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RESUMO

SOUZA, Fabiola. Estudo molecular do ZIKV, BVDV e BTV em ruminantes e sua
interacdo com dipteros dos géneros Aedes e Culicoides. 2023. 136 f. Tese (Doutorado
em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental do Agronegocio) — Instituto Bioldgico,
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios, Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Séo Paulo, 2023.

O virus Zika (ZIKV) foi identificado pela primeira vez no Brasil em 2015, tornando-se
um problema de salde global. Apesar do ZIKV ser de origem zoonGtica, faltam
informacdes sobre a transmissdo, ou mesmo a exposicao de vertebrados ndo humanos e
mosquitos ao ZIKV. Sintomas semelhantes aos que o ZIKV causa em humanos, como
perda embrionaria e malformagcéo fetal, sdo encontrados em bovinos infectados por outros
virus como o virus da diarreia viral bovina (BVDV) que pertencente a mesma familia do
ZIKV, e pelo virus da Lingua Azul (BTV), da familia Reoviridae, do qual é transmitido
por mosquitos do género Culicoides. Ambos 0s virus sdo responsaveis por perdas
econdmicas em rebanhos bovinos em todo o mundo. Apesar do BVDV e BTV néo serem
zoonoses, devem ser estudados, pois assim como ocorreu com o ZIKV, podem sofrer
muta¢des ou modificacBes para se adaptarem ao hospedeiro humano. Nesse contexto, a
fim de identificar potenciais espécies participantes no ciclo de manutencéo do ZIKV no
pais, e sua possivel reacdo cruzada com BTV e BVDV, 4.326 amostras de bovinos,
ovinos, cervideos e caprinos, provenientes dos cinco estados do Brasil, foram submetidas
a técnica de RT-gPCR. Para o estudo entomoldgico dos géneros de mosquitos Aedes e
Culicoides, coletas foram realizadas nos municipios de S&o Pedro, Andradina,
Caraguatatuba, Jaboticabal e Presidente Prudente do Estado de S&o Paulo. Trés amostras
de cervideos foram positivas para 0 ZIKV, os animais eram das especies Mazama nana e
Blastocerus dichotomus oriundas de Jaboticabal/SP. 244 amostras de bovinos foram
positivas para BTV e sete para BVDV, sendo cinco de fetos bovinos abortados. Nas
coletas realizadas identificou-se apenas mosquitos do género Culicoides, sendo as
especies C. pifanoi, C. glabellus e C. diffusus com o primeiro relato no Estado de S&o
Paulo. A confirmacdo de cervideos positivos sugere que esses vertebrados foram expostos
ao ZIKV e por isso devem ser motivo de atencdo, pois, podem servir como reservatorios

de amplificacéo de virus para bovino, outras espécies selvagens e seres humanos.

Palavras-chave: arbovirus, vetores, hospedeiros, zika virus, ruminantes.



ABSTRACT

SOUZA, Fabiola. Molecular study of ZIKV, BVDV and BTV in ruminants and their
interaction with dipterans of the genera Aedes and Culicoides. 2023. 136 f. Tese
(Doutorado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental do Agronegdcio) — Instituto
Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdécios, Secretaria de Agricultura
e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, S&o Paulo, 2023.

The Zika virus (ZIKV) was first identified in Brazil in 2015, becoming a global health
problem. Despite ZIKV being of zoonotic origin, there is a lack of information about the
transmission, or even the exposure of non-human vertebrates and mosquitoes to ZIKV.
Symptoms similar to those caused by ZIKV in humans, such as embryonic loss and fetal
malformation, are found in cattle infected by other viruses such as the bovine viral
diarrhea virus (BVDV), which belongs to the same family as the ZIKV, and by the
Bluetongue virus (BTV), of the Reoviridae family, from which it is transmitted by
mosquitoes of the genus Culicoides. Both viruses are responsible for economic losses in
cattle herds worldwide. Although BVDV and BTV are not zoonoses, they should be
studied because, as with ZIKV, they can undergo mutations or modifications to adapt to
the human host. In this context, in order to identify potential species participating in the
maintenance cycle of ZIKV in the country, and its possible cross-reaction with BTV and
BVDV, 4,326 samples of cattle, sheep, deer and goats, from the five regions of Brazil,
were submitted to RT-qPCR technique. For the entomological study of the mosquito
genera Aedes and Culicoides, collections were carried out in the municipalities of Sdo
Pedro, Andradina, Caraguatatuba, Jaboticabal and Presidente Prudente in the State of Sdo
Paulo. Three samples of deer were positive for ZIKV, the animals were of the species
Mazama nana and Blastocerus dichotomus and originated from Jaboticabal/SP. 244
bovine samples were positive for BTV and seven for BVDV, five of which were from
aborted bovine fetuses. In the collections carried out, only mosquitoes of the genus
Culicoides were identified, with the species C. pifanoi, C. glabellus and C. diffusus with
the first report in the State of Sdo Paulo. Confirmation of positive cervids suggests that
these vertebrates were exposed to ZIKV and therefore should be a cause for attention, as

they can serve as reservoirs for virus amplification for cattle and other wild species.

Keywords: arbovirus, vectors, hosts, zika virus, ruminants.
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1 INTRODUCAO

Doencas infecciosas sdo a maior preocupacdo de salde publica mundial
(WEAVER, 2013), sendo a maioria dessas infec¢des de origem viral (VASCONCELOS;
CALISHER, 2016; WEAVER, 2013), dentre os quais estdo os arbovirus.

Arbovirus (ARthropod-BOrne VIRUS) séo virus transmitidos aos seres humanos
e outros animais pela picada de artrépodes hematdfagos e sdo assim designados nédo
somente pela sua veiculacao através de artropodes, mas, principalmente, pelo fato de parte
de seu ciclo replicativo ocorrer nos insetos (RUST, 2012). Estima-se que haja mais de
545 especies de arbovirus, dentre as quais, mais de 150 relacionadas com doengas em
seres humanos, sendo a maioria zoonética. S8 mantidos em ciclo de transmisséo entre
artropodes (vetores) e reservatorios vertebrados como principais hospedeiros
amplificadores (CLETON et al., 2012; GUBLER, 2001).

A América do Sul, em especial o Brasil, € apontado como uma importante area
para emergéncia e reemergéncia de virus zoonoticos associada as atividades antrdpicas
sobre areas de floresta e urbanizacdo desordenada. Isso se deve ndo sé pela grande
diversidade de virus ja identificados e que circulam em ciclos enzodticos silenciosos
principalmente na Amaz6nia, como também pela abundante biodiversidade de potenciais
hospedeiros vertebrados (WEAVER, 2013; OLIVAL et al., 2017).

O Brasil abriga uma das maiores biodiversidades de mamiferos do mundo e de
artropodes vetores que podem participar da manutencdo do ciclo silvestre dos diversos
arbovirus, em especial dos flavivirus (DIAS, 2019). Além da biodiversidade natural, a
pecuaria brasileira, sendo um dos principais pilares econémicos, conta com um efetivo
rebanho bovino de 214,8 milhdes de animais, enquanto o rebanho de ovinos e caprinos é
de 19,7 milhGes e 11,3 milhdes de animais, respectivamente (IBGE, 2019). Além disso o
pais em sua maior parte, apresenta clima tropical, sendo um local adequado para a
existéncia de vetores e, portanto, para a ocorréncia de arboviroses (FIGUEIREDO, 2000),
como o ZIKV.

No atual contexto epidemioldgico brasileiro, os arbovirus de maior circulacao séo:
Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e virus Zika (ZIKV), além do virus da febre

amarela e de outros arbovirus com potencial de disseminacdo no pais (LOPES;



NOZAWA,; LINHARES, 2014). Os sinais e sintomas em seres humanos, relacionados
com estas arboviroses sdo bastante semelhantes, o que acaba interferindo no diagnostico
clinico preciso dessas doengas (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2015). As arboviroses
tém se tornado importantes e constantes ameagas (RUST, 2012). A Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) as tem reconhecido como um problema global de sadde publica, em
virtude de sua crescente dispersdo territorial e necessidade de acdes de prevencédo e

controle cada vez mais complexas (WHO, 2009).

A incidéncia do ZIKV em humanos tem se mostrado bastante alta, assim como
sua dispersao, cada vez maior, em todo territorio brasileiro. Além disso, as associa¢des
do ZIKV com a Sindrome de Guillain-Barré e, principalmente, com a transmissédo
vertical, resultando em casos de microcefalia tém sido motivo de alarme nacional e
internacional (BRASIL, 2015).

Os Flavivirus transmitidos por mosquitos incluem varios virus de grande
importancia epidemioldgica, por causarem doencas em humanos e/ou animais de
interesse econdmico e por apresentarem ampla distribuicdo geografica (MEDEIROS,
2009). Esse grupo de RNA virus apresenta grande plasticidade genética e alta frequéncia
de mutacBes, 0 que permite adaptacdes a hospedeiros vertebrados e invertebrados
(COFFEY et al., 2013). Arbovirus, em geral, circulam entre os animais silvestres, com
alguma especificidade por hospedeiros e mantendo-se em ciclos enzo6ticos em poucas
espécies de vertebrados e invertebrados. O homem ou animais domésticos geralmente séo
hospedeiros acidentais (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). Alguns virus perderam
a exigéncia de amplificacdo enzodtica e produzem epidemias urbanas tendo
exclusivamente o homem como amplificador vertebrado. E o caso do virus Zika (ZIKV)
(WEAVER; REISEN, 2010).

Além do género Flavivirus, a familia Flaviviridae contempla o género Pestivirus
do qual pertence o virus da diarreia viral bovina (BVDV), um importante patégeno
responsavel por perdas econdémicas em rebanhos bovinos em todo o mundo (HOUE,
2003). Apesar de nédo ter comprovacao cientifica de transmissao por vetor, 0 BVDV causa
em bovinos, manifestacdes clinicas similar com os do ZIKV em humanos, como
malformacdes em fetos. Outro arbovirus que provoca sinais clinicos semelhantes em
ruminantes € o virus da lingua azul (BTV), sdo transmitidos por dipteros do género

Culicoides Latreille, 1809. Apesar do BVDV e BTV ndo serem considerados zoonoses,



é importante manter a vigilancia gendmica dos agentes causadores dessas doencas, para
monitoramento da diversidade viral, a fim de avaliar segmentos em comum entre 0s virus
da familia Flaviviridae e possivel interferéncia nos métodos diagnosticos moleculares e

soroldgicos, para padronizar um diagndstico mais especifico.

Recentes surtos destacam a necessidade de um novo paradigma focado na
interrupcao da transmissdo de patdgenos antes do transbordamento para humanos. No
entanto, esse novo paradigma sé é plausivel com uma melhor compreenséo dos fatores
bioldgicos e ecoldgicos que impulsionam o surgimento e as estratégias de mitigacdo das
doencas voltadas para esses fatores subjacentes. Nesse contexto, o reconhecimento das
circunstancias epidemioldgicas envolvidas no transbordamento zoon6tico, amplificacédo
e disseminacdo de doencas é essencial para priorizar a vigilancia e prever o risco futuro
de emergéncia da doenca (JOHNSON et al., 2015).

Atualmente, pouco se sabe sobre o ciclo enzootico do ZIKV e se as infecgdes em
animais sdo importantes na transmissao do virus para humanos. Portanto, a epidemiologia
e 0s reservatorios animais potenciais para o ZIKV ndo sdo bem compreendidos (RAGAN
etal., 2017). Exemplos recentes de doencas emergentes e ressurgentes, como o virus Zika
servem como um lembrete de que a salde dos seres humanos, animais e ecossistemas
estdo interconectados e que a deteccdo precoce e a resposta a patdgenos emergentes
requer uma abordagem coordenada, interdisciplinar, colaborativa, intersetorial nos niveis
local, regional e global (HEYMANN; DIXON, 2013; KARESH et al., 2012). A
abordagem One Health apresenta importantes oportunidades para reduzir o impacto dos
eventos de emergéncia e para prevenir o surgimento futuro por meio de um melhor
conhecimento e coordenacdo (JOHNSON et al., 2015).

Nesse cenario, estudos que busquem compreender o papel dos hospedeiros
vertebrados silvestres e domésticos na manutencao dos flavivirus se fazem essenciais ao
conhecimento da manutencdo e transmissdo destes virus (FIGUEIREDO, 2000;
ALTHOISE et al., 2016; BUENO et al., 2016, DIAS, 2019).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o papel de ruminantes domeésticos e silvestres como potenciais
reservatorios do ZIKV e sua relacdo com BTV e BVDV e dipteros dos géneros Aedes e

Culicoides.

2.2 Objetivos Especificos

- Estudar o ruminante como potencial reservatério animal para o ZIKV, pela técnica de
RT-gPCR;

- Avaliar ruminantes para a deteccao de BTV e BVDV por RT-gPCR;

- Detectar 0 ZIKV e BTV em dipteros dos géneros Aedes e Culicoides capturados em

fazendas de ruminantes, pela técnica RT-qPCR;
- Identificar as espécies de Aedes e Culicoides coletados nas fazendas de ruminantes;

- Realizar o sequenciamento genémico e estudo filogenético do ZIKV, BTV e BVDV, a
fim de verificar se existem semelhancas gendmicas entre eles, que possam interferir no

diagnostico molecular e sorologico;



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doencas infecciosas sob a 6tica da saude Unica

Novas doencas em humanos podem surgir como resultado de uma mudanga na
natureza ou no comportamento de microrganismos comensais que podem causar doencas
em decorréncia de alteragdes gendmicas e desequilibrio imunoldgico do hospedeiro, ou
através de infeccdes por novos organismos, geralmente através do contato com animais e
0 ambiente, onde existe a maioria dos microrganismos (UNEP, 2020). As doencas
infecciosas sdo consideradas como um dos maiores desafios para a saude publica mundial
(WEAVER, 2013), sendo a maioria dessas infec¢des de origem viral (VASCONCELOS;
CALISHER, 2016; WEAVER, 2013).

Entre as infeccBes humanas, estima-se que cerca de 60 por cento sejam de origem
animal (WOOLHOUSE; GOWTAGE-SEQUERIA, 2005) e de todas as doencas
infecciosas humanas emergentes, cerca de 75 por cento “saltam” de espécies animais (ndo

humanos) para pessoas (TAYLOR; LATHAM; WOOLHOUSE, 2001; UNEP, 2020).

Johnson e colaboradores (2020) analisaram dados sobre espécies de mamiferos
domésticos e silvestres que compartilham virus com humanos (Figura 1). As espécies de
animais domésticos compartilham uma média de 19 (variacdo de 5 a 31) virus zoon6ticos
com as pessoas, e as espéecies de animais selvagens compartilham uma média de 0,23
(variacdo de 0 a 16) virus com pessoas (JOHNSON et al., 2020). Portanto, sem surpresa,
a grande maioria dos animais envolvidos em eventos zoondticos histéricos ou zoonoses
atuais sdo domesticos (gado, animais selvagens domesticados e animais de estimacgéo), o
que é logico, pois as taxas de contato sdo altas. O surgimento de uma nova zoonose de

vida selvagem é extremamente raro, mas pode ser muito significativo (UNEP, 2020).

Além disso, cerca de 80 por cento dos patdgenos que infectam animais sdo “multi-
hospedeiros”, o que significa que eles se movem entre diferentes hospedeiros animais
(CLEAVELAND; LAURENSON; TAYLOR, 2001), incluindo ocasionalmente
humanos. Os animais domésticos e a vida selvagem peri-doméstica também atuam como

pontes para 0 surgimento de doencas humanas; isso pode ocorrer em um sentido



evolutivo, servindo de reservatorio, ou o animal poderia servir como um transmissor

mecanico do agente infeccioso (UNEP, 2020).

@ Viruses
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@ Camivores
@ Rodents
Bats
® Ungulates
Other wildlife species
@ Domestic animals
@) Horse (Equus ferus)
y @) Cat (Felis catus)
© Pig (Sus scrofa)
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© Cow (Bos taurus)
(D Goat (Capra aegagrus)
@) Sheep (Ovis aries)
€) Dromedary camel (Camelus dromedarius)

€) Liama (Lama glama)

(Y Alpaca (Vicugna pacos)

E—Y on 1) Donkey (Equus africanus)

Figura 1 — Rede bipartida de virus zoonéticos compartilhados entre hospedeiros mamiferos
domeésticos e selvagens. O diagrama bipartido demonstra a associacdo entre virus zoon6ticos e
espécies hospedeiras de mamiferos. As espécies hospedeiras que abrigam 0 mesmo virus
zoonotico sdo ligadas por um né de virus (). Os nds das espécies de mamiferos sdo coloridos pelo
status de domesticacéo e pela ordem taxondmica da vida selvagem terrestre ndo domesticada. O
tamanho do n6 da espécie é relativo a riqueza de virus zoonéticos calculada nessa espécie.
Humanos, que hospedam todos os virus, ndo sao mostrados no diagrama. Fonte: JOHNSON et al

(2020).

Historicamente, o surgimento de novas doengas humanas de animais tem sido
associado a grandes mudancas sociais (UNEP, 2020). Ha cerca de 5.000 a 10.000 anos,
as sociedades providas de sistema de agricultura mais complexo levaram os humanos a
um contato muito mais proximo com os animais através da domesticagdo primariamente
para alimentacdo, trabalho e viagem. Durante essa época, muitos humanos adquiriram
doencgas severas, denominadas zoonoses, cuja causalidade envolve agentes infecciosos
que sé@o disseminados por meio de vetores ou se tornaram contagiosos para 0s humanos
(CURRIER; STEELE, 2011).

Alguns desses virus gerados em sistemas industriais e agricolas intensivos

bioinseguros resultam em formas zoonoticas do virus. Um exemplo € a influenza aviéria



altamente patogénica (HPAI), uma importante doenca econdémica das aves domésticas
que evolui a partir de virus de baixa patogenicidade que circulam comensalmente no
ambiente em populacdes de aves selvagens. Outro exemplo é a febre do Vale do Rift
(RVF), onde o gado doméstico tem servido como hospedeiro amplificador para o virus
patogénico humano e animal que originalmente circulava entre animais selvagens e
mosquitos. O reservatorio ¢ o animal selvagem, enquanto o animal doméstico € o

hospedeiro intermediério para a infec¢cdo humana (UNEP, 2020).

A emergéncia e reemergéncia dessas viroses tém sido desencadeadas
principalmente por a¢des antrépicas que modificam o meio ambiente (VASCONCELOS;
CALISHER, 2016; WEAVER, 2013).

De acordo com a publicacdo realizada pela UNEP (2020), uma ampla gama de
estudos sobre o surgimento de doencas zoonoéticas implica em sete fatores antropogénicos
principais para o seu surgimento (JONES et al. 2008; PERRY; GRACE; SONES, 2011,
JONES et al, 2013; HASSELL et al., 2017). Muitos desses fatores estdo ocorrendo ao
mesmo tempo nos mesmos locais, ampliando seu impacto. Uma descri¢do de cada um

desses fatores é citada abaixo.

1. Aumento da demanda por proteina animal - Os paises de alta renda
experimentaram poucas mudangas no consumo de alimentos de origem animal nas
ultimas quatro décadas. Em contraste, o Sudeste Asiatico viu um rapido aumento: desde
0s anos 1960, a parcela do suprimento diario de proteinas de produtos animais da regido

dobrou para 21%; dos peixes, aumentou pela metade para 15%.

2. Intensificacdo agricola insustentavel - A crescente demanda por alimentos de
origem animal estimula a intensificagdo e a industrializagcdo da produgdo animal. A
intensificacdo da agricultura e, em particular, da pecuéria doméstica (criagdo de animais),
resulta em um grande nimero de animais geneticamente semelhantes. Essas popula¢des
de hospedeiros geneticamente homogéneas sdo mais vulneraveis a infeccdo do que as
populacdes geneticamente diversas, porque as Ultimas tém mais probabilidade de incluir
alguns individuos que resistem melhor a doenca. Desde 1940, medidas de intensificagéo
agricola, como barragens, projetos de irrigacdo e fazendas industriais foram associadas a
mais de 25 por cento de todas - e mais de 50 por cento das zoonoses - doengas infecciosas

que surgiram em humanos (ROHR et al., 2019). Além disso, cerca de um terco de terras



cultivaveis sdo usadas para alimentacdo animal. Em alguns paises, isso esta causando o
desmatamento (NEPSTAD et al., 2014).

3. Maior uso e exploracdo da vida silvestre - O uso e 0 comércio de animais vivos
e mortos podem levar a um maior contato proximo entre 0s animais e as pessoas em toda

a cadeia de abastecimento, o que aumenta o risco de surgimento de doencas zoonoticas.

4.Utilizacdo insustentavel de recursos naturais acelerada pela urbanizagéo,
mudanca no uso da terra e indUstrias extrativistas - A rapida urbanizacao, especialmente
quando ndo planejada e com infraestrutura deficiente, cria novos e diversos contatos entre
a vida selvagem, o gado e as pessoas. Por exemplo, os sistemas de irrigacdo estimulam a
disseminacdo de algumas zoonoses transmitidas por vetores; o desmatamento e a
fragmentacdo de ecossistemas e habitats de vida selvagem encorajam contatos na
interface do ecossistema humano-pecuéria-vida selvagem (ALLAN; KEESING;
OSTFELD, 2003); e o aumento dos assentamentos humanos e cercas restringem o
pastoreio e 0s movimentos migratorios de animais domésticos e selvagens. O turismo
ecolégico e os assentamentos humanos proximos a cavernas e areas florestais,
particularmente aquelas com maés condi¢fes de moradia, podem aumentar o contato
homem-vida selvagem e a exposi¢do humana a insetos, carrapatos e outros vetores de

patdgenos da vida selvagem.

5. Viagem e transporte - O aumento das viagens e do comércio, incluindo o
crescente manuseio, transporte e comércio (legal e ilegal) de animais e produtos animais,

aumenta o risco de surgimento e disseminacao de doencas zoonoticas.

6. Mudangas nas cadeias de abastecimento de alimentos - As cadeias de
abastecimento de alimentos estdo aumentando e se diversificando, especialmente em
paises de baixa e média renda. Essa tendéncia - que esta sendo impulsionada pelo aumento
da demanda por alimentos de origem animal, novos mercados para alimentos de animais
selvagens e intensificagdo agricola mal regulamentada - esta criando oportunidades

adicionais para a transmisséo de doengas.

7. Mudangas climaticas - Muitas zoonoses séo sensiveis ao clima e vérias delas
irdo prosperar em um mundo mais quente, imido e propenso a desastres previsto em
cenarios futuros (CHAN et al., 2011).



