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“Se os passaros falassem,

Talvez os teus ouvidos escutassem
Este cativo passaro dizer:

“Néo quero o teu alpiste!

Gosto mais do alimento que procuro
Na mata livre em que a voar me viste;
Tenho agua fresca num recanto escuro
Da selva em que nasci;

Da mata entre os verdores,

Tenho frutos e flores,
Sem precisar de ti!”

O Passaro Cativo — Olavo Bilac



RESUMO

ORICO, L.D.. Pesquisa de infecgoes por Flavivirus sp. em aves
silvestres provenientes das areas verdes do municipio de Sao Paulo.
2013. 94 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Saude Publica,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013

INTRODUGCAO: Em grandes cidades, como Sao Paulo, a pequena
porcentagem de matas existentes é representada pelos parques municipais.
Estas areas, além de representarem ambientes de lazer para as pessoas,
albergam uma enorme diversidade biolégica, desde mosquitos até aves e
mamiferos. A interacdo destas espécies favorece a circulagao de Flavivirus,
causadores de importantes doengas humanas, que tém nas aves um
importante reservatorio. Atribui-se as aves migratorias o papel de
carreadoras dos virus, ja que as mesmas percorrem longas distancias para
completar seu ciclo biolégico. A chegada de aves do Hemisfério Norte ocorre
em alguns Parques, o que favoreceria a dispersdo de alguns virus, como o
Virus do Nilo Ocidental, ja que nestas areas estdo presentes mosquitos
potencialmente vetores. OBJETIVOS: identificar infeccdo por Flavivirus nas
aves dos parques municipais de Sdo Paulo. METODOS: De Marco de 2012
a Janeiro de 2013, foram coletadas amostras de swab de cloaca, orofaringe
e sangue de aves capturadas em redes de neblina de duas areas do
municipio de Sado Paulo: Parque Anhanguera e Fazenda Castanheiras/APA
Bororé Col6nia. As aves foram anilhadas e liberadas apds a coleta do
material. Foi realizada técnica de RT-PCR em tempo real, utilizando
iniciadores genéricos que amplificam fragmento do gene NS5 de Flavivirus.
Amostras positivas foram encaminhadas para sequenciamento.
RESULTADOS: Foi capturado um total de 231 aves, em sua maioria da
Ordem Passeriformes. De um total de 463 amostras, nenhuma amostra
apresentou presenga de RNA viral. DISCUSSAO: Em se tratando de alguns
Flavivirus, os passeriformes s&do considerados os reservatorios mais
competentes no ciclo de transmissado, pois atingem altos niveis de viremia.
Cabe ressaltar que algumas espécies desta ordem, de ocorréncia na cidade
de S&o Paulo, ja foram identificadas como portadoras dos virus Rocio e
llhéus. A auséncia de positividade é esperada, pois embora altamente
sensivel, a técnica de PCR depende do estado de viremia das aves, que é
curta. CONCLUSAO: Os parques municipais sdo areas que aproximam
aves, mosquitos e humanos, pelo papel ambiental e de lazer que os
mesmos representam. Este fato classifica estas areas como locais com
potencial de transmissao de Flavivirus, o que torna importante a continuagao
este estudo, aumentando as areas de abrangéncia, para conhecer os
Flavivirus circulantes e realizar vigilancia para virus que podem ocasionar
problemas de Saude Publica.

Palavras-chave: parques, Flavivirus, aves, RT-PCR em tempo real.



ABSTRACT

ORICO, L.D.. Searching for Flavivirus infection in wild birds from Sao
Paulo city green areas. 2013. 94pp. Dissertation (Master) — Faculdade de
Saude Publica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013

INTRODUCTION: In big cities, as S&o Paulo, the little percentage of existing
forests is represented by the municipal parks. These areas, besides acting
as entertainment environments to the users, promote a huge biodiversity,
including mosquitoes, birds and mammals. These species interaction
promotes Flavivirus circulation, viruses responsible for important human
diseases. The avian species are important reservoirs for these viruses,
specially the migrating birds that can fly for long distances, carrying these
viruses to several areas. In some parks, the arrival of migrating birds from
the North Hemisphere is documented, fact that can support some viruses
dispersion, for example, the West Nile Virus, considering that in these areas
potencial vector for this virus can be found. OBJECTIVES: detect Flavivirus
infection in birds captured in municipal parks of Sdo Paulo city. METHODS:
from March, 2012 to January, 2013, oropharyngeal and cloacal swabs, and
blood samples were collected from birds captured in mist-net webs located in
two municipal areas: Anhanguera Park and Castanheiras Farm/APA Bororé
Colénia. The birds were ringed and released after samples collection. The
real time RT-PCR was performed, using generic primers which amplify NS5
gene fragment. Positive samples were forwarded to sequence analysis.
RESULTS: a total of 231 birds were capture, in which the majority belongs to
Passeriforms order. Of 463 samples collected, all samples were negative for
the viral RNA presence. DISCUSSION: when talking about Flaviviruses, the
passeriforms are considered the most competent reservoirs in the
transmission cycle, because they can achieve great viremia levels. Some
passeriforms species, endemic in S&o Paulo city, were identified as Rocio
and llhéus viruses carriers in previous studies. The negativity is expected,
once the Real Time RT-PCR, although highly sensitive, depends on the
viremia duration, which is short in avian species. CONCLUSION: the public
parks are areas which encloses birds, mosquitoes and the human being, for
the environmental and entertainment role they play. This fact classifies these
parks as areas with great potencial of Flavivirus transmission, ressalting the
great importance to continue this study, increasing the number of areas, to
detect the circulating Flavivirus and to perform surveillance for viruses which
can cause public health problems.

Keywords: parks, Flavivirus, birds, real time RT-PCR.
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1 INTRODUCAO

No final do dltimo século, a populagdo mundial triplicou, de 2,5 para 7
bilhGes de pessoas e calcula-se que, em 2050, a populagdo mundial passe
da marca de 10 bilhdes (REISEN, 2012). A concentragdo da populagdo em
aglomerados urbanos do continente Americano intensificou-se nas ultimas
décadas, tornando-o um dos mais urbanizados do globo (WHATELY et al.,
2008). As mudancas demograficas ocorridas nos paises subdesenvolvidos,
a partir da década de 60, consistiram em intensos fluxos migratérios rurais-
urbanos, resultando num “inchac¢o” das cidades (TAUIL, 2001).

Nos ultimos 40 anos, a proporcdo da populacdo rural da América
Latina caiu de 50% para menos de 25%, pois a maioria das pessoas migra
para grandes cidades a procura de melhores condi¢cdes de vida (AIDE e
GRAU, 2004). O crescimento populacional gera a necessidade por espaco,
e as areas vegetadas e florestadas sdo direcionadas para outros usos
(CROPPER e GRIFFITHS, 1994).

A devastacdo das florestas traz consequéncias ecoldgicas
importantes, como altas emissdes de carbono, perda de biodiversidade
(AIDE e GRAU, 2004) e fragmentacdo da paisagem, criando habitats
antropogénicos adequados para um numero limitado de espécies
comensais. Juntamente com o aumento da populacdo humana e perda de
ecossistemas, houve um aumento consideravel de espécies comensais
domeésticas e peridomésticas (REISEN, 2012).

Muitas arboviroses tém as aves como reservatério principal. Em
ambientes que dao condi¢cdes para manutencédo destes animais, juntamente
com a presenca do vetor, € importante realizar pesquisas relacionadas a
estas doencas. Em grandes cidades, como Séo Paulo, que sofrem com a
pressdo antrépica e demonstram a sobrevivéncia da biodiversidade nas

poucas areas verdes restantes, € necessario conhecer as doencas
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circulantes e entender o potencial das mesmas em invadir novas areas e

tornarem-se importantes problemas de saude publica.

1.1 URBANIZACAO DO MUNICIPIO DE SAO PAULO

Juntamente com Cidade do México, Nova lorque, Shanghai e Buenos
Aires, Sado Paulo faz parte das dez cidades mais populosas do mundo,
ocupando o 3° lugar, perdendo apenas de Toquio e Délhi (UNITED
NATIONS, 2009). Segundo o IBGE (2010), Sdo Paulo tem uma populagéo
de 11.253.503 habitantes, em uma &area de 1.521,10 km?. Em grandes
metropoles mundiais, os problemas ambientais sdo uma constante,
agravados pela falta de infraestrutura e devastacdo das éareas verdes
(MELLO-THERY, 2011) resultante da intensa urbanizaco.

Segundo USTERI (1911), a regido onde se insere atualmente a
cidade de Sdo Paulo era composta basicamente por vegetacdo de varzea,
campos e florestas. Em 1890, Sao Paulo tinha cerca de 65000 habitantes.
No ano de 1900, houve um crescimento vertiginoso da populagdo com
aumento continuo da area urbana; o niumero de habitantes passa a ser de
240000 e, nos anos 50, atinge a marca de 3,5 milhdes (PMSP, s/d c) devido
ao processo de periferizacdo, que consolidou Sdo Paulo como metrépole
industrial. O processo de ocupacdo do espaco periférico torna-se deletério
principalmente para a vegetacao, tanto publica quanto particular. A maioria
das favelas existentes hoje ocuparam as &reas livres publicas,
principalmente as destinadas a implantacdo de é&reas verdes (figura 1)
(PMSP, 2000).

Entre os anos de 1991 e 2000, o municipio perdeu 5.345 ha de
cobertura vegetal, o que ocorreu de forma intensiva nos distritos periféricos,

muitos dos quais abrigavam paisagem rural no inicio da década de 90
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(PMSP, 2000).

A Regido Metropolitana de S&o Paulo encontra-se na regiao
ecolégica Sudeste do Estado de S&o Paulo, compreendida pelo Complexo
Cristalino e Vale do Paraiba. Sao Paulo localiza-se na Bacia Hidrogréafica do
Alto Tieté (BARBOSA e MARTINS, 2003) e € o municipio com maior area de
vegetacdo remanescente (SAO PAULO, 2005).

Hoje, a cobertura vegetal da cidade é constituida por fragmentos da
vegetacdo natural secundaria (floresta ombroéfila densa, floresta ombrofila
densa alto montana, floresta ombrofila densa sobre turfeira e campos
naturais), que ainda resistem ao processo de expansdo urbana. Esta
resisténcia da-se em por¢cdes mais preservadas no extremo sul, na Serra da
Cantareira ao Norte e em manchas isoladas, como as Areas de Preservacio
Ambiental (APAs) do Carmo e Iguatemi (zona leste), em ambientes
implantados nas areas urbanizadas (parques e pracas municipais), e por
conjuntos ou espécimes isolados em terrenos particulares (PMSP, 2000).

As areas de Mata Atlantica preservada em seus diversos estagios de
regeneracao e as areas com vegetacao significativa, dentro ou fora da area
urbana de Sdo Paulo, sdo essenciais para 0 bem estar da populacdo e
cumprem inimeras fungbes que melhoram este ambiente excessivamente
impactado pela acdo humana. Dentre suas funcbes, destacam-se:
ecologicas, climaticas, sociais, paisagistica e educativa (WHATELY et al.,
2008).
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Figura 1 Avanco da mancha urbana sobre a cidade
de Sao Paulo e consequente diminui¢cdo da cobertura
vegetal.

Fonte: PMSP, 2000.

Tais fungBes reforcam a importédncia dos parques e areas com
vegetacao significativa para a manutencdo da qualidade de vida das
grandes metrépoles, reforcando a necessidade de protecdo destas areas,
estejam elas demarcadas como parques municipais, estaduais, Unidades de
Conservacdo (UCs), Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPNS),
Areas de Preservacdo Permanentes (APPs) e mesmo como areas
vegetadas que ainda ndo possuem respaldo especial de protecdo. Para
essas areas € de fundamental importancia a criacdo de mecanismos de
protecdo, que, entre outros aspectos, sdo importantes instrumentos para
evitar o desmatamento, com a consequente destruicdo de habitats, e para
estimular uma convivéncia mais harmoniosa entre o desenvolvimento

urbano e a preservacao ambiental (WHATELY et al., 2008).
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1.2 PARQUES NA CIDADE

A evidéncia mais tangivel do rapido crescimento da consciéncia de
conservacao e da ciéncia da conservacao no Brasil desde o inicio da década
de 70, pode ser vista na proliferacdo dos parques e reservas. No Brasil, de
1976 até a década de 1990, houve um grande investimento em parques e
outras unidades de conservacao federais, estaduais, municipais e privadas —
bem maior que qualquer outro pais tropical e comparavel ao de paises em
desenvolvimento (MITTERMEIER et al., 2005).

Em grandes cidades, estas areas, alem de representarem locais
fundamentais para a visitacao, lazer e recreacdo das comunidades, sao os
altimos refagios para a protecdo e conservacao da biodiversidade (MAZZEI
et al., 2007; WHATELY et al., 2008).

As unidades de conservacdo (UCs) sdo definidas por espaco
territorial e seus recursos ambientais, incluindo as aguas jurisdicionais, com
caracteristicas naturais relevantes, legalmente instituido pelo Poder Publico,
com objetivos de conservacdo e limites definidos, sob regime especial de
administracdo, ao qual se aplicam garantias adequadas de protecéo
(BRASIL, 2000) e podem ser federais, estaduais ou municipais. A cidade de
Séao Paulo conta com nove UCs, todas geridas pela Secretaria Municipal do
Verde e do Meio Ambiente (SVMA); dentre elas, ha duas APAs: APA
Capivari-Monos e APA Borore-Col6nia (ambas localizadas na Zona Sul),
consideradas UCs de uso sustentavel, ou seja, tem como objetivo a
conservacdo da natureza, considerando o uso direto e sustentavel de

parcela de seus recursos naturais (figura 2).

Os parques municipais também podem ser considerados unidades de

conservagdo, jA que representam importantes é&reas de lazer e/ou



21

significativas areas de preservacdo de vegetacdo nativa, banco genético e

reflgio para a fauna urbana (PMSP, 2000).

i Unidades de Conservacao de Uso Sustentavel Municipais
| S T [ uimite ca A Borore- Cosoria

{ . Limite da APA Capivari-Monos

I Limite do Municipio de S3o Pauko

Represas

Figura 2 Localizacdo das Areas de Protecdo Ambiental do Municipio de S&o Paulo.
Fonte: SAO PAULO, 2012.

