, denominado ChRCoV HKU24, que daria suporte
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para compor uma nova espécie no género BCoVs, sugerindo ainda que os roedores
podem ser um importante reservatorio de coronavirus ancestrais de virus como,
HCoV-HKU1, Murine coronavirus e Betacoronavirus 1. Além disso, Wang e
colaboradores, em 2015, identificaram mais trés coronavirus em roedores na China.
Um deles, de acordo com critérios do ICTV (DE GROOT et al.,, 2011), deve ser
conhecido como nova espécie do género Alphacoronavirus e o0s dois outros
pertencem as espécies Betacornavirus 1 e Murine coronavirus, género
Betacoronavirus.

Os coronavirus de roedores compreendem representantes do género
Betacoronavirus, com uma grande diversidade genética. Este género contém
também os virus que causam doencas entéricas e respiratérias em seres humanos,
como HKU1, bem como em animais domésticos, como por exemplo, coronavirus
bovinos (VIJGEN et al., 2006; WOO et al., 2005). Estes dados mostram que existem
coronavirus de roedores que sao proximamente relacionados a coronavirus
humanos. O HCoV-HKU1 somente foi descoberto em 2005, apesar de possuir
distribuicdo mundial e sua variabilidade genética sugerir que este virus ndo foi
introduzido na populacdo humana recentemente (MASTERS e PERLMAN, 2013). A
sua descoberta, levantou a possibilidade do HCoV-HKU1 também representar um
agente zoonotico, no entanto, o virus ndo foi detectado em nenhuma amostra de
animal silvestre (YUEN, LAU e WOO, 2012; GOES, 2012). Contudo, neste trabalho,
0os resultados de amostras de roedores silvestres positivas para coronavirus
humanos HCoV-HKU1, sdo um indicativo da circulagcdo de coronavirus humanos
nestes animais.

Este estudo também demostrou que a area de pasto foi onde a maioria dos
roedores positivos foram capturados. O pasto, como dito anteriormente, pode ser
considerado uma é&rea de transicdo entre o ambiente silvestre e peridomiciliar,
demonstrando a circulacdo de roedores em um ambiente onde também estdo
presentes animais de criacdo (especialmente bovinos), animais domeésticos e 0s
seres humanos. As capturas de animais demonstraram também espécies positivas
gue foram encontradas em mais de uma area de amostragem, como por exemplo a
espécie Akodon cursor, que foi capturada tanto na mata como no pasto e a espécie
Oligoryzomys nigripes que foi capturado tanto na mata como em peridomicilio. Isso
aponta que esses animais circulam em ambientes silvestres e de transicdo — pasto -

(Akodon cursor) e, em ambientes silvestres e o peridomicilio (Oligorizomys nigripes),
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assinalando a circulacdo de animais que podem ser reservatorios de coronavirus
entre os trés ambientes. Vale ressaltar ainda, que esses dois espécimes de
Oligoryzomys nigripes positivos, apresentaram a detec¢gdo do genoma viral em mais
de um o6rgdo. O animal coletado na mata foi positivo no soro e no figado e o animal
coletado na area de peridomicilio foi positivo no pulméo e no figado, indicando um
possivel papel desse roedor na dinamica de circulacao de transmissao desse virus.

Os morcegos positivos incluiram as espécies Carollia perspicillata e Sturnira
liliu. E sabido que os morcegos hospedam uma ampla diversidade de coronavirus
(WOO et al, 2006; CARRINGTON et al, 2008; ANTHONY et al, 2013;
DONALDSON et al., 2010; HUYNH et al., 2012). Corman e colaboradores, em 2013,
detectaram sete novos Alphacoronavirus e Betacoronavirus de morcegos capturados
em paises neotropicais, incluindo a detec¢do de Betacoronavirus em morcegos da
Costa Rica e Alphacoronavirus em morcegos da Costa Rica, Brasil e Panama. Vale
ainda ressaltar que o Betacoronavirus foi detectado na espécie Carollia perspicillata,
umas das positivas para HCOV-HKU1 nesse estudo. E sabido a existéncia de
coronavirus de morcegos relacionados a coronavirus que infectam humanos, como
MERS-CoV, SARS-CoV e HCoV-229E (ANNAN et al., 2013; ITHETE et al., 2013;
ANTHONY et al., 2013; HUYNH et al., 2012; DREXLER et al., 2010; LAU et al.,
2005; PFEFFERLE et al.,, 2009). Esses fatos demonstram que coronavirus,
anteriormente considerados exclusivos de animais, incluindo os morcegos, podem
ter potencial zoonético. Como exemplo, € sugerido que o coronavirus humano
HCoV-OC43 teve origem em um hospedeiro bovino ha mais de 100 anos, devido a
similaridade existente entre esses coronavirus e se tornou endémico mundialmente
(HOLMES e DOMINGUEZ, 2013; VIJGEN et al., 2005). A grande diversidade
genética dos coronavirus em morcegos, fazem desses animais excelentes
reservatorios de "pools" de genes para 0s géneros AlphaCoV e BetaCoVs, sugerindo
gue esses animais seriam 0s principais hospedeiros reservatérios desses virus
(WOO et al., 2009). Os resultados deste trabalho, indicam que os morcegos podem
estar contribuindo com um papel como reservatoério de coronavirus humanos.