A populacdo humana global aumentou de cerca de 1,6 bilhdo em 1900 para cerca
de 7,8 bilhdes hoje. A populacdo de animais domesticados que fornecem alimento as
pessoas e de pragas ou “animais peri-domésticos” (como ratos) que prosperam em novos
ambientes criados pelas pessoas, aumentou paralelamente. Em geral, essas populagoes
explodindo de humanos, animais domésticos e de pragas reduziram o tamanho das
populacdes de animais selvagens enquanto, paradoxalmente, aumentam os contatos entre
pessoas, gado e vida selvagem (UNEP, 2020). As pressdes antropicas possibilitam essa
diminuicdo de distancias entre ecossistemas (CATENACCI, 2017) (Figura 2) e esse
possivel contato propicia a disseminacéo de agentes virais e o estabelecimento de novas
relacGes entre hospedeiros, vetores e parasitas (BUENO et al.,, 2016; JOHNSON;
OSTFELD; KEESING, 2015). Como consequéncias dessas intera¢cdes podem ocorrer as
zoonoses, dentre elas, as arboviroses (CATENACCI, 2017).

Virus anin!afs com Transbordamento de Amplificagdo por Propagacéo Global
alta plasticidade virus de animal para transmissdo de NS
de hospedeiro - humano pessoa para pessoa —'/’//Il
-

% ‘\‘

Figura 2 — As caracteristicas chaves que potencializam pandemias foram avaliadas por
associacdes com carga viral e plasticidade do hospedeiro, transmissibilidade entre pessoas e
distribuicdo geogréfica. Atividades humanas facilitam mutacdes de virus de RNA gerando
capacidade de infectar uma variedade de hospedeiros, incluindo animais silvestres e
domeésticos. Fonte: Jonhson et al., 2015.

As arboviroses sdo doencas causadas por um grupo de virus ecologicamente bem
definido, cuja caracteristica epidemioldgica principal é a transmissdo biologica entre
hospedeiros vertebrados, mediada por artrépodes hematéfagos (BEATY; CALISHER,;
SHOPE, 1989; KARABASTOS, 1985).
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O surgimento de virus transmitidos por artropodes (arboviroses) tem sido uma
ameaca a saude humana ha séculos. Quase todas as arboviroses sdo zoonoticas, com ciclos
de transmissao ancestral na vida selvagem, e muitas das arboviroses mais importantes séo

transmitidas por vetores mosquitos (UNEP, 2020).

As arboviroses tem um complexo ciclo de transmissdo no qual vetores, patégenos
e hospedeiros interagem sob intensa influéncia de condi¢des ambientais (KEESING;
HOLT; OSTEFELD, 2006; LAROQUE et al., 2014; PAUTASSO et al., 2013;
SWADDLE; CALQS, 2008; VASCONCELOS et al., 2001). Em ciclos de transmissado
de arbovirus, os artropodes vetores sdo considerados hospedeiros amplificadores
definitivos, pois apos infeccdo e amplificacdo viral se mantém infectados e com
capacidade de transmissdo por toda sua vida. Os hospedeiros vertebrados séo
considerados hospedeiros amplificadores temporéarios, porque de um modo geral, ap6s
infeccdo, sustentam por apenas alguns dias uma viremia e com carga viral suficiente para
infeccdo dos artropodes vetores durante o repasto sanguineo (KUNO et al., 2017). Alguns
arbovirus tém mais de uma espécie de hospedeiro amplificador em seus ciclos de
transmissdo, sendo a espécie mais eficiente chamada de hospedeiro amplificador
primario. Hospedeiros amplificadores menos eficientes sdo chamados de hospedeiros
amplificadores secundarios (CLEMENTS, 2012). Os hospedeiros vertebrados
susceptiveis a infeccdo, mas que ndo participam do ciclo de transmisséo, sdo considerados
hospedeiros acidentais ou terminais, isto é, pode se infectar, mas ndo apresentam uma
amplificacdo viral suficiente para servirem de fonte de infec¢do para o artrépode vetor
(KUNO et al, 2017).

Na grande maioria dos ciclos de transmisséo de arbovirus, 0 homem e os animais
domeésticos participam como hospedeiros terminais, culminando na interrupcdo da
transmissdo (WEAVER et al, 2018). De acordo com Weaver e colaboradores (2018) a

infeccdo por humanos ocorre por meio de trés mecanismos principais (Figura 3).
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Animais silvestres - Amplificagao em animais
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Figura 3 — Ciclos e mecanismos de manutencdo e transmissdo para humanos de patégenos
transmitidos por mosquitos. Fonte: WEAVER et al., 2018.

O primeiro mecanismo é o transbordamento direto, onde um vetor enzodético ou
ponte transmite o virus de um hospedeiro enzodtico para um humano. O segundo
mecanismo é a amplificacdo em animais domesticados, seguido de derramamento para
humanos; exemplos desse mecanismo incluem virus da encefalite japonesa (JEV), um
arbovirus aviario que se amplifica em suinos, que muitas vezes vivem perto das pessoas,
e o virus da febre do Vale do Rift (RVFV), que se amplifica em ovinos, bovinos e outros
animais domesticados. O RVFV nunca foi detectado fora da Africa. Em 2016, o JEV,
historicamente encontrado na Asia e na Oceania, foi detectado pela primeira vez em uma
infeccdo humana na Africa durante uma epidemia de febre amarela (SIMON-LORIERE,
2017). Nos mecanismos de derramamento e amplificacdo pecuaria secundaria, 0s seres
humanos geralmente ndo desenvolvem viremia suficiente em magnitude para contribuir
para a transmissdo continua. O terceiro mecanismo € a transigdo do ciclo enzo6tico para
um ciclo humano-mosquito, onde as pessoas servem como hospedeiros de amplificagéo
e mosquitos antropofilicos como Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), Aedes
(Stegomyia.) albopictus (Skuse, 1894), e outros que transmitem o virus, muitas vezes em
ambientes urbanos. Arboviroses com potencial de disseminagdo urbana estéo entre as

mais importantes para a saude publica (WEAVER et al., 2018).
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Embora ainda seja imperfeito, nossa compreensao dos fatores que favorecem as
doencas emergentes esta em crescimento. Por exemplo, um estudo defende que o risco de
doencas infecciosas zoondticas emergentes é elevado em regides de floresta tropical onde
0 uso da terra estd mudando e a diversidade da vida selvagem, em termos de riqueza de
espécies de mamiferos, é alta (ALLEN et al., 2017).

O Brasil se destaca como importante protagonista em arboviroses no mundo
devido diversos fatores: possui a maior diversidade de arbovirus, com mais de 200 cepas
isoladas (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014), maior biodiversidade de fauna, que
disponibiliza uma ampla variedade de hospedeiros e vetores (FRAGOSO-MOURA et al.,
2016); possui clima tropical, que facilita 0 aumento e manutencdo de populacdo de
vetores (CATENACCI, 2017); tem um enorme trafico ilegal de animais silvestres
(LEVACOQV; JERUSALINSKY; FIALHO, 2011), que aumenta a chance de circulagdo
viral dentro do pais; € um pais de grande destinacdo turistica, que favorece a entrada e
saida de cepas virais (CLETON et al., 2012; FARIA et al., 2016); e possui a segunda
maior taxa mundial de desmatamento (FAO, 2016), que favorece a alteracdo drastica de
ecossistema e da ecoepidemiologia de doencgas. Este pais possui ainda a segunda maior
taxa de desigualdade social no mundo, que favorece a criacdo de bolsdes de pobreza com
déficit em saneamento basico de agua e esgoto (KIKUTI et al.,, 2015) e baixo
investimento econdmico em areas de salde e educacdo béasica para a populacao
(SOLLBERG; SCHIAVETTI; MORAES, 2014), que dificulta medidas preventivas
(WALLACE et al., 2014).

Doencas zoonoticas emergentes sdo aquelas que aparecem recentemente em
populagbes humanas ou que existiram anteriormente, mas agora estdo aumentando
rapidamente em incidéncia ou extensdo geografica. Felizmente, essas doencas geralmente
nédo sdo altamente letais e a maioria ndo se espalha amplamente. Mas algumas doencas

emergentes tém impactos enormes (UNEP, 2020).

O recente surgimento e rapida disseminacdo do virus Zika em regides tropicais do
Hemisfério Ocidental pegou arbovirologistas e autoridades de saude publica de surpresa
e as transferéncias anteriores dos virus do Nilo Ocidental e chikungunya do Velho para o
Novo Mundo também foram inesperadas. Essas pandemias ressaltam a crescente ameaga

de arboviroses zoonoticas, especialmente aquelas capazes de entrar em ciclos de
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transmissdo urbana amplificados pelo homem transmitidos pelo Ae. aegypti e, as vezes,
outros mosquitos Aedes (WEAVER, 2018).

Além da importancia médica, as arboviroses também constituem agravos de
importancia veterinaria. Epizootias por arbovirus envolvendo animais domesticos e

selvagens também vém sendo reportadas por todo o mundo (DANIELS, 2001).

Diante desse cenario, 0 conceito One Health surge como uma abordagem
multidisciplinar e holistica visando estudar e correlacionar a saude das pessoas, do meio
ambiente e de animais silvestres e domésticos (DASZAK et al., 2004). Em um mundo
globalizado, novas abordagens para prevenir, tratar e controlar doencas séo extremamente
necessarias (PATZ; HANH, 2014).

One Health ou Satde Unica é um conceito em ascensdo ha 11 anos, que destaca
as ligacBes entre a salde humana, animal e ambiental (OMSA, 2019). A proposta Um
Mundo, Uma Saude (One World, One Health), foi definida em 2008 em conjunto pela
OMS, a Organizacao das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a
Organizacdo Mundial de Saiude Animal (OMSA) (OMSA, 2019; WHO, 2019). O
conceito de Satde Unica foi determinado a fim de esclarecer e passar de forma
transparente a coligacdo entre a saude humana, a saude animal e o ecossistema onde estéo
inseridos (CFMV, 2019). Tem como foco promover a salde coletiva em sua face
cosmopolita (OHC, 2019).

A Sautde Unica fundamenta-se na proposta de um estreitamento das relagdes entre
a medicina humana e a veterinaria, visando acdes e servicos de salde de carater
colaborativos, auxiliando a investigacao, tratamento, controle e prevencdo das zoonoses
(JAVMA, 2008). Porem, notou-se, que ndo bastava a necessidade de se controlar apenas
as enfermidades nocivas a saude dos animais, bem como as doencas oriundas do estreito
convivio entre homens e animais, sem se preocupar com outro pilar relevante: a satde do
meio ambiente. Observando-se as mudancas complexas e rapidas com o surgimento da
globalizagdo, a interligagdo indissolivel entre humanos, animais de companhia, de
producdo e selvagens e seus ambientes sociais e ecoldgicos se mostrou evidente
(ZINSSTAG et al., 2011).
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Além das zoonoses, ha varios casos em que os principios da Satde Unica podem
ser aplicados, como por exemplo: seguranca alimentar, resisténcia microbiana aos
antibidticos, mudancas climaticas e a conservagdo da vida selvagem (KELLY et.al,
2013).

Dentre as vantagens e avancos resultantes do movimento da Satide Unica pode-se
citar: a melhoria da saude animal e humana mundial através da colaboracdo entre as
profissbes da salde; reunides de discussdo de carater multiprofissional para
enfrentamento dos novos desafios globais; investimento no desenvolvimento de centros
de exceléncia para a formacao de profissionais multidisciplinares em areas especificas da
salde, através da colaboracdo entre medicina veterinaria, medicina humana e de saude
publica, aplicacdo do conhecimento cientifico no desenvolvimento de programas e a¢des
e servicos para a melhoria da saide (JAVMA, 2008).

Além da interdisciplinariedade, sdo caracteristicas fundamentais, dentre os
profissionais atuantes nesta area, a busca por parcerias com diferentes instituicdes, 0 uso
de metodologias participativas e elaboracdo de acdes e estratégias praticas com metas
bem definidas. Apesar de ser um conceito do inicio do século XVIII, “One Health” tem
ganhado notoriedade nas Gltimas décadas, principalmente apds a epidemia de influenza
aviaria (WALLACE et al.,2014).

A relagéo entre o meio ambiente, a biodiversidade, a sociedade humana e as
doencas humanas € complexa (WHO, 2015). Embora a vida selvagem possa ser uma fonte
de doencas humanas, os animais domesticados, além de fontes, podem atuar como
amplificadores de patdgenos emergentes da natureza. Além disso, conforme citado
anteriormente, a maioria das doencas infecciosas emergentes - seja na vida selvagem,
animais domeésticos, plantas ou pessoas - sdo impulsionadas por atividades humanas,
como intensificagdo agricola, uso e mau uso da vida selvagem e mudancas de paisagem
induzidas pelo homem, interagindo em formas imprevisiveis que podem ter resultados
negativos (UNEP, 2020).

Nesse contexto, é importante reconhecer que o surgimento de doencgas nao
envolve apenas a relagdo entre os animais domésticos ou a vida selvagem e as pessoas,
mas também a complexidade do sistema como um todo e as interagdes entre 0s

componentes bioticos e abidticos. A biodiversidade e a complexidade de nossas paisagens
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sdo essenciais para a resiliéncia social e ecologica (CDB, 2017). As muitas ligacGes aqui

incluem aquelas relacionadas ao ar, agua, seguranca alimentar e nutrigéo.

O problema das doencas infecciosas emergentes na interacdo animal-homem-
ecossistema usualmente envolve mais de um setor ou instituicdo. Ha mais de 2500 anos,
Hipdcrates ja recomendava que os médicos avaliassem o local onde seus pacientes
viviam, os alimentos que ingeriam, a agua que bebiam, seu estilo de vida e a estacéo do
ano em que estavam (Veterinarians Without Borders, 2010). As complexas interagoes
entre fatores bioldgicos, ecol6gicos, ambientais e sdcio-econdmicos que atuam na
interacdo animal-homem-ecossistema requerem uma aproximacdo multidisciplinar e
multissetorial. O conceito “One World, One Health” enfatiza essa aproximagdo e
promove a colaboragdo entre uma ampla variedade de intervenientes e instituigdes,
incluindo setores publicos e de salde animal, medicina e medicina veterinéria,
organizagOes ambientais e da vida selvagem, setores privados e instituicdes de pesquisa

avancada em ambito nacional, regional e internacional (FAO, 2008).

O controle e a prevencdo de surtos zoondticos requerem respostas
interdisciplinares coordenadas na saide humana, animal e ambiental (UNEP, 2020). Bem
como a compreensdo da epidemiologia das zoonoses e suas vias de transmissao, sendo
essencial para delinear estratégias adequadas de prevencdo. E importante destacar que
algumas zoonoses podem apresentar um curso sub-clinico em animais selvagens, de
modo a introducdo de novos animais requer protocolos rigorosos de biosseguridade
minimizando os riscos a salde dos contactantes e para outros animais (TAYLOR et al.,
2001). Outro ponto importante € que patégenos em animais silvestres que também
infectam seres humanos e animais domésticos podem comprometer a eficacia de
programas sanitarios nacionais e internacionais destinados ao controle e erradicacéo de
doencas, elaborados e implementados utilizando consideravel recurso financeiro e de
infraestrutura (BENGIS et al., 2002).

Os presentes desafios globais evidenciam que os formuladores de politicas
deverdo equacionar os problemas de sustentabilidade ambiental, alimentar e sanitarios no
desenho de agdes para o futuro. O foco deverd voltar-se mais as interconexdes de fatores
responsaveis pelo surgimento das doencas, mas também devera se levar em conta seu
impacto social mais amplo. Por exemplo, politicas que promovem o uso sustentavel da

terra, a reducdo do desmatamento e a protecdo da biodiversidade, de forma a conciliar
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atividades agropecuarias e conservagdo, auxiliam na reducdo das interacbes de seres
humanos e animais domésticos com a vida selvagem. Assim, tais politicas contribuem

para mitigar o risco do surgimento de doencas (Insper, 2020).
3.2 Doengas Infecciosas Virais

3.2.1 Virus Zika

Pertencente ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae (ICTV, 2019) o virus
Zika (ZIKV) ¢é relacionado a outros arbovirus de relevancia médica, transmitidos por
vetores artropodes, como 0s agentes causadores da dengue (DENV), febre chikungunya
(CHIKV), febre amarela (YFV) e encefalite do Oeste do Nilo (WNV) (NUNES et al.,
2016).

3.2.1.1 Epidemiologia

O primeiro isolamento do ZIKV foi em 1947 (DICK et al.,1952; HADDOW et
al., 2012). Um grupo de cientistas do Reino Unido liderado por Haddow et al (2012) que
estavam investigando a febre amarela isolaram o virus Zika de um macaco rhesus
sentinela na Floresta Zika em Uganda (DICK et al., 1952; DICK, 1952). A estirpe viral
isolada foi armazenada em ATCC (ATCC® VR84 ™ MR 766) e no European Virus

Archive (Franca) e € ainda utilizada para estudos.

O primeiro caso de infec¢do por ZIKV em humanos foi relatado na Nigéria em
1954 (MACNAMARA, 1954). Também foi demonstrado experimentalmente através de
voluntarios que o virus Zika é capaz de infectar humanos (BEARCROFT, 1956). O
primeiro isolamento do virus Zika no sudeste da Asia foi relatado em 1969 na Malésia
(MARCHETTE; GARCIA; RUDNICK, 1969). Alguns anos mais tarde, houve outro
relatorio que o virus Zika foi isolado de pacientes na Indonésia (OLSON & KSIAZEK,
1981).

Entre o primeiro isolamento do virus Zika em macacos em 1947 e 2007, os relatos
de casos humanos foram raros e esporadicos (BASARAB et al., 2016). Durante seis
décadas desde sua descoberta, 0 ZIKV permaneceu confinado & Africa e a Asia, causando
surtos esporadicos (SHARMA et al., 2020). A comunidade internacional somente passou

a reconhecer o potencial epidémico do virus Zika a partir de 2005 e principalmente apds
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0 surto de 2007 na Micronesia e o de 2012/2013 na Polinésia Francesa (NUNES et al.,
2016).

O primeiro grande surto de ZIKV ocorreu em 2007 na Ilha de Yap, Estados
Federados da Micronésia, com aproximadamente 75% da populacdo sendo afetada em
um periodo de quatro meses (SAIZ et al., 2016). Outro surto de Zika ocorreu entre
outubro de 2013 e fevereiro de 2014 na Polinésia Francesa - como a Ilha de Yap, outra
ilha no Oceano Pacifico. A epidemia foi disseminada para uma grande populacéo (6.630
casos suspeitos de infecgdo por virus Zika), 333 dos quais foram confirmados por RT-
PCR em tempo real como infeccdes pelo virus Zika (ARMSTRONG; HOU; TANG,
2017). Casos importados foram descritos a partir de 2013 na Alemanha, no Canadé, na
Italia, no Japdo, nos EUA e na Australia. Em 2014 foi descrita a presenga do virus na llha
de Péscoa (Chile, Oceano Pacifico) onde marcou a primeira chegada do virus Zika nas

Ameéricas (TOGNARELLLI, 2016), e causou um surto explosivo no Brasil.

Os primeiros casos de infeccdo foram notificados do Rio Grande do Norte nos
primeiros meses de 2015 (ZANLUCA et al. 2015). Em maio de 2015, o primeiro caso de
transmissdo autdctone foi relatado da Bahia, e em dezembro de 2015, 18 estados do Brasil
haviam relatado transmissdo autdctones de ZIKV. Este surto foi responsavel por 440 mil
a 1 300 mil casos suspeitos de infeccdo (HENNESSEY; FISCHER; STAPLES, 2016;
MUSSO; GUBLER 2016). Doravante, espalhou-se pela América Latina, Caribe e outras
partes do mundo causando uma pandemia (LAZEAR E DIAMOND, 2016). Em mar¢o
de 2016, a ZIKV havia se espalhado para 33 paises das Américas, com cerca de 1,5 milhdo
de casos relatados (AYRES, 2016; PETERSEN et al., 2016). ZIKV continua a
desenvolver e se espalhar silenciosamente pelo mundo na forma de infeccOes

assintomaticas, como demonstra a figura 4 (SHARMA et al., 2020).
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Pafs ou territério com atual surto de Zika'
I Pais ou territdrio que ja reportou casos de Zika? (passado ou atual)
Areas com baixa probabilidade de infeccio por Zika por causa da alta elevacio (acima de
6.500 pés/2.000 metros)
Pais ou territério com mosquito® mas nenhum caso relatado de Zika?®
Pais ou territério sem mosquitos® que espalham Zika
"Nenhuma area esté relatando surtos de Zika
2 Casos de Zika adquiridos localmente, transmitidos por mosquitos
3 Aedes aegypti

Figura 4 — Mapa mundial com &reas de risco para ZIKV. Fonte: CDC, 2021.

Anaélises evolutivas anteriores demonstraram que as cepas de ZIKV que circulam
no Brasil pertencem a linhagem asiatica (FARIA et al., 2016). No entanto, as rotas de
entrada desse patdégeno nas Américas permanecem obscuras e muito disputadas. Uma das
hipdteses € que o ZIKV tenha entrado no Brasil durante a Copa do Mundo de 2014 (12
de junho a 13 de julho), trazido por viajantes africanos, embora essa hipoOtese nao seja
compativel com o virus circulante no Brasil (SALVADOR; FUJITA, 2016; ZANLUCA
et al., 2015). Outra hipdtese afirma que a introducdo do ZIKV ocorreu ap6s um evento
internacional de canoa em agosto de 2014 realizado no Rio de Janeiro, que recebeu
competidores de varios paises endémicos do ZIKV no Pacifico. O relogio molecular e a
analise filogenética de sete sequéncias do ZIKV de pacientes no Brasil sugerem uma
Unica introducdo no Brasil entre maio e dezembro de 2013, coincidindo com o aumento
das viagens aéreas de areas endémicas do ZIKV e surtos no Oceano Pacifico (FARIA et
al., 2016).
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3.2.1.2 Dinamica de transmissao

Transmitido principalmente aos seres humanos por picadas de mosquitos,
especialmente Ae. aegypti, espécie vetora altamente competente e antropofilica
(CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016), outras espécies de Aedes tém sido implicadas na
transmissdo de ZIKV, principalmente em ciclos silvestres, incluindo Ae. Africanus
(Theobald, 1901), Ae. albopictus, Ae. apicoargenteus, e Ae. furcifer (Edwards, 1913)
(DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; McCRAE; KIRYA, 1982; FAYE et al., 2014,
GRARD et al., 2014). O virus é transmitido pelo vetor hematdfago durante o repasto
sanguineo, aloja-se em suas glandulas salivares, nas quais se multiplica sem afetar o
inseto, permanece nesse por toda sua vida (NUNES et al., 2016). O envolvimento de uma
diversidade de espécies de mosquitos na manutencdo do ZIKV sugere que a dindmica de
transmisséo do ZIKV é complexa (ALTHOUSE et al., 2016).