Podemos classificar o surgimento dos parques em trés movimentos.
O primeiro deles, concentrado entre o final do século XIX e inicio do século
XX, foi marcado pelo incremento da economia cafeeira e pela transformacéo
do antigo burgo nesta grande cidade. Naguele momento, os parques, de
inspiracéo largamente francesa, eram criados como locais de cultura, pontos
de encontro para a sociedade paulistana. Um segundo movimento,
detectado quando a cidade ja alterara significativamente sua fisionomia e
transformara-se, de fato, huma metrépole,coloca a criacdo de parques a
partir de remanescentes de grandes fazendas, chacaras e propriedades da
elite paulistana. Por fim, o movimento atual traz a real necessidade de
proporcionar a criacdo de novas areas, em especial nas periferias da cidade,

onde ela continua a crescer. E neste ponto que detectamos o surgimento de
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parques muitas vezes pequenos, no entanto profundamente necessarios
para proporcionar melhor qualidade de vida aos paulistanos (WHATELY et
al., 2008)

A ocorréncia de areas com vegetacdo no municipio é fator
fundamental para a saude ambiental e elemento estruturador da paisagem,
exercendo papel fundamental na manutencdo da biodiversidade e na
amenizacdo dos problemas ambientais. A riqueza de espécies vegetais,
sobretudo das nativas, € fundamental para programas de conservacédo de
patrimdnio genético, como formacéo de corredores ecologicos e protecdo da
fauna (PMSP, 2000). A implantacdo destes corredores para interligar as
areas verdes da cidade é fundamental para reverter os efeitos negativos
decorrentes da fragmentacédo e do uso inadequado dos recursos naturais
(KORMAN, 2003).

Hoje, Sado Paulo conta com 105 parques, representados por 75
Parques Urbanos, 21 Parques Lineares e 9 Parques Naturais (figura 3)
(PMSP, 2000).

1.3 A BIODIVERSIDADE NAS AREAS VERDES

A biodiversidade compreende uma diversidade de espécies e
ecossistemas. O aumento da populacdo humana resultou em uma perda da
biodiversidade sem precedentes (KEESING et al.,, 2010), bem como a
fragmentacdo da paisagem urbana, apresentada em um mosaico de
diferentes ambientes, com mudancas na vegetacdo (MENDONCA e dos
ANJOS, 2005). Como parte desta mudanca, alguns habitats e suas
comunidades animal e vegetal associadas foram eliminados, enquanto
outros expandiram-se e alguns novos foram criados, ou intencionalmente
(pargues municipais), ou consequentemente (lixo, aguas paradas, etc)
(ROBINSON, 2005).
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25 Parque Jacintho Alberta
J 26 Pargue Jacgues Costeau
f 27 Parque Jardim Felicidada
28 Parque Lajeads
29 Parque Ling o Paulo Raia
30 Pargue Linear Castelo Dutra
31 Pargue Linear Caulim
32 Pargue Linear Cipoaba
33 Pargue Linear do Bispo
3 Pargue Linear Guaratiba
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i o 36 Pargue Linear Oratorio
37 Pargue Linear Piras/Caburé
38 Parque Linear Sapopemba
349 Pargue Linear Tabobo
7 f 40 Parque Liors Club Tueuruwi
41 Parque Luis Carlos Presies
42 Parque da Luz
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43 Parque MBaoi Mirim

44 Pargue Nabuco

45 Parque Nair Belo

46 Parques Pinheirinho D égua e Linear do Fogo
47 Parque Piguerl @ Amredores

. e Riodiigo de

53 Parqua Santa Amélia

54 Parque Santo Dias e Amedores

&5 Pan Sa0 Domingos

58 Pan Saveno Gomes

57 Parque Shangrila

58 Parque Tenenie Brigadeiro Fana Lima

58 Parque Tanants Skquera Campos

60 Pargque Vila do Rodeio

61 Pargue Vila dos Remédios

62 Parques Vila Guilherme & do Trote

63 Parque Vila Prudente (Lida Natalizio Dsogo)
APA Municipal Bororé-Coldnia

E4 Fazenda Castanheiras
APA Municipal Capivari-Manos

65 Baimo Gramado

: Sdo Paulo

ari (SABESP) 8 Arradoras
68 Parque Matural Municipal da Cratera de Coldnia
70 Sitio Bordim
Areas Verdes Significativas
71 Clube da Varig
72 Clube de Campo 540 Paulo
73 Clube Hipico de Santo Amaro
T4 Fazenda Mutinga
75 Jardim Herculano e arredores
76 Sitio Margasida
T7 Siio Roda D'Agua
Parques ¢ Unidades de Conservagio Estaduais
TB APA Estadual do Carmo
78 Fazenda Tizo
BD Nicheo Curucutu - Pargue Estadual da Serra do Mar
B1 Villa Lobos

Figura 3 Mapa dos Parques Municipais do Municipio de Sao Paulo.

Fonte: SAO PAULO, 2010a (com modificagdes).

Estima-se que, em 50 anos, a taxa de extincdo esteja 10 a 100 vezes

maior do que a atual, que esta em torno de 1000 a 10000 vezes a taxa de

extincdo natural, que € a que ocorreria sem a interferéncia humana (SITE

WWEF). Uma grande propor¢cdo de espécies estdo ameacadas de extingcao

(12% de aves, 23% dos mamiferos, 32%

de anfibios,

31% dos

gimnospermas e 33% de corais) e a melhor estimativa da populacdo dos

animais indica que, desde 1970, a populacdo global decaiu quase 30%

(KEESING et al., 2010).

De acordo com MAGALHAES e VASCONCELLOS (2007), a pequena

porcentagem de matas existentes na cidade sdo, em grande parte,

responsaveis pela biodiversidade

registrada na cidade.

Segundo o

Inventariamento de Fauna do Municipio de S&o Paulo (SAO PAULO, 2010),
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qgue analisou 81 areas verdes da cidade, foram catalogadas 700 espécies de
animais (2 da Classe Malacostraca (caranguejo e lagostim), 9 da Classe
Arachnida (aranhas), 126 da Classe Insecta (borboletas e grilo), 23 da
Classe Osteichthyes (peixes), 45 da Classe Amphibia (rds, sapos e
pererecas), 40 da Classe Reptilia (cagados, crocodilos, lagartos e cobras),
372 da Classe Aves e 83 da Classe Mammalia), além das 41 categorias
taxondmicas de mosquitos identificadas em 35 dos 105 parques municipais
de sdo Paulo (MEDEIROS-SOUZA et al., 2013), ressaltando a importancia
da conservacao destas areas para a manutencdo de sua biodiversidade, ja
que a relacdo de espécies que ocorrem num ambiente é indicativo do grau
de preservacéo do mesmo (SAO PAULO, 2010).

Neste contexto, a pesquisa de arbovirus (virus transmitidos por
artrépodes) nestes ambientes faz-se necessaria, uma vez que 0S parques
promovem contatos estreitos entre reservatorio (aves), vetores e o homem,
0 que propicia a circulacdo destes microorganismos causadores de

importantes doencas humanas e animais.

1.4 ARBOVIROSES

A diversidade biolégica promovida por estes ambientes pode
representar impactos para a populacdo humana, como, por exemplo, 0s
riscos decorrentes da interacdo mosquito-homem (URBINATTI et al., 2001),
pelo papel que estes artrépodes desempenham na transmissdo de doencas
ao homem e a outros vertebrados (MONTES, 2005).

Os arbovirus, ou arthropod-borne viruses (virus transmitidos por
artrépodes) sado virus mantidos na natureza por meio da transmissao
biolégica entre artropodes hematéfagos (mosquitos, carrapatos) e
hospedeiros vertebrados susceptiveis (CDC, 2005). Requerem um
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reservatorio (usualmente uma ave ou um pequeno mamifero), e um vetor,
como 0 mosquito, para ser transmitido a outros organismos (WEAVER e
BARRETT, 2004).

E transmitido biologicamente, e devem replicar no vetor antes da
transmissao (WEAVER, 1997), que pode ser vertical, quando uma fémea de
mosquito infectada transmite para seus ovos; ou horizontal, tanto por
transmissao venérea de um macho infectado para uma fémea, quanto por
transmissao oral, de uma fémea infectada para um hospedeiro vertebrado
durante sua hematofagia (WEAVER e BARRETT, 2004; WEAVER e
REISEN, 2010). Uma vez infectado, o artropode, ap0s o periodo de
incubacdo extrinseca, torna-se apto a transmitir os arbovirus durante toda
sua vida (figura 4), e é entdo considerado um vetor (CORDELLIER e
DEGALLIER, 1992).

Os arbovirus distribuem-se em trés familias: Togaviridae (género
Alphavirus), Flaviviridae e Bunyaviridae, e todos tém uma distribuicao global
(CDC, 2005).
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Ciclo Ciclo Ciclo rural
urbano enzoobtico

- Nine Sna. 8

: Vetores
Aedes aegypti enzooticos /D mhm, EHEIES a{"l.r;EE‘u'}
Culex tmitaeniorhynchus,

Culex spp.

Amplificagdo em

humanos (ex: dengue, S . ' o
febre amarela) Spl[lqver do ciclo Amp!lflcaga(? em
enzodtico (ex: WNV, animais domésticos
febre amarela) (ex: VEEV, JEV)

Figura 4 Ciclos de manutencéo das arboviroses, de maneira geral (VEEV —
virus da encefalite equina venezuelana; JEV - virus da Encefalite

Japonesa).
Fonte: WEAVER e BARRETT, 2004 (com modificacdes).
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1.4.1 Flavivirus

O nome da familia Flaviviridae é derivado da febre amarela, uma
doenca causada por um Flavivirus que tem a ictericia como principal sintoma
(QUINN et al.,, 2005). Apesar de biologicamente similares, os membros
desta familia consistem numa grande variedade de virus que diferem quanto
a patogenicidade e ecologia (MONATH, 1990).

A familia Flaviviridae divide-se em trés géneros: Flavivirus, Pestivirus
e Hepacivirus (QUINN et al., 2005; LOBO et al., 2009), que variam guanto
aos hospedeiros, especificidade e sintomas (LOBO et al., 2009).

O género Flavivirus comporta aproximadamente 70 virus (LOBO et
al.,, 2009) e consiste em quatro grupos de virus, cada um com uma
associacao entre hospedeiros diferente: virus de insetos (mosquito), que ndo
tém a capacidade de replicar-se em vertebrados; virus de vertebrados que
nao necessitam de vetor; virus transmitidos por carrapatos, que replicam-se
em carrapatos e vertebrados; e virus transmitidos por mosquitos, que
replicam em mosquitos e vertebrados (KUNO e CHANG, 2005).

Consistem em particulas esféricas de 37 a 50 nm de diametro, que
contem uma ribonucleoproteina circundada por uma membrana lipidica
proveniente da célula hospedeira (MONATH, 1990). O virion contém trés
proteinas estruturais, como indica a figura 5: C (nucleocapsideo), M
(proteina de membrana) e E (proteina do envelope). A fita de RNA simples
sentido positivo codifica sete outras proteinas nao estruturais, que
participam da replicagdo viral (LUDWIG e IACONO-CONNORS, 1993).
Algumas sd@o expostas na membrana plasmatica, deixando o virion
susceptivel a anticorpos e eliminacdo mediada por células imunes
(MONATH, 1990).
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As proteinas ndo estruturais sdo codificadas logo apds as estruturais
e nesta ordem: NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 (figura 6), e
participam de processos de replicagéo viral e modulagdo na permeabilidade
de membrana, dentre outros. As proteinas NS1, NS3 e NS5 sao grandes e
altamente conservadas; ja as proteinas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B séo
menores e de caracteristica hidrofébica (LINDENBACH e RICE, 2003).

E - E

E Y7 E

Nucleocapsideo
C
Envelope

Figura 5 Estruturas do virion de Flavivirus: C (nucleocapsideo), M (proteina de
membrana) e E (proteina do envelope)
Fonte: PETERSEN e ROEHRIG, 2001 (com modificacdes).
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Figura 6 Genoma do Flavivirus e expresséo de proteinas.
Fonte: LINDENBACH e RICE, 2003. (com modificacdes).

A infeccdo comeca com a ligacao do virion as proteinas de superficie

da célula hospedeira, e penetram na mesma por endocitose. Ocorre a
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liberacdo do material genético viral para o citoplasma, e inicia-se 0 processo
de replicacdo e traducdo das proteinas estruturais e ndo estruturais virais.
Um precursor da poliproteina é traduzido a partir do RNA viral, que sera
utilizada como molde para a producdo das proteinas. O genoma viral €,
entdo, replicado pela RNA-polimerase-RNA-dependente. Os novos virions
produzidos sdo encapsidados com a proteina C e, nesta fase, séo particulas
imaturas, compostas apenas de proteinas virais de membrana (prM e E)
ligadas a membrana do reticulo endoplasmatico. Estas particulas produzidas
sdo, entdo, liberadas da célula hospedeira, e tornam-se maduras neste
processo, quando ha a clivagem do “pr” da particula viral, como mostra a
figura 7 (MAEDA e MAEDA, 2012).

- Virion maduro

Infecgéo viral Ny, -
oy Maturagao viral )/ |

.. B8

Fuséo e “desmontagem”

#m do virus
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VRNA

=

P e <
Tradugéo da poliproteina, migracdo = Golgi
para o ER e processamento =

Montagem do virion /&,

%

Replicagdo do i < Nacleo
genoma viral

Figura 7 Replicacdo dos Flavivirus na célula hospedeira.
Fonte: MUKHOPADHYAY et al., 2005 (com modificag8es).