Apods a emergéncia do SARS-CoV, houve um grande aumento do numero de
espécies e genomas sequenciadas dos coronavirus, esse fato proporcionou
observar que existem coronavirus estreitamente relacionados que infectam animais
distantes entre si (WOO et al., 2009). Isso demonstra que o coronavirus tem cruzado

barreiras interespecificas, podendo essa capacidade do virus estar relacionada com
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surtos de doencas zoonéticas (HOLMES e DOMINGUEZ, 2013). Os resultados
mostrando pequenos mamiferos infectados em ambiente silvestre, pasto e
peridomicilio tem também implicagdes importantes na possivel emergéncia de outros
coronavirus zoondéticos.

Os aspectos patogénicos dos coronavirus dependem das propriedades
biolégicas do virus e do hospedeiro infectado, assim a patogénese pode se
manifestar distinta em diferentes espécies (SIDDELL, WEGE e TER MEULEN,
1983). A investigagdo do HCoV-HKU1 em roedores foi realizada em mais de um tipo
de amostra. As amostras positivas compreendem duas amostras de pulmao, nove
amostras de figado e trés amostras de soro, apontando a prevaléncia de deteccéo
no figado. Entretanto, visto que a maioria dos CoVs séo transmitidos por vias de
infeccdo respiratéria ou fecal-oral, com replicagdo em células epiteliais do trato
respiratorio ou do trato entérico (MASTERS e PERLMAN, 2013), vale ressaltar a
perspectiva de se também investigar outros 6rgdos da colecdo de mamiferos
silvestres, como o intestino.

Neste estudo, em algumas amostras o resultado das investigacbes de
coronavirus foi indeterminado, pois a partir do material destas amostras, foi
observada a amplificacdo somente em uma replicata e foram consideradas suspeitas
para a presenca do virus, pois estes poderiam estar apresentando uma carga viral
muito baixa, dificultando a deteccdo no PCR. Adicionalmente, em algumas amostras
consideradas negativas ou suspeitas, o gene da B-actina, utilizado como controle
interno da reacdo de gPCR, foi detectado em Cqg mais tardios. A partir dessas
amostras, pode-se propor a repeticdo dos experimentos desde a extracdo de RNA,
para uma nova investigagao.

As amostras positivas para HCoV-HKU1 indicam, pela primeira vez, a possivel
circulacdo destes virus em roedores e morcegos silvestres, indicando um papel
destes animais na manutencdo e emergéncia de coronavirus humanos ja
conhecidos. Aléem disso, isso enfatiza a importancia de estudos de vigilancia de
espécies animais, como roedores, marsupiais € morcegos, para compreender a
circulacdo, manutencdo e transmissdo desses virus, bem como o seu potencial
emergente. Além destas importantes questdes, este estudo abre perspectivas para
novas investigacbes sobre a diversidade genética dos coronavirus na natureza e
sobre a dindmica de circulacdo, que serdo pesquisadas atraves de estudos

evolutivos, filogenéticos e de filodinamica.
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7. CONCLUSOES

- Nao foi demonstrada a circulacdo do virus da raiva nas amostras testadas.

- Este trabalho indica pela primeira vez, a circulagdo de coronavirus humano (HCoV-
HKU1) em roedores, das espécies Akodon mystax, Calomys tener, Oligoryzomys
nigripes, Akodon cursor, Juliomys pictipes, e em morcegos, das espécies Carollia

perspicillata e Sturnira liliu.
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8. PERSPECTIVAS

- Confirmar a presenca do material genético de coronavirus humano nas amostras
positivas e suspeitas de animais silvestres, usando iniciadores especificos para

HKU1, que amplifiquem uma regido maior do genoma, para sequenciamento.