Ao contrario da maioria dos outros Flavivirus, ZIKV tem o potencial de
transmissdo significativa de humano para humano através de rotas sexuais e verticais
(D'ORTENZIO et al., 2016; RUSSEL et al., 2016). Sendo detectado no sémen de homens
infectados até 188 dia apds o inicio dos sintomas, mesmo apds a viremia ter sido
eliminada (NICASTRI et al., 2016). Estudos recentes tém relatado a detec¢do de RNA de
ZIKV e carga viral infecciosa na saliva e na urina de individuos infectados (GOURINAT
etal., 2015; BARZON et al., 2016). Durante o surto da Polinésia Francesa, 0 RNA ZIKV
foi detectado em aproximadamente 3% dos doadores de sangue assintomaticos (fase
aguda da infeccdo), tornando a transfusdo de sangue um novo modo potencial de
transmissdo de ZIKV (MUSSO et al., 2014; BASARAB et al., 2016). Além de ser
detectado em neonatos microcefalicos nascidos de maes com historico de infeccao por
ZIKV durante a gravidez (BESNARD et al., 2014; CDC, 2016b). Cargas elevadas do
RNA de ZIKV foram detectadas pela RT-gPCR no leite materno de mées infectadas,
sendo as particulas infectantes em cultura de células VERO (DUPONT-ROUZEYROL
et al., 2016), demonstrando que o leite humano materno € uma fonte de eliminacéo do
ZIKV. Em setembro de 2016, o primeiro caso de transmissao de ZIKV via contato fisico
direto foi relatado nos Estados Unidos, sugerindo ainda um sofisticado e complexo
mecanismo de transmissédo (SWAMINATHAN et al., 2016).
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Embora mais estudos seja justificado, a capacidade unica do ZIKV, em relacdo a
outros flavivirus, de se espalhar entre humanos através de rotas nao-vetoriais pode refletir
um dos varios fatores, incluindo sua possivel estabilidade aumentada nos fluidos

corporais ou seu tropismo celular e tecidual amplo (MINER; DIAMOND, 2017).

3.2.1.3 Hospedeiros, reservatorios e vetores

ZIKV é mantido na natureza através do ciclo enzodtico ou silvestre que ocorre
entre mosquitos Aedes e primatas ndo humanos. Acredita-se que o ciclo silvestre seja a
razdo por tras da manutencdo da linhagem ZIKV na Africa, enquanto a transmissio
silvestre ndo foi comprovada na Asia. (SHARMA et al., 2020). Os principais mosquitos
do género Aedes, que habitam a floresta, sdo Ae. africanus, Ae. furcifer, Ae. taylori
(Edwards, 1936), e Ae. luteocephalus (Newstead, 1907), que atuam como vetores
enzoodticos na Africa (DIALLO et al. 2014; PETERSEN et al. 2016). Os seres humano
sdo os hospedeiros acidentais em tal ciclo de transmissdo e ainda carregam o virus para a
epidemia ou ciclo urbano no qual a transmissdo humano-mosquito-humana do ZIKV é
observada (figura 5). No ciclo urbano, os seres humanos sdo o principal hospedeiro e
servem como amplificador e portador de infeccdo para mosquitos ndo infectados. Ae.
aegypti e Ae. albopictus sdo as principais espécies envolvidas nessas transmissdes e tém
sido notadas na maioria dos surtos de ZIKV (DIAS, 2019).

Infected Mosquito
N Ae aegypn
7 X \ Ae. albopictus
0000,

Nop-hivmsa PN Epidemic or
Enzootic or U‘:ban cycle l ,
Sylvatic cycle ¥

--- Infected Mosquito

Ae. africanus Congenital and @ Blood transfusion and

2
Ae. furcifer Perinatal transmission Sexual transmission
Ae. taylori @
Ae. dalzieli

Figura 5 — Ciclo enzodtico e urbano do ZIKV. Fonte: SHARMA et al., 2020.
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Em relacdo ao ciclo de manutencdo do ZIKV em natureza, sdo escassas as
informacdes acerca dos hospedeiros vertebrados (DIAS, 2019). Poucos estudos tém
focado no papel dos animais como hospedeiros para ZIKV. No entanto, a maioria das
arboviroses depende de espécies animais ndo humanos para manutencdo na natureza.
Muitas espécies animais agem como reservatorios para essas arboviroses, e 0s humanos
sdo geralmente hospedeiros finais ou acidentais para esses virus. O material genético e
anticorpos para o virus Zika foram detectados em vérias populag6es de animais, incluindo
primatas ndo humanos, animais domésticos e animais silvestres (BUENO et al., 2016).

Na Africa, evidéncias da circulacdo de ZIKV em animais foram detectadas pela
presenca de anticorpos contra o ZIKV em cabras, roedores, zebras, hipopotamos, impalas,
ovelhas, gnus, ledes, bufalos aquaticos e elefantes (FAGBAMI 2009, HADDOW et al.
2012). Os primatas ndo humanos (PNH) sdo os principais hospedeiros e participam da
manutencdo enzoodtica, Chlorocebus sabaeus (Linnaeus, 1776), Cercopithecus spp,
Colobus guereza Ruppell, 1835 e Erythrocebus patas (Schreber, 1774) ja foram
encontrados naturalmente infectados (BUECHLER et al., 2017; VASILAKIS;
WEAVER, 2017). Na Asia, animais das ordens Primates, Perissodactyla, Cetartiodactyla,
Artiodactyla, Anseriformes, Rodentia e Chiroptera foram encontrados naturalmente
infectados (BUENO et al., 2016).

Estudos pioneiros conduzidos no Brasil conseguiram evidenciar a infecgéo natural
de PNH pelo ZIKV, sugerindo o estabelecimento da transmissao enzo6tica no continente
Sul-Americano e anticorpos neutralizantes em individuos das familias Atelidae,
Callitrichidae e Cebidae (FAVORETTO et al., 2016; TERZIAN et al., 2018;
CATENACCI et al., 2018; MOREIRA-SOTO et al., 2018).

Alguns autores afirmam que ndo ha evidéncia sélida de mamiferos selvagens,
como o0s primatas ndo humanos (PNHSs), como reservatorios para ZIKV (BUENO et al.,
2016). Entretanto, estudos relataram anticorpos ZIKV em animais como cabras, ovelhas
e roedores (DARWISH et al., 1983), ledes e ungulados como Artiodactyla, Perissodactyla
e Proboscidea (HENDERSON; HEWITT; LULE, 1968). Outras avaliacbes sorologicas
fora da Africa identificaram anticorpos em patos, vacas, morcegos, ratos, cabras, ovelhas,
orangotangos, cavalos e bufalos (DARWISH et al. 1983, WOLFE et al. 2001, VOROU
2016).
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Infeccdes experimentais com ZIKV também vém sendo realizadas em diferentes
grupos taxondmicos, incluindo espécies silvestres e domésticas (DIAS, 2019). Uma
experiéncia em 1955 teve como objetivo determinar a suscetibilidade dos morcegos-
caverna ao ZIKV e mostrou que esses morcegos sao suscetiveis ao ZIKV por exposi¢do
intraperitoneal, intradérmica, intracerebral e intrarretal, mas ndo pela exposic¢éo intranasal
(REAGAN et al., 1955).

Em 1969, em Zika Forest, 0 ZIKV foi isolado de amostras de macacos (McCRAE;
KIRYA, 1982). Anticorpos foram detectados em primatas da familia Cercopithecidae na
Nigéria em 1971 (MONATH; KEMP, 1973) e no Gabdo em 1982 (SALUZZO et al.,
1982).

Em Lombok, Indonésia, em 1978, os anticorpos anti-ZIKV foram detectados em
patos, cabras, vacas, cavalos, bisdes e bufalos carabaos, mas ndo em galinhas, ratos ou
aves selvagens, indicando a ampla circulacdo do virus em animais domésticos (OLSON
etal., 1983). A questdo se as aves transferem o virus em longas distancias permanece sem
resposta (OLSON et al., 1983).

Barr, Anderson e Long (2016) infectaram culturas de células de diferentes
espécies animais com ZIKV, 17 mostraram que eram suscetiveis ao virus, desenvolvendo
um efeito citopatico sete dias apos a infec¢do. Algumas das culturas celulares eram de
animais domeésticos e outras de primatas selvagens do Velho Mundo, enquanto nove eram
de espécies de animais selvagens encontradas nas Américas: Tadarida brasiliensis
(1.Geoffroy, 1824), Sylvilagus floridanus (J.A.Allen, 1890), Urocyon cinereoargenteus
(Schreber, 1775), Odocoileus hemionus (Rafinesque, 1817), Procyon lotor (Linnaeus,
1758), Didelphis virginiana Kerr, 1792, Dasypus novemcinctus Linnaeus, 1758, Marmota
monax (Linnaeus, 1758) e Neovison vison (Schreber, 1777). A maioria destes animais séo
peri-domésticos e sinantropicos. Os autores também argumentaram que, com viremia
suficientemente alta, esses animais poderiam servir como hospedeiros. No entanto, eles
também indicaram que a estirpe do virus utilizada no experimento ndo possui algumas
caracteristicas do ZIKV atualmente circulante no campo e que o virus no laboratorio ndo

reflete a infeccdo natural.

3.2.1.4 Aspectos clinicos da infeccéo pelo ZIKV
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A infeccdo pelo ZIKV em humanos, em cerca de 75% a 80% dos casos, apresenta-
se de forma assintomatica (ATIF et al., 2016). Ap6s um periodo de incubacdo de
aproximadamente 3 a 12 dias, a manifestacdo mais comum € caracterizada por quadro
autolimitante de febre baixa (37,8°C a 38,5°C), cefaleia, dores musculares, dores
articulares nas pequenas articulagdes das maos e pés, conjuntivite ndo purulenta, dor
ocular, prostracéo e rash maculopapular pruriginoso (YADAV; RAWAL; BAXI, 2016;
ATIF et al., 2016; AZIZ et al., 2017). Os sintomas podem durar de poucos dias até uma
semana (NUNES et al., 2016). Embora a doenca tenda a evoluir de forma favoravel
(ZANLUCA et al., 2015), o virus tem sido associado a malformacgfes congénitas,
incluindo microcefalia e outras doencas neuroldgicas graves, como a sindrome de
Guillain-Barré (SGB) (CAO-LORMEAU et al., 2016).

3.2.1.5 Diagndstico

O quadro clinico da infeccdo pelo virus Zika em humanos é semelhante ao de
outros virus transmitidos por mosquitos, como dengue e chikungunya, que costumam co-

circular nas éreas onde o virus Zika é endémico (BASARAB et al., 2016).

O diagnostico laboratorial do ZIKV baseia-se principalmente em testes de
biologia molecular e sorolégicos (FAYE et al., 2013). A amplificacdo do RNA viral
através da reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) pode ser feita em
diversos materiais bioldgicos, como soro, liquor, liquido amnidtico, saliva e urina
(MUSSO et al., 2015a). Atualmente estdo disponiveis no mercado, Kits comerciais para
RT-gPCR para ZIKV ou multiplex incluindo ZIKV, DENV e CHIKV.

Quando disponiveis, os testes sorodiagnosticos sdo de escolha apds a fase aguda.
A interpretacédo dos testes sorologicos para ZIKV, como ELISA IgM e IgG ou plaque-
reduction neutralization test (PRNT) devem ser feitos com cuidado, visto que existe
reatividade cruzada para outras arboviroses, especialmente em pacientes previamente
infectados com outros Flavivirus, como a dengue (LANCIOTTI et al., 2008; STAPLES
et al., 2016).

3.2.2 Virus da Lingua Azul
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A Lingua Azul (LA) é uma doenga viral, ndo contagiosa, transmitida por dipteros
do género Culicoides, que afeta ruminantes domésticos e selvagens, e de acordo com a
Organizagdo Mundial de Saide Animal (OMSA), é uma doenga de notificacdo
obrigatoria. O agente etioldgico € virus membro do género Orbivirus dentro da familia

Reoviridae, uma das maiores familias de virus (OMSA, 2021).

3.2.2.1 Sorotipos

Atualmente, por meio de testes moleculares e de soroneutralizagdo, foram
classificados e reconhecidos 27 sorotipos, contudo, ha o possivel acréscimo de outros dois
novos sorotipos, o sorotipo 28, isolado a partir de amostras de ovelhas provenientes do
Oriente Médio, e do sorotipo 29, isolado a partir de amostras ovinos da Africa do Sul,
(MAAN et al., 2011; 2015; 2016; BUMBAROV et al., 2020). Qualquer um desses
sorotipos tem potencial para causar LA em ruminantes (SAMINATHAN et al., 2020). Os
sorotipos isolados diferem em viruléncia, e algumas cepas parecem causar poucos sinais
clinicos. Como outros virus, por exemplo o virus da gripe, as estirpes virais da lingua azul

podem se recombinar, e produzir novas variantes (ROVID, 2019).

3.2.2.2 Distribuicéo

Tradicionalmente, o virus esta presente nas regides geograficas entre as latitudes
40°N e 35°S, considerada &rea de abrangéncia dos vetores (RODRIGUEZ-SANCHEZ et
al., 2008; WILSON; MELLOR, 2009). Na América do Norte e China, a propagacdo do
virus atinge areas localizadas a 50°N (MELLOR, 2000).

Baseado na distribuicdo do vetor e nas condi¢Ges climéaticas ambientais, Lobato e
colaboradores (2015) classificam a lingua azul em quatro zonas: (i) zona endémica,
situadas em regides de climas tropicais, onde hé presenca de Culicoides e do virus durante
todo o ano, sem ocorréncia da enfermidade, entretanto a infec¢do pode ocorrer; (ii) zona
epidémica, onde ha presenca do vetor nas estacdes quentes e a infeccao e/ou enfermidade
nessas areas € focal e a doenca clinica pode ocorrer em forma de surtos, quando as
condicBes climaticas permitem a disseminacdo do vetor; (iii) zona de incursdo, séo
aguelas em que a enfermidade aparece esporadicamente, geralmente quando Culicoides
infectados sdo transportados para essas areas por meio do vento, ou ainda devido as

mudangas climaticas e (iv) zona livre, corresponde ao territorio onde a doenca nunca foi
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relatada e a possibilidade de ocorréncia dela € remota, pois o clima temperado impede a

circulacéo do vetor no ambiente.

A doenca tem sido relatada em paises de clima tropical e subtropical (Tabela 1)
(GIBBS; GREINER, 1994). Condicbes de temperatura e umidade na maior parte do

Brasil favorecem a multiplicacdo e a manutencdo dos vetores, o que torna a doenca

endémica e com alta prevaléncia de animais soropositivos e manifestacdo clinica rara

(COSTA et al., 2006).

Tabela 1 - Prevaléncia de varios sorotipos do virus da lingua azul (BTV) em todo o0 mundo.

Distribuigao geografica

Sorotipos prevalentes de BTV *

Continente africano (Africa do Sul, Egito, Argélia,

Libia, Marrocos, Tunisia e Nigéria)

Continente europeu (Franga, Holanda, Alemanha,
Bélgica, Espanha, Portugal, Suica, Irlanda,

Luxemburgo)

Continente norte-americano (EUA, México, Canada)

Continente sul-americano (Brasil, Guiana Francesa,
Argentina, Colémbia, Suriname, Guiana e Equador)

América Central (Guatemala) e regido do Caribe

(Jamaica e ilhas do Caribe)

Continente australiano

Sul da Asia (india, Paquistdo, Sri Lanka, Bangladesh,

Afeganistio)

Leste Asiatico (China, Japdo e Taiwan)

Sudeste Asiatico (Indonésia e Malasia)

Asia Ocidental (Turquia, Chipre, Siria, Libano,
Israel, Jordania, Omé, Kuwait, Arabia Saudita)

1,2,3,4,56,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 24

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

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

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

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

1,2,3,4,57,9,12, 15, 16, 20, 21, 23,
24

1,2,3,4,56,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24

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

1,2,3,56,7,9, 12, 15, 16, 20, 21, 23

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

*Relatado por isolamento de virus e presenca de anticorpos neutralizantes. Fonte:

SAMINATHAN et al., 2020.
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3.2.2.3 Ciclo de hospedeiros e sinais clinicos

A incidéncia da doenca clinica é altamente variavel. A taxa de mortalidade e a
severidade dos sinais clinicos sdo influenciadas pela espécie, raca e idade, pelo status
imunoldgico do animal infectado, pelo sorotipo do BTV e por interacbes com o0 meio
ambiente (TOMICH et al., 2006).

A doenga manifesta-se basicamente em ovinos e cervideos, mas os bovinos podem
eventualmente apresentar os sinais clinicos da enfermidade, podendo se manifestar como
febre, secrecdo nasal serosa a sanguinolenta, posteriormente mucopurulenta, hiperemia e
edema dos labios, face, orelhas e regido submaxilar (aparéncia de "cara de macaco"),
erosdes e Ulceras orais, cianose da lingua, claudicacdo com coronite, sofrimento
respiratorio e necrose muscular que culmina em debilidade e morte
(CHANNAPPANAVAR, et al. 2011). Les6es induzidas por BTV sdo devido a lesdo
direta nas celulas endoteliais da microvasculatura, resultando em aumento da
permeabilidade vascular, hemorragias, exsudacdes de fluidos, trombose e infarto do
tecido (DREW et al., 2010).

Entretanto, as principais consequéncias da infec¢do pelo BTV, tanto para bovinos
guanto para ovinos, sdo as perdas indiretas devido ao aborto, a queda do desempenho
reprodutivo, a perda de condigdo corporal e a queda na producdo de leite (para bovinos)
ou convalescenga prolongada (para ovinos). A restrigdo internacional de movimentagéo
animal e seus germoplasmas é outra causa importante de perda econémica relacionada ao
BTV (ARADAIB et al., 2005).

3.2.2.4 Transmissao

Em 1944, Du Toit, apds varios estudos preliminares, demonstrou pela primeira
vez que a doenca era nao contagiosa, mas transmitida através do repasto sanguineo de
mosquitos fémeas do género Culicoides (Figura 6). Os Culicoides adquirem o BTV
quando fémeas hematdfagas ingerem sangue de um hospedeiro virémico. O virus se
replica no trato digestorio e em 6rgdos alvo secundarios, incluindo as glandulas salivares.
O intervalo entre a ingestdo e a habilidade subsequente para transmitir o virus é chamado
de periodo de incubacéo extrinseco e sua duracdo depende da temperatura, levando cerca
de 10 dias a 25°C (Figura 7) (WELLBY et al., 1996).
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Vérias espécies destes vetores tém sido envolvidas na transmissdo do BTV, como
Culicoides imicola Kieffer, 1913 (Africa), Culicoides fulvus Sen e Das Grupta, 1959,
Culicoides actoni Smith, 1929 (Australia) e Culicoides variipennis (Coquillett, 1901)
(América do Norte) (GIBBS; GREINER, 1994), Culicoides insignis Lutz, 1913 (Caribe,
Ameérica Central e do Sul e partes dos E.U.A). Grande variacdo entre os habitos
alimentares, preferéncia por hospedeiros e competéncia na transmissao da doenca pode
ser observada entre as diferentes espécies. VVarias espécies de Culicoides de comprovada
competéncia na transmissdo, alimentam-se preferencialmente em bovinos do que em
ovelhas (Culicoides brevitarsis Kieffer, 1917, Culicoides wadai Kitaoka, 1980, C.
fulvus). Devido a estes vetores, alguns autores tém sugerido que 0s bovinos que
apresentam uma viremia prolongada poderiam funcionar como reservatorios do virus
durante as estacGes mais frias, onde o numero de vetores é menor (GIBBS; GREINER,
1994).

Figura 6 — Espécies de Culicoides. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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Figura 7 — Ciclo simplificado de transmissdo do Bluetongue virus (BTV) em bovinos com a
presenca do inseto vetor (fémeas de Culicoides sp.) Fonte: Adaptado de SILVA, 2017.

A transmissdo transplacentéria foi comprovada na literatura em bovinos, caprinos
e ovinos (DESMECHT et al., 2008; WORWA et al., 2009; SAEGERMAN et al., 2011;
ZANELLA et al., 2012; COETZEE et al., 2013). O risco da transmisséo por colostro e
placenta contaminada também € descrito (MENZIES et al., 2008). No ambito
reprodutivo, o sémen fresco ou congelado possui potencial para infeccdo, mas nao
apresenta grande importancia na transmisséo (KIRKLAND et al., 2004; NAPP et al.,
2011). Algumas estirpes do virus da lingua azul (incluindo membros dos sorotipos 1, 8 e
26) podem ser transmitidas diretamente entre ruminantes por contato direto. Esta
informacdo é recente, e estima-se ser de pouca importancia epidemioldgica em

comparagdo com a transmissao por maruins (ROVID, 2019).

3.2.2.5 Diagnéstico

O diagnostico de LA é essencial para o controle e erradicacdo de doencas e para
garantir o comércio seguro de animais e seus produtos entre os paises/regioes (OMSA
2018). O diagnostico presuntivo da doenca pode ser feito com base nos sinais clinicos e
lesbes (BATTEN et al., 2013; COETZEE et al., 2014). Enquanto que o diagnéstico
definitivo da LA s6 pode ser obtido por anélise laboratorial, por meio de isolamento viral

através da inoculagcdo em ovinos, em ovos embrionados ou em cultivos celulares; por
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identificacdo do agente, através da virus-neutralizacdo (VN); por meio de deteccdo de
anticorpos especificos utilizando-se as técnicas de imunoensaio enzimatico competitivo
(ELISAC), imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e fixacdo de complemento (FC) ou ainda
através de técnicas de biologia molecular, pelo método de RT-qgPCR (CLAVIJO et al.,
2002; LAGER, 2004, OMSA 2021).

De entre os testes utilizados para a identificacdo direta do virus da LA, é de
importante referéncia o da reacdo em cadeia com transcricdo reversa (RT-PCR), que
permite a rapida detec¢do do sorogrupo e sorotipo, podendo detectar o RNA do BTV em
amostras até seis meses apos a infecdo e em amostras reduzidas, devido a sua elevada
sensibilidade. A deteccdo do RNA viral por este método observa-se inclusive quando o
virus perdeu ja a sua viabilidade, pelo que a sua interpretacdo devera ser cautelosa, uma
vez que um resultado positivo pode ndo representar a presenca de virus com capacidade
infectante. A presenca de falsos positivos pode ser justificada pela presenca de amostras
contaminadas com outro material gendmico que ndo o que se pretende detectar ou com
outros reagentes, como, por exemplo, outros primers utilizados no exercicio da atividade
laboratorial. Também falsos negativos poderdo ser encontrados, devido essencialmente a
amostras pobres ou primers inadequados (OMSA, 2021).