A resposta imune do animal inicia-se logo apés a infeccao por
Flavivirus. No estagio inicial da infeccdo, o virus replica-se e a viremia
desenvolve-se. Neste estagio é possivel detectar os RNAs por RT-PCR
(reverse transcription — polymerase chain reaction). Depois dos primeiros
sintomas, 0 organismo passa a produzir IgM. Neste estagio, técnicas

soroldgicas como IgM-ELISA (ensaio imunoenzimatico para IgM), Inibicdo da
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Hemaglutinacdo (HI) ou Teste de Neutralizacdo por Reducdo de Placas
(PRNT) podem ser aplicados. Nos estégios finais da infec¢do, os niveis de
IgG no sangue comegam a subir e persiste nos animais infectados. Para
detecta-la, utiliza-se o IgG-ELISA (ensaio imunoenzimatico para 1gG), HIl e
PRNT (figura 8) (MAEDA e MAEDA, 2012). As técnicas diagndsticas serao
abordadas no topico a seguir.

.
PRNT
o L Ek s L " - e
", -
., -
IgM - "‘:-: IgG
o %
-
- "
- %
- s,

Tempo apoés infeccdo

Figura 8 Esquema do tempo de producdo de anticorpos apds infeccdo por Flavivirus,
juntamente com os protocolos diagnésticos que devem ser utilizados em cada estagio da
infeccdo (RT-PCR: reacdo em cadeia pela polimerase com transcricdo reversa, MAC-
ELISA: IgM-ELISA; HI: inibicAdo da hemaglutinacdo; PRNT: neutralizacdo por redugcdo em
placa)

Fonte: MAEDA e MAEDA, 2012 (com modificacdes).

1.4.2 Técnicas sorologicas de diagndstico

O diagndstico soroldgico € realizado com trés objetivos principais: a)
diagnéstico laboratorial de um paciente doente; b) estudo de soroprevaléncia
em uma investigacdo epidemioldgica; c) avaliar resposta imune em humanos
e animais, incluindo os testes vacinais e experimentos em animais (KUNO,
2003) e d) avaliar a resposta imune de doadores de sangue previamente

positivos para infecgdes por Flavivirus (PRINCE et al., 2005).
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A partir dos testes sorologicos, os Flavivirus foram classificados em
oito complexos antigénicos, baseados nos determinantes antigénicos da
proteina E. Virus relacionados, mas diferentes, constituem um complexo
antigénico, e ha oito complexos existentes (Quadro 1) (MONATH, 1990).

As técnicas mais praticadas sdo o0 teste de inibicdo da
hemaglutinacéo (HI), teste de neutralizacdo (NT), IgM-ELISA e 1gG-ELISA,

embora existam outras técnicas.

Quadro 1 Principais complexos antigénicos dos Flavivirus definidos pela relacdo em testes
de neutralizag&o cruzada com anticorpos policlonais®.

Vetor Complexo antigénico Virus
principal

Encefalite transmitida por febre hemorragica Omsk
Carrapato i

artropodes

Encefalite japonesa, encefalite de Saint
Encefalite japonesa Louis, Encefalite do vale do Murray, West

Nile Virus , Kunjin, Usutu, Koutango

i Rocio, Ilhéus, Naranjal, Bussuquara,
Mosquito Grupo ainda nao definido ° : a

Iguape, Cacipacoré

Dengue Den 1, Den 2, Den 3 e Den4

Fonte: MONATH, 1990 (traduzida e modificada); KUNO e CHANG (1998).

Notas: a) os complexos descritos correspondem a associagdo ao vetor. Existem outros
Flavivirus ndo descritos neste quadro que sdo suficientemente diferentes dos aqui
relatados; b) virus que comp&em o grupo de Flavivirus transmitidos por mosquitos, porém
nao se agrupam em um complexo antigénico definido; ¢) apenas os complexos de interesse
estdo descritos no quadro.

O teste de HI é realizado baseado na capacidade de alguns Flavivirus
de aglutinar hemacias de certos animais. A presenca de anticorpos
especificos neutraliza esta capacidade viral, inibindo a hemaglutinacdo que
ocorreria pela ligacdo do virion com a hemacia (KUNO, 2003). A técnica
mede anticorpos totais, incluindo IgM e IgG (MAEDA e MAEDA, 2012). As
maiores vantagens sao: i) ndo requerer equipamentos de alto custo; e ii) ndo
ser espécie-especifica, podendo ser usada para testar soro de qualquer

animal, sendo util em estudos de vigilancia.; porém, é a técnica que mais
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apresenta reacdo cruzada para Flavivirus (KUNO, 2003; MAEDA e MAEDA,
2012).

O teste de neutralizagdo mede todas as imunoglobulinas
neutralizantes, como IgM e IgG (KUNO, 2003). O mais utilizado é o “teste de
neutralizacéo por reducédo em placa” (PRNT), além de ser o teste sorologico
mais especifico para diferenciar infec¢des por Flavivirus (CALISHER et al.,
1989). Nesta técnica, o soro é diluido em vérias concentracdes e misturado
com virus de titulacdo conhecida. Caso haja, no soro, anticorpos
neutralizantes, ocorrerd interacdo entre virus e anticorpo. O resultado da
técnica mostra a inibicdo da infectividade viral como reducédo na ligacao do
virus a célula e formacédo de placa por ligacdo espécifica do anticorpos as
particulas virais (KUNO, 2003; MAEDA; MAEDA, 2012). Nesta técnica, é
possivel diferenciar anticorpos tipo-especificos para Flavivirus (JOHNSON et
al., 2009). Porém, em paises como o Brasil, onde um grande numero de
Flavivirus foi descrito, esta técnica ndo oferece a capacidade de diferenciar
0s anticorpos especificos para cada Flavivirus, havendo resultados
inespecificos devido & reatividade cruzada. E importante também considerar
a existéncia de Flavivirus ainda nédo conhecidos, que podem contribuir para
este processo.

Ja os testes de ELISA (ensaio imunoenzimatico) podem detectar
tanto IgM quanto IgG; sdo mais utilizados para o virus da Dengue, com o
intuito de distinguir infec¢cdes primarias de infeccdes secundarias, pela
relacdo dada entre IgM e IgG (KUNO e GUBLER, 1991; VAUGHN et al.,
1999) e também para distinguir infeccdo por WNV de outros virus
pertencentes ao complexo sorologico da encefalite japonesa. Na Australia,
também foi utilizada para diferenciar infecc6es por Flavivirus endémicos em
humanos (TAYLOR et al., 2005).
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1.4.3 Técnicas moleculares de diagnostico de Flavivirus

Até 1985, a deteccdo viral era realizada a partir do isolamento em
cultura de células ou em camundongos (LANCIOTTI, 2003), considerada a
técnica “gold-standard” para obtencdo de um diagnéstico confirmado de
infeccdo por Flavivirus (DOMINGO et al, 2011), seguido de
imunofluorescéncia, microscopia eletrénica ou ELISA. Porém, eras técnicas
demoradas e de dificil realizacdo (LANCIOTTI, 2003).

Nos anos 90, varias técnicas de reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) comecaram a ser descritas na literatura. Comparada ao isolamento
viral em cultura de células, a PCR ofereceu maior sensibilidade, além de
maior rapidez. O DNA amplificado poderia entdo, ser sequenciado,
removendo toda a ambiglidade na identificacdo de virus (LANCIOTTI,
2003). O diagnéstico molecular passou a ser priorizado para detectar
infeccOes em sua fase aguda (DOMINGO et al., 2011).

O uso da amplificagdo molecular é crucial na identificacdo de novos
Flavivirus (MOUREAU et al., 2007). Os métodos convencionais de PCR
(Reverse Transcriptase - PCR) sdo os mais usados; contudo, ha o risco de
contaminagao, principalmente em Nested-PCR, apesar de oferecer maior
sensibilidade (DOMINGO et al., 2011).

As técnicas convencionais de PCR possuem métodos que
necessitam de intensa manipulacdo do material amplificado, o que aumenta
a chance de contaminacdo do laboratério, bem como de resultados “falso-
positivos” em testes subsequentes (HIGUCHI et al., 1992).

Nos anos de 1992 e 1993, HIGUCHI et al. (1992 e 1993)
desenvolveram uma técnica de PCR, hoje chamada de Real Time PCR
(gPCR), cujas amplificacdo e deteccdo do material amplificado ocorrem
simultaneamente, dentro de um equipamento fechado, diminuindo
consideravelmente os riscos de contaminacgao.

Os produtos de PCR séo detectados a partir da fluorescéncia emitida
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pelos corantes utilizados, e esta relacionada a concentracdo do produto. O
SYBR Green® é amplamente utilizado como fluoréforo, e possui alta
afinidade por moléculas de DNA fita dupla (dsDNA) (WITTWER et al., 1997),
incluindo primer-dimers e produtos nao especificos, o que faz da reacéo ter
baixa especificidade (ESPY et al., 2006). Suas vantagens incluem
estabilidade térmica e alta sensibilidade (ZIPPER et al., 2004).

A formacdo de primer-dimers interfere na formagédo de produtos
especificos devido a competicdo das duas reacOes pelos reagentes
disponiveis, e pode levar a leituras errbneas. Para controlar a formacéo
destes dimeros, é realizada a analise da curva de Melting, ou curva de
dissociacao, ao final da reacdo. A fluorescéncia é medida em funcdo da
temperatura; a medida que a temperatura aumenta, a fluorescéncia diminui.
A molécula de dsDNA separa-se do fluoréforo a uma determinada
temperatura (temperatura de Melting - Tm), momento no qual a
fluorescéncia decai abruptamente. Como os primer-dimers séo tipicamente
mais curtos que o produto alvo, eles separam-se a uma temperatura mais
baixa, e sua presenca é facilmente identificada pela andlise da curva de
dissociacao (KUBISTA et al., 2006).

A quantificagdo da carga viral das amostras € dado pelo cycle
threshold (Ct), que é definido como o ciclo da reacdo no qual o sinal de
fluorescéncia emitido pelo fluoréforo ultrapassa o limiar estabelecido.
Analisando os valores de Ct, é possivel garantir que o PCR esta na fase
exponencial de amplificacdo. O valor numérico do Ct é inversamente
proporcional a quantidade de amplicons na reacdo (quanto menor o valor de
Ct, maior a quantidade de amplicons) (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008).
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1.4.4 Flavivirus no Brasil

No Brasil mais de 200 arbovirus foram descritos sendo que,
aproximadamente, 30 foram relacionados a doenca humana. Dentre os
arbovirus que ocorrem no Brasil, os Flavivirus produziram o maior numero
de infecgbes e doencas humanas de alta gravidade (FIGUEIREDO, 2010).

Em territorio brasileiro, ja foram descritos os Flavivirus: virus da Febre
Amarela (FAV), Bussuquara (BSQV), Cacipacoré (CPCV), Iguape (IGUV),
llhéus (ILHV), Rocio (ROCV), e encefalite de Saint Louis (SLEV), Naranjal
(NJLV), além dos quatro sorotipos do virus da Dengue (DENV), que tém
causado epidemias urbanas no Brasil desde a década de 80 (TRAVASSOS
DA ROSA et al., 1997; FIGUEIREDO et al., 1998;). Os virus IGUV e NJLV
nao foram isolados de seres humanos e nem séo relacionados a infecces
humanas (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997). Até 2011, ndo havia
nenhum relato de infeccdo humana pelo CPCV no Brasil; o primeiro relato
ocorreu em RondGnia, em um paciente que tinha suspeita de infeccéo pelo
FAV (BATISTA et.al., 2011).

Os virus da Dengue e da Febre Amarela foram os primeiros
microorganismos a serem denominados virus. Existem quatro sorotipos do
virus da Dengue: DENV-1, DENV-2, DENV-3 E DENV-4 (BARRETO e
TEIXEIRA, 2008).

Os quatro sorotipos tém origem em macacos e, de forma
independente, passaram aos humanos, tanto na Africa quando na Asia, ha
cerca de 100 a 800 anos (CDC, 2012).

No Brasil, os primeiros casos de dengue ocorreram em 1923 em
Niterdi, no Rio de Janeiro. A partir de novembro de 1981 até o més de marcgo
de 1982, ocorreu uma epidemia na cidade de Boa Vista, Territério de
Roraima (na regido norte da Amazlnia Brasileira), com circulagdo dos
sorotipos DENV-1 e DENV-4. Provavelmente tratava-se da expansdo da

onda epidémica que atingiu varios paises da Ameérica Central e do norte da



36

América do Sul nos finais da década de 70 (OSANAI, 1982; PONTES e
RUFFINO-NETTO, 1994).

Assim como o virus da Dengue, o virus da Febre Amarela (FA)
também é transmitido por mosquitos do género Aedes e afeta principalmente
humanos e macacos (MONATH, 2001). O virus circula amplamente na
América do Sul e Africa (CDC, 2011), e pode ser transmitido por ciclos
urbano, silvestre e intermediario. No Brasil ocorrem apenas os ciclos urbano
e o silvestre (WHO, 2013). Em locais de mata, como florestas, o virus circula
entre primatas ndo-humanos e mosquitos. Os humanos expdem-se
esporadicamente ao virus quando adentram estes locais, na maioria das
vezes por lazer, caracterizando o ciclo silvestre. Em locais com alta
densidade de mosquitos, os vetores transmitem o virus dos macacos para
0s humanos, iniciando o ciclo urbano, onde o proprio homem torna-se fonte
de infecgéo para os mosquitos (MONATH, 2001; WHO, 2013).

No Brasil, a FA ocorre de forma esporadica, com registros de casos
isolados na regido Amazonica (area endémica), e na forma de surtos na
regido extra-amazodnica. Entre 1999 e 2001, foram registrados 402 casos
humanos, com 186 oObitos. Em 2011, foram notificados os ultimos dois
casos, todos na regido da Amazébnia, area endémica para a FA (BRASIL,
s/d).

O virus BSQV foi identificado pela primeira vez no Brasil em 1959. O
isolamento viral ocorreu a partir do sangue de um macaco sentinela préximo
a Belém, no Pard (GOMES e CAUSEY, 1959). Apenas um relato de infeccéo
humana foi descrito por SRIHONGSE e JOHNSON (1971).