- Realizar tentativas de isolamento viral para futura caracterizacdo molecular e

bioldgica dos virus.

- Investigar a presenca do virus da raiva em outros 6rgdos de morcegos, roedores e

marsupiais, como bexiga, intestino e coracao.

- Investigar a presen¢a de HCoV-HKU1 em outros 6rgdos de morcegos, roedores e

marsupiais, como intestino.
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APENDICE A — Pequenos mamiferos silvestres (roedores e marsupiais) capturados no municipio de Rio Pomba, Minas Gerais.

Campanha Ficha Espécie Sexo  Captura Area Transecto Posto Armadilha Posicdo Datade coleta
1 PRONEM 0009 Akodon Pequeno Macho 1 Pasto T8 7 Sherman Chéo 25/10/2012
1 PRONEM 0010 Necromys lasiurus Macho 1 Pasto T8 13 Gaiola Chéo 25/10/2012
1 PRONEM 0011 Monodelphis americana Macho 1 Mata T1 11 Sherman  Subosque 25/10/2012
1 PRONEM 0012 Calomys tener Macho 1 Pasto T6 Sherman Chéo 25/10/2012
1 PRONEM 0013 Calomys tener Macho 1 Pasto T7 Sherman Chéo 26/10/2012
1 PRONEM 0014 Necromys lasiurus Fémea 1 Pasto T7 13 Gaiola Chéo 26/10/2012
1 PRONEM 0015 Akodon cf. mystax Macho 1 Pasto T8 Sherman Chéo 26/10/2012
1 PRONEM 0016 Oligoryzomys nigripes Macho 1 Pasto T8 Sherman Chéo 26/10/2012
1 PRONEM 0017 Calomys tener Fémea 1 Pasto T8 15 Sherman Chéo 26/10/2012
1 PRONEM 0018 Necromys lasiurus Fémea 1 Pasto T8 12 Gaiola Chéo 26/10/2012
1 PRONEM 0019 Oligoryzomys nigripes Macho 1 Peridomicilio T10 14 Sherman Chéo 26/10/2012
1 PRONEM 0020 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 2 Sherman Chéo 27/10/2012
1 PRONEM 0021 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 12 Sherman Chéo 27/10/2012
1 PRONEM 0022 Akodon cf. mystax Macho 1 Pasto T8 13 Sherman Chéo 27/10/2012
1 PRONEM 0023 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 15 Sherman Chéo 27/10/2012
1 PRONEM 0024 Calomys tener Macho 1 Pasto T5 4 Sherman Chéo 28/10/2012
1 PRONEM 0025 Akodon cursor Macho 1 Pasto T5 14 Gaiola Chéo 28/10/2012
1 PRONEM 0026 Akodon cf. mystax Macho 1 Pasto T8 8 Sherman Chéo 28/10/2012
1 PRONEM 0027 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 10 Gaiola Chéo 28/10/2012
1 PRONEM 0028 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 3 Sherman Chéo 28/10/2012
1 PRONEM 0029 Necromys lasiurus Fémea 2 Pasto T8 15 Sherman Chéo 28/10/2012
1 PRONEM 0030 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 11 Sherman Chéo 28/10/2012
1 PRONEM 0031 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 12 Sherman Chéo 28/10/2012
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Campanha Ficha Espécie Sexo  Captura Area Transecto Posto Armadilha Posicdo Datade coleta
1 PRONEM 0032 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 14 Sherman Chéo 28/10/2012
2 PRONEM 0045 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 12 Gaiola Chéo 12/12/2012
2 PRONEM 0046 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 5 Sherman Chéo 12/12/2012
2 PRONEM 0047 Calomys tener Macho 1 Pasto T5 13 Gaiola Chéo 12/12/2012
2 PRONEM 0048 Calomys tener Fémea 1 Pasto T5 12 Gaiola Chéo 12/12/2012
2 PRONEM 0049 Akodon cf. mystax Macho 1 Pasto T7 8 Sherman Chéo 13/12/2012
2 PRONEM 0050 Oligoryzomys nigripes Fémea 1 Peridomicilio T10 12 Sherman Chéo 13/12/2012
2 PRONEM 0051 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 14 Gaiola Chéo 13/12/2012
2 PRONEM 0052 Oligoryzomys nigripes Macho 1 Mata T2 Gaiola Chéo 13/12/2012
2 PRONEM 0053 Calomys tener Fémea 2 Pasto T6 Gaiola Chéo 14/12/2012
2 PRONEM 0054 Calomys tener Macho 1 Pasto T6 6 Sherman Chéo 14/12/2012
2 PRONEM 0055 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 11 Gaiola Chéo 14/12/2012
2 PRONEM 0056 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 8 Sherman Chéo 14/12/2012
2 PRONEM 0057 Didelphis aurita Fémea 1 Mata T1 1 Gaiola Chéo 15/12/2012
2 PRONEM 0058 Calomys tener Macho 1 Pasto T5 4 Sherman Chéo 15/12/2012
2 PRONEM 0059 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T7 6 Gaiola Chéo 15/12/2012
2 PRONEM 0060 Calomys tener Fémea 3 Pasto T6 3 Sherman Chéo 15/12/2012
3 PRONEM 0061 Oligoryzomys nigripes Macho 1 Peridomicilio T10 10 Sherman Chéo 05/02/2013
3 PRONEM 0062 Didelphis aurita Fémea 1 Peridomicilio T10 14 Gaiola Chéo 05/02/2013
3 PRONEM 0063 Didelphis aurita Fémea 1 Peridomicilio T10 15 Gaiola Chéo 05/02/2013
3 PRONEM 0064 Didelphis aurita Fémea 1 Mata T4 5 Gaiola Chéo 06/02/2013