O RT-PCR em tempo real (RT-gPCR—quantitative) possibilita uma avaliacdo
rapida e sensivel do virus da LA com a vantagem de ser, relativamente ao PCR
convencional, ainda mais rapido e sujeito a uma menor ocorréncia de falsos
positivos/negativos. Esta técnica possui ainda a capacidade de quantificar a carga viral
numa amostra, caracteristica ndo partilhada com o método convencional. Este método foi
testado em vérios laboratorios do mundo, sendo considerado uma das ferramentas de
diagnostico para identificagdo do agente etioldgico, uma vez que excede a sensibilidade
do nested-PCR, sendo capaz de identificar todos as variantes do virus da LA atualmente
conhecidos (SPERLOVA; ZENDULKOVA, 2011; OMSA, 2021).

Os diagnosticos diferenciais (DD) da LA estdo relacionados com doencas em que
o0 quadro clinico e respectivas lesdes sdo similares (VEGA et al., 2005). As doencas que
constituem diagnosticos diferenciais da LA sdo, entre outros, a febre aftosa, ectima
contagioso, febre catarral maligna, estomatite vesicular, estomatite papular bovina,
peeira BVD, peste dos pequenos ruminantes e bovina, fotossensibilizacdo aguda,

rinotraqueite infeciosa bovina (IBR), doenca hemorragica epizootica, dermatite
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pustulosa contagiosa, pneumonia, intoxicacdo por plantas, variola ovina, hemoncose
ovina aguda, oestrose ovina e a salmonelose (VEGA et al., 2005; SAVINI et al., 2011;
SMITH, 2015).

3.2.2.6 Importancia Econdmica

As perdas econémicas ocasionadas pela LA ndo sdo expressas em numeros exatos,
mas estima-se que os surtos de BTV causaram perdas econdmicas de aproximadamente
US $ 3 bilhGes em 1996 em todo o mundo (TABACHNICK, 2004). Na industria pecuaria
dos Estados Unidos, o BTV causa perdas de US $ 144 milhdes anuais devido a restri¢des
comerciais e diagnosticos para avaliacdo do status do BTV (HOAR et al. 2003).

Entretanto, no Brasil ha poucos dados a respeito (TOMICH et al., 2009).

A infeccdo por BTV causa graves perdas econdmicas diretas devido a alta
morbidade, mortalidade, natimortos, abortos, anomalias fetais, menos peso ao nascer em
bezerros, producdo de leite e taxa de fertilidade reduzidas, perda de peso, abate precoce,
bem como perdas de carne e |I&. As perdas indiretas sdo devidas a restricbes comerciais
impostas a movimentagdo de ruminantes, seu germoplasma e produtos de origem animal,
e despesas com vacinacdo, diagndéstico, controle de vetores e tratamento clinico de
animais (MacLACHLAN; OSBURN, 2006; PINIOR et al., 2015; GREWAR, 2016).

3.2.2.7 Prevencéo e Controle

O controle e a prevencdo da infeccdo por BTV em ruminantes tornaram-se mais
importantes devido aos impactos econémicos das doencas e as restricdes ao movimento /
comércio de animais (TABACHNICK, 2004; MacLACHLAN; OSBURN, 2006;
GETHMANN; PROBST; CONRATHS, 2020). O BTV é facilmente inativado a 50 °C
por 3 horas e 60 °C por 15 min. Além disso, 0 BTV é sensivel ao pH quando tratado com
acidos (pH inferior a 6) ou tratado com alcalis (pH acima de 8). Desinfetantes comuns,
como agentes fendlicos e ioddéforos, podem inativar o BTV. No entanto, o virus pode se
manter viavel por varios meses em sangue total em anticoagulante armazenados em -
204°C (OMSA, 2021).

Ndo ha terapia especifica para a Lingua Azul, sendo necessario realizar o
tratamento de suporte (SBIZERA, 2018). Em animais doentes pode ser adotada a
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antibioticoterapia profilatica visando a prevencdo de infec¢bes bacterianas secundarias
(RADOSTITS et al., 2007). O controle deve ser baseado em ac¢des integradas envolvendo
0 vetor, o hospedeiro e 0 ambiente. E importante o isolamento dos sorotipos envolvidos
bem como o estudo da patogenicidade dos sorotipos isolados (BALARO, 2017).

A imunizacdo profilatica por meio de vacinas € uma medida eficaz e muito
utilizada em diversos paises do mundo para o controle da LA. A vacinagdo pode reduzir
as perdas econdmicas, diminuindo a mortalidade animal e permitindo realizar
transferéncias e trocas seguras de animais e seus produtos de um pais para outro. A
vacinacdo pode impedir a forma clinica da LA e pode atenuar seu curso interrompendo o
ciclo do BTV no ambiente (SAVINI et al., 2008; BHANUPRAKASH et al., 2009).

Idealmente, a vacinagdo deve ser contra todos os 27 sorotipos devido a baixa
protecdo cruzada entre diferentes sorotipos. Portanto, as vacinas devem ser especificas
para sorotipo. Para tanto, antes do uso da vacina em uma area, o0 sorotipo prevalente nessa
area deve ser levado em consideracdo (BHANUPRAKASH et al., 2009).

No Brasil ndo existe um programa nacional de vigilancia e monitoramento do
BTV, e 0 uso de vacinas ainda € proibido. Isto porque os estudos de BTV no pais, até o
momento, sdo incipientes e limitados. Ainda ndo se sabe quais sdo todos 0s sorotipos
circulantes, e tampouco quais sdo as espécies de vetores competentes em cada regiao.
Contudo, 0 BTV representa uma ameaca constante a sanidade de rebanhos e a economia.
Portanto, para a instalagdo de um programa de vacinagdo segura, torna necessario

identificar quais sdo os sorotipos de BTV circulantes no pais (SILVA, 2017).

3.2.3 Virus da Diarreia Viral Bovina

A diarreia viral bovina (BVD) é também causada por um Flavivirus, assim como
o ZIKV, porém, seu agente etiolégico é virus da diarreia viral bovina (BVDV) que
pertence ao género Pestivirus, que contém mais dois virus antigenicamente relacionados:
0 virus da Peste Suina Classica (Classical swine fever virus, CSFV) e o virus da Doenca
da Fronteira de ovinos (Border disease virus, BDV) (ICTV, 2019). Dentre o0s virus que

infectam bovinos, 0 BVDV ¢ o que possui a patogenia mais complexa (DEREGT, 2005).
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A analise filogenética do genoma viral do BVDV permitiu sua segregacdo em trés
gendtipos: BVDV-1, BVDV-2 (RIDPATH; BOLIN; DUBOVI, 1994) e um terceiro em
que Bauermann e colaboradores (2013) sugeriram como um novo grupo de BVDV, que
denominaram HoBi-like, isolado de amostras de soro fetal bovino (SFB) e vacinas, de
provavel origem da América do Sul, especialmente do Brasil. BVDV-1 é classificado
ainda por analises genéticas em torno de dezoito subtipos (1a — 1t) (JACKOVA et al.,
2008; GIAMMARIOLI et al., 2014) e BVDV-2 em trés subtipos (2a — 2c) (LUZZAGO
et al., 2014). Além da divisdo em gendtipos, o BVDV pode ser constituido por dois
bidtipos: um nao citopatico (NCP) e outro citopatico (CP) (RADOSTITS et al., 2002).

Os genotipos de BVDV interagem de forma diferente com o sistema imunologico,
as cepas NCP podem estabelecer infec¢des persistentes, onde o animal persistentemente
infectado (P1) é capaz de eliminar o virus durante toda a vida, assegurando que o BVDV
permaneca em circulacdo e transmitindo a doenca para os hospedeiros suscetiveis
(RIDPATH et al., 2013). As cepas citopatogénicas (CP) ndo produzem animais PI e estdo
associadas a infecgdes transitorias e 0s animais se tornam imunocompetentes por toda a
vida (RIDPATH et al., 2013). No entanto, biotipo das cepas citopatogénicas pode ser
encontrado em isolados de animais que apresentam forma grave da Doenca das Mucosas
(FLORES, et al., 2005). Embora existam ambos os bidtipos citopéaticos e ndo-citopatico
de BVDV-1 e BVDV-2, estirpes ndo citopaticas sdo normalmente encontradas em
infeccdes de campo (OMSA, 2018).

3.2.3.1 Manifestacdes clinicas

As consequéncias e severidade da infeccdo aguda pelo BVDV dependem de uma
série de fatores que incluem a cepa viral (e o bidtipo), a condicdo imunoldgica e
reprodutiva do animal e a ocorréncia de infec¢Bes secundarias (RIDPATH, FLORES,
2007).

Desde sua descoberta, uma variedade de manifestacGes clinicas foi associada com
a infeccdo por este agente. Essas manifestacdes podem ser agrupadas em trés formas
principais: doenca aguda leve (gastroentéricas e respiratoria), doenca aguda severa
(gastroentéricas, respiratéria e hemorragica) e doenca das mucosas (RIDPATH,
FLORES, 2007). Sendo que os Pestivirus de ruminantes (BVDV-1, BVDV-2, BDV
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Hobi-like) podem causar infeccdes agudas ou persistentes no gado (MacLACHLAN;
DUBOVI, 2011; WEBER et al., 2014).

InfeccBes agudas geralmente ndo sdo aparentes; quando sdo sintomaticas, as
principais manifestacfes clinicas sdo diarreia leve, febre e sinais respiratdrios que séo
exterminados por uma resposta imune vigorosa (MacLACHLAN; DUBOVI, 2011).
Contudo, a duracdo dos sinais clinicos € variavel e depende do tempo de viremia,
viruléncia do virus infectante e presenca de infeccdes secundarias (RADOSTITS et al.,
2000). As infecgdes subclinicas explicam os titulos de soroneutralizacdo positiva para

BVDV encontrados na maioria dos bovinos ndo vacinados (GROOMS et al., 2006).

Em infeccdo aguda severa observa-se os ganglios linfaticos aumentados de
tamanho, erosdes e ulceragdes do trato gastrointestinal, hemorragias petequiais nas
superficies serosas das visceras. Nesta forma a pneumonia devera ser o quadro clinico
mais observado (RADOSTITS et al., 2000). Em infec¢des desse tipo podem ocorrer a
sindrome hemorragica, caracterizado por uma trombocitopenia, diarreia sanguinolenta,
hemorragias nas superficies mucosas da boca e vulva, hifema, pirexia (41-42°C),
desidratacéo, leucopenia e morte (GROOMS et al., 2006). Além de bovinos jovens, onde

apresenta alta mortalidade, pode afetar bovinos adultos (FLORES et al., 2005).

A Doenga das Mucosas (DM) é a forma mais grave da reinfecgdo dos animais PI’s
pelo BVDV CP ou mutacdo do NCP em CP. A DM geralmente é relatada em animais
entre seis meses e os dois anos de idade, observando-se baixa morbidade (<5%) e alta
mortalidade (100%) (LINDBERG, 2003; FLORES et al., 2005). As manifestacdes
clinicas da DM sdo hipertermia, anorexia, enterite catarral, hemorragica ou fibrino-
necrotica e placas de Peyer edematosas, necroticas e hemorragicas. Lesdes ulcerativas
sdo observadas nas narinas, cavidade nasal, cavidade oral, es6fago, rimen, omaso,
abosamaso, intestinos e ceco (LINDBERG, 2003). A doenca gastrointestinal é apenas
uma manifestacdo clinica da Doenca das Mucosas, ou seja, as diarreias podem ser
detectadas isoladamente tanto em animais transitoriamente infectados (TI) ou PI
(SOBREIRA, 2018).

Porém, de acordo com Ridpath e Flores (2007), as maiores consequéncias da
infeccdo pelo BVDV parecem estar relacionadas com as perdas reprodutivas. Em muitos

rebanhos onde a infeccdo € endémica, falhas reprodutivas representam os sinais mais
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evidentes - e por vezes os Unicos — da presenca da infeccdo (BAKER, 1995). Geralmente
ocorre diminuicdo da taxa de concepcdo e repeticdo de cio (LIEBLER-TENORIO, 2005).
Em novilhas e vacas, infecgdes agudas com BVDV podem ocasionar ovarites, 0 que
resulta em infertilidade temporaria desses animais (ROBERT et al., 2004).

A infeccdo de fémeas gestantes soronegativas pode provocar morte embrionaria,
maultiplos defeitos congénitos nos fetos, abortos ou o nascimento de vitelos
persistentemente infectados (PI) por infeccdo transplacentéria entre os 45 e 125 dias de
gestacdo. A infeccdo pelo BVDV ainda pode provocar repeticdo do estro, diminuigdo da
producdo leiteira, bem como atraso no crescimento e ganho de peso (CANARIO et al.,
2009).

Os bovinos jovens Pl sdo a principal fonte de infeccdo para outros animais,
eliminando para o ambiente grande quantidade de virus durante toda a vida (GROOMS
et al., 2006). Além dos animais PI, animais com infeccdo aguda também excretam o virus
por alguns dias (FLORES et al., 2005).

Varios estudos epidemiolégicos atribuiram ao BVDV o importante papel no
complexo respiratdrio bovino (CAMPBELL, 2004), como agente infeccioso primario ou
como agente imunossupressor (c). As infec¢es pulmonares sinérgicas entre 0 BVDV e
outros patdgenos bacterianos sdo comuns durante o primeiro ano de vida (TREMBLAY,
1996), pois facilitam a colonizacdo do trato respiratorio inferior resultando em
broncopneumonia fibronecrética (LONERAGAN et al., 2005).

A habilidade que o BVDV possui de interagir sinergicamente com outros
patdgenos nao é restrita somente as enfermidades que acometem o trato respiratorio, uma
vez que foram descritas infecgdes sinérgicas com patdgenos entéricos como Coronavirus
e Rotavirus (KAPIL et al., 2005). A imunossupressao transitoria deve-se a replicacéo do
BVDV nos mondcitos, nos linfécitos B, nos linfdcitos T, nas células epiteliais do trato
digestorio e do trato respiratorio superior (TREMBLAY, 1996; PETERHANS; JUNGI;
SCHWEIZER, 2003; BASQUEIRA et al., 2020).

3.2.3.2 Transmissao
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A transmissdo do BVDV pode ser de forma horizontal ou vertical. A transmissédo
horizontal pode ocorrer pelo contato direto entre animais, principalmente pelas mucosas,
0 que inclui a monta natural. Bezerros Pl disseminam o virus com maiores titulos pelas
mucosas nasais e oculares, isso por longos periodos (ARENHART et al., 2009), sendo

este 0 modo mais eficiente de transmissdo do virus em condicGes naturais.

O virus também ¢é transmitido pelo contato direto com animais portadores de
infecgdo aguda, apesar da quantidade de virus ser consideravelmente menor e o periodo
de eliminacdo mais limitado (GROOMS et al., 2006).

A transmissao indireta pode ocorrer por meio de vetores (insetos hematofagos) ou
por fémites contaminados, como luvas de palpacéo retal reutilizadas, agulhas e material
cirtrgico contaminado, especulos nasais, uso de vacinas vivas ou contaminadas, ou
através dos tratadores de animais (GROOMS et al., 2006). Este tipo de transmissao
depende da estabilidade do virus fora do hospedeiro (GONDIM, 2006).

A transmissdo vertical pelo BVDV possui grande importancia na epidemiologia e
patogenia da doenga (Figura 8). O BVDV tem a capacidade de atravessar a barreira
transplacentaria de fémeas bovina com menos de 40 dias de gestacdo, especialmente
aquelas ndo vacinadas, resultando em infertilidade temporéaria, queda nas taxas de
concepcao, morte embrionaria, abortamento, mumificacdo fetal e natimortalidade. Apds
esse periodo, pode ocorrer a producdo do animal PI, ma formacdo fetal e nascimento de
animais soropositivos (BAKER, 1995; LIEBLER-TENORIO, 2005; OMSA, 2018).

A infeccdo uterina do BVDV NCP de 40 a 125 dias de gestacdo origina animais
PI’s, que apresentam viremia ao longo de sua vida e imunotolerancia as proteinas virais.
O feto nasce infectado, porém soronegativo devido a imunotolerancia (RIDPATH,;
BAUERMANN; FLORES, 2012). Os animais PI’s sdo aparentemente saudaveis ao
nascimento ou podem apresentar defeitos congénitos na pele, esqueleto e sistema nervoso
(BAKER, 1995). A infeccdo das fémeas gestantes, entre 120 a 150 dias de prenhez (fase
organogénese), produz animais com ma-formacdes e defeitos congénitos no sistema
nervoso e olhos. A infeccdo durante o final da gestacdo (>150 dias) resulta em infecdo
transitoria, com producdo de anticorpos e eliminacdo do virus (RADOSTITIS;
LITTLEJOHNS, 1988).



36

Os animais PI’s sdo as principais fontes de infec¢do do virus, sendo responsaveis
pela transmissdo e manutencdo do BVDV no rebanho, devido a liberacdo continua de
virus no meio ambiente (HOUE, 1999).
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Figura 8 — Vias de transmisséo do Virus da Diarreia Viral Bovina. Fonte: BVDZERO, 2020.

3.2.3.3 Epidemiologia

O BVDV possui distribuicdo cosmopolita e ja foi relatado em dezenas de paises,
dentre eles Reino Unido, Escécia, Noruega, Dinamarca, Suécia, Alemanha, Austria,
Italia, Suica, Franca, Espanha, Portugal, Brasil, Cuba, Uruguai, Chile, Jordania e Nova
Zelandia, sendo que o BVDV-1 é a forma mais predominante na natureza e BVDV-2 ¢é
mais comumente associado a doenca hemorragica grave. A quantidade de anticorpos anti-
BVD nos rebanhos bovinos varia de pais para pais e podem variar entre as regides de um
mesmo pais (HOUE, 1999).

A enfermidade estd amplamente distribuida nos rebanhos bovinos de corte e leite
de todo o mundo e, também, no Brasil, com taxas de prevaléncia que podem variar de 60
a 85% de animais soropositivos (HOUE, 1999). Em 2001, a OMSA adicionou a BVD a
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sua lista de doencas, tanto devido a sua propagacdo a nivel internacional, como a sua
importancia para o comércio de animais (LINDBERG et al., 2006). Em paises livres da
febre aftosa, 0 BVDV é considerado o agente viral mais importante de bovinos e tem sido
alvo de estudos e programas de controle e erradicacio (FLORES et al., 2005; CANARIO
etal., 2009; CASEY-BRYARS et al., 2022).

No Brasil varios relatos clinico-patolégicos e soroldgicos tém comprovado a
distribuic@o da infeccdo pelo BVDV em rebanhos bovinos no pais desde o final dos anos
sessenta (FLORES et al., 2005). A prevaléncia na bovinocultura varia de 22,2%
(THOMPSON et al., 2006) a 85,4% (QUINCOZES et al., 2007).

O virus é capaz de infectar uma grande variedade de ruminantes como bovinos
(CHAVES et al., 2012), bufalos (CRAIG et al., 2015), ovinos e caprinos (MISHRA et al.,
2012), e camelos (SAFAPOOR DEHKORDI, 2011). Os bovinos sé&o considerados
hospedeiros naturais do agente (FINO et al., 2012).

A disseminacdo do virus no rebanho esta relacionada com a maneira pela qual ele
foi introduzido. Se 0 BVDV for proveniente de um animal Tl, a disseminacao é mais lenta
do que se a fonte de infeccdo for um animal PI, pois este elimina o virus constantemente
e em grande quantidade (TREMBLAY, 1996).

3.2.3.4 Diagndéstico

O diagnodstico clinico de BVD é feito com base nas manifestacOes clinicas e nas
lesbes patologicas da doenca, porém devido as diversas manifestacBes clinicas o
diagndstico definitivo é baseado somente em exames laboratoriais, sendo a deteccdo
realizada por meio de métodos moleculares ou isolamento viral. O diagnostico da BVDV
pode ser realizado a partir de uma variedade de amostras como soro, sangue total, sémen,
suabe nasal, buff coat e outros tecidos (WALZ et al., 2010).

No método direto, a deteccdo do antigeno viral pode ser indicativa de uma
infeccdo persistente ou transitoria, para discriminar conclusivamente o diagndstico é

necessario repetir o exame (CORNISH et al., 2005).

Seja para diagnosticar casos clinicos, estabelecer prevaléncia de doencas em

rebanhos ou regides e detectar animais aparentemente normais, mas persistentemente
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infectados, € vital detectar com precisdo 0 BVDV (LANYON et al., 2014). Diante desse
cenario, 0 RT-PCR se mostra um dos métodos mais sensiveis para a deteccdo de BVDV
(HOOFT van IDDEKINGE et al., 1992; HORNER et al., 1995), sendo a técnica de RT-
PCR em tempo real preconizada pela OMSA para a deteccdo do &cido nucleico do BVDV
(OMSA, 2018).

Os meétodos indiretos baseiam-se na detec¢do de anticorpos, sendo uma forma
valiosa de determinar exposicdo prévia ao BVDV. O resultado positivo do anticorpo em
um animal ndo vacinado indica exposi¢do anterior ao BVDV. A alta prevaléncia de
animais soropositivos em um rebanho ndo-vacinado é um indicativo de que existe Pl no
rebanho (LAYNON et al., 2014). As técnicas indicadas pela OMSA (2018) para deteccédo
da resposta imune contra BVDV ¢ a técnica de ELISA e VN.

3.2.3.5 Profilaxia, controle e prevencéo

Nenhum tratamento especifico esta disponivel para animais que apresentem sinais
clinicos da infeccdo com 0 BVDV (RADOSTITS et al., 2000). O objetivo do tratamento
em bovinos suspeitos de infeccdo aguda é de suporte, visando amenizar sinais como

desidratacdo, febre, etc, e prevencdo de infeccdo secundaria (GROOMS et al., 2006).

A identificacdo e eliminacdo de animais PI € considerado o ponto principal para o
controle do BVDV e para total erradicagdo da enfermidade, fazendo-se necessario o
controle do status sanitario da propriedade. Os animais PI, sem excecdo, devem ser

separados do restante do rebanho e abatidos o mais breve possivel (GAROUSSI, 2007).

Preconiza-se 0 uso de vacinas inativadas ou vivas modificadas visando a reducéo
dos prejuizos econdémicos decorrentes das perdas de produtividade causadas pelo BVDV.
Outro importante método de prevencéo € a criacdo de programas de controle adaptados a

situacao epidemioldgica da regido (CANARIO et al., 2009).