O virus Rocio foi primeiramente identificado durante uma epidemia no
Vale do Ribeira entre 1975 e 1978, com constatacdo de 465 casos
humanos, com 61 6bitos. Apesar da taxa de letalidade ter sido calculada em
13%, o numero de mortes diminuiu marcadamente apés cuidados médicos
(LOPES et al., 1978). Acredita-se que o ROCV mantenha-se em um ciclo
envolvendo aves silvestres, ja que LOPES et. al. (1981) conseguiu isolar o

virus tanto de exemplares da espécie de mosquito Psorophora ferox, quanto
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de um individuo de Zonotrichia capensis, ave popularmente conhecida como
tico-tico.

Estudos soroldgicos posteriores detectaram anticorpos para o0 ROCV
em humanos do Vale do Ribeira, regidao na qual o virus foi identificado pela
primeira vez (ROMANO-LIEBER e IVERSSON, 2000), e em Ribeirdo Preto
(FIGUEIREDO e al., 1986). Além disso, em uma pesquisa realizada em
2010, foram encontrados anticorpos neutralizantes em cavalos dos estados
de Séo Paulo, Paraiba, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul (SILVA, 2010),
constatando a ampla circulagdo do virus e possibilidade de novas
epidemias.

Em 1979, um novo Flavivirus (IGUV) foi identificado a partir de
isolamento em camundongos sentinela numa area florestal em Iguape (SP).
Anticorpos neutralizantes para o virus foram encontrados em aves
capturadas em anos posteriores na mesma area, sugerindo a participacao
destes animais no ciclo de transmissdo deste Flavivirus (COIMBRA et al.,
1993). Para o virus llhéus, a participacao das aves também ja foi constatada
em uma investigacao liderada por PEREIRA et al. (2001) realizada no
Parque Ecoldgico do Tieté (Sdo Paulo). Duas espécies de aves silvestres
(Sporophila caerulescens - coleirinho-paulista e Molothrus bonariensis -
chopim) apresentaram soropositividade para duas cepas distintas deste
arbovirus.

O virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) encontra-se amplamente
distribuido nas Américas, do Canada a Argentina (FIGUEIREDO, 2010). O
virus foi primeiramente identificado como causador de encefalites humanas
em 1933, em St. Louis, MO. Posteriormente, uma epidemia ocorreu em
Washington, em 1941 e 1942, na qual houve a constatacdo de que o0s
vetores do virus seriam mosquitos do género Culex, e que as aves do
peridomicilio manteriam e amplificariam o virus (HOFMEISTER, 2011).

No Brasil, 0 virus de Saint Louis (SLEV) foi primeiramente isolado em
1960, de um pool de Sabethes belisarioi coletados na estrada Belém-
Brasilia. Posteriormente, determinou-se que SLV possui aves selvagens,

primatas, preguicas, tamanduds e marsupiais como reservatorios, e Culex
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declarator e Culex coronator como vetores (VOGEL et al.,2005). No estado
de S&o Paulo, entre 1967 e 1969, oito isolamentos do virus de Saint Louis
(SLEV) foram obtidos de roedores, aves e ratos sentinela (LOPES et al.,
1979). Posteriormente, na cidade de S&o Paulo, o virus foi isolado de um
humano, cujos sintomas levaram ao diagndstico incorreto de Dengue. Por
andlises moleculares, foi comprovada a infec¢do por SLEV (ROCCO et al.,
2005).

Em 1999, em Nova lorque, teve inicio uma epidemia de encefalite
humana associada a mortes de aves que, no inicio, achou-se ser causada
pelo SLEV, virus de ocorréncia regular nos EUA. Porém, este virus, apesar
de ter as aves como reservatorio, ndo leva a 6bito individuos desta classe de
animais (McLEAN et al.,, 2001). Apos sequenciamento das amostras
provenientes da necropsia das aves encontradas mortas, comprovou-se que
0 virus causador da epidemia era o West Nile Virus (WNV) (LANCIOTTI et
al., 1999).

O WNV foi identificado como causador de doencas humanas na
Africa, no distrito de West Nile, em Uganda, em 1937. Foi identificado em
aves (corvos e columbiformes) na regido delta do Nilo em 1953. Antes de
1997, o WNV ainda néo era considerado patogénico para aves, até que uma
linhagem mais patogénica apareceu em Israel, que causou mortalidade em
aves, que apresentaram sinais de encefalite e paralisia (WHO, 2011).

Na epidemia de Nova lorque, todos os infectados apresentaram
quadros de encefalite. Na investigacdo epidemiologica realizada, constatou-
se que todos os pacientes, rotineiramente, saiam de casa no fim de tarde
para realizar atividades no jardim. Uma investigacdo ambiental revelou a
presenca de criadouros com fases larvarias do mosquito Culex nos jardins
das casas dos pacientes e também de vizinhos (NASH et al., 2001).

O WNV esta mais frequentemente associado com mosquitos
ornitofilicos do género Culex, que amplificam o virus e transmitem-no a aves
residentes e migratorias (GOULD e HIGGS, 2009). De setembro a outubro
de 1999, na epidemia de Nova lorque, o virus foi isolado de nove pools de
mosquitos, todos do género Culex, alem de evidéncias desta infec¢ao terem
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sido detectadas em aves silvestres mortas e vivas (KULASEKERA et al.,
2001).

Grandes epidemias ocorreram na Grécia, Israel, Roménia, Russia e
EUA, todos locais de rotas migratérias de aves. O WNV estabeleceu-se na
Africa, Europa, Oriente Médio, oeste da Asia e Australia (WHO, 2011).
Desde sua introducdo em Nova lorque, em 1999, o virus disseminou-se
amplamente, tendo sido constatado em Montana (KALBFLEISCH, 2011),
Virginia (JOYNER et al., 2006), com confirma¢édo da infeccdo por técnicas
moleculares, California (REISEN et al.,, 2004) e outros estados norte-
americanos. A maioria dos estudos constatou a circulagcdo do virus
realizando técnicas sorolégicas em aves e mamiferos e também pelo teste
de amplificacdo de acidos nucléicos (NAT) realizado em amostras
provenientes de doadores de sangue, que detecta o RNA viral. Esta técnica
surgiu em 2002, com a possibilidade de transmissdo do virus por transfusédo
de sangue, o que demonstrou ser uma ferramenta importante em saude
publica (BUSCH et al., 2006).

Na Europa, o virus foi detectado em varios paises, como Portugal, em
2006 (FORMOSINHO et al., 2006), com soropositividade em aves e equinos,
e em 2007, na Alemanha (LINKE et al., 2007), com sorologia positiva
apresentada em aves silvestres capturadas.

A circulacdo do WNV na América do Sul ndo havia sido descrita até
2005, quando MORALES et al. (2006) reportou soropositividade em 4,8%
dos equideos colombianos avaliados e, de 2004 a 2006 a deteccéo de aves
e equinos soropositivos residentes na Venezuela por BOSCH et al. (2007)
sugere a circulacédo do virus na Ameérica do Sul.

DIAZ et al. (2008a) realizaram estudo sorolégico em aves no ano de
2005, em Cérdoba, no México, 0s quais constataram soropositividade para
WNV em vérias familias de aves. Um ano mais tarde, MORALES et al.
(2006) isolaram o virus de cérebros de equinos que foram a O6bito por
encefalite em San Antonio de Areco, cidade proxima de Buenos Aires. Na
provincia de Santa Fé, uma prevaléncia de 16,2% foi encontrada em
equinos para 0 WNV (TAURO et al., 2012).
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No Brasil, a primeira evidéncia do WNV foi detectada por PAUVOLID-
CORREA et al. (2011), os quais constataram sorologia positiva em equinos
do Pantanal, Brasil. De 168 cavalos testados, cinco foram soropositivos para
o WNV. O Pantanal brasileiro foi escolhido neste estudo por ser uma area de
movimentacado de aves migratorias e por ter tido evidéncias da circulacéo de
outros arbovirus, em um estudo liderado por IVERSSON et al. (1993). A
deteccdo do virus nado foi possivel, mas os resultados deste estudo sugerem
que o WNV iniciou sua circulacdo em territério brasileiro.

A maioria dos estudos que buscam evidéncias da circulagcdo do WNV
também realizam testes para o SLEV, pois os dois virus apresentam reacao
cruzada no teste de neutralizagao.

O conjunto de determinados fatores como: presenca de aves
migratorias; alta densidade populacional equina; e condicbes ambientais e
climaticas favoraveis a proliferacdo dos artropodes, podem resultar em
epidemias de encefalomielite por WNV no Brasil (PAUVOLID-CORREA e
VARELLA, 2008).

1.5 AVES SILVESTRES E FLAVIVIRUS

Todas as aves realizam algum tipo de deslocamento, seja por longas
ou curtas distancias. Até as aves mais sedentarias movem-se, muitas vezes,
cerca de 50 a 100km, identificando o movimento e a migracdo das aves
como um fenémeno importante (HUBALEK, 2004).

A migracdo é um fendbmeno que ocorre em muitas espécies de aves
que, com a aproximacdo do outono, deixam suas frias areas de reproducéo
em busca de locais com temperaturas mais amenas e com maior

disponibilidade de alimento (areas de invernada), para depois retornarem as
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suas areas de origem durante a primavera e verdo, completando assim seu
ciclo biolégico (NUNES et al., 2006).

As migragdes podem ser intercontinentais ou num mesmo continente
(SICK, 1983). Além da migracao, as aves realizam outros movimentos, como
a) movimentos rotineiros diarios, no qual se deslocam diariamente em areas
proximas aos sitios de alimentacdo e nidificacdo; b) deslocamentos de
disperséo, realizados pelas aves jovens a procura de novos territérios, que
pode ser em areas préoximas ao local de nascimento ou a quildmetros de
distancia; c) os deslocamentos dispersivos, que envolvem movimentos pos-
reprodutivos em todas as dire¢cbes, ndo havendo um retorno em dire¢ao ao
ponto inicial; d) a irrupgdo ou invaséo, que ocorrem em associagdo com a
oferta de alimento, e por fim, €) nomadismo, que ocorre em areas onde o
alimento é temporariamente abundante, e as aves, por vezes se reproduzem
nessas areas (NEWTON, 2010).

Os habitats selecionados pelas aves migratérias ao longo de suas
rotas sdo relacionados aos seus habitos alimentares, disponibilidade de
recursos e taticas de forrageamento. As espécies migrantes geralmente se
concentram em areas especificas, de importancia fundamental para
conservacao dessas espécies, uma vez que, ao realizarem grandes
migracdes, elas necessitam de locais para trocarem as penas, alimentarem-
se e adquirir energia necessaria para a continuagdo das longas viagens
(NUNES et al., 2006).

As aves utilizam a gordura armazenada como energia para migragdes
de longas distancias; viajam a noite, quando o ar € mais frio e a atmosfera é
mais calma. Param por dias nas chamadas “staging areas”, onde as
mesmas descansam e repdem as energias, além de encontrarem outras
espécies de aves. Esse fator é importante quando pensamos na transmissao
das doencas infecciosas, principalmente as veiculadas por aves migratérias
(REED et al., 2003).

Cerca de aproximadamente cinco bilhdes de aves, representantes de
mais de 300 espécies, migram da América do Norte para as Américas

Central e do Sul (figura 9) (REED et al., 2003). Segundo o Inventariamento
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de Fauna do Municipio de S&o Paulo (SAO PAULO, 2010), constatou-se
gue, na cidade ha chegada de 35 espécies de aves migratérias, que vém
tanto do Hemisfério Sul, durante o inverno austral, quanto do Hemisfério
Norte, durante o inverno boreal. A extensdo das migracOes € variavel e
caracteristica para cada espécie; enquanto algumas desviam apenas um
pouco, outras atravessam todo o continente (SICK, 1983).

Dentre as migrantes listadas no municipio de Sao Paulo, trés
espécies sdo provenientes do Hemisfério Norte, que partem dos EUA e
Canada em agosto e setembro e retornam em abril e maio: 4guia-pescadora
(Pandion haliaetus), falcdo-peregrino (Falco peregrinus) e macarico-de-
perna-amarela (Tringa flavipes) (CBRO, 2010). A espécie Vireo olivaceus
(juruviara), é considerada como espécie residente segundo CBRO (2010),
ou seja, sem caracteristicas migratérias para o Brasil. Porém, segundo SICK
(1983), a espécie Vireo olivaceus chivi, sedentaria em grandes regides da
América do Sul, recebe, no norte do continente, a visita de Vireo olivaceus
olivaceus, oriundo do Hemisfério Norte.

O falcao-peregrino detém-se anualmente, de outubro a abril, no Rio
de Janeiro, onde pbéde ser observado frequentemente nos ultimos 25 anos
(figura 10). Evidenciou-se, em 1968, que esta espécie nao € proveniente dos
Estados Unidos (EUA), e sim da tundra do alto norte, que domina
praticamente todo o topo da América do Norte, Europa e Asia. A &aguia-
pescadora ocorre regularmente na América do Sul, onde comparece tanto
nos lagos e na zona costeira, como também no interior do continente (Rio
Xingu) (figura 11) (SICK, 1983).
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Migragéo Boreal das Aves
Todo ano, 3 -5 bilhdes de
aves voam da floresta
boreal do Canada para as
Américas.

!ota !ota !0’[3

Oeste Central Leste

Figura 9 Principais rotas migratdrias utilizadas por aves migratorias
oriundas do Hemisfério Norte.
Fonte: www.borealbirds.org

As aves podem disseminar muitos patégenos, podendo utilizar-se de
trés mecanismos para realizar esta acao: a) biolégicos, quando o patégeno
multiplica-se no organismo da ave, podendo causar infec¢cdes agudas,
cronicas ou assintomaticas; b) mecéanicos, quando ndo ha replicacdo do
patbgeno no organismo da ave;, c) carreadoras de ectoparasitas
hematéfagos que, muitas vezes, agem como vetores de doencas
importantes (HUBALEK, 2004).
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=1 Area reprodutiva (Maio - Setembro)
B Area de invernagem (Qutubro - Abril)
I Populagao residente (F. p. cassini)

LEGEND

B Year Round

B Summer (breeding)

Bl Winter {non-breeding)
Migration

Figura 10 Rota de migragéo de Falco peregrinus

Fonte: www.avesderapina.com.br

Figura 11 Rota de migracéo de
Pandion haliaetus.
Fonte: CORNELL UNIVERSITY, s/d.