3 PRONEM 0065 Akodon cursor Fémea 1 Pasto T5 2 Sherman Chéo 07/02/2013
3 PRONEM 0066 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 8 Sherman Chéo 07/02/2013
3 PRONEM 0067 Akodon cursor Macho 1 Pasto T5 4 Gaiola Chéo 07/02/2013
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Campanha Ficha Espécie Sexo  Captura Area Transecto Posto Armadilha Posicdo Datade coleta
3 PRONEM 0068 Akodon cursor Ni 1 Pasto T7 7 Gaiola Chéo 07/02/2013
3 PRONEM 0069 Calomys tener Ni 1 Pasto T5 5 Sherman Chéo 08/02/2013
3 PRONEM 0070 Calomys tener Macho 1 Pasto T5 11 Sherman Chéo 08/02/2013
4 PRONEM 0080 Calomys tener Macho 1 Pasto T5 11 Sherman Chéo 09/04/2013
4 PRONEM 0081 Calomys tener Fémea 1 Pasto T5 5 Sherman Chéo 09/04/2013
4 PRONEM 0082 Didelphis aurita Fémea 1 Mata T4 11 Gaiola Chéo 09/04/2013
4 PRONEM 0083 Nectomys squamipes Macho 1 Pasto T7 1 Gaiola Chéo 09/04/2013
4 PRONEM 0084 Calomys tener Macho 1 Pasto T5 11 Sherman Chéo 10/04/2013
4 PRONEM 0085 Akodon cursor Macho 1 Mata T3 15 Gaiola Chéo 10/04/2013
4 PRONEM 0086 Calomys tener Fémea 1 Pasto T7 13 Sherman Chéo 10/04/2013
4 PRONEM 0087 Akodon cf. mystax Macho 1 Pasto T8 5 Sherman Chéo 10/04/2013
4 PRONEM 0088 Didelphis aurita Macho 1 Mata T4 10 Gaiola Subosque 11/04/2013
4 PRONEM 0089 Didelphis aurita Macho 1 Mata T2 9 Gaiola Chéo 12/04/2013
5 PRONEM 0096 Akodon cursor Fémea 1 Pasto T8 12 Sherman Chéo 25/06/2013
5 PRONEM 0097B Calomys tener Macho 1 Pasto T8 8 Sherman Chéo 25/06/2013
5 PRONEM 0098 Necromys lasiurus Macho 1 Pasto T8 6 Gaiola Chéo 25/06/2013
5 PRONEM 0099 Calomys tener Macho 1 Pasto T7 15 Sherman Chéo 25/06/2013
5 PRONEM 0100 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 Gaiola Chéo 25/06/2013
5 PRONEM 0101 Calomys tener Ni 1 Pasto T6 4 Gaiola Chéo 25/06/2013
5 PRONEM 0102 Calomys tener Macho 1 Pasto T6 11 Sherman Chéo 25/06/2013
5 PRONEM 0103 Calomys tener Macho 1 Pasto T6 10 Sherman Chéo 25/06/2013
5 PRONEM 0104 Akodon cursor Macho 1 Pasto T8 1 Gaiola Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0105 Necromys lasiurus Fémea 1 Pasto T8 9 Gaiola Chéo 26/06/2013
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Campanha Ficha Espécie Sexo  Captura Area Transecto Posto Armadilha Posicdo Datade coleta
5 PRONEM 0106 Akodon cursor Macho 1 Pasto T8 1 Sherman Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0107 Akodon cursor Macho 1 Pasto T7 8 Sherman Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0108 Didelphis aurita Macho 1 Mata T2 7 Gaiola Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0109 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 5 Sherman Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0110 Akodon cursor Macho 1 Pasto T7 1 Sherman Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0111 Calomys tener Fémea 1 Pasto T7 10 Sherman Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0112 Akodon cursor Fémea 1 Mata T3 12 Gaiola Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0113 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 6 Gaiola Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0114 Calomys tener Macho 1 Pasto T6 Sherman Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0115 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 10 Gaiola Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0116 Akodon cursor Fémea 1 Mata T4 11 Gaiola Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0117 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 7 Gaiola Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0118 Calomys tener Fémea 1 Pasto T8 10 Gaiola Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0119 Calomys tener Macho 1 Pasto T6 1 Gaiola Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0120 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 6 Sherman Chéo 26/06/2013
5 PRONEM 0121 Gracilinanus microtarsus Macho 1 Mata T4 3 Sherman Subosque 26/06/2013
5 PRONEM 0122 Calomys tener Ni 1 Pasto T5 3 Gaiola Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0123 Akodon cursor Fémea 1 Pasto T8 10 Gaiola Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0124 Necromys lasiurus Macho 1 Pasto T8 9 Gaiola Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0125 Akodon cursor Macho 1 Pasto T7 3 Sherman Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0126 Calomys tener Macho 1 Pasto T7 2 Sherman Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0127 Necromys lasiurus Fémea 1 Pasto T8 6 Gaiola Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0128 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 8 Sherman Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0129 Calomys tener Macho 1 Pasto T7 15 Sherman Chéo 27/06/2013