Além disso, boas praticas de biosseguranca sdo essenciais para o controle e
prevencdo da BVD. A introducdo de animais, especialmente fémeas prenhes, é a forma
mais comum para que o virus se introduza em exploracgdes de leite ou carne. A compra
de novilhas, vacas ou touros deve ser acompanhada por atestado negativo para o BVDV,

assegurando que os animais ndo estdo persistentemente infectados e nem com a doenga
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aguda. Também o periodo de quarentena deve ser a base de todos os procedimentos de
biosseguranca, prevenindo a entrada de infeccdes transitdrias (agudas) (BROCK;
GROOMS; GIVENS, 2005). A figura 9 apresenta um modelo de ac¢Ges para o controle

sistémico da diarreia viral bovina.
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Figura 9 — Modelo geral para controle sistémico (pontos relevantes para reducdo da
prevaléncia) da diarreia viral bovina (BVDV). Fonte: Adaptado de LINDBERG; HOUE, 2005.

3.2.3.6 Impacto econdémico

O virus da Diarreia Viral Bovina é um dos principais patdgenos de bovinos e causa
perdas econdmicas significativas para a pecuaria bovina em todo o mundo (BAKER
1995; FLORES 2005). O agente infecioso é responsavel por grande impacto econémico
na pecuaria, observando-se prejuizos entre U$ 0,50 a 687,80/cabeca (RICHTER et al.,
2017). Segundo Givens; Newcomer (2015), o custo do BVDV considerando-se todo o
rebanho de corte americano é ao redor de U$ 460 a 767 milhdes por ano.

3.3 Dipteros de importancia médico-veterinario

3.3.1 Género Aedes (Diptera: Culicidae)



40

O género Aedes (Diptera Culicidae) engloba centenas de espécies, as quais
apresentam distribuicdo mundial. Os seguintes subgéneros de Aedes ocorrem no Brasil:
Ochlerotatus Lynch-Arribalzaga, 1891, Stegomyia Theobald, 1901, Howardina
Theobald, 1903 e Protomacleaya Theobald, 1907. Uma das espécies de maior
importancia € o Ae. aegypti, por ser o principal vetor do virus da febre amarela urbana,

dengue, chikungunya e zika.

3.3.1.1 Historia

O Ae. aegypti (figura 6) provavelmente, chegou ao Brasil pelos navios negreiros,
durante o periodo da colonizacdo. E originaria da Africa, regido da Eti6pia, mas foi
descrito no Egito, dai a derivacdo do nome especifico (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998;
PRATA, 2000; BROWN et al., 2011, BROWN et al., 2013). Suspeita-se que a introducao
dessa espécie no Brasil tenha ocorrido no periodo colonial, entre os séculos XVI e XIX,
durante o comércio de escravos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998; FORATTINI, 2002).
Com a destruicdo dos habitats naturais, devido as pressfes antrépicas, uma parte da
populacdo silvestre sofreu um processo seletivo que favoreceu a disseminacdo e
sobrevivéncia da espécie em aglomerados humanos (CHRISTOPHERS, 1960;
CROVELLO; HACKER, 1972).

Entre 1958 e 1973, 0 Ae. aegypti chegou a ser erradicado do pais por duas vezes
(SOPER, 1965; NOBRE et al., 1994). Porém, os paises vizinhos nao tiveram a mesma
preocupacdo com o vetor, e assim anos depois 0 mosquito foi reintroduzido em nosso pais
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1998; PRATA, 2000, BROWN et al., 2011, BROWN et al.,
2013). Desde entdo, 0 Ae. aegypti esta presente em todas as Unidades da Federacao do
Brasil (MILLER; BALLINGER, 1988).
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Figura 10 — Aedes aegypti. Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

3.3.1.2 Distribuicéo

Atualmente, a distribuicdo geogréfica do Ae. aegypti compreende as zonas
urbanas e periurbanas das regides tropicais e subtropicais do planeta (BRAKS et al. 2003),
com recentes descricdes de sua presenca pela primeira vez no Canada (BAJER, 2016). A
distribuicdo global prevista do Ae. aegypti com base nos dados de ocorréncia, bem como

nas variaveis ambientais esta indicada na figura 10.

Os pesquisadores desenvolveram um modelo de transmisséo viral do Ae. aegypti
e Ae albopictus, associado a temperatura. Apés testar esse modelo com dados atuais de
transmisséo das doencas, eles projetaram o risco futuro, em 2050 e 2080, considerando
cenarios de baixas a altas emissdes de gases de efeito estufa. Os resultados sugeriram que
0 nUimero de pessoas em risco de exposi¢do, durante pelo menos um més do ano, a
transmissao de doencas pelas duas espécies de mosquito crescera até 2050. Estimou-se
que cerca de meio bilhdo de pessoas passardo a conviver com o risco de transmissao, em
especial através do Ae. aegypti. No ano de 2080, os cenarios de altas emissdes levariam
quase 1 bilhdo de pessoas a ficarem expostas pela primeira vez ao risco de exposi¢do
sazonal ligadas ao Ae. aegypti (RYAN et al., 2019).
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Figura 11 — ProjecGes da distribui¢do do Ae. aegypti (coluna & esquerda) e do Ae. albopictus (&
direita) em 2050 e 2080 para o cenario de altas emissdes de gases de efeito estufa. Fonte:
RYAN et al., 2019.

3.3.1.3 Habitos

E consenso que a partir da populago silvestre, devido a destruicdo dos habitats
naturais, uma linhagem da espécie teria sido selecionada positivamente, originando
mosquitos adaptados as areas alteradas e que posteriormente teriam encontrado nos

aglomerados humanos ambiente adequado para se estabelecer (CHRISTOPHERS, 1960).

E um mosquito adaptado ao ambiente urbano, extremamente domiciliado, cujas
fémeas sdo hematdfagas, de habito alimentar diurno e realizam repasto sanguineo
preferencialmente em humanos, o que revela seu elevado grau de antropofilia
(FORATTINI, 1962), porém, possui carater oportunista, podendo se alimentar em
qualquer horario do dia (CONSOLI; LOURENCO-de-OLIVEIRA, 1998). Por seu
comportamento cosmopolita, € capaz de acompanhar popula¢@es urbanas em busca de
condigdes ideias de umidade e temperatura para o desenvolvimento do seu ciclo de vida
(FONSECA,; BRAZ, 2010).

Ao contrario do que se pensava anteriormente, o Ae. aegypti tem a capacidade de

fazer varias ingestdes de sangue durante um unico ciclo gonadotréfico, o que aumenta a
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probabilidade de infectar-se e de transmitir os virus para mais de um hospedeiro
vertebrado (SCOTT et al., 1993).

3.3.1.4 Criadouro

Todos os depdsitos que contenham agua sdo considerados criadouros potenciais
para 0 Aedes. Os ovos sdo depositados em criadouros variados, representados por
recipientes artificiais, abandonados pelo homem a céu aberto e preenchidos por agua da
chuva, ou os utilizados pelos mesmos para armazenamento de agua potavel, ou ainda
criadouros naturais, tais como: bromélias, internodios de bambu, dentre outros
(FORATTINI, 1962; CONSOLI & OLIVEIRA, 1998).

3.3.1.5 Controle

O controle do Aedes tem se constituido um grande desafio em salde publica,
principalmente nos paises em desenvolvimento, independentemente dos recursos
direcionados para o controle do vetor (ZARA, 2016). As estratégias empregadas no
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) estdo concentradas na eliminacao
mecanica de potenciais criadouros do mosquito, na aplicacdo de inseticidas de acao
larvicida em grandes reservatorios de dgua (caixa d’agua, cisterna, tonel e outros) e na
utilizacdo de inseticidas larvicidas e adulticidas em pontos estratégicos, areas que podem
concentrar uma grande quantidade de criadouros do mosquito (cemitérios, ferros-velhos

etc.).

Dentre as estratégias inovadoras de reducdo da transmissao de arboviroses, esta a
substituicdo de populagdes naturais de Ae. aegypti, altamente competentes a arbovirus,
por populacbes de mosquitos menos susceptiveis a infeccdo (McGRAW,; O' NEILL,
2013). Dentre as abordagens mais discutidas atualmente estd a soltura de insetos
refratarios geneticamente modificados (FRANZ et al. 2006) ou que carreiam simbiontes
capazes de interferir no curso da infeccdo viral, como a bactéria intracelular Wolbachia
(HOFFMAN et al. 2011).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) recentemente refor¢ou a necessidade de
integrar diversas abordagens, propondo a estratégia de Manejo Integrado de Vetores

(MIV) como forma de obter melhores resultados, tanto na reducao da abundancia do vetor
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quanto na contencdo das doencas vetoriais (ACHEE et al., 2015). O manejo integrado

abrange o controle quimico, bioldgico e mecanico.

3.3.2 Género Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae)

Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae) (Figura 12) constitui o género da familia
Ceratopogonidae mais abundante em numero de espécies e 0 mais bem distribuido,

podendo ser encontrado em diversos tipos de ambientes (KETTLE, 1962).

Figura 12 — llustracdo de uma fémea de Culicoides spp. Fonte: Slama; Babba; Chaker, 2017.

Distribuicéo

Vaérios fatores influenciam a distribuicdo dos Culicoides, incluindo fatores
abidticos e bidticos, como variaveis climaticas, principalmente temperatura e
precipitacdo, seguidos de radiacdo solar, pressao de vapor de agua, velocidade do vento,
tipo de cobertura do solo e distribuicdo de gado (LETA et al., 2019).

Ocorrem em praticamente todas as grandes extensdes de Terra, com excec¢do da
Antartica e da Nova Zelandia, variando dos tropicos a tundra e do nivel do mar a 4.000
m (MELLOR; BOORMAN; BAYLIS, 2000). Mundialmente mais de 1.300 espécies
foram identificadas, aproximadamente 290 espécies ocorrem na regido neotropical e 148
no Brasil (BORKENT; DOMINIAK, 2020).

Entretanto, no Brasil, os Culicoides ainda sdo pouco estudados, quando
comparados com outros grupos de insetos vetores (BARROS; MARINHO; REBELO,

2007). Os ceratopogonideos hematdfagos possuem diversas denominacgdes sendo
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popularmente conhecidos no Brasil como "maruim”, "mosquito-polvora” e "mosquitinho
de mangue™ dependendo da regido em que ocorrem (FORATTINI et al., 1957; FELIPPE-
BAUER, 2003).

3.3.2.1 Criadouros

O desenvolvimento dos Culicoides é dependente da temperatura, resultando em
um padrdo sazonal de atividade nas regides temperadas que pode variar de algumas
semanas a meses. Os maruins também podem passar o inverno durante os estagios larvais.
Em zonas climéaticas amenas, 0 numero de insetos comeca a aumentar no final da
primavera e inicio do verdo e geralmente atinge o pico no final do verdo ou inicio do
outono (MELLOR; BOORMAN; BAYLIS, 2000; SICK et al., 2019). Com a chegada de
temperaturas mais baixas, 0 nimero de mosquitos ativos diminui drasticamente. Em
geral, mosquitos maruins adultos tém vida curta e apenas alguns individuos sobrevivem
por mais de 10 a 20 dias e as fémeas podem se alimentar de varios hospedeiros.
Normalmente, o pico de atividade de Culicoides adulto ocorre por volta do amanhecer
e/ou anoitecer (SICK et al., 2019).

Conhecem-se diversos microhabitats para a postura de ovos, dentre 0s quais
destacam-se: beiras dos lagos, pequenos igarapés e rios, barro junto pocgas de agua,
acumulos de folhas, raizes e outros produtos vegetais, fezes de gado e pogas contaminadas
com matéria organica, sistemas de esgotos, tuneis de drenagens, buracos em arvores,
bainhas de pencas de frutos de palmeiras no chéo, etc. (USLU; DICK, 2010; GONZALEZ
GONZALEZ DE HEREDIA; GOLDARAZENA LAFUENTE, 2011).

As larvas e pupas de maruins podem desenvolver-se em pocas, correntezas, brejos,
lamacais, praias, pantanos, buracos de arvores, irrigacdes, solos saturados, esterco de
animais e tecidos de frutas ou outros vegetais em decomposicdo (MELLOR et al., 2000).
Os insetos adultos podem ser encontrados desde ambientes florestais umidos, pocas,
praias, montanhas e mangues, a abrigos de animais domesticos de zonas rurais,
periurbanas e urbanas (chiqueiros, galinheiros, curral) (KETTLE, 1977; VERAS;
CASTELLON, 1998a,b; CARVALHO; SILVA, 2014; FARIAS et al., 2015).

3.3.2.2 Importancia econémica, médica e veterinaria
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Alguns géneros da familia Ceratopogonidae fornecem servi¢os importantes em
sistemas ecoldgicos. Algumas espécies sao os polinizadores primarios de plantas como o
cacau e as seringueiras, e as larvas de algumas espécies sdo predadoras significativas de
outros organismos em habitats aquaticos (MELLOR; BOORMAN; BAYLIS, 2000). No
entanto, os insetos do género Culicoides sdo hematofagos, as fémeas atacam animais,
incluindo o homem. Em algumas regides, as populacGes de maruins sdo tdo numerosas
que chegam a virar verdadeiras pragas. Esses pequenos dipteros sdo importantes a salde
humana e animal por serem molestos e transmissores especialmente de virus e filarias
(CASTELLON; VERAS, 2015), sendo algumas espécies implicadas em doencas da

pecuaria com importancia econémica, veterinaria e de satde publica (BORKENT, 2005).

A picada dos Culicoides causa grande incomodo, principalmente quando presente
em grande quantidade (Figura 13). Ela pode causar rea¢cdes como dermatites alérgicas,
papulas, pustulas até reacbes mais graves como eczema, descamacao e cicatrizes com
pigmentacdo anormal da pele (FORATTINI et al, 1957; SHERLOCK, 1965;
RONDEROS et al., 2003). A hipersensibilidade a picada de insetos é uma das doencas
de pele mais comuns em animais como cavalos e ao homem sendo causada
principalmente por proteinas presentes na saliva das fémeas (SPINELLI; WIRTH 1993;
RONDEROS et al. 2003). Por causa de seu tamanho algumas espécies podem passar por

telas e redes que mantém outras pragas de fora e podem tornar a vida insuportavel.

Figura 13 — Enxame de Culicoides picando uma mé&o humana. Fonte: Matias, 2019.

O ataque que algumas espécies de Culicoides realizam sobre vertebrados,
incluindo o homem, pode causar impacto no desenvolvimento de areas Uteis para a

agricultura, pecudria e turismo, tornando esse género de grande importancia tanto a nivel
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médico e veterinario, como também para a economia e 0 meio ambiente (COSTA et al.,
2013).

Em todo o mundo, mais de 50 arbovirus foram isolados de Culicoides, a maioria
das familias Bunyaviridae (20 virus), Reoviridae (19 virus) e Rhabdoviridae (11 virus).
Muitos desses virus foram isolados com mais frequéncia de outros grupos de artropodes
e sua associacdo com espécies de Culicoides é provavelmente acidental. Os patdégenos
humanos da febre do Vale do Rift, estomatite vesicular, virus do rio Mitchell e da
encefalomielite equina oriental, que s&o transmitidos principalmente por mosquitos, estdo
todos nessa categoria. No entanto, 45% dos virus isolados de Culicoides ndo foram
isolados de outros artropodes (MELLOR; BOORMAN; BAYLIS, 2000).

Entre os virus transmitidos por Culicoides, o virus do Oropouche (OROV) é uma
das infecgdes por arboviroses humanas mais comuns no Brasil e mais de 30 grandes surtos
e meio milhdo de casos foram notificados desde que foi isolado pela primeira vez em
1955 em Trinidad e Tobago (TRAVASSOS DA ROSA et al., 2017).

Em animais, ha transmisséo do virus da encefalite equina isolados de maruins na
América do Sul (LINLEY et al. 1983). O virus da Lingua Azul “Bluetongue”, onde C.
insignis Lutz € vetor da enfermidade, é transmitido a ruminantes domésticos e selvagens,
a exemplo de bovinos, ovinos, caprinos e cervos provocando suas mortes, podendo assim
acarretar implicagdes no comércio de animais e produtos de origem animal (GORCH;
LAGER 2001; GORCH et al. 2002).

Como os Culicoides usam uma ampla gama de habitats, a transmissdo também
ocorre em amplas regibes em ambientes agricolas intensivos e extensivos, florestas e
areas periurbanas. Os sistemas de arbovirus transmitidos por Culicoides séo
ecologicamente complexos, envolvendo varios vetores e hospedeiros em uma Unica
regido. Culicoides sdo poiquilotérmico e requer locais de desenvolvimento semiaquaético,
de modo que as taxas demogréficas e as interacdes com o hospedeiro sdo sensiveis a
variacdes sutis de temperatura e umidade. Portanto, o sucesso dos mosquitos Culicoides
como Vvetores de arbovirus esta relacionado aos vastos tamanhos populacionais que
podem ser alcancados em condigdes climaticas adequadas e aos seus meios de disperséo.
Consequentemente, a epidemiologia das doencas virais de Culicoides esti fortemente
ligada ao clima e ao tempo (MELLOR; BOORMAN; BAYLIS, 2000).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo integra parte do projeto intitulado “Estudo do virus zika em
bovinos com BVDV e BTV e sua interagdo com mosquitos dos géneros Aedes e
Culicoides no Estado de Sdo Paulo”. Aprovado e financiado pela Chamada MCTIC-
CNPQ/ MEC-CAPES/ MS-DECIT / FNDCT N° 14/2016 -PREVENCAO E COMBATE
AO VIRUS ZIKA, sob a supervisio da Dr. Liria Hiromi Okuda, responsavel técnica do
Laboratdrio de Viroses de Bovideos do Instituto Biologico de Séo Paulo (LVB-IB/SP),
no periodo de 2016 a 2020.

4.1 Instituicdes participantes

Este estudo foi realizado no Laboratério de Viroses de Bovideos do Instituto
Biologico de Séo Paulo (LVB-IB/SP) e contou com o apoio e participacdo do Istituto
Zooprofilattico Sperimentale dell” Abruzzo e del Molise “G.Caporale” (IZSAM),
Teramo, Italia, Laboratério de Referéncia OMSA para Bluetongue. Este instituto
contribuiu com treinamentos sobre a coleta e identificacdo de mosquitos e o diagnéstico
de BTV. Ainda contamos com a colaboracdo do Ndcleo de Pesquisa e Conservagdo de
Cervideos (NUPECCE), Fazenda Experimental da APTA (Agéncia Paulista de
Tecnologia Agropecuaria) e da Cole¢do de Ceratopogonidae da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz/CCER).

O NUPECCE fundado e localizado na Universidade Estadual Paulista (UNESP),
campus de Jaboticabal-SP, é um dos principais centros mundiais de pesquisa e
conservacdo de cervideos neotropicais. Desenvolve trabalhos nas areas de ecologia,
reproducéo, genética, educacdo, manejo em cativeiro e em vida livre. Participa na criacdo
de instrumentos legais e de politicas publicas visando a conservacdo e manutencdo de
diversas espécies de Cervideos de ocorréncia no Brasil e em diferentes paises da América
Latina (NUPECCE, 2021). A Fazenda Experimental da APTA - Polo Regional Extremo
Oeste localizada na cidade de Andradina/SP, sendo a propriedade voltada a pesquisa
cientifica e leildes de reprodutores. A Colecdo de Ceratopogonidae da Fiocruz possui
acervo com milhares de espécimes da fauna neotropical de interesse sanitario e agricola,

constituindo uma das maiores colecGes da familia na América Latina.
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4.2 Comité de Etica

Os procedimentos realizados nesse estudo foram conduzidos seguindo as
diretrizes éticas adotadas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia Animal de Laboratorio e
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA), e foi aprovado
pela Comiss&o de Etica do Instituto Bioldgico, S&o Paulo, Brasil, protocolo N° 159/18
(Apéndice A).

4.3 Amostragem

O presente estudo foi do tipo transversal e longitudinal, onde para se identificar
potenciais espécies participantes no ciclo de manutencdo do ZIKV no pais e sua possivel
relagdo com BTV e BVDV, analisamos amostras clinicas de ruminantes domésticos e
silvestres, sendo parte das amostras selecionadas do banco de amostras do Laboratorio de
Viroses de Bovideos do Instituto Bioldgico e parte coletadas em campo. Também foram
coletados dipteros para a analise dos géneros Aedes e Culicoides como transmissores do
ZIKV.

4.3.1 Amostragem de ruminantes

Nosso estudo contemplou amostras de ruminantes domésticos como bovinos,
ovinos e caprinos e ruminantes silvestres como cervideos, fruto da parceria que o
Laboratorio de Viroses de Bovideos possui com o Nucleo de Pesquisa e Conservagao de
Espécies Silvestres (Nupecce — Unesp Jaboticabal), que por sua vez tem parcerias com

parques nacionais.

Dessa forma, o total de amostras de ruminantes analisadas foi de 4326 amostras,
sendo 3900 amostras de bovinos, 324 de ovinos, 98 cervideos e quatro de caprinos. As
matrizes estudadas foram amostras de sangue (4132), tecido (43 de adultos) e 6rgaos

fetais (151), provenientes das cinco regides do Brasil (Figura 13).
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Nimero de amostras de ruminantes analisadass de acordo com sua origem
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Figura 14 - Numero de amostras de ruminantes analisadas de acordo com seu Estado de origem.

4.3.1.1 Amostragem de ruminantes selecionadas do banco de amostras

O Laboratério de Viroses de Bovideos atende protocolos de exportacdo de
bovinos vivos e pesquisas com outros ruminantes, dessa forma, selecionamos do seu
banco de amostras, de forma conveniente, 2636 amostras, sendo 2485 amostras de
animais adultos (2086 de bovinos, 308 de ovinos e 91 de cervideos) e 151 amostras de
6rgédos fetais (131 de bovinos, 16 ovinos e quatro de caprinos). As amostras selecionadas
por conveniéncia eram referentes ao periodo de 2011 a 2017 e provenientes das cinco

regides do Brasil.

4.3.1.2 Amostras de ruminantes coletadas em campo

Entre os anos 2017 e 2019, foram coletadas 1690 amostras de sangue, sendo 1683
de bovinos e sete de cervideos no Estado de S&o Paulo, nos municipios de Andradina,

Caraguatatuba, Jaboticabal e Presidente Prudente (Figura 15).
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Figura 15 — Mapa do Estado de S&o Paulo, indicando a localizagdo dos municipios onde foram
realizadas as coletas das amostras de ruminantes.

Em Andradina foram realizadas duas coletas na Fazenda Experimental da Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (APTA) — Polo Regional Extremo Oeste. A
primeira coleta foi realizada em novembro de 2017, sendo 141 amostras de sangue de
bovinos e a segunda, em fevereiro de 2018, com 570 amostras de sangue de bovinos. O
total de bovinos amostrados nas duas coletas foi de 711 animais, de ambos 0s sexos, de
diferentes idades e das racas Nelore (628/711) e Abeerden Angus (76/711), e criados em
sistemas zootécnicos distintos, sendo o sistema extensivo para Nelore e sistema

agrossilvipastoril para Aberdeen Angus.