No caso de alguns Flavivirus, como WNV e SLEV, o principal
reservatorio sdo as aves migratorias (HUBALEK, 2004; PETERSON et al.,

2004), que dispersam o virus utilizando-se do mecanismo biolégico
(HUBALEK, 2004). O WNV, principalmente em relacdo a linhagem

encontrada na epidemia de Nova lorque ocorrida em 1999 (LANCIOTTI et

al., 1999), esta relacionado a extensa mortalidade de aves, o que ja néo

ocorre em infec¢des pelo SLEV. Porém, no caso do WNV, alguns individuos

ndo apresentam sintomatologia e sobrevivem a infeccdo, apresentando
niveis detectaveis de anticorpos anti-WNV (PETERSON et al., 2004), o que

também pode significar infeccbes prévias por outros membros da familia

Flaviviridae (MALE, 2003).
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As aves picadas por mosquitos infectados pelo WNV também tornam-
se infectadas e com potencial para transmitir o virus. Os passeriformes
aparentam ser as aves mais competentes na transmissdo do WNV pois
atingem altos picos de viremia, num periodo de aproximadamente 7 dias
(figura 12) (KOMAR et al., 2003; KILLPATRICK et al., 2007).
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Figura 12 Niveis e periodo de viremia nas diferentes ordens de aves amostradas.
Fonte: KOMAR et al., 2003.

Considerando o curto periodo virémico, ainda ndo € possivel afirmar
que as aves migratérias carreiam o virus durante toda a sua rota de
migracdo. Para determinar se este fator € possivel, € necessario monitorar
uma ave sabidamente virémica durante todo o seu percurso migratério
(KILLPATRICK et al., 2007).

Apesar dos mosquitos serem considerados 0s principais vetores,
outros artrépodes ja foram descritos como transmissores de alguns
Flavivirus. O WNV ja foi isolado de carrapatos do género Amblyomma,

capturados alimentando-se em algumas aves, e outros individuos
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demonstraram ser capazes de transmissdo, como 0s carrapatos dos
géneros Argas, Ornithodoros e Dermacenter (ANDERSON et al., 2003).

A transmissdo do virus sem a participacdo de um vetor ja foi
documentada entre as aves. KOMAR et al. (2003) relatou a infeccéo por via
oral, salientando a importancia de espécies que alimentam-se de animais
mortos ou doentes que podem portar o virus. Ja BANET-NOACH et al.
(2003) detectaram, em condigbes experimentais, a transmissao direta do
virus entre individuos da mesma espécie, neste caso, 0s gansos, sugerindo
a producédo de aerossobis pelos animais infectados.

No Brasil, existem propostas para o0 monitoramento da emergéncia do
WNYV, sugerindo-se a vigilancia em aves silvestres migratorias e residentes
em areas ao longo das rotas migratorias (LUNA, et al., 2003). Em 2004, em
Galinhos/RN, foram coletadas amostras de sangue de aves residentes e
migratorias capturadas em redes ornitolégicas, que foram testadas para o
WNV; porém, nenhuma amostra apresentou-se positiva ao teste da inibicao
da hemaglutinacdo (BRASIL, 2004).

Diante do exposto, justifica-se a realizacdo de pesquisa de infeccdes
por Flavivirus nas aves presentes nos Parques Municipais de Sao Paulo,
dada a importancia das doencas causadas por estes virus, que podem
afetar a populacéo de aves silvestres e domésticas presentes nestas areas,

ressaltando o risco de transmissdo destes agentes a populacdo humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar infeccdo por Flavivirus em aves silvestres residentes e

migratorias provenientes de areas verdes do Municipio de Sao Paulo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar presenga de Flavivirus ainda n&o conhecido ou pouco
comum causando infeccdo em aves.

2. Conhecer a diversidade genética de Flavivirus encontrados em aves.
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3 METODOS

A pesquisa contemplou a coleta de amostras de aves silvestres
residentes e migratorias capturadas em duas areas verdes de soltura e
monitoramento de animais silvestres no municipio de Sdo Paulo, segundo
autorizacdo emitida pela Secretaria Municipal do Verde e do Meio Ambiente
(SVMA/PMSP) pelo processo n° 2013-0.127.624-0. Segundo SAO PAULO
(2010a), em ambas as areas ha chegada de aves migratérias oriundas do
Hemisfério Norte.

O material foi coletado por equipe da Divisdo Técnica de Medicina
Veterinaria e Manejo da Fauna (DEPAVE-3), do Departamento de Parques e
Areas Verdes (DEPAVE), da Secretaria do Verde e do Meio Ambiente da
Prefeitura Municipal de Sdo Paulo (SVMA/PMSP) e enviado ao Laboratério
de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo
(IMT/USP). Esta pesquisa foi financiada pela FAPESP, sob o processo
namero 2010/51230-8.

3.1 DESCRICAO DAS AREAS DE ESTUDO

Foram escolhidas duas areas verdes municipais para captura das
aves silvestres, demonstradas na figura 13. o Parque Anhanguera,
localizado no Distrito de Perus, zona oeste do Municipio (Coordenadas:
UTM Corrego Alegre - 23 S X-317.106 Y-7.409.705), e a Fazenda
Castanheiras/APA Bororé Colbnia, localizada no Distrito do Grajad,
Peninsula do Bororé, zona sul da cidade (Coordenadas: UTM Cérrego
Alegre - 23S X-331.691 Y-7.365.989).
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3.1.1 Parque Anhanguera

O Parque Anhanguera, localizado a Avenida Fortunato Tadiello
Natucci, 1000, Distrito de Perus, possui uma area de 9.500.000 m? (figura
14). E um remanescente do Sitio Santa Fé, antiga fazenda de
reflorestamento, sendo o maior parque municipal de S&o Paulo (SAO
PAULO, 2012).

Apresenta vegetacdo composta predominantemente por eucaliptal,
com subbosque com espécies nativas como o camboatd e o tapia-guacu.
Pode-se observar remanescentes da Mata Atlantica, como jeriva, paineira e
tipuana ao longo de cursos d’agua, campos secos, brejos, orquidario e areas
ajardinadas (SAO PAULO, 2012).
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Figura 13 Localizacdo das areas escolhidas no estudo (em rosa: Parque Anhanguera e
Fazenda Castanheiras/APA Bororé Colbnia; em preto: demais areas verdes do municipio de
S&o Paulo).

Fonte: SAO PAULO, 2010a (com modificagdes).
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Possui elevada riqueza de fauna (SAO PAULO, 2012), com cerca de
224 espécies registradas, sendo 146 de aves (SAO PAULO, 2010a). Dentre
as aves endémicas de Mata Atlantica ocorrem papa-taoca-do-sul, arapagu-
rajado, tangara e sanhacu-de-encontro-amarelo. Ha o registro de mais de 15
espécies de anfibios anuros, como o sapo-martelo e a perereca-cabrinha.
Serpentes, cagado-pescoc¢o-de-cobra e lagarto-teill estdo entre os répteis
observados. Mais de vinte espécies de mamiferos foram assinaladas,
incluindo morcegos, furdo, quati, veado-catingueiro, capivara, tatus, prea,
tapiti, cuicas e caxinguelés. Recentemente foram registradas a jaguatirica e
a sucuarana, espécies ameacadas de extin¢do, além do cachorro-do-mato
(SAO PAULO, 2012).

Neste parque, localiza-se o Centro de Reabilitacdo de Animais
Silvestres (CRAS), pertencente a Divisdo Técnica de Medicina Veterinaria e
Manejo da Fauna Silvestre (DEPAVE-3), cuja principal funcdo é a
reabilitagdo dos animais silvestres atendidos na sede do Parque Ibirapuera e

posterior soltura em suas areas de ocorréncia.

e
‘\’
y Cajamar 3
. -,7" 0 Caieiras
""‘T.!El:'ﬂ 4

*_ . Entrada do Parque Anhanguera .. gi¥
= ? b : ‘.|“.-1-

Image
© 20 Mame’k

Figura 14 Foto aérea do Parque Anhanguera (A - entrada do Parque B — entrada do
CRAS; verde — pico do Jaragud).
Fonte: GOOGLE EARTH.
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3.1.2 Fazenda Castanheiras/APA Bororé Colbdnia

A APA Municipal Bororé-Coldnia foi criada pela Lei n® 14.162, de 24 de
maio de 2006 (PMSP, s/d a) e, com uma area de 9000ha (90 km2) (SAO
PAULO, 2010b), tem como objetivo promover a protecdo da diversidade
biolégica, dos recursos hidricos e do patrimdnio histérico da regido (PMSP,
s/d a), alem de manter o carater rural e a qualidade ambiental do local,
através de projetos de manejo florestal sustentavel, agricultura organica e
educacdo ambiental com envolvimento da comunidade (SAO PAULO,
2010b).

Localiza-se no sul do municipio de Sao Paulo, distando cerca de 25
Km do centro de SP. A APA possui inUmeras nascentes, coOrregos e
ribeirdes que drenam para as Bacias Guarapiranga e Billings, ambas
pertencentes a Bacia do Alto Tieté, contribuindo de forma essencial com a
formacdo dos mananciais e recursos hidricos que abastecem cerca de 30%
da regido metropolitana de S&o Paulo estando também inserida na Area de
Protecdo e Recuperacdo de Mananciais da Bacia Hidrografica do
Reservatorio Billings - APRM-B (PMSP, s/d a). Como destaque, abriga a llha
do Bororé (palavra tupi-guarani usada para denominar 0 veneno que 0S
indios usavam na ponta das flechas para anestesiar a caca) e monumentos
histérico provenientes da colonizagédo alema no século XIX (SAO PAULO,
2010b).

A APA Bororé Col6nia, em sua extensado, possui algumas propriedades
particulares, sendo uma delas a Fazenda Castanheiras, area contemplada
pelo Inventariamento de Fauna do Municipio de S&o Paulo (SAO PAULO,
2010a). Com o registro de 237 espécies de animais, dentre elas 191 aves, é
notoria a alta relevancia ecolégica da regidao, sendo uma das Ultimas
grandes areas verdes da cidade de S&o Paulo; porém, encontra-se bastante
ameacada pelo processo de crescimento desordenado da metrépole, o que

faz com que a protecao da regido seja extremamente importante no sentido
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de garantir a preservacdo desses importantes recursos naturais (PMSP, s/d

a).

3.2 CAPTURA DAS AVES

A equipe de Inventariamento de Fauna da Divisdo Técnica de
Medicina Veterindria e Manejo da Fauna Silvestre (DEPAVE-3) ja realiza
monitoramento das aves nestes locais, realizando captura das mesmas em
parques municipais, mediante autorizacdo n°® 1267/8 emitida pelo Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres (SNA), do Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacédo de Aves Silvestres (CEMAVE), do Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIio), do Ministério do Meio
Ambiente (MMA), expedida com base na IN-IBAMA 27/2002 de 23/12/2002,
dado o potencial de manutencdo das espécies silvestres soltas no local e
sua provavel recaptura.

Esta Divisdo, do Departamento de Parques e Areas Verdes
(DEPAVE), da Secretaria do Verde e do Meio Ambiente (SVMA/PMSP), € o
orgdo municipal responsavel pelo Manejo da Fauna Silvestre de parques e
areas verdes, a partir de atendimento veterinario, com suporte laboratorial,
aos animais silvestres trazidos por municipes, Corpo de Bombeiros, Policia
Ambiental, Ibama, Centro de Controle de Zoonoses, entre outros. Para
tratamento, o0s animais recebem cuidados veterindrios com
acompanhamento clinico, cirdrgico, biolégico e nutricional de acordo com as
necessidades proprias de cada espécie (PMSP, s/d b).

Apos o tratamento e reabilitacdo os animais sao destinados, conforme
suas condicdes fisicas e/ ou comportamentais, visando, primordialmente, a
soltura em areas definidas apds processos de avaliagdo. Caso a soltura nao

seja possivel, os animais sdo encaminhados para criadouros. Os animais
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soltos, devidamente anilhados, sdo monitorados através de busca ativa
(redes ornitologicas e avistamento e/ou escuta) e ou por monitoramento
passivo, quando os mesmos retornam a Diviséo.

Para cada local foi tracado um itinerario que engloba a maior
diversidade de ambientes possiveis, considerando a cobertura vegetal,
relevo e a presenca de agua (WILLIS e ONIKI, 1981). Foram realizadas
incursdes a campo com frequéncia mensal em cada uma das areas verdes,
sempre procurando percorrer 0 mesmo itinerario continuadamente, e/ou
determinando pontos de parada com tempo pré-estabelecido. Os espécimes
foram capturados com auxilio de seis redes ornitologicas (tipo “mist-net”)
(figura 16) de malha 36mm para avifauna em cada local. As redes foram
armadas em estacOes pré-estabelecidas de forma a abranger diferentes
ambientes e area de transicdo. O tempo de permanéncia das redes em cada
estacdo foi de 30 horas por més, no periodo da manha e/ou no entardecer.

No Parque Anhanguera, as redes foram colocadas em duas &reas
diferentes: 1) préximo a Administracdo do Centro de Reabilitacdo de Animais
Silvestres (CRAS/DEPAVE-3), junto aos recintos, com apenas uma rede
colocada; e 2) préximo a area de mata, junto a um comedouro, com
colocacgéo de cinco redes ornitoldgicas (figura 16).

Na Fazenda Castanheiras/APA Bororé Colbnia, foram escolhidos dois
locais, ambos proximos de comedouros artificiais para aves (figura 15).

A colocacgéo das redes iniciou-se antes do nascer do sol, por volta
das 5h30, para que ja estivessem armadas ao amanhecer, periodo de maior
movimentagdo das aves. A cada 30 minutos, as redes eram verificadas para
a presenca de aves presas em suas malhas e, caso positivo, o animal era
retirado cuidadosamente e colocado em sacos de pano, para minimizar o

stress (figura 17).
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Figura 15 Redes ornitoldgicas tipo “mist-net”utilizadas na captura das aves —
Fazenda Castanheiras/APA Bororé Colonia.
Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 16 Redes colocadas na area 2 do Parque Anhanguera.
Fonte: Arquivo pessoal.