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5 PRONEM 0130 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 1 Sherman Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0131 Calomys tener Macho 1 Pasto T6 10 Gaiola Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0132 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 7 Gaiola Chéo 27/06/2013
5 PRONEM 0133 Gracilinanus microtarsus Fémea 1 Mata T4 1 Sherman Subosque 27/06/2013
5 PRONEM 0134 Gracilinanus microtarsus Fémea 1 Mata T3 13 Sherman Subosque 27/06/2013
5 PRONEM 0135 Akodon cursor Macho 1 Pasto T8 9 Sherman Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0136 Oligoryzomys nigripes Fémea 1 Pasto T8 14 Sherman Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0137 Akodon cursor Macho 1 Pasto T7 11 Gaiola Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0138 Calomys tener Macho 1 Pasto T7 3 Gaiola Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0139 Caluromys philander Macho 1 Mata T2 14 Sherman Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0140 Calomys tener Macho 1 Pasto T5 1 Gaiola Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0141 Necromys lasiurus Macho 1 Pasto T8 Gaiola Chéo 28/08/2013
5 PRONEM 0142 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 Sherman Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0143 Necromys lasiurus Fémea 1 Pasto T7 4 Gaiola Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0144 Calomys tener Fémea 1 Pasto T8 14 Sherman Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0145 Calomys tener Fémea 1 Pasto T8 4 Gaiola Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0146 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 Sherman Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0147 Calomys tener Macho 2 Pasto T7 Sherman Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0148 Calomys tener Fémea 1 Pasto T7 Sherman Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0149 Akodon cf. mystax Ni 1 Pasto T8 NI Sherman Chéo 28/06/2013
5 PRONEM 0150 Akodon cursor Fémea 2 Mata T4 NI Gaiola Chéo 28/06/2013
6 PRONEM 0165 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 14 Gaiola Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0166 Akodon cursor Macho 1 Mata T4 8 Sherman Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0167 Calomys tener Macho 2 Pasto T8 6 Gaiola Chéo 26/08/2013
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6 PRONEM 0168 Calomys tener Macho 1 Pasto T7 15 Gaiola Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0169 Guerlinguetus ingrami Fémea 1 Mata T3 9 Sherman Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0170 Calomys tener Macho 1 Pasto T7 13 Gaiola Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0171 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 2 Sherman Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0172 Calomys tener Macho 1 Pasto T6 5 Sherman Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0173 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 6 Sherman Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0174 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 8 Sherman Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0175 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 1 Sherman Chéo 26/08/2013
6 PRONEM 0176 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 11 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0177 Akodon cf. mystax Macho 1 Pasto T8 14 Sherman Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0178 Juliomys pictipes Fémea 1 Mata T4 2 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0179 Oligoryzomys nigripes Fémea 1 Mata T4 5 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0180 Gracilinanus microtarsus Fémea 2 Mata T3 11 Sherman Subosque 27/08/2013
6 PRONEM 0181 Akodon cursor Macho 1 Mata T3 12 Gaiola Subosque 27/08/2013