A coleta realizada em Caraguatatuba, em margo de 2018, contou com o total de
950 amostras de sangue de bovino. Os animais, todos machos, tinham idade igual ou
superior a 12 meses e eram da raca europeia (163/950) e Cruzado (787/950). Ja coleta do
municipio de Jaboticabal foi realizada no Nucleo de Pesquisa e Conservagéo de Cervideos
(NUPECCE), onde amostras de sangue de sete cervideos foram coletadas, sendo cinco
amostras da espécie Mazama gouazoubira G.Fischer, 1814, uma amostra de Ozotoceros
bezoarticus (Linnaeus, 1758) e uma amostra de Mazama bororo Duarte, 1996. Os dados

referentes a idade e sexo dos animais estdo listados na Tabela 2.
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Espécies

Nome popular

Nascimento

Sexo

Mazama gouazoubira
Mazama gouazoubira
Mazama gouazoubira
Mazama gouazoubira
Mazama gouazoubira
Ozotoceros bezoarticus
Mazama bororo

Veado-catingueiro
Veado-catingueiro
Veado-catingueiro
Veado-catingueiro
Veado-catingueiro
Veado-campeiro

Veado-mateiro-pequeno

08/08/2018
04/04/2018
30/05/2013
27/09/2016
13/012/2003
09/11/2018
NI

Fémea
Fémea
Macho
Macho
Fémea
Macho
Fémea

NI= Nao informado

Em uma propriedade no municipio de Presidente Prudente, apos a detec¢do de

animais positivos para BTV, sete bovinos foram monitorados para este agente através

de amostras de sangue, no periodo de abril a agosto de 2019.

4.3.2 Amostragem de dipteros

A amostragem dos dipteros teve como alvo espécies dos géneros Aedes e

Culicoides. Sempre gue possivel, as coletas foram realizadas no mesmo local e tempo em

que ocorreram as coletas de amostras de ruminantes. Dessa forma a coleta dos dipteros

foi realizada no periodo de 2017 a 2020, nos municipios de S&o Pedro, Andradina,

Caraguatatuba, Jaboticabal, Presidente Prudente e Cananéia, todos pertencentes ao Estado

de S&o Paulo (Figura 16).
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Figura 16 — Mapa do Estado de S&o Paulo, indicando os municipios onde foram realizados a

coleta dos insetos.
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Para captura dos insetos dos géneros Aedes e Culicoides foram utilizadas
armadilhas do tipo CDC (SUDIA; CHAMBERLAIN, 1988) e as armadilhas de luz negra
(VENTER; MEISWINKEL, 1994) (Figura 17). Ambas as armadilhas possuiam na parte
superior uma lampada de ultravioleta para atrair os mosquitos e ventilador para sugar o0s
insetos e na parte inferior, contém um copo coletor com &gua e detergente onde 0s insetos
capturados ficaram armazenados (GOFFREDO; MEISWINKEL,2004).

A B

Figura 17 - A - Armadilha CDC para captura de mosquitos do género Aedes. B - Armadilha de
luz negra, utilizada para captura de Culicoides. Fonte: Arquivo pessoal, Sdo Pedro, 2017

Os espécimes coletados foram transportados ao LVB, onde foram submetidos a
lavagem com agua para remocéo do detergente e separacdo dos demais insetos coletados
(Figura 17). Apo6s, foram mantidos em alcool, sendo que parte dos insetos foram
submetidos a identificacdo ao estereomicroscopio e parte submetidos a deteccdo

molecular do BTV.
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Figura 18 - Procedimentos realizados nos Culicoides coletados. A - Lavagem com &gua para
remogdo do detergente. B - Separacdo dos espécimes de Culicoides dos outros artropodes
coletados.

4.4 Preparo das amostras

Todas as etapas laboratoriais envolvendo manipulacdo das amostras bioldgicas
compostas por sangue, 6rgaos fetais e tecido, bem como artropodes, foram realizadas
com uso de barreiras de contencdo priméria através da utilizacdo de equipamentos
de protecdo individual como jaleco, mascara, luvas e equipamentos de protecéo coletiva
como cabine de seguranca bioldgica Il Tipo B em Laboratorio de Nivel de Biosseguranca

2 (NB-2) e em Laboratério de Biosseguranca 3 (NB-3) de contencdo secundéria.

As amostras de sangue passaram pelo procedimento de lavagem das hemaécias,
realizado de acordo com as recomendacdes preconizadas no Manual Padrdo para Testes
de Diagnostico e Vacinas para Animais Terrestres da OMSA (2016). O sangue foi
centrifugado a 3.000 rpm, durante 30 minutos a 4 °C. O plasma foi retirado e as células
sanguineas lavadas e ressuspendidas em igual volume de PBS (Tampao Salina Fosfatada)
estéril. O sobrenadante resultante desta etapa foi descartado, essa etapa se repetiu por
mais uma vez e, por fim, foram retirados aproximadamente 400 pL de hemacias e

distribuidas em microtubos de 1,5 mL previamente identificados.

As amostras de 6rgdos fetais e tecidos foram maceradas utilizando-se pistilos e
recipientes de louca estéreis e uma suspensdo de 20% (peso/volume) foi preparada com
meio MEM (meio essencial minimo de Eagle — Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha),
com 2% de antibioticos (mistura de antibioticos preparada: Penicilina G Potassica 11.200
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Ul/mL; Estreptomicina 0,01 g/mL; Gentamicina 0,01 g/mL; L-Glutamina 0, 029 g/mL e

Anfotericina B 0,5 mg/mL), trituradas e mantidas sob refrigeracéo.

O preparo dos espécimes para identificagdo molecular do BTV e ZIKV nos
espécimes de insetos coletados seguiu-se de acordo o com protocolo do IZSAM Teramo
— Italia. Dessa forma, os espécimes foram separados em pools, sendo estabelecido pool
minimo de 5 até maximo de 50 espécimes, de acordo com o numero de insetos capturados
nas armadilhas. Apds, foram macerados em pistilos e recipientes de louca estéreis e
utilizando 0,5 ml de tampé&o PBS, denominado meio de maceragdo. O volume final era
entdo aspirado e transferidos para microtubos de 1,5 mL devidamente identificados,

posterior utilizagdo em técnicas moleculares.

4.5 Extracdo do material genético

As amostras de sangue, orgaos fetais, tecidos e dipteros foram submetidas a
extracdo do acido nucleico por silica, utilizando o kit de extracdo comercial Cador
Pathogen 96 Qlacube HT (Qiagen®) especifico para extracdo de RNA, em sistema
extrator automatizado Qlacube HT (Qiagen®), seguindo as instrugdes do fabricante.

4.6 Analise de ruminantes como participantes do ciclo de manutencéo do ZIKV no

pais

Para identificar espécies participantes no ciclo do zika virus, as amostras de
ruminantes foram submetidas a RT-PCR em tempo real para deteccdo especifica do
ZIKV, utilizando-se o kit comercial Bio Gene Zika Virus PCR (Qiabasa®) para 50 testes.
O kit contempla todos os reagentes necessarios para a realizagdo da RT-gPCR
(transcriptase reversa, primers, sondas, master mix, Taqg polimerase e agua) bem como os

controles negativo, interno e positivo (Zika 2x105 cépias/mL).

Para que a reacdo de PCR seja altamente especifica, sensivel, eficiente e que
permita reprodutibilidade, foi necessario realizar a validacdo desse ensaio. Dessa forma,
o controle positivo foi eluido em agua nuclease free, conforme instrucdes do fabricante,
este foi diluido em base 10 correspondendo as concentragcdes de 2x105 até 2x100
copias/mL. Todas as concentragdes foram testadas, por reacao, em sextuplicata, com trés

repeticdes em placa de 384 cavidades, em dias alternados, utilizando a estacdo de
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pipetagem automatizada Ep-motion 5075 (Eppendorf®) para distribuir a mistura da
reacao e as amostras. O volume final de reacédo foi de 10 uL, sendo usado 7.5 puL de mix
de reagentes e 2.5 pL de RNA.

4.7 Anélise da interagdo do ZIKV com BTV e BVDV

4.7.1 Anélise molecular do BTV e BVDV

Para o estudo da interagdo do ZIKV com BTV e BVDV, todas as amostras de
ruminantes coletadas também testadas para a deteccdo do BTV através da técnica de RT-
gPCR segundo o manual da OMSA (2018) e para a deteccdo do BVDV, onde foi
empregado o kit VETMAX Gold BVDV® para RT-qPCR da ThermoFisher®, ja

utilizados na rotina diagndstica do laboratorio.

4.7.2 Avaliacdo da reacdo cruzada do ZIKV com BTV e BVDV

Foram realizados testes moleculares cruzados entre ZIKV, BTV e BVDV, no
sentido de avaliar possiveis resultados falso-positivos, por conta de estarmos avaliando
virus da mesma familia, como ZIKV e BVDV. Para tanto, 0 RNA do virus zika foi testado
na RT-gPCR para BTV e RT-PCR convencional e RT-gPCR para BVDV (detecta os trés

gendtipos |, Il e Hobi-like) e vice-versa.

4.8 Andlise dos dipteros como participantes do ciclo de manutencéo do ZIKV no

pais

4.8.1 ldentificacdo dos espécimes coletados

A identificacdo de espécimes do género Culicoides baseia-se na sua morfologia,
observando-se as caracteristicas como por exemplo, asas, patas, genitélia, cabega, antena,
palpus e torax, contando com o auxilio de chaves dicotdmicas como as seguintes:
Forattini (1957); Wirth, Blanton (1959); Vargas (1960); Vitale, Wirth, Aitken (1981);
Waller et al. (1990); Spinelli, Martinez (1991); Spinelli, Greiner, Wirth (1993); Brickle,
Hagan (1999); Felippe-Bauer et al. (2003); Spinelli et al. (2005) e Perruolo (2009). Para
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0s espécimes do género Aedes as chaves taxondmicas especificas sdo as seguintes:
Consoli & Oliveira (1998) e Forattini (2002). Para a identificacdo dos espécimes
coletados, contamos com a colaboracgdo do IZSAM e da Colecdo de Ceratopogonidae da

Fiocruz.

4.8.2 ldentificacdo de arboviroses

Parte dos insetos coletados foram submetidos a RT-PCR em tempo real para
deteccdo especifica do ZIKV, utilizando-se o kit comercial Bio Gene Zika Virus PCR
(Qiabasa®) e a uma RT-qPCR para deteccdo especifica do BTV, segundo o manual da
OMSA (2021).
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5 RESULTADOS

Para identificar potenciais espécies participantes no ciclo de manutengéo do ZIKV
e sua possivel relagdo com BTV e BVDV, bem como analisar dipteros dos géneros Aedes
e Culicoides como transmissores do ZIKV, estabeleceu-se o diagndstico laboratorial
molecular (RT-gPCR).

5.1 Andlise de ruminantes como participantes do ciclo de manutenc¢éo do ZIKV no
pais

Para a pesquisa do RNA do ZIKV nas amostras, inicialmente foi realizada a
padronizacdo do kit comercial Bio Gene Zika Virus PCR (Qiabasa®). A eficiéncia de
cada reacédo para a padronizacdo bem como o slope podem ser visualizados nas Figuras
19 (A e B) e 20. Os resultados mostraram que o teste foi capaz de detectar até 2 copias/mL.
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Figura 19 — Primeiro teste da RT-gPCR para virus Zika (Qibasa®). A) Primeira curva de
amplificac@o nas concentracdes de 2x105 a 2x100 copias/mL. B) Eficiéncia de reagdo em torno
de 100%.
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Figura 20 — Segundo teste da RT-gPCR para virus Zika (Qibasa®) nas concentracfes de 2x105
a 2x100 copias/mL

Apds a validacdo do kit comercial para deteccdo do ZIKV, as amostras de
ruminantes foram submetidas a RT-qPCR. Foram analisadas 4326 amostras de bovinos,
ovinos, caprinos e cervideos. Destas, trés amostras de cervideos mostraram-se positiva
para o ZIKV, do qual duas eram da espécie Blastocerus dichotomus (llliger, 1815) e uma
M. nana. Ambas as espécies sdo consideradas, nacionalmente, como ameacadas de

extincdo, na categoria de vulneravel (IUCN, 2021).

As amostras positivas, provenientes dos municipios de Jaboticabal (SP) e,
Promissao (SP), foram selecionadas por conveniéncia do banco de amostras do LVB do
ano 2018. As amostras positivas foram repetidas em triplicata, com Cts variando de 31 a
35 (Figura 21). De acordo com o relato do criador, um dos animais apresentou inapeténcia
no periodo da colheita da amostra, porém como o animal apresentava problema dentario,
ndo houve correlagdo com o resultado do teste molecular para ZIKV. Posteriormente,
houve relato de natimortos. Infelizmente ndo houve envio de amostras desse natimorto

para investigacdo de Zika.
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Figura 21 — Grafico de quantificacdo de produto de PCR em termociclador em tempo real, para detec¢do
do RNA do ZIKV. Seta maior: controle positivo. Seta menor: trés amostras positivas para ZIKV.

Analisamos amostras de 98 cervideos, as espécies estudadas e os resultados
obtidos estdo apresentados na tabela 3. Essas amostras eram provenientes dos municipios
de Jaboticabal/SP, Promissdo (SP) e Blumenau/SC.

Tabela 3. Resultados de RT-qPCR de ZIKV em cervideos segundo a espécie.
ZIKV

Especies Negativo Positivo % Positivos Total
Blastocerus dichotomus (llliger, 1815) 25 2 74 27
Mazama americana (Erxleben, 1777) 7 negativo 0 7
Mazama bororo Duarte, 1996 35 negativo 0 35
Mazama gouazoubira G.Fischer, 1814 12 negativo 0 12
Mazama nana (Hensel, 1872) 9 1 10 10
Mazama nemorivaga (F.Cuvier, 1817) 1 negativo 0 1
Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780) 1 negativo 0 1
Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus, 1758) 5 negativo 0 5
Total 95 3 98

Além das 98 amostras de cervideos, em nosso estudo analisamos 3900 amostras
de bovinos, 324 de ovinos e quatro caprinos, sendo 4074 amostras de sangue, trés tecidos
e 151 orgéos fetais. Nenhuma foi positiva para 0 ZIKV pela técnica de RT-qPCR. Essas

amostras provém de todas as regides do Brasil.

As amostras positivas que detectamos em nosso estudo por apresentarem baixa

carga viral ndo foram submetidas ao sequenciamento de nova geracao.
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5.2 Analise da interacéo do ZIKV com BTV e BVDV

5.2.1 Anélise molecular do BTV e BVDV

As 4326 amostras que passaram pela técnica de RT-PCR para deteccéo do ZIKV,
também foram submetidas a deteccdo do BTV e BVDV visto que sdo importantes
patdgenos responsaveis por perdas econdmicas em rebanhos de todo o mundo, além de
serem agentes causadores de sintomas clinicos parecidos com os que o ZIKV causam em
humanos e por isso essa detec¢do pode ser importante como diagndstico diferencial do
ZIKV em ruminantes. Do total de amostras estudadas, 244 foram positivas parao BTV e
sete para o BVDV (Figura 22).

Prevaléncia de resultados positivos

W ZIKV
m BTV

[ BVDV

Figura 22 - Prevaléncia dos resultados positivos das amostras testadas para ZIK, BTV e BVDV.

As 244 amostras positivas para BTV pela técnica de RT-gPCR eram amostras de
sangue, sendo 241 de bovinos e trés de ovinos. As amostras de bovinos eram provenientes
das coletas realizadas nos municipios de Andradina (91), Caraguatatuba (118) e
Presidente Prudente (oito) do Estado de S&o Paulo, além de 24 amostras do municipio de
Abaetetuba/PA que foram selecionadas do banco de amostras do LVB. Enquanto as

amostras de ovinos eram do municipio de Blumenau/SC (Figura 23).
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Figura 23 - Prevaléncia das amostras positivas testadas para BTV de acordo com sua origem.

Em uma propriedade de Presidente Prudente, apos a detec¢édo de animais positivos
para lingua azul, houve abertura por parte do criador para realizarmos o0 monitoramento
desta enfermidade nos animais positivos pela RT-qPCR e a instalagdo de armadilhas para
coleta de Culicoides onde os animais ficam albergados. A figura 24 apresenta 0s
resultados do monitoramento de BTV.

Nota-se que na média, a deteccdo do RNA viral persistiu em torno dos trés meses,
com valores de Cp variando de 30 a 40, o que condiz com dados da literatura que no
bovino, gira em torno de até 120 dias. Todos 0s animais positivos ndo apresentaram
nenhum sintoma clinico condizente com doenca vesicular ou reprodutiva e alteraces
hematoldgicas, demonstrando o papel do bovino como reservatorio da doenca. Nos
bovinos, a faixa etéaria destes animais variou de 12 a 24 meses, fator de risco de infecgdo
pelo virus da lingua azul, cuja principal forma de transmissao é pela picada de maruins

infectados.

Animal 1: Monitoramento de BTV de abril a julho de 2019
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25,0
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Animal 2: Monitoramento de BTV de maio a julho de 2019
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Animal 3: Monitoramento de BTV de maio a agosto de 2019

Animal 4: Monitoramento de BTV de maio a agosto de 2019

— -

Animal 5: Monitoramento de BTV de maio a julho de 2019

-

10/05/2019 12/06/2019 15/07/2019

Animal 6: Monitoramento de BTV de maio a julho de 2019

Figura 24 - Monitoramento da lingua azul, em uma propriedade localizada em Presidente
Prudente/SP.

As sete amostras positivas para BVDV eram amostras de bovinos, sendo duas
amostras de sangue provenientes dos Estados de Sdo Paulo e Parana e cinco amostras de
oOrgéos fetais provenientes dos Estados de Minas Gerais e S&o Paulo (Tabela 4).

Tabela 4 - Informacdes de origem das amostras positivas para BVDV.

Regido Estado Municipio Matriz Espécie BVDV
Sudeste MG Carneirinho orgdos fetais bovino 1
Sudeste SP Andradina sangue bovino 1
Sudeste SP Campinas orgdos fetais bovino 2
Sudeste SP Piracicaba orgdos fetais bovino 1
Sudeste SP Sé&o Paulo orgdos fetais bovino 1
Sul PR Curitiba sangue bovino 1




64

Total 7

Das amostras de orgaos de fetos abortados utilizadas nesse estudo, cinco foram
positivas para BVDV, no entanto, as amostras também foram submetidas a diagnostico
diferencial de doencas reprodutivas. Do total de amostras de fetos abortados, 11 (11/151)
foram positivas para Neospora caninum, importante agente causador de perdas
reprodutivas em animais domésticos impactando na rentabilidade dos sistemas de

producao animal.

As amostras de cervideos também foram analisadas para detec¢do do BVDV e
BTV. Trés destes cervideos das racas M. nana, M. bororo e O. bezoarticus provenientes
de um parque nacional de Blumenau/SC, foram encontrados mortos na mata do parque e
com lesdes hemorragicas nos 6rgdos internos. A suspeita inicial era lingua azul, mas os

resultados foram negativos tanto para BTV, BVDV e ZIKV.

Dessa forma, tanto as amostras de cervideos quanto as amostras de caprinos
mostraram-se negativas nos ensaios realizados para BTV e BVDV.

Abaixo segue a tabela 5 contendo informacdes sobre os resultados positivos para
ZIKV, BTV e BVDV encontrados nesse estudo. Nota-se que Andradina/SP foi o
municipio onde foi detectado dois agentes de forma simultanea, BTV e BVDV, porém,

nao foram detectadas na mesma amostra.

Tabela 5 - Informacdes sobre as amostras positivas para ZIKV, BTV e BVDV.

Regido Estado Municipio Matriz Espécies Total ZIKV BTV BVDV
Norte PA Abaetetuba sangue bovino 1795 neg 24 neg
Sudeste MG Carneirinho orgdos fetais  bovino 1 neg neg 1
Sudeste SP Andradina sangue bovino 711 neg 91 1
Sudeste SP Campinas orgdos fetais  bovino 2 neg neg 2
Sudeste SP Caraguatatuba sangue bovino 950 neg 118 neg
Sudeste SP Jaboticabal orgdos fetais  bovino 2 neg neg neg
Sudeste SP Jaboticabal sangue cervideo 51 3 neg neg
Sudeste SP Piracicaba orgdos fetais  bovino 5 neg neg 1
Sudeste SP Presidente Prudente sangue bovino 22 neg 8 neg
Sudeste SP Séo Paulo orgdos fetais  bovino 4 neg neg 1
Sul PR Curitiba sangue bovino 1 neg neg 1
Sul SC Blumenau sangue ovino 7 neg 3 neg

Total 3 244 7
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5.2.2 Avaliacdo da reacao cruzada entre ZIKV, BTV e BVDV

Os testes moleculares cruzados entre ZIKV, BVDV e BTV foram realizados, no
sentido de avaliar possiveis resultados falso-positivos, devido ao estudo analisar agentes
da mesma familia (ZIKV e BVDV) bem como arboviroses (ZIKV e BTV). Portanto, o
RNA viral das trés doencas foi testado entre suas técnicas diagndésticas, como o RNA do
virus Zika que foi submetido a RT-qPCR para BTV e RT-PCR convencional bem como
RT-qPCR para BVDV que é capaz de detectar os trés gendtipos (I, 11 e Hobi-Like) e vice-

Vversa.

Conforme esperado, ndo se observou reatividade cruzada entre a RT-gPCR frente
aos trés agentes virais, pois 0 uso de sondas utilizadas na técnica de RT-gPCR, permite
maior sensibilidade do teste diagndstico, pois € necessario a hibridizacao especifica entre

a sonda e o alvo para gerar sinal fluorescente.

Por outro lado, na RT-PCR para BVDV, cujo produto amplificado é visualizado
na altura de 290 pb, o ZIKV apresentou banda na altura de 200 pb (Figura 25), o que
alertou para possibilidade de estudos de ZIKV em amostras encaminhadas para
diagnostico de BVDV na rotina do laboratério. Desta forma, incluiu-se o estudo

retrospectivo de fetos abortados para anélise de ZIKV, cujos resultados foram negativos.

BVDV  ZIKV  100pb CN

Figura 25 — Gel de agarose com concentragéo a 1,5% com produtos de PCR para BVDV.
Coluna BVDV: BVDV com amplificagdo na altura dos 290pb. ZIKV: ZIKV com
amplificacdo na altura 200pb. 100pb: Marcador molecular de 100pb. CN: Controle
negativo.