Foi realizada a biometria das aves capturadas pelos bidlogos de
DEPAVE-3 (figura 18), segundo os seguintes parametros: comprimento total
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(CT), largura do tarso (LT), peso (P), comprimento do bico (CB) e largura do
bico (LB). A maioria recebeu anilha CEMAVE (Centro Nacional de Pesquisa
e Conservacdo de Aves Silvestres) em seu tarso: direito, se for fémea, e
esquerdo para os machos. Os dados foram anotados em planilha, como

consta no Apéndice 1.

Figura 17 Sacos de pano utilizados para minimizar o stress
dos animais e impedir a fuga.
Fonte: Arquivo pessoal.

Muitas aves foram soltas por técnicos de DEPAVE-3 nestas areas,
apos tratamento veterinario e estudo das areas de soltura. As aves séo
liberadas apos colocacédo de anilha do tipo PMSP (padrdo da Prefeitura do
Municipio de S&o Paulo), para que seja possivel realizar o monitoramento
pés soltura. Algumas aves capturadas neste estudo portavam esta anilha e,

nestes casos, nao foi colocada a anilha tipo CEMAVE.
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3.3 COLETA DE MATERIAL OROFARINGEO E CLOACAL

Para a pesquisa de Flavivirus nos individuos capturados, material da
cavidade oral e cloacal foi coletado por meio de swabs estéreis e
descartaveis (figura 20). Apés a coleta, os swabs foram colocados em
criotubos devidamente identificados, contendo 300ul de Meio de Transporte
Viral (albumina bovina 5% em PBS, solucdo penicilina/estreptomicina,
glicerol e anfotericina B), que garante a integridade do material até seu
processamento.

Para algumas aves, foi possivel realizar coleta de sangue, a partir da
veia ulnar dos animais. Foi necessaria apenas uma gota de sangue,
coletada com auxilio de um capilar, e seu conteudo foi colocado em criotubo
contendo o mesmo meio para realizacao de teste molecular.

Os tubos foram embalados em sacos plasticos, bem vedados com
barbante, colocados imediatamente em nitrogénio liquido e transportados
até o laboratorio, onde foram armazenados em freezer -80°C até o
processamento das amostras.

Nos casos de recaptura, as aves tiveram material coletado

novamente.
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Figura 18 Biometria realizadas nas aves capturadas pelos biélogos de DEPAVE-3 (A:
comprimento total; B: largura do tarso, C: péso, D: largura do bico, E: comprimento do bico
e F: anilhamento).

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 19 Realizacdo de swabs nas aves capturadas (A: cloacal, B: oral).
Fonte: Arquivo pessoal.

3.4 PADRONIZACAO DA TECNICA

A principio, todas as amostras extraidas seriam submetidas a
tratamento com DNAse (Turbo DNAse-free™ Ambyon®) para eliminar o
DNA contaminante presente. O cDNA, obtido apds a transcrigdo reversa,
seria encaminhado para reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) para a
amplificagédo de fragmento de aproximadamente 629pb do gene mitocondrial
cyt b de aves. A sequéncia de nucleotideos do gene cyt b contém
informacbes espécie-especificas e € usada em estudos filogenéticos
(PARSON et al., 2000).

Iniciadores desenhados por CICERO e JOHNSON (2001) foram
adotados, com algumas modificacdes. A sequéncia dos mesmos aparece no
Quadro 2. Essa reacdo seria realizada para controle de todas as etapas
descritas anteriormente, desde a coleta do material até a PCR, para garantir
que os resultados negativos sdo verdadeiramente negativos, excluindo a
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possibilidade de, por mal amazenamento da amostra, o material genético
viral presente ter sido degradado, levando a um resultado falso negativo.
Esta técnica foi realizada com apenas algumas amostras. Quando
visualizadas em gel de agarose a 1,5%, apenas arrastes eram identificados
(figura 20). Mesmo alterando o tempo de acdo da DNAse, o mesmo

resultado era visualizado.

Figura 20 Amostras produto da reacédo de PCR convencional para o gene cyt B
de aves. Apenas a banda do controle positivo € visualizada (seta).

Devido a estes resultados, 10 ul de sobrenadante de cultura do virus
da dengue tipo 2 foi adicionado a 75ul de duas amostras, logo apos a
extracdo. Cada amostra foi dividida em duas aliquotas. A primeira foi
submetida a tratamento com DNAse, com posterior transcricdo. A segunda
ndo foi tratada com DNAse, sendo submetida diretamente a transcricdo
reversa. Todas as aliquotas foram encaminhadas para reacédo de PCR em
tempo real, que sera explicada a seguir.

Foi constatado que nas amostras tratadas com DNAse nao houve
amplificacdo do material genético. O mesmo s6 foi amplificado nas aliquotas

nao tratadas pela enzima. Devido a este fato, comprovou-se qua a DNAse
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degradou todo o material genético presente; por isso, nenhuma das

amostras vidveis restantes recebeu tratamento por esta enzima.

Quadro 2 Iniciadores utilizados para deteccdo de DNA de Aves.

. - .. Tamanho do
Reacdo Iniciador Sequéncia (5" - 3')
fragmento
PCR Aves F CAAATATCNTTCTGAGGNGCYAC 6290
Aves Aves R GGGTGTTCDACDGGTTGGCTNCC P

3.5 EXTRACAO DAS AMOSTRAS

Os acidos nucléicos (DNA e RNA) das amostras de sangue e de
swabs de orofaringe e cloaca, apos descongelamento, foram extraidos pelo
extrator NucliSENS®EasyMAG® Biomérieux, baseado na tecnologia de
extracao com silica.

Primeiramente, as amostras sdo incubadas com tampéao de lise para
que haja liberacdo dos acidos nucléicos. Ao final da incubacéo, a silica
magnética é adicionada com a funcdo de capturar os &cidos nucléicos
presentes. O dispositivo magnético do equipamento atrai a silica, permitindo
a purificacdo dos acidos nucléicos por meio de multiplas lavagens. Uma vez
purificado, os acidos nucléicos sao liberados da silica magnética por
aguecimento. Ao final do processo, a silica é separada do material eluido em
tampéo de eluicéo (figura 21).

As amostras de cloaca e orofaringe foram extraidas conforme o
protocolo Generic 2.0.1. As amostras de sangue foram extraidas conforme o
protocolo Specific B. Este ultimo protocolo realiza mais lavagens que o

primeiro.
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Figura 21 Método de extracao pelo extrator NucliSENS®EasyMAG® Biomérieux.
Fonte: BIOMERIEUX, s/d.

3.6 TRANSCRICAO DAS AMOSTRAS

A amostra extraida foi dividida em duas aliquotas de 14ul; a primeira,
adicionou-se 2ul de RNA extraido de sobrenadante de cultura do virus da
Dengue tipo 2 em concentracao 1:500. A segunda manteve-se intacta. Esta
etapa foi realizada com o intuito de verificar a existéncia de inibidores na
amostra, que impossibilitasse a transcricdo do RNA viral. A amostra na qual
foi adicionado o virus da dengue sera indicada pelo termo aliquota
correspondente.

Todas as aliquotas, apds a extragcdo, foram submetidas a transcrigéo
reversa, com o auxilio do kit SuperScript® VILO™, composto pela enzima
Transcriptase Reversa SuperScript® Il e pelo mix de reacdo VILO™,
composto de primers, MgCl, e dNTPs. A enzima tem alta estabilidade
térmica, podendo ser incubada de 42° a 60° C.

Foi realizada uma reacao de volume final de 20ul, sendo 4ul de Mix
de Reacdo VILO™, 2ul do mix da enzima Transcriptase Reversa
SuperScript® Il e 14ul da amostra extraida (ou amostra correspondente). A
incubacéo foi feita a 25° C por 10 minutos, 42° C por 120 minutos e 85° C

por 5 minutos.
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3.7 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE EM TEMPO REAL (qPCR)
E REACAO DE SEMI-NESTED PCR

O cDNA, obtido apds a transcricdo reversa, foi encaminhado para
PCR em tempo real para pesquisa de Flavivirus. Tal reacdo amplifica
fragmento de 200pb do gene NS5 de Flavivirus e foi realizada segundo
JOHNSON et al. (2010).

A sequéncia alvo foi amplificada numa reacdo com volume final de 25
pl, contendo 2,5ul de cDNA, 12,5ul de Power SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 1ul de cada iniciador (em concentracdo inicial de
10uM) e 8ul de H,O DEPc. Os parametros para o termociclador (ABI
Prism®7500 HT SDS, Applied Biosystems) foram: 95°C por 15min, 40 ciclos
de 94°C por 30s/60°C por 1min e uma curva de dissociacdo ao final. Para
analise da curva de Melting, utilizou-se comparagdo com os dados descritos
por MOUREAU et al. (2007), apontados no quadro 3.

O RNA extraido de cultura do virus da dengue tipos 2, 3 e 4 foram
utilizados como controle positivo para as reacbes de PCR, e uma amostra
na qual colocou-se agua no lugar de DNA foi utilizada como controle
negativo.

As amostras positivas a reacdo de gqPCR foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 2,5% corado com brometo de etideo, e
visualizadas em luz ultravioleta, para confirmar os resultados. O tamanho
dos fragmentos de DNA amplificado foi determinado com auxilio de um
marcador de 50pb (Invitrogen®) e, caso as bandas fossem observadas, as
amostras foram submetidas a uma semi-nested PCR que amplifica
fragmento de 200pb do gene NS5 de Flavivirus, para descartar a
possibilidade de que o material amplificado correspondesse ao DNA do

hospedeiro.
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Quadro 3 Lista de referéncia dos Flavivirus transmitidos por mosquitos

Temperatura .
Virus Abreviacéao Linhagem de Melting Namero
(Tm) GenBank Ac

Dengue tipo 1 DENV-1 CY436 DI 606 79,4 EU073979
Dengue tipo 1 DENV-1 Indonésia 1186 TVP 949 | 79,5-80,1 EU074031
Dengue tipo 2 DENV-2 Central Java JKT 85-544 | 80,8 - 81,1 EU074032
Dengue tipo 2 DENV-2 H/IMTSSA-MART/98 703 | 81,4 EU073980
Dengue tipo 2 DENV-2 Papete 341.175 17/12/96 | 80,1 — 80,5 EU074033
Dengue tipo 2 DENV-2 Trinidad 1751 80,8-81,1 EU073981
Dengue tipo 3 DENV-3 H87 prototype 81,4-81,7 EU073982
Dengue tipo 4 DENV-4 Dak HD 34 460 81,4-81,7 EU073983
Dengue tipo 4 DENV-4 BeH403714 81,5-81,7 EU073984
Febre Amarela | YFV 17D vacinal 81,8 EU074025
Bussuquara BSQV Be An 4073 81,7 EUO073977
Iguape IGUV SP An 71686 83,5 EU074054
Naranjal NJLV 25008 81,5 EU074003
Cacipacoré CPCV Be An 327600 82,2 EU073978
Encefalite JEV SA-14 81,7 EU073992
Japonesa

Encefalite  de | SLEV MSI-7 81,5 EU074012
Saint Louis

West Nile Virus | WNV NY 385-99 82,8 -83,1 EU074024
West Nile Virus | WNV An B 3573/82 82,4-82,8 EU074034
West Nile Virus | WNV PaAn 001 82,5 EU074023
Ilhéus ILHV PE 20545 81,2 EU073990
Rocio ROCV SPH 34675 81,5 EU074009

Fonte: MOUREAU et al., 2007 (com modificagdes).

Para a primeira reacdo, segundo MOUREAU (2007), a sequéncia alvo
foi amplificada numa reacdo de volume final de 25ul, contendo 2,5ul de
cDNA, 16,2ul de H,0O de injecéo, 2,5ul de PCR Buffer, 1,5ul de MgCIl 50mM,
0,5ul de dNTP 10mM, 0,75ul de cada iniciador a 10uM e 0,3ul de Taq
Platinum 5U/ul (Invitrogen®). Os parametros para o termociclador foram:
95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 94°C por 30s/50°C por 30s/72°C por 45s e
72°C por 10 minutos.
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O produto desta reacéo foi submetido a uma segunda reacédo de PCR
conforme COOK et al. (2009), tanto puro quanto nas diluicbes 1:10 e 1:100,
em agua de injecdo. A reagdo tem volume final de 25ul, contendo 2,5ul de
cDNA, 16,95ul de H,O para injecdo, 2,5ul de PCR Buffer, 0,75ul de MgCl
50mM, 0,5ul de dNTP 10mM, 0,75ul de cada iniciador a 10uM e 0,3ul de Taq
Platinum 5U/ul (Invitrogen®). Os parametros para o termociclador foram:
94°C por 2 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30s/50°C por 45s/72°C por 1
minuto e 72°C por 10 minutos. As sequéncias dos iniciadores encontram-se

no quadro 4.

Quadro 4 Iniciadores utilizados para deteccdo de RNA de Flavivirus.

. o o Tamanho do
Reacdo Iniciador Sequéncia (5’ - 3')
fragmento
PCR em tempo real ]
o Flavi-For GCMATHTGGTWCATGTGG
Flavivirus (JOHNSON et al., ) 200pb
Flavi-Rev GTRTCCCAKCCDGCNGTRTC
2010)
Nested PCR para Flavivirus PF1S (For)
a . ) TGYRTBTAYAACATGATGG
-1" Reacdo (MOUREAU et PF2R-bis 272pb
GTGTCCCAICCNGCNGTRTC
al., 2007) (Rev)
Nested PCR para Flavivirus PF3S (For)
a . ) ATHTGGTWYATGTGGYTDGG
- 2° Reagédo (COOK et al., PF2R-bis 200pb
GTGTCCCAICCNGCNGTRTC
2009) (Rev)

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a
2,5% e visualizadas a luz ultravioleta apds coloragdo com brometo de etideo
para visualizacdo das bandas esperadas. O tamanho dos fragmentos de
DNA amplificado foi determinado com auxilio do marcador de 50pb

(Invitrogen®).
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3.8 PURIFICACAO DO MATERIAL AMPLIFICADO

Caso as bandas esperadas fossem visualizadas a reacdo de semi-
nested PCR, as amostras foram purificadas com auxilio do kit Invisorb®
Fragment CleanUp®, segundo o protocolo de purificagdo de fragmentos de
DNA de gel de agarose. Na sequéncia, foi realizada a semiquantificacao do
produto de PCR purificado em gel de agarose 1,5%, utilizando como
marcador o Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®). A intensidade da banda
apresentada pela amostra indicou a quantidade de DNA purificado a ser
adicionado na reacao de Sequenciamento.