6 PRONEM 0182 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 4 Sherman Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0183 Calomys tener Macho 1 Pasto T7 3 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0184 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 7 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0185 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 3 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0186 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 7 Sherman Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0187 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T7 15 Sherman Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0188 Calomys tener Fémea 1 Pasto T7 6 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0189 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0190 Akodon cursor Fémea 1 Pasto T8 10 Sherman Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0191 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 7 Sherman Chéo 27/08/2013
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6 PRONEM 0192 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 9 Sherman Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0193 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 14 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0194 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 11 Sherman Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0195 Akodon cf. mystax Macho 1 Pasto T8 10 Gaiola Chéo 27/08/2013
6 PRONEM 0196 Necromys lasiurus Fémea 1 Pasto T8 8 Gaiola Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0197 Necromys lasiurus Macho 1 Pasto T8 12 Gaiola Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0198 Calomys tener Macho 1 Pasto T6 Sherman Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0199 Calomys tener Fémea 1 Pasto T6 Sherman Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0200 Calomys tener Macho 1 Pasto T5 2 Sherman Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0201 Akodon cf. mystax Macho 1 Pasto T8 10 Gaiola Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0202 Calomys tener Macho 1 Pasto T7 3 Gaiola Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0203 Calomys tener Macho 1 Pasto T5 12 Sherman Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0204 Akodon cursor Fémea 1 Mata T3 11 Gaiola Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0205 Calomys tener Fémea 1 Pasto T8 11 Sherman Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0206 Didelphis aurita Macho 2 Mata T2 12 Gaiola Subosque 28/08/2013
6 PRONEM 0207 Gracilinanus microtarsus Macho 1 Mata T3 12 Gaiola Subosque 28/08/2013
6 PRONEM 0208 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 4 Gaiola Chéo 28/08/2013
6 PRONEM 0209 Oxymycterus cf. dasytricus  Macho 1 Pasto T8 Gaiola Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0210 Akodon cf. mystax Macho 1 Pasto T8 12 Gaiola Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0211 Calomys tener Macho 1 Pasto T8 11 Gaiola Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0212 Juliomys pictipes Fémea 1 Mata T4 5 Sherman Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0213 Gracilinanus microtarsus Macho 1 Mata T4 11 Sherman  Subosque 29/08/2013
6 PRONEM 0214 Calomys tener Macho 2 Pasto T8 10 Sherman Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0215 Akodon cursor Fémea 2 Pasto T8 9 Gaiola Chéo 29/08/2013
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Continuacéo APENDICE A

Campanha Ficha Espécie Sexo  Captura Area Transecto Posto Armadilha Posicdo Datade coleta
6 PRONEM 0216 Akodon cursor Fémea 3 Mata T4 7 Gaiola Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0217 Gracilinanus microtarsus Macho 1 Mata T3 10 Gaiola Subosque 29/08/2013
6 PRONEM 0218 Gracilinanus microtarsus Macho 1 Mata T3 5 Sherman  Subosque 29/08/2013
6 PRONEM 0219 Necromys lasiurus Macho 1 Pasto T8 Gaiola Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0220 Calomys tener Fémea 1 Pasto T5 1 Gaiola Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0221 Akodon cf. mystax Fémea 1 Pasto T8 11 Gaiola Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0222 Necromys lasiurus Macho 1 Pasto T8 Gaiola Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0223 Necromys lasiurus Macho 1 Pasto T8 Gaiola Chéo 29/08/2013
6 PRONEM 0224 Calomys tener Fémea 2 Pasto T6 7 Sherman Chéo 29/08/2013

(Ni) Nao identificado. (NI) Nao informado.
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