66

5.3 Analise dos dipteros como participantes do ciclo de manutencédo do ZIKV no

pais

5.3.1 Identificacdo dos espécimes coletados

Nos locais onde as armadilhas foram instaladas, coletou-se mais mosquitos
Culicoides que outras espécies de artropodes, porém, ndo foi identificado mosquitos do
género Aedes. Na comparacéo entre as duas armadilhas utilizadas nesse estudo, tipo CDC
e a cedida pelo grupo da Itélia, observou-se a captura de insetos maiores na armadilha
tipo CDC, pois apresenta a malha da rede com espacamento maior da utilizada na

armadilha da Italia, o que dificultou a separacdo dos insetos menores.

As espécies de Culicoides identificadas estdo citadas na tabela 5. Os espécimes
que ndo se encontravam em perfeitas condi¢cdes para o diagndstico especifico, foram

identificados a nivel de subgénero e grupo.

Tabela 6 - Espécies de Culicoides identificadas das coletas realizadas no Estado de Sao
Paulo, de acordo com o subgénero ou grupo.

Subgénero/Grupo Espécie

Avaritia C. pusillus Lutz, 1913
Haematomydium Espécie ndo identificada
Haematomyidium/paraensis Espécie ndo identificada
Haematomyidium/debilipalpis C. debilipalpis Lutz, 1913
Hoffmania C. brasilianum Forattini, 1956

C. diffusus Spinelli, 1993
C. foxi Ortiz, 1950

C. insignis Lutz, 1913
Espécie ndo identificada

Stilobezzia C. venezuelensis Ortiz, 1952
Unplaced, group leoni C. glabellus Wirth & Blanton, 1956
Unplaced, group fluvialis C. leopoldoi Ortiz, 1951

Unplaced, group /limai C. limai Barreto, 1944

Unplaced, group reticulatus C. pifanoi Ortiz, 1951

5.3.2 Identificacgéo de arboviroses

Para a identificacdo de arboviroses nos Culicoides coletados, os espécimes foram
submetidos a RT-PCR em tempo real para deteccdo especifica do ZIKV e a RT-gPCR
para deteccdo especifica do BTV. Todos os pools testados foram negativos para ambos

0s agentes.
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6 DISCUSSAO

6.1 Andlise de ruminantes como participantes do ciclo de manutenc¢éo do ZIKV no
pais

O virus Zika foi identificado pela primeira vez no Brasil em 2015. Sua introducao
no pais tornou-se um importante problema de satde publica global devido ao grande surto
em seres humanos. Apesar do ZIKV ser de origem zoonotica, faltam informacdes sobre
a transmissao, ou mesmo a exposicao de vertebrados ndo humanos e mosquitos ao ZIKV
(PAUVOLID-CORREA et al., 2019). Dessa forma, aumentou a preocupacio com a
possiblidade de transbordamento do ciclo urbano para um ciclo silvestre, pois de acordo
com o estudo realizado por Althouse e colaboradores (2016), € possivel que o virus Zika

tenha potencial para estabelecer um ciclo de transmissao silvestre nas Américas.

Kuno e Chang (2005) através da associacdo de fontes animais com linhagens
virais sugeriu que o ZIKV se dispersou amplamente entre espécies animais distintas sem
um padrdo claro de preferéncia, talvez associado ao ciclo enzo6tico do ZIKV na Africa,
cujo ciclo natural permite uma ampla gama de hospedeiros. No entanto, pouco se sabe
sobre 0s hospedeiros vertebrados que participam da manuten¢do desse virus em natureza.
Alguns estudos tém contribuido para este entendimento, mas ainda sdo incipientes diante
da complexidade dos ciclos de transmissdo e da escassez de informacdo
(KARABATSOS, 1985; KUNO et al., 2017; DIAS, 2019).

Nesse contexto, o presente estudo foi realizado durante o periodo de 2017 a 2020,
a partir da analise de 4326 amostras clinicas de vertebrados domésticos como bovinos,
ovinos e caprinos, e vertebrados silvestres como cervideos, a fim de identificar potenciais
especies participantes no ciclo de manuten¢do do ZIKV no pais. O virus Zika foi
detectado em trés amostras de cervideos, evidenciando um percentual de deteccdo de
0,07% (3/4326) do total de amostras analisadas, e uma frequéncia de 3,0% (3/98) no total
de amostras de cervideos analisadas. De acordo com dados informados pelas Secretarias
Municipais de Saude no Sistema de Informacgédo Sinan Net, ndo houve registro de caso
humano de Zika em 2018 (CVE, 2019).

Esse resultado sugere que os cervideos foram expostos ao ZIKV e séo susceptiveis
a infeccdo, e por isso devem ser motivo de atengdo, pois, de acordo com Drolet e
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colaboradores (2013), os cervos podem servir como reservatérios de amplificacdo de
virus a outras especies animais, selvagens e domeésticas. Os cervideos detectados
positivos para ZIKV eram de espécies consideradas, nacionalmente, como ameacadas de
extincdo, na categoria vulnerdvel (IUCN, 2021). De acordo com Duarte e colaboradores
(2012) algumas espécies de cervideos tem sofrido grande pressao antropica decorrente da
perda de seu habitat, principalmente ap0s a expansao urbana e agricola, em areas até entdo
conservadas, 0 que aproximou o homem com seus animais domésticos dos animais
silvestres, possibilitando a disseminacdo de doencas a novos hospedeiros e ambientes
(HOLSBACK et al., 2013).

A infeccdo pelo ZIKV em humanos, em cerca de 75% a 80% dos casos, apresenta-
se de forma assintomatica (ATIF et al., 2016). Apds um periodo de incubagdo de
aproximadamente 3 a 12 dias, a manifestacdo mais comum é caracterizada por quadro
autolimitante de febre baixa, cefaleia, dores musculares, dores articulares nas pequenas
articulacbes das méaos e peés, conjuntivite ndo purulenta, dor ocular, prostracdo e rash
maculopapular pruriginoso (YADAV; RAWAL; BAXI, 2016; ATIF et al., 2016; AZIZ
et al., 2017). Embora a doenca tenda a evoluir de forma favoravel (ZANLUCA et al.,
2015), o virus tem sido associado a malformacgdes congénitas, incluindo microcefalia e
outras doencas neuroldgicas graves, como a sindrome de Guillain-Barré (SGB) (CAO-
LORMEAU etal., 2016). Um dos cervideos analisados apresentou inapeténcia no periodo
da colheita da amostra, porém, foi associado com problema dentério, entretanto,
posteriormente, houve relato de natimortos, infelizmente ndo houve envio de amostras
desse natimorto para investigacao de Zika. De acordo com Catenacci e Alcantara (2018),
quase ndo ha informacdes sobre os sinais clinicos da infeccdo do ZIKV em animais
selvagens, pois a ocorréncia de infeccdo pelo virus Zika em animais selvagens foi
encontrada principalmente de forma acidental durante pesquisas sorolégicas em busca de

outros patdgenos.

Segundo Bueno e colaboradores (2016) mamiferos selvagens com infecgéo pelo
ZIKV aparentemente apresentam poucos sinais clinicos. Em um estudo sentinela em
Uganda em 1947, um primata apresentou pirexia leve (DICK; KITCHEN; HADDOW,
1952). Em estudos experimentais macacos rhesus infectados com ZIKV mostraram
inapeténcia leve a moderada, o que resultou em perda de peso leve em quatro animais

(DUDLEY et al., 2016). Dois animais também desenvolveram uma erupgéo cutanea leve
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ao redor do local de inoculacdo em 1 DPI que persistiu por 4-5 dias. Nenhum outro sinal
clinico anormal foi observado. Outros dois estudos com macacos rhesus mostraram que
dentro de 8-10 DPI os animais apresentaram febre (temperatura axilar 38,9 °C) com
temperatura maxima de 40,1 °C (DUDLEY et al., 2016) e 39,5 °C (OSUNA et al., 2016).

Uma limitacdo de nosso estudo inclui um numero limitado de amostras de
cervideos, pois 0s cervos neotropicais exibem comportamento elusivo e néo toleram o
contato humano e tais caracteristicas impossibilitam a obtencdo de amostras bioldgicas,
como sangue, tecido ou células em geral (SILVA; OLIVEIRA; DUARTE, 2020).
Entretanto, um dos pontos fortes do nosso estudo é o uso do método molecular altamente
sensivel e especificos com critérios conservadores de positividade para deteccdo da
infeccdo pelo ZIKV. Hayes (2009) relata que os testes moleculares para deteccdo de
ZIKV, incluindo PCR em tempo real, sdo a melhor opcdo para detectar RNA de ZIKV.
Os testes podem ser realizados em amostras de soro de fase aguda, tecidos ou sangue

total, obtidas menos de sete dias apds o inicio da doenca.

Pelo menos 79 espécies animais foram identificadas como naturalmente
infectadas ou experimentalmente suscetiveis a infeccdo por ZIKV. Mamiferos, e
especialmente primatas, sdo o grupo taxondmico mais representado, embora aves, répteis
e anfibios também tenham sido identificados, indicando a diversidade potencial de
hospedeiros de ZIKV e a falta de uma associagdo clara entre ZIKV e taxons animais
especificos. Outros trabalhos também obtiveram resultados positivos para deteccdo de
ZIKV pela técnica de PCR em tempo real em animais silvestres e domésticos. Favoretto
e colaboradores (2016) relataram a primeira deteccdo do ZIKV entre primatas
neotropicais, pela técnica de PCR em tempo real. Sete animais (29%) foram positivos
para 0o ZIKV, sendo quatro saguis (Callithrix jacchus) e trés macacos (Sapajus
libidinosus). O sequenciamento do produto amplificado de um dos macacos mostrou
semelhanga de 100% com ZIKV circulando em humanos na América do Sul. Vale
ressaltar que os saguis eram de vida livre, porém, mantinham contato com humanos,
enguanto 0s macacos eram em sua maioria, animais de estimacéo, sugerindo que 0s

animais poderiam atuar como hospedeiros do ZIKV.

Ragan e colaboradores (2017) buscaram identificar potenciais espécies animais

reservatorios e/ou hospedeiros amplificadores na América do Norte que poderiam
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sustentar o ciclo de transmissdo do ZIKV. Atraves de infeccdo experimental eles

identificaram RNA do ZIKV em sapos e tatus.

Estudo recente de Pauvolid-Corréa e colaboradores (2019) analisou amostras de
vertebrados domeésticos e silvestres da regido centro-oeste do Brasil visando a deteccéao
de ZIKV. Entre as espécies analisadas, 177 eram bovinos, 170 ovinos, 189 equinos e 190
caninos, porém nenhuma amostra foi positiva. Esses resultados foram semelhantes aos
encontrados na presente pesquisa, em que 3.900 bovinos, 324 ovinos, 95 cervideos, 4
caprinos, testaram negativo para 0 RNA do ZIKV. Esses resultados podem sugerir que
ndo ha transmissdo ativa do ZIKV entre essas espécies animais no periodo de 2011 a
2020, nas regides estudadas, portanto, improvaveis de representar risco como reservatério

do virus Zika.

Nossos resultados também corroboram com o trabalho de Ragan e colaboradores
(2017) que ndo detectaram o RNA do ZIKV em animais domeésticos como bezerros,
suinos, cabras e galinhas. Da mesma forma, recentemente, o estudo de Ambagala e
colaboradores (2020) através de inoculacdo experimental de ZIKV em ovinos, bovinos,
suinos e galinhas, obtiveram resultados negativos para detec¢do do virus Zika.

No presente estudo analisamos fetos de bovinos, ovinos e caprinos, mas nao
detectamos 0 RNA de ZIKV em nenhuma das amostras. Todavia, apesar dos nossos
resultados negativos, o virus Zika tem sido capaz de infectar fetos de varias espécies,
incluindo suinos (DARBELLAY et al.,, 2017a), frangos (THAWANI et al., 2018;
ZHANG et al., 2019; AMBAGALA et al., 2020), camundongos (CUGOLA et al., 2016;
YOCKEY et al., 2016), macaco rhesus (NGUYEN et al., 2017) e humanos (MLAKAR
et al., 2016).

Dois estudos com fetos de suinos e suinos neonatais demonstraram que ambos séo
altamente suscetiveis a infeccdo pelo virus Zika, indicando que a idade do animal pode
ser um fator importante para a infeccdo pelo virus Zika (DARBELLAY et al., 2017a;
DARBELLAY et al., 2017b). Embrides de frango foram inoculados experimentalmente
com ZIKV em diferentes estudos e apresentaram-se altamente suscetiveis ao virus, sendo
o material gendmico viral detectado por RT-PCR em tempo real no cérebro, olho, coracéo

e figado, variando a deteccdo aos dias 7 a 15 ap0s a inoculacao, além do ZIKV suprimir
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0 desenvolvimento dos embribes (THAWANI et al., 2018; ZHANG et al., 2019;
AMBAGALA et al., 2020).

Recentemente foi demonstrado que tanto os macacos rhesus quanto os
cinomologus séo altamente suscetiveis a infeccdo pelo ZIKV em condigdes experimentais
e que 0 RNA do virus Zika poderia ser detectado no cérebro desses animais, linfonodos
e tecido reprodutivo com RNA do virus Zika em estagios finais de infeccéo (28 dias apds
a infeccéo) (OSUNA et al., 2016).

lani (2021) cita a necessidade de monitoramento ativo de reservatorios e
hospedeiros animais para caracterizar agentes infecciosos e o risco de exposicdo da
comunidade, principalmente em paises com histdricos de surtos de transmisséo zoonotica
como o Brasil. O avango tecnoldgico de plataformas de sequenciamento de nova geracéo
tornou viavel a geracdo de genomas virais, desempenhando um papel importante na luta
contra epidemias emergentes e reemergentes (FARIAS et al., 2016). Pois 0s genomas
analisados permitem caracterizar a diversidade genética viral, reconstruir as origens da
epidemia, estimar as taxas de transmissdo, sugerir proximos surtos e fornecer informacdes
para o desenvolvimento de vacinas e novos medicamentos, bem como melhoramento dos

métodos diagndsticos soroldgicos e moleculares (Farias et al., 2016).

Entretanto, é importante considerar que ao longo de todo o processo, desde a
coleta de amostra até o sequenciamento, existem alguns fatores que podem desempenhar
um papel fundamental e, consequentemente, alterar os resultados finais. No caso do Zika
virus, devido aos baixos titulos virais no sangue, o sequenciamento torna-se um grande
desafio (POUR, 2018). A carga viral da amostra pode ser observada de acordo com o
valor de Ct fornecido pela RT-gPCR, sendo o valor de Ct inversamente proporcional a
carga viral. Esses valores sdo utilizados para selecionar as amostras com maior quantidade
do virus, pois isso aumenta a chance de o procedimento ser bem-sucedido. As amostras
com Cts acima de 30, como as encontradas em nosso estudo (Cts 31 a 35), contém baixos
titulos virais, o que torna um fator complicador para o sequenciamento. Varios estudos
mostraram uma reducdo no sucesso de varias analises de sequenciamento em amostras
com Cts maiores de 30 (POUR, 2018; THEZE et al., 2018; CHARRE et al., 2020; de
MELLO MALTA et al., 2021). lani (2021) indica que para amostras com Cts acima de

24 ha a necessidade de fazer algum enriquecimento, como o isolamento viral.
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Outro fator relevante é o fato da limita¢do das amostras em se tratando de amostras
clinicas, pois para a deteccdo de infeccdo aguda do ZIKV seria necessario a coleta de
amostra de sangue durante o periodo virémico, que normalmente é curto mesmo nos
hospedeiros amplificadores. Catenacci e Alcantara (2018) indicaram que os testes
moleculares para deteccdo de ZIKV, devem ser realizados em amostras obtidas com até
sete dias ap0s o inicio da doenca. Contudo, 0s cervos neotropicais exibem comportamento
elusivo e ndo toleram o contato humano e tais caracteristicas dificultam a obtencao de
amostras bioldgicas. Além disso, muitos desses animais poderiam participar apenas como
hospedeiros terminais em ciclos abortivos de transmissdo, apresentando uma viremia
ainda mais curta e com baixa carga viral tornando ainda mais dificil a deteccdo de RNA

viral na corrente sanguinea (DIAS, 2019) e consequentemente seu sequenciamento.

Neste caso, técnicas soroldgicas de pesquisa de anticorpos talvez se apresentem
como uma valiosa ferramenta, uma vez que teriam a capacidade de evidenciar infeccdes
passadas (DIAS, 2019). Um estudo realizado por Reuter e Nelson (2018), no qual
amostras sorolégicas de 22 cervos de cauda branca (Odocoileus virginianus) residentes
na ilha de St. John, do Parque Nacional das llhas Virgens nos Estados Unidos, foram
rastreadas para patdgenos virais importantes, incluindo o ZIKV. Pelo teste de
neutralizacdo por reducdo de placa foi observada a presenca de anticorpos anti-ZIKV em

quatro cervos, sugerindo possivel exposicao dos cervideos ao ZIKV.

Entre as 570 amostras de sangue de bovinos coletadas em Andradina/SP no ano
de 2018, 529 foram submetidas a técnica de virusneutralizacdo (VN) para pesquisa de
anticorpos anti-ZIKV. Conforme relatado por Freire e colaboradores (2021), das 529
amostras submetidas a técnica de virusneutralizacdo, 53 foram reagentes ao ZIKV. Esses
resultados sugerem que os bovinos foram de fato expostos ao ZIKV e séo suscetiveis a
infeccdo do ZIKV. Os animais eram criados em sistemas extensivos e agrossilvipastoril,
que a maior prevaléncia de bovinos reagente para ZIKV (12%) eram do sistema de cria¢do
agrossilvipastoril. De acordo com Freire e colaboradores (2021) as caracteristicas desse
sistema de criacdo podem ter sido responsaveis por um maior contato animal/vetor e

consequentemente uma maior soroprevaléncia neste sistema.

Apesar da auséncia de deteccdo do RNA viral nas amostras de bovinos testadas,
as evidéncias sorologicas reportadas no estudo por Freire e colaboradores (2021) séo

achados importantes. De acordo com Dias (2019), evidéncias sorologicas eventuais
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reportadas em investigacdes ativas podem indicar precocemente a circulacao viral durante
periodos de baixa circulacao viral em auséncia de epidemias e epizootias. Esses resultados
sdo semelhantes a outros estudos que detectaram anticorpos para o virus Zika em animais

domésticos e silvestres.

Um estudo no Quénia em 1977 se concentrou no papel potencial de vertebrados
domeésticos (cabras, ovinos e bovinos) e vertebrados selvagens (2.424 pequenos
mamiferos, 1.202 aves, 18 répteis) na manutencdo da transmissdo de arbovirose. Os
ensaios de inibicdo da hemaglutinacdo mostraram que animais domésticos (0,4%), aves
silvestres (0,4%), pequenos mamiferos silvestres (5,9%) e répteis (27,7%) testado
positivo para ZIKV (JOHNSON et al., 1977).

Em Lombok, Indonésia, em 1978, anticorpos anti-ZIKV foram detectados em
patos, cabras, vacas, cavalos, bisdes e bufalos carabaos, mas ndo em galinhas, ratos ou
aves selvagens, indicando a ampla circulacdo do virus em animais domésticos (OLSON
et al., 1983). Enquanto outros estudos relataram anticorpos ZIKV em animais como
cabras, ovelhas e roedores (DARWISH et al., 1983), ledes e ungulados como
Artiodactyla, Perissodactyla e Proboscidea (HENDERSON; HEWITT; LULE, 1968).

Barr, Anderson e Long (2016) infectaram culturas de células de diferentes
espécies animais com ZIKV, 17 mostraram que eram suscetiveis ao virus, desenvolvendo
um efeito citopético sete dias apds a infeccdo. Algumas das culturas celulares eram de
animais domeésticos e outras de primatas selvagens do Velho Mundo, enquanto nove eram
de espécies de animais selvagens encontradas nas Ameéricas: T. brasiliensis, S. floridanus,
U. cinereoargenteus, O. hemionus, P. lotor, D. virginiana, D. novemcinctus, M. monax e
N. vison. A maioria destes animais sdo peri-domésticos e sinantropicos. Os autores
também argumentaram que, com viremia suficientemente alta, esses animais poderiam
servir como hospedeiros. No entanto, eles também indicaram que a estirpe do virus
utilizada no experimento ndo possui algumas caracteristicas do ZIKV atualmente

circulante no campo e que o virus no laboratério ndo reflete a infecg¢éo natural.

Chua e colaboradores (2019) testaram 234 amostras de macacos de cauda longa
selvagens (Macaca fascicularis) capturados na Malasia Peninsular em 2009, 2010 e 2016
para RNA e anticorpos do virus Zika. Nenhum foi positivo para RNA, no entanto, 1,3%

foram soropositivos para ZIKV. Enquanto Dias (2019) analisou um total de 174 amostras
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de plasma por PRNT90 para ZIKV, resultando na deteccdo de 7 (4%) amostras
soropositivas. Cinco espécies compdem o grupo dos soropositivos, sendo trés (n=22)
capivaras, um (n=3) morcego, um (n=37) quati, um (n=21) gamba e um (n=1) PNH. O
estudo sugeriu a exposicdo desses hospedeiros ao virus Zika, sendo a primeira evidéncia

soroldgica da circulacdo do ZIKV nessas espécies nos Brasil.

A presenca de animais soropositivos para o ZIKV indica exposicdo prévia ao
agente, ou seja, passou a fase de viremia e possivel transmissdo viral para o inseto
artropode (vetor). Porém, mais estudos sdo necessarios para entender adequadamente o
papel dos vertebrados na transmissao dindmica do ZIKV (HAYES, 2009; VOROU, 2016;
BUENO et al., 2016; CATENACCI; ALCANTARA, 2018).

Apesar da expressiva reducao da incidéncia da infeccdo pelo ZIKV nos altimos
anos (CVE, 2019), acredita-se que o virus tenha potencial para se manter circulando em
ciclos enzodticos silenciosos no pais, como se observa com o YFV, com eventuais
reemergéncias resultando em epidemias (BRASIL, 2017, 2018). Como observado para o
DENV, a massiva epidemia da febre do Zika pode ter produzido uma grande parcela da
populacdo imunizada pela primo-infeccédo. A recrudescéncia da circulagédo viria quando
uma nova parcela da populacgéo estiver susceptivel, gerando uma nova onda epidémica.
Nos periodos interepidémicos, o virus ficaria sendo mantido em ciclos inaparentes de

circulacdo em espécies de vertebrados e invertebrados (KUNO et al., 2017).