Caso houvesse aparecimento da banda alvo em baixa concentracao,
ou juntamente com bandas inespecificas, o material seria purificado a partir
do produto da qPCR, com auxilio do kit QiAquick® PCR Purification Kit
(Qiagen®). A purificacdo elimina primers, nucleotideos, enzimas, sais,

agarose, brometo de etideo e outras impurezas das amostras de DNA.

3.9 REACAO DE SEQUENCIAMENTO

Apos purificacdo, as amostras foram encaminhadas para a reacdo de
Sequenciamento, com auxilio do kit BigDye Terminator ready reaction. Esta
reagdo tem 20ul de volume final, contendo: 8ul de Mix Big Dye, 5ul de cDNA,
5,9ul de H20 e 1,1ul dos iniciadores utilizados na reacéo segundo COOK et
al. (2009), em concentracéo de 3,2pmol. Os parametros para o termociclador
foram 96° C por 1 minuto, 25 ciclos de 96°C por 10s/50°C por 5min/60°C por
4 min.

O mix Big Dye contem dNTPs, ddNTPs, Amplitag DNA polimerase,

MgCI2 e tampao Tris-HCI. As ddNTPs carreiam cores diferentes de corantes
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(dye). O corante utilizado no BigDye é a diclororodamida (dRhodamida), que
produz sinal mais claro a reacgéo.

Apls precipitacdo com isopropanol 75%, as amostras foram
encaminhadas para o sequenciador automatico da Applied Biosystems para
obtencédo das sequéncias e posteriormente analisadas para a definicdo da
espécie viral através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment and
Search Tool, do site NCBI) e do programa BioEdit (HALL, 1999).



4 RESULTADOS

4.1 AVES CAPTURADAS
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De marco de 2012 a janeiro de 2013, foram capturadas 231 aves

silvestres, pertencentes a quatro Ordens e 14 Familias, sendo 111 no

Parque Anhanguera, e 120 na Fazenda Castanheiras (tabela 1). Algumas

espécies estdo ilustradas na figura 22.

Tabela 1 Relacdo das aves capturadas em redes de neblina no Parque Anhanguera e na
Fazenda Castanheiras, Sdo Paulo, no periodo de junho de 2012 a Janeiro de 2013 #.

Local de Captura

. Nome Pq. Fazenda Total
Nome Cientifico Popular Anhanguera  Castanheiras
n % n % n %
Attila  rufus (Vieillot, capitdo-de- - - 2 100,0 2 100,0
1819) saira
Basileuterus culicivorus pula-pula 5 62,5 3 37,5 8 100,0
(Deppe, 1830)
Celeus flavescens pica-pau- 3 115 23 88,5 26 100,0
(Gmelin, 1788) jodo-velho
Chiroxiphia caudata tangara - - 1 100,0 1 100,0
(Shaw & Nodder, 1793)
Coereba flaveola cambacica 7 100,0 - - 7 100,0
(Linnaeus, 1758)
Columbina talpacoti rolinha-roxa - - 3 100,0 3 100,0
(Temminck, 1811)
Conopophaga lineata chupa- 1 100,0 - - 1 100,0
(Wied, 1831) dente
Cyclarhis gujanensis pitiguari 3 60,0 2 40,0 5 100,0
(Gmelin, 1789)
Dacnis cayana sai-azul - - 4 100,0 4 100,0
(Linnaeus, 1766)
Discosura longicaudus bandeirinha 1 100,0 - - 1 100,0
(Gmelin, 1788)
Lanio melanops tié-de- 1 6,2 15 93,8 16 100,0
(Vieillot, 1818) topete
Lathrotriccus euleri enferrujado - . 1 1000 1 1000

(Cabanis, 1868)

continua



Leptopogon
amaurocephalus
Tschudi, 1846

Leptotila rufaxilla
(Richard & Bernard,
1792)

Leptotila verreauxi
Bonaparte, 1855
Melanerpes  candidus
(Otto, 1796)

Mionectes rufiventris
Cabanis, 1846
Pachyramphus
castaneus (Jardine &
Selby, 1827)

Phaethornis eurynome
(Lesson, 1832)

Pipraeidea melanonota
(Vieillot, 1819)

Pitangus  sulphuratus
(Linnaeus, 1766)
Platyrinchus mystaceus
Vieillot, 1818
Ramphastus dicolorus
Linnaeus, 1766)
Synallaxis ruficapilla
Vieillot, 1819

Synallaxis spixi Sclater,
1856

Tachyphonus coronatus
(Vieillot, 1822)

Tangara cayana
(Linnaeus, 1766)
Tangara ornata

(Sparrman, 1789)

Tangara
(Linnaeus, 1766)
Thamnophilus

sayaca

caerulescens  Vieillot,
1816

Tolmomyias
sulphurescens (Spix,
1825)

Troglodytes  musculus
Naumann, 1823

Turdus albicollis Vieillot,
1818

cabecudo

juriti-
gemedeira

juriti-pupu

pica-pau-
branco
abre-asa-
de-cabeca-
cinza
caneleiro

rabo-
branco-de-
garganta-
rajada
saira-vilva

bem-te-vi
patinho

tucano-de-
bico-verde
pichororé

giél-
teneném
dié-preto

saira-
amarela
sanhacu-
do-
encontro-
amarelo
sanhagu-
cinzento
choca-da-
mata

bico-chato-
de-orelha-
preta
corruira

sabia-
coleira

20,0

100,0

100,0

100,0

66,7

72,5

100,0

60,0

60,0

100,0

100,0

40,0

80,0

100,0

100,0
100,0

100,0

100,0

100,0

100,0

33,3

100,0

27,5

40,0

40,0

100,0

60,0
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Turdus leucomelas sabia- 4 44,4 5 55,6 9 100,0
Vieillot, 1818 barranco

Turdus rufiventris  sabié- 8 47,1 9 52,9 17 100,0
Vieillot, 1818 laranjeira

Vireo olivaceus juruviara 3 75,0 1 25,0 4 100,0
(Linnaeus, 1766)

Xiphorhynchus fuscus arapagu- - - 1 100,0 1 100,0
(Vieillot, 1818) rajado

Zonotrichia capensis tico-tico 9 75,0 3 25,0 12 100,0
(Statius Muller, 1776)

TOTAL 111 48,0 120 52,0 231 100,0

a) Nomenclatura segundo o Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos (CBRO, 2010).

A maioria das aves capturadas pertence a Ordem Passeriformes
(84%), seguida das Ordens Piciformes (12,6%), Columbiformes (3%) e
Apodiformes (0,4%).

De todas as espécies amostradas, apenas uma possui caracteristicas
migratorias (Vireo olivaceus), sendo as outras consideradas residentes e/ou
endémicas para a regiao.

Do total de aves capturadas, 196 (84,8%) foram capturadas pela
primeira vez, e 35 (15,2%) foram recuperadas em meses posteriores (12
exemplares foram recapturados uma vez, 7 exemplares foram recapturados
duas vezes, e 3 exemplares foram recapturados trés vezes) sendo sete
exemplares de tié-preto, dois exemplares de sabia-laranjeira, cinco
exemplares de pica-pau-jodo-velho, cinco exemplares de tié-de-topete, dois
exemplares de pula-pula e um exemplar de sanhagu-cinzento. Considera-se
recuperada a ave que foi capturada por mais de uma vez em meses
diferentes.

Segundo a idade estimada dos animais, pode-se determinar que 209
(90,5%) eram adultas e 18 (7,8%) eram jovens. N&o foi possivel determinar

a idade das aves em 4 (1,7%) exemplares.
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Figura 22 Alguns exemplares capturados nas redes de neblina (A — macho de saira-
amarela; B — juruviara; C — tico-tico; D — macho de saira-vilva; E — caneleiro; F — fémea de
pica-pau-jodo velho).

Fonte: Arquivo pessoal
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4.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE OROFARINGE, CLOACA E
SANGUE

Um total de 463 amostras foram coletadas, dentre elas 227 (49,1%)
de orofaringe, 214 (46,1%) de cloaca e 22 (4,8%) de sangue.

E recomendada a retirada de um volume sanguineo correspondente a
1% do peso total da ave; assim, para uma ave de 50g, apenas 0,05ml de
sangue pode ser puncionado seguramente (HARRISON e LIGHTFOOT,
2006). Para evitar a exposicéo da ave ao risco de 6bito, amostras de sangue
foram coletadas de poucos individuos.

Nao foram realizadas coletas de alguma amostra quando: a) o
tamanho da abertura da cloaca e/ou orofaringe eram menores que O
diametro do swab; b) os animais apresentaram sinais de stress devido a
manipulacdo; c) o diametro da veia ulnar era pequeno demais para

possibilitar a coleta de uma gota de sangue; e d) fuga.

4.3 AMOSTRAS ANALISADAS

Das 463 amostras coletadas, 114 (pertencentes a 61 animais) foram
excluidas do estudo. Deste numero, a) houve descongelamento de 101
amostras ainda ndo extraidas, devido a problemas no galdo de nitrogénio
liquido; b) 10 amostras tiveram todo o seu conteudo extraido utilizado como
teste (adicdo de virus ao material extraido), c) uma amostra ndo produziu
material extraido suficiente para analise, devido a um erro no processo de

extracao.
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4.4 RESULTADOS DAS REACOES DE gPCR

4.3.1 Viabilidade das Amostras

As amostras foram consideradas viaveis se, a reacdo de PCR em

tempo real, a aliquota correspondente a qual foi adicionado o virus da

Dengue, demonstrasse amplificacdo do material genético, ou seja, sua curva

de amplificacdo ultrapassasse o threshold e mantivesse a temperatura de
Melting (Tm) entre torno de 80° C (79,4°C a 83,7°C), padrédo para o virus da

Dengue (figura 22). Também sdo analisados os valores do cycle threshold

(Ct), que € o ciclo no qual a fluorescéncia ultrapassa o baseline.

0,01 4

0,001 1

0.0001

0,00001

0,000001

Amplification Plot

Curva ultrapassando o
Threshold

Threshold (inicio
da amplificac&o)

2 4 G 8 1012 14 16 18 20 22 24 2 02 30 32 ¥ ¥ 3 40
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Melt Curve

| Melting 1

[
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850 0 750 800 850 0.0
Tm: 7957
Temperature (°C)

a5

Figura 23 Curva de amplificacdo do virus da Dengue do tipo 4 (em rosa) utilizado como
controle positivo nas reacdes de PCR em tempo real.

0
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Das 349 amostras processadas, nove (2,0%) amostras, mesmo apés
repeticdo, ndo amplificaram o material genético de sua aliquota
correspondente, sendo consideradas inviaveis para o estudo (quadro 2).
Deste total, apenas uma é proveniente da Fazenda Castanheiras; as oito
restantes foram capturadas no Parque Anhanguera. Nota-se também que o
sangue foi o material biolégico que mais inibiu a amplificacdo do material

genético presente.

Quadro 5 Lista dos animais cujas amostras foram consideradas inviaveis para o estudo.

) Amostras ) Local de
Id. Animal Amostra Anilha
coletadas Captura
Cloaca (CL) e
Tangara sayaca h Cloaca Faz.
209 (Linnaeus, 1766) oro(fgg\ge (CL) F27192 Castanheiras
_— Cloaca (CL), | Sangue Pg.
224 Zgng;rslci:gl(aStatius orofaringe (SG) s/n Anhanguera
Mlﬂler 1776) (OF) e sangue | Orofaringe s/n Pq.
' (SG) (OF) Anhanguera
Cloaca (CL),
Coereba flaveola orofaringe Sangue Pq.
235 (Linnaeus, 1758) (OF) e sangue | (SG) D79896 Anhanguera
(SG)
Cloaca (CL),
236 Turdus rufiventris orofaringe Sangue H-PMSP- Pq.
Vieillot, 1818 (OF) e sangue | (SG) 1123 Anhanguera
(SG)
Tachyphonus
237 | coronatus (Vieillot, Cloaca (CL) e | Sangue F27197 Pq.h
1822) sangue (SG) | (SG) Anhanguera
Tachyphonus C(L?g?;igct)’ Sangue P
238 | coronatus (Vieillot, o 9 SGg F27198 q'h
1822) (OF) e sangue | (SG) Anhanguera
(SG)
Phaethornis . :
Orofaringe Orofaringe Pq.
239 igrgyzr;ome (Lesson, (OF) (OF) s/n Anhanguera
Cloaca (CL),
240 ranSgé?J?g;eS orofaringe | Sangue | p7ggq7 | PO
Naumann. 1823 (OF) e sangue | (SG) Anhanguera
’ (SG)




74

4.3.2 Analise das Amostras

Confirmada a viabilidade da amostra, a amostra foi considerada
positiva se também apresentasse curva de amplificacdo ultrapassando o
threshold e o mesmo padréo da Tm.

Amostras foram consideradas negativas quando: a) tivessem valores
indeterminados de Ct; b) tivessem valores de Ct abaixo do estabelecido; c)
mesmo com valores de Ct dentro do estabelecido, ndo alcancasse a
temperatura de Melting determinada.

Do total de amostras processadas, 336 foram negativas, inclusive

todas as amostras das aves recuperadas. Apenas quatro amostras, de

diferentes animais, foram positivas a reacao de qPCR (quadro 6 e figura 24).