Um fator critico para o desenvolvimento de estratégias de salde publica para
mitigar o risco de doen¢a humana continua de ZIKV é se um ciclo silvestre de transmissao
ZIKV provavelmente se estabelecer na América do Sul, como ocorreu séculos atras para
0 virus da febre amarela apds sua importacdo da Africa, pois dessa forma o controle do
mosquito e mesmo a imunidade de rebanho pela vacinacgao ou a limitagdo da transmissao
pela rotatividade demografica ndo serdo suficientes para erradicad-lo da regido
(ALTHOUSE et al., 2016). Existem varios fatores que podem contribuir para o potencial
de transmissé@o enzodtica do ZIKV (por exemplo, vetores suscetiveis, densidade vetorial,
proximidade com humanos com infec¢do por ZIKV e fatores ambientais) (TERZIAN et
al., 2018), além da ampla diversidade de possiveis hospedeiros tanto silvestres como
domeésticos, e a sua suscetibilidade a infeccdo por ZIKV e a duragdo da viremia que geram
permanecem desconhecidos e potencialmente um dos fatores mais importantes
(ALTHOUSE et al., 2016).



75

Althouse e colaboradores (2016) realizaram um estudo de modelagem matematica
para prever se ha potencial para o virus Zika estabelecer um ciclo de transmisséo silvestre
nas Américas, baseado na dindmica de transmisséo silvestre do DENV e YFV. Apds o
estabelecimento de simulacBes, o estudo sugeriu que hd uma alta probabilidade de
estabelecimento desse ciclo silvestre, no entanto, a probabilidade depende de uma série
de parametros biologicamente plausiveis, como tamanho populacional de hospedeiros e

vetores, taxas de natalidade hospedeiras e forga de infec¢do ZIKV.

A amostragem por conveniéncia realizada nesse estudo ocorreu por uma questao
logistica e ndo epidemioldgica, porém, ndo se descarta a importancia e a confiabilidade
da pesquisa, pois pudemos analisar amostras provenientes de todas as regides brasileiras,
possibilitando uma visdo geral da ocorréncia do ZIKV no pais. Apesar dos nossos
resultados positivos, esses achados ndo definem a real participacéo de cervideo no ciclo
de transmisséo do virus ZIKV, bem como dos outros ruminantes domésticos analisados.
Nesse sentido, para entender o papel que o ruminante desempenha na manutencdo e
expansao do ciclo de transmisséo do ZIKV na natureza, estudos de campo e experimentais
para analise da competéncia do hospedeiro e vetorial, bem como a dindmica da interacao
virus-hospedeiro e virus-vetor, pesquisas sorologicas e vigilancia ativa, devem ser
realizados como forma de auxiliar a interpretacdo dos dados obtidos nessas investigacdes,

pois podem ser Uteis na definicdo de medidas efetivas no controle dessa arbovirose.

6.2 Analise da interacdo do ZIKV com BTV e BVDV

BTV

Apesar de distintos, o ZIKV e o BTV apresentam certas caracteristicas
epidemioldgicas e manifestacdes clinicas em comum. Ambas s&o arboviroses e causam
malformacdes congénitas, abortos e natimortos. A Lingua Azul é uma doenga infecciosa
ndo contagiosa que apresenta importantes impactos sécio-econdémicos decorrentes de
restricdes na importacdo ou por perdas diretas nos rebanhos infectados com o virus da
lingua azul. Assim como ocorre com o virus Zika, o BTV é um arbovirus, porém,

transmitido por mosquitos do género Culicoides.
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No presente estudo as 4326 amostras foram submetidas para deteccao do virus da
lingua azul, destas, 244 (5,6%) foram positivas para 0 BTV, todas eram de bovinos,
provenientes dos municipios de Andradina, Caraguatatuba, Presidente Prudente, do
Estado de S&o Paulo e do municipio de Abaetetuba do Estado do Para.

Bovinos infectados com BTV costumam ser assintomaticos e apresentam longo
periodo de viremia, servindo como reservatorios, infectando os vetores que transmitem o
virus a outros vertebrados. Em bovinos, o virus é detectado no sangue por 35 a 60 dias
apos a infeccdo, durando até 160 dias (KATZ et al. 1994), enquanto 0s ovinos sdo mais
suscetiveis, pois manifestam os sintomas com maior gravidade. Nossos resultados
corroboram com essas informacdes pois os bovinos positivos para BTV que foram
monitorados em Presidente Prudente/SP, ndo apresentaram nenhum sintoma clinico e a

média de deteccdo viral persistiu em torno de trés meses.

Estudos soroldgicos para BTV realizados no Brasil em ruminantes domésticos
(bovinos, ovinos, caprinos e bufalos) indicam que a infeccéo estd amplamente distribuida
em todas as regibes, incluindo a Paraiba (MELO et al. 2000; ALVES et al. 2009),
Pernambuco (MOTA et al. 2011), Bahia (SOUZA et al. 2010), Minas Gerais (CASTRO
et al. 1992; LAGE et al. 1996; KONRAD et al. 2003), Sdo Paulo (NOGUEIRA et al.
2009; VENDITTI, 2009; NOGUEIRA et al., 2016; KAWANAMI, 2018; SILVA et al.,
2018), Rio Grande do Sul (COSTA et al., 2006), Parana (NEGRI FILHO, 2015;
SBIZERA, 2018; SBIZERA et al., 2020) e Mato Grosso do Sul (PELLEGRIN et al.
1997).

BVDV

A familia Flaviviridae contempla, além do virus Zika, outros virus que causam
sintomatologia relacionados a doencga reprodutiva, como é o caso do BVDV, ¢
considerado, em todo o mundo, um dos mais importantes patdgenos para 0s rebanhos
bovinos (RIDPATH; FLORES 2007). A sua capacidade de cruzar a barreira placentaria
durante a gestacdo pode causar infertilidade temporaria, queda nas taxas de concepcéo,
morte embrionaria e abortamentos (VIRAKUL et al., 1988; HOUE; PEDERSEN;
MEYLING, 1993), mumificacdo fetal e natimortalidade (McCLURKIN et al., 1984,
BROWNLIE; CLARK; HAWARD, 1989; QUINCOZES et al., 2007).
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Em nosso estudo sete amostras (0,16%) apresentaram-se positivas para detec¢éo
do RNA de BVDV. No Brasil, a infeccédo pelo BVDV esta amplamente disseminada tanto
nos rebanhos bovinos de leite, quanto nos de corte (QUINCOZES et al., 2007) onde 0s
isolados virais foram caracterizados geneticamente e identificados como pertencentes as
espéecies BVDV 1 e 2 (FLORES et al., 2005; CORTEZ et al., 2006; LUNARDI et al.,
2008). Nossos resultados corroboram com Pilz e colaboradores (2007), ao detectarem 23
animais positivos pela técnica de PCR, e com Dezen e colaboradores (2013), onde 692
amostras de soro de bovinos foram testadas para RNA de BVDV, em 29 (4,19) foram
detectados. Em um estudo mais recente, O BVDV foi detectado em 1% (29/2864) das
amostras de bovinos (SPETTER et al., 2020).

Os efeitos reprodutivos da infeccdo aguda por BVDV incluem taxas de fertilidade
reduzidas, morte embrionaria, abortos e defeitos congénitos (SPRECHER et al., 1991;
McGOWAN et al., 1993). Efeitos condizentes com o encontrado em nosso estudo pois
detectamos o RNA viral em fetos de bovinos abortados. Outro estudo realizado em fetos,
foi o de Botton e colaboradores (1998), que detectaram 0,79% (11 fetos) de fetos
positivos.

A ocorréncia de falhas reprodutivas, principalmente abortamentos, natimortos e
malformacdes, além do nascimento de bezerros fracos e inviaveis, € um indicativo da
presenca do BVDV nos rebanhos (FLORES et al., 2005).

Em nosso estudo, dos ovinos analisados nenhum foi positivo para o BVDV. No
entanto, em um estudo realizado por Gaeta e colaboradores em 2016, foi detectado a
prevaléncia de 1% de ovinos positivos para BVDV no Estado de Séo Paulo. A criacdo
consorciada de ovinos e bovinos pode ser um fator de risco na transmissao de BVDV para
ovinos, fato observado por Gaeta et al. (2016) e por Krametter-Froetscher et al. (2010),
demonstrando que os pestivirus de ruminantes ndo sdo necessariamente hospedeiros-
especificos (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

Embora as frequéncias de infeccdo por pestivirus sejam baixas em rebanhos
ovinos (GAETA et al., 2016), diversos estudos indicam que os rebanhos bovinos
apresentam alta prevaléncia (SAMARA et al.,, 2004; POLLETO et al.,, 2004;
QUINCOZES et al. 2007, FRANDOLOSO et al., 2008; BRITO et al. 2010, CHAVES et
al. 2012; SOUZA et al., 2013). Contradizendo a informacéo supracitada, outros estudos
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(MIRANDA, 2012; POSSEBON; MARTINS, 2014; WEBER et al., 2014; BASQUEIRA
et al., 2017) encontraram baixa prevaléncia nos rebanhos bovinos. Em nosso estudo o
RNA viral foi detectado em 0,16% das amostras analisadas. De acordo com Baker (1995),
embora aparentemente baixa, a prevaléncia de animais virémicos observada é suficiente

para manter o virus na populacéo.

As divergéncias nos estudos soroepidemiologicos sobre a prevaléncia desta
doenga em rebanhos bovinos, de acordo com Nogueira (2003) podem ser explicadas por
diversos fatores, entre eles a densidade bovina, tamanho do rebanho e manejo. Seja para
diagnosticar casos clinicos, estabelecer prevaléncia de doencas em rebanhos ou regides e
detectar animais aparentemente normais, mas persistentemente infectados, € vital detectar
com precisdo o0 BVDV (LANYON et al., 2014). Diante desse cenario, 0 RT-PCR se
mostra um dos métodos mais sensiveis para a deteccdo de BVDV (HOOFT van
IDDEKINGE et al., 1992; HORNER et al., 1995).

Os ensaios de RT-PCR em tempo real, do qual utilizamos em nosso estudo, sdo
recomendados pela OMSA (2018) como técnica padrao para a detecgdo de RNA viral de
BVDV, visto que a técnica apresenta vantagens como alta sensibilidade, ndo depende do
uso de cultura de células, é capaz de detectar genoma de virus ndo infeccioso, além de ser
rapida, confiavel e permitir a deteccdo do RNA viral em uma ampla gama de amostras,

incluindo soro, sangue total, tecidos, leite e sémen.

Diversos autores citam em seus estudos o uso da RT-PCR como uma estratégia
adequada para o diagndstico etiolégico da infecdo pelo BVDV (KIM; DUBOVI, 2003;
LARSKA; KUTA, POLAK, 2013; WEBER et al., 2014) consolidando o que é
preconizado pela OMSA. O mesmo indicado para deteccdo do BTV, em que testes de
reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) sdo amplamente
utilizados para identificar o RNA viral em amostras clinicas e onde também é possivel
identificar o sorotipo (CFSPH, 2015).

Interacéo entre BTV, BDVD e ZIKV

Os testes moleculares cruzados entre ZIKV, BVDV e BTV foram realizados, no
sentido de avaliar possiveis resultados falso-positivos, devido ao estudo analisar agentes
da mesma familia (ZIKV e BVDV) bem como arboviroses (ZIKV e BTV). Portanto, o
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RNA viral das trés doencas foi testado entre suas técnicas diagndsticas, como o RNA do
virus Zika que foi submetido a RT-gPCR para BTV e RT-PCR convencional bem como
RT-qPCR para BVDV que é capaz de detectar os trés gendtipos (I, 11 e Hobi-Like) e vice-

versa.

Conforme esperado, ndo se observou reatividade cruzada entre a RT-gPCR frente
aos trés agentes virais, pois o uso de sondas utilizadas na técnica de RT-PCR
convencional ou RT-gPCR, permite maior especificidade do teste diagnostico, pois
necessario a hibridizacdo especifica entre a sonda e o alvo para gerar sinal fluorescente.

Nosso trabalho fornece informacgbes importantes que podem auxiliar no
estabelecimento de ferramentas de diagnostico corretas e programas de controle, pois
contribui para o conhecimento sobre a circulagdo de BTV e BVDV ndo apenas em
bovinos, como também em outras espécies de ruminantes suscetiveis a infecgdo desses

agentes.

6.3 Analise dos dipteros como participantes do ciclo de manutencdo do ZIKV no

pais

Ambos os grupos de dipteros, Aedes e Culicoides, sdo vetores de doencas de
relevancia médica e veterinaria para humanos e animais domésticos no Brasil
(GONZALES et al., 2020). Em nosso estudo capturamos apenas dipteros do género
Culicoides.

O género Culicoides contém mais de 1.300 espécies (BORKENT; DOMINIAK,
2020) e ocorre em todo o mundo, exceto na Antartica, Nova Zelandia e outras areas
isoladas (MELLOR et al. 2000). Dessa forma, o desenvolvimento de programas de
amostragem para Culicoides pode ser desafiador devido a variagdo na ecologia e
comportamento das numerosas especies, bem como suas amplas distribui¢des e habitats
(MCDERMOTT; LYSYK, 2020).

Em nosso estudo, um total de 14 espécies de Culicoides foram coletadas: C.
pusillus, C. debilipalpis, C. foxi, C. insignis, C. brasilianum, C. diffusus, C. venezuelensis,
C. leopoldoi, C. glabellus, C. limai, C. pifanoi, C. (Haematomyidium), C. (guttatus), C.
(paraensis).
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Em um estudo realizado recentemente, Gonzéles e colaboradores (2020),
capturaram cerca de 15 especies de Culicoides em Aracatuba, regido oeste de Sdo Paulo.
O presente estudo corrobora parte desses resultados, pois detectamos as seguintes
espécies em comum, C. leopoldoi, C. limai, C. venezuelensis, C. pusillus, C. foxi, C.
debilipalpis., C. (paraensis). Porém, as espécies mais abundantes encontradas por
Gonzéles e colaboradores (2020), foram C. leopoldoi (61,5%), seguido por C. limai
(16,4%) e C. insignis (12,8%), enquanto em nossos estudos as espécies mais abundantes
foram C. insignis, C. limai e C. guttatus (83,83%, 11,59% e 3,00%, respectivamente).

Espécies de importancia médica e veterinaria foram encontradas em nosso estudo.
Culicoides insignis e C. pusillus sdo considerados os principais vetores do BTV nas
Américas Central e do Sul (MO et al., 1994; MELLOR; BOORMAN; BAYLIS et al.,
2000), C. debilipalpis também pode estar envolvido na vetoragdo de BTV. Enquanto C.
paraensis estd envolvido na transmissdo do virus Oropouche. O papel dessas espécies
deve ser considerado em futuros programas de vigilancia em salde Unica tanto por sua
capacidade vetorial quanto pelo aborrecimento dos seres humanos (RONDEROQOS;
GRECO; SPINELLI, 2003) e animais.

Culicoides insignis € uma espécie generalizada frequentemente associada a
animais e comumente encontrada em ambientes de pastagem com bovinos e suinos
(KRAMER; GREINER; GIBS, 1985; GREINER et al., 1993; COSTA et al., 2013;
CARVALHO; SILVA, 2014; BANDEIRA et al., 2016; CARVALHO et al., 2017). Ja
foram registrados nos seguintes Estados do Brasil: Amazonas, Para, Rondonia, Alagoas,
Bahia, Ceard, Maranh&o, Paraiba, Pernambuco, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (SANTAREM; FELIPPE-BAUER, 2021).

C. pusillus tem sido registrado no Brasil nos seguintes Estados: Acre, Amapa,
Amazonas, Par4, Ronddnia, Bahia, Ceard, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo e
Santa Catarina. Enquanto C. debilipalpis, no Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para,
Rond6nia, Roraima, Ceara, Maranh&o, Pernambuco, Goias, Mato Grosso do Sul, Espirito
Santo, S&o Paulo e Santa Catarina (SANTAREM; FELIPPE-BAUER, 2021).

Culicoides limai é uma espécie florestal com uma ampla gama de hospedeiros (De
BARROS; MARINHO; REBELO, 2007; SILVA; CARVALHO, 2013), sendo
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identificado no Brasil nos Estados do Amapa, Amazonas, Para, Rondonia, Roraima,
Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina
(SANTAREM; FELIPPE-BAUER, 2021).

C. foxi foi frequentemente coletada atacando o homem no periodo noturno
(CASTELLON, 1990), sendo descrito nos Estados: Amazonas, Para, Ronddnia, Roraima,
Bahia, Maranh&o, Pernambuco, Piaui, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sd0 Paulo e Parand (SANTAREM; FELIPPE-BAUER, 2021). Culicoides
leopoldoi, é uma espécie amplamente distribuida que esta associada a avicultura e uma
ampla gama de mamiferos no Brasil (De BARROS; MARINHO; REBELO, 2007;
COSTA etal., 2013; CARVALHO; SILVA, 2014). E amplamente difundido na América
Central e do Sul e parece ndo ter importancia epidemioldgica na transmissao de doengas
ao homem e outros animais (FELIPPE-BAUER et al., 2019). No Brasil ja foi encontrado
em Amapa, Amazonas, Pard, Ronddnia, Roraima, Bahia, Ceara, Maranhao, Pernambuco,
Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo (SANTAREM; FELIPPE-
BAUER, 2021).

C. venezuelensis foi identidade nos Estados do Ceara, Pernambuco, Minas Gerais,
S4o Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (SANTAREM; FELIPPE-BAUER, 2021).
Enquanto C. brasilianum nos Estados do Amazonas, Para, Ceard, Pernambuco, Rio de
Janeiro, S&o Paulo e Santa Catarina (SANTAREM; FELIPPE-BAUER, 2021).

As espécies C. pifanoi, C. glabellus e C. diffusus tem sua primeira identificagdo
no Estado de S&o Paulo. Sendo C. pifanoi ja descrito em Pard, Bahia, Ceard e Rio de
Janeiro, C. glabellus foi descrito em Amazonas, Pard, Rond6nia, Roraima e Bahia,
enquanto C. diffusus, foi descrito apenas no Estado do Espirito Santo (SANTAREM;
FELIPPE-BAUER, 2021).

De acordo com Wilson; Mellor (2009), o ambiente pode influenciar na
proliferacdo de Culicoides, solos uUmidos, esterco, madeira, cascas de arvores,
proporcionam um ambiente adequado para a proliferacdo destes vetores. Fato este

também observado nas propriedades analisadas.

Nas capturas realizadas em nosso estudo néo identificamos mosquitos do género

Aedes. Esse dado pode ser justificado pelo fato do seu comportamento ser marcadamente
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antropofilico e endofilico (DZUL-MANZANILLA et al., 2017) sendo que as armadilhas
foram colocadas em ambiente rural. O Ae. aegypti esta bem adaptado para completar todo
0 seu ciclo de vida em areas urbanas dentro e ao redor das casas, principalmente se
alimentando de humanos em uma frequéncia muito alta (KUNO 1995; De BENEDICTIS
et al., 2003; STODDARD et al. 2013; LIEBMAN et al. 2014). Além disso, 0 método de
coleta pode interferir nas espécies capturados, pois de acordo com Costa e colaboradores
(2013) nos inventarios entomoldgicos, € comum que algumas espécies aparecam com
baixa frequéncia porque o tipo de armadilha, bem como o ambiente de coleta e a presenca

de animais podem favorecer a captura de outras espécies.

Nenhum dos mosquitos amostrados para deteccdo de ZIKV e BTV foram
positivos. Nossos resultados corroboram com os resultados encontrado por Rondero;
Greco; Spinelli (2003) que n&o identificaram BTV nos Culicoides capturados, sendo C.
insignis, a espécie mais abundante encontrada. No Brasil, apesar da fauna de Culicoides
ser pouco estudada, em pesquisas realizadas nos Estados do Acre, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Maranhdo, e Amap4, C. insignis foi identificado como a espécie mais abundante
nestas regides. Apesar da presenca do virus ndo ter sido detectada no vetor, estas regifes
possuem comprovada evidéncia soroldgica da presenca do BTV (SILVA et al., 2001,
LAENDER, 2002; BARROS et al., 2007; FELIPPE-BAUER et al., 2008).

E pertinente reforcar a grande diversidade de artropodes vetores e vertebrados
potenciais hospedeiros no Brasil (DIAS, 2019). Uma parcela significativa, no entanto,
seja de invertebrados ou vertebrados, ainda permanece desconhecida e intocada no
interior das matas virgens, aumentando a complexidade da ecoepidemiologia das
arboviroses no Brasil (GUEDES, 2012). Dessa forma, Dias (2019), reforga a importancia
de que estudos de investigacdo ativa, como descrito no presente trabalho, visando a
deteccdo precoce da circulagdo silenciosa de arbovirus patogénicos, antecedendo a
ocorréncia de epizootias e casos humanos, contribuem para a vigilancia do pais e devem

ser incentivados.
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7 CONCLUSAO

- O RNA do ZIKYV foi identificado em cervideos, no entanto, esses achados n&o definem
a real participagdo de cervideo no ciclo de transmisséo do virus ZIKV, bem como dos
outros ruminantes domésticos analisados. Sendo necessario mais estudos de campo e
experimentais para analise da competéncia do hospedeiro e vetorial, bem como a
dindmica da interagdo virus-hospedeiro e virus-vetor, pesquisas soroldgicas e vigilancia

ativa.

- Os valores de Ct tardios detectados na RT-gPCR evidenciaram um fator limitante para

0 sequenciamento de ZIKV.

- O RNA de BTV foi detectado nas espécies bovinas e ovinas evidenciando a circulacdo

viral nas regides estudadas assim como o0 RNA de BVDV em amostras de bovinos.

- Os testes moleculares utilizados na pesquisa mostraram sensibilidade e especificidade,

onde néo foi detectado reacdes cruzadas entre ZIKV, BVDV e BTV nos testes realizados.
- N&o identificamos 0 ZIKV e 0 BTV nos dipteros analisados pela técnica de RT-qPCR.

- ldentificamos 14 espécies de Culicoides, sendo que esse trabalho contribui para a
ampliacdo da distribuicdo geogréfica das espécies C. pifanoi, C. glabellus e C. diffusus,

agora com registro no Estado de Séo Paulo;
- No presente projeto ndo foi identificado a presenca de espécies do género Aedes;

- Este trabalho foi pioneiro no estudo das arboviroses em animais, na qual associou
pesquisa em animais e insetos nas regides estudadas e que podem contribuir para uma

vigilancia integrada (epidemioldgica e entomoldgica).

- O presente estudo ilustra a importancia de pesquisas integradas e multidisciplinares para
a promocéo de satde dos animais domesticos, animais silvestres, populacdo humana e meio
ambiente. Os animais domésticos e silvestres testados, apesar de ndo apresentarem
sintomatologia clinica compativel com as patologias estudadas, evidenciaram a circulagdo
de ZIKV, BTV e BVDV, nas espécies de bovinos, ovinos, caprinos, e cervideos, e por isso,

mais investigacgdes de vigilancia ativa devem ser realizadas.
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