Quadro 6 Lista dos animais cujas amostras foram positivas a qPCR.

d Animal Amostras Amostra Anilh Local de
. nima nilha
coletadas Positiva Captura
Pitangus Cloaca (CL) e :
87 sulphuratus orofaringe (%rg;armge G93147 Ei:\é'tanheiras
(Linnaeus, 1766) (OF)
Pitangus Cloaca (CL) e Orofaringe Faz
211 | sulphuratus orofaringe (OF) 9 G109512 Cas'tanheiras
(Linnaeus, 1766) (OF)
Cloaca (CL),
Leptopogon orofaringe
230 | amaurocephalus (OF) e sangue Sangue (SG) s/n Pg. Anhanguera
Tschudi, 1846 g
(SG)
Zonotrichia Cloaca (CL),
capensis orofaringe
232 (sfa s Muller (OF)esar?gue Sangue (SG) | E130524 | Pg. Anhanguera
1776) (SG)
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2%

“ NEGATIVAS
& EXCLUIDAS
INVIAVEIS
“ POSITIVAS

Figura 24 Quantidade das amostras consideradas inviaveis, positivas e negativas a reacao
de PCR em tempo real, e ilustracdo das espécies positivas.

Estas quatro amostras apresentaram curva de amplificacédo

ultrapassando o threshold, e Tm proximo dos 80° C (figuras 25 a 28).
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Figura 25 Curvas de amplificacao e temperatura de Melting da amostras 230 SG, bem
como de sua aliquota correspondente e do controle positivo.
Notas: a) em amarelo — curva e Tm da amostra; b) em verde: curva e Tm da aliquota
correspondente; ¢) em rosa — curva e Tm do controle positivo (sobrenadante de cultura de

DENV-4).
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Figura 26 Curvas de dissociacdo e temperatura de Melting da amostra 87 OF, bem como
de sua aliquota correspondente e do controle positivo.
Notas: a) em verde — curva e Tm da amostra; b) em roxo: curva e Tm da aliquota
correspondente; ¢) em rosa — curva e Tm do controle positivo (sobrenadante de cultura de
DENV-2 em concentragdo 1: 500).
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Figura 27 Curvas de dissociagdo e temperatura de Melting da amostra 211 OF, bem como
de sua aliquota correspondente e do controle positivo.

Notas: a) em laranja — curva e Tm da amostra; b) em amarelo escuro: curva e Tm do
controle positivo; c) em amarelo claro — curva e Tm do controle negativo (sobrenadante de

cultura de DENV-2 em concentracéo 1: 500).
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Figura 28 Curvas de dissociacdo e temperatura de Melting da amostra 232 SG, bem como
de sua aliquota correspondente e do controle positivo.

Notas: a) em laranja — curva e Tm da amostra; b) em amarelo escuro: curva e Tm do
controle positivo; c) em amarelo claro — curva e Tm do controle negativo (sobrenadante de
cultura de DENV-2 em concentragéo 1: 500).

As amostras positivas foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 2,5% e apresentaram banda de, aproximadamente, 200 pb (figura
30).
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Figura 29 Amostras produto da PCR em tempo real, visualizadas a eletroforese em gel
de agarose 2,5% corado com brometo de etideo.

Notas: a) marcador de 50 pb (Invitrogen®) presente nos ultimos pocos; b) DENV — virus
da Dengue; c) demais bandas — amostras com adi¢ao do virus da Dengue.

4.5 RESULTADOS DA REACAO DE SEMI-NESTED PCR

Para confirmacdo dos resultados, todas as amostras positivas a
reacdo de gPCR foram submetidas a reacdo de semi-nested PCR. Os
produtos da primeira reacdo foram diluidos nas concentragfes 1:10 e 1:100
e foram submetidos a segunda reacéao.

As amostras 230 SG e 232 SG nado apresentaram bandas do
fragmento de aproximadamente, 250 bp do gene NS5 de Flavivirus. J4 as
amostras 87 OF e 211 OF apresentaram a banda esperada, ou seja,
acredita-se que houve amplificagdo de genoma viral (figura 28).

As amostras 87 OF e 211 OF foram encaminhadas para

sequenciamento. Porém, devido a presenca de bandas inespecificas,
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utilizou-se no sequienciamento o produto do PCR em tempo real. A amostra
232 SG, por néao ter apresentado a banda esperada, foi considerada como

negativa.

— , = —
(e =] b
5 = b

~ o~

Pool 1:100:0
WNY 1:1000

Figura 30 Amostras produto da reacdo de semi-nested
PCR apo6s eletroforese em gel de agarose 2,5% corado
com brometo de etideo.

4.6 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO

A amostras 230 SG foi encaminhada pra sequenciamento logo apos o
resultado da reacdo de PCR em tempo real e antes da realizacdo da reagéo
de semi-nested PCR. Apés auxilio da ferramenta BLAST, nota-se que a

sequéncia amplificada tem alta similaridade com uma enzima (RNA



80

pseudouridylate synthase) de galinaceos (figura 27), ndo correspondendo a

um Flavivirus.

Score

178 bits(196)

Query
sbjct
Query
Sbhijct
Query

Skjct

Expect Identities Gaps Strand
2e-41 147/177(83%) 2177 (1%} Plus/Plus

ACGCAMRRCCGEEACAGAANCETTEECARCGAGAMCGEACCCTTTATCTCTCGEAGTETAGEATG

AEECARMCEREERGERACARAETACKEARGAGACEEACCCATTATETETAGRETETARAAATR

AGCAGGCGEEATCCTTCTCCCARGGAGCTEETEATCTTCCTEGCATGCCCTGCECTA-ANG

ACARGEOEEEACCCATCTCCCARGEAGCTEETEATETACCTACATEGCCTTACGCTACANG

GGAGCCGGETTTGAGTATTGCTCCAGCATGCCCGAGTEGEGECARTGEA-GACTEGEAE 1

GEAGCAGAGTTTGACTATTGCTCCARGATGCCTGARTGECCARTGEAGGACTGEEAE 1

24
470

Figura 31 Alinhamento da sequéncia amplificada com Gallus gallus RNA pseudouridylate
synthase domain containing 2 (RPUSD2), mRNA.
Fonte: BLAST (Pubmed)

A sequéncia amplificada das amostras 87 OF e 211 OF possuem alta

similaridade com a mesma enzima da amostra acima (RNA pseudouridylate

synthase); porém, da espécie Ficedula albicollis (collared flycatcher), uma

ave da Ordem Passeriformes de habito migratério, que reproduz-se na Asia

e Europa e passa o inverno na Africa.

Ambas amostras pertencem a individuos diferentes de mesma

espécie, Pitangus sulphuratus (bem-te-vi). A similaridade das sequéncias

encontra-se nas figuras 32 e 33.
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Score Expact Identities Gaps Strand
190 bits(210} Je-45 131/150(87%) 0/150(0%) Plus/Plus
Query 1 TTTATGTGWGEAGTETARGATGAGCAGGCEGEEACCHMTTCTCCCARGGAGCTEGEGTGATGTT 60

Sbjet 1338 TTTETGTGTEGAGTGCAGGACGAGCAGGCGEGACCCGTCTCCCARGGAGCTGETGATGTT 1397

Query 6l CCTGCACGCCCTGCGCTACARGGEAGCAGGETTTGAGTATTGCTCCAGCATGCCCGAGTG 120

Sbjoct 1398 TECACGCCCTEOECTACARGEECACGEACTTTGAGTACTGCTCCAGC AT 1457

Query 121  GGCAATGGATGACTGGGAGGAATGACCAGG 150
LEE DL LR LT
GGCCACGGAGAGCTGGGAGGAGTGACCAGG

sbict 1458

Figura 32 Alinhamento da sequéncia amplificada da amostra 87 OF com Ficedula albicollis
RNA pseudouridylate synthase domain containing 2 (RPUSD2), mRNA.
Fonte: BLAST (Pubmed)

Score Expect Identities Gaps Strand
214 bits(236) Je-52 149/171(87%) 2/171(1%) Plus/Minus
Query 1 CTCCGGCATGCTECACCAATACTCARA - ~CCCTCCTCCTRARGCGMREGECETCCAGGAL 58
LULLELEVRELEREREEE L F L L L P LR
Sbjet 1455 CTCGEGCATGCTGGAGCAGTACTCARAGTCCGTGCCCTTCTAGCGCAGGGCGTGCAGGAR 1396

Query 359 CATCACCAGCTCCTTGEGAGAMGGETCCCGCCTGCTCATCCTACACTCCACACATARRGE 118

Sbjet 1395 CATCACCAGCTCCTTGGGAG TCCCGCCTGCTCGTCCTGCACTCCACACACARMGE 1336

Query 119 GTCCTTCTCTTCCCARCCTTTCTGTCCCATTTGCCCGTCCTGATYCCCACA 169

Sbjeoct 1335 GTCCTTCTCTTCCCAACCCTTCTCCCCGGCTTGCCCATCCTGATTCCCACA 1285

Figura 33 Alinhamento da sequéncia amplificada da amostra 211 OF com Ficedula albicollis
RNA pseudouridylate synthase domain containing 2 (RPUSD2), mRNA.
Fonte: BLAST (Pubmed)
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5 DISCUSSAO

Alguns Flavivirus sdo RNA virus mantidos na natureza em ciclos que
envolvem vetores artropodes, como 0s mosquitos e carrapatos que, uma vez
infectados, transmitem o virus a um hospedeiro vertebrado (aves e
mamiferos) quando o mesmo alimenta-se de sangue (FIGUEIREDO, 2007).

No Brasil j& foram descritos diversos tipos de Flavivirus, dentre os
quais os virus Rocio (ROCV), llhéus (ILHV), Saint Louis (SLEV), da Febre
Amarela (YFV) e os quatro sorotipos do virus da Dengue (DENV)
(TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997; FIGUEIREDO et al., 1998;).

A presencga de florestas tropicais favorece a circulagéo de Flavivirus,
ja que estes ambientes permitem a manutencao de reproducao de vetores e
de vertebrados silvestres, potenciais reservatorios destes virus. Entre 2002 e
2010, o virus da Dengue acometeu aproximadamente quatro milhdes de
pessoas no pais (SIQUEIRA-JUNIOR, 2010), sendo considerado endémico
no Brasil. Ja o virus da Febre Amarela é endémico nas florestas tropicais da
America do Sul, em sua maioria no Brasil, principalmente nas regides
nordeste e centro-oeste (MORENO et al.,, 2011). Estes dois virus tém os
mamiferos como reservatorio, principalmente humanos e primatas nao-
humanos.

As aves sdo consideradas reservatorios dos virus de Saint Louis,
Rocio, Ilhéus e Nilo Ocidental, todos causadores de encefalites humanas.
Dada a importancia destes animais na transmissdo destes virus, este
trabalho teve como objetivo pesquisar a infeccdo por Flavivirus na
populacao de aves de duas areas do municipio de Sao Paulo.

O Parque Anhanguera e a Fazenda Castanheiras/APA Bororé-
Colbnia sao areas verdes consideraveis do municipio de Sédo Paulo, e
comportam uma grande biodiversidade de aves. Apesar de terem sido

capturadas apenas 38 espécies diferentes, cada uma das areas possui uma
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diversidade de mais de 140 aves, tanto residentes quanto migratérias (SAO
PAULO, 2010).

A espécie chopim (Molothrus bonariensis), pertencente a Ordem
Passeriformes, € amplamente encontrada nos parques do municipio de Sao
Paulo. O virus llhéus ja foi isolado de alguns exemplares desta espécie por
PEREIRA et al. (2001) no Parque Ecoldgico do Tieté, localizado na divisa
entre as cidades de S&o Paulo e Guarulhos. Foi constatado que os animais
infectaram-se no préprio parque, identificando a circulagéo de virus no local.
Dado que esta espécie realiza deslocamentos diarios ao seu local de
dormida (SICK, 1997) e utiliza as areas verdes (parques e pragas) como
passagem e descanso, este fato pode possibilitar a disseminacdo deste
virus para outras areas do municipio.

Ainda em relacdo ao chopim, é importante destacar que esta espécie
utiliza ninhos de outras aves para realizar sua oviposi¢do. Espécies como o
tico-tico (Zonotrichia capensis) e o pardal (Passer domesticus), ao contrario
de outras aves, cuidam dos filhotes do chopim como se fossem seus (SICK,
1997). Considerando o chopim como potencial reservatorio do Flavivirus
llhéus, este fato possibilitaria a disseminagdo viral para outras espécies de
aves, ja que os virus ja foram detectados em secrecdes orofaringeas de
aves.

O pardal (Passer domesticus), espécie exadtica introduzida originaria
da Europa, é uma ave considerada endémica na cidade de S&o Paulo. Dado
que esta espécie ja foi considerada potencial reservatorio para o SLEV,
relatado por MCLEAN et al. (1983) em uma investigagdo conduzida na
America do Norte, e para o WNV sua presenca nos parques do municipio
de Séo Paulo pode favorecer a circulacdo deste virus nestas areas, ja que €
encontrado em grande numero nestas areas, desenvolve altos titulos
sorolégicos, e possui competéncia bioldgica para infectar mosquitos
(KOMAR et al., 2001).

Tanto o SLEV quanto o ILHV circulam amplamente na Serra do Mar, regido
sul do estado de Sédo Paulo (ROMANO-LIEBER e IVERSSON, 2000).

Acredita-se que as pessoas infectam-se com o0s virus ao adentrar na mata,
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habitat propicio para a manutencdo de vetores e reservatérios. Frente a
proximidade da Serra do Mar com a APA Bororé Colbnia, é possivel a
circulacdo de Flavivirus nas aves que habitam esta area e circulam pelos
corredores ecologicos, podendo favorecer a transmissdo para animais
susceptiveis.

A transmissdo mais comum dos Flavivirus ocorre por mosquitos
ornitofilicos. A presenca das espécies Cx. nigripalpus e Ae (Och.)
scapularis no Parque Anhanguera (MEDEIROS-SOUZA et al., 2013)
também favorece a transmissdo de Flavivirus no local, jA que os mesmos
sao considerados vetores potenciais do WNV em areas onde o virus ocorre
com maior frequéncia. Em um estudo ainda em andamento, um pool de
fémeas ndo ingurgitadas da espécie Culex culex sp., proveniente do Parque
Municipal Santo Dias (Zona Sul/SP) foi detectado como infectado por Culex
flavivirus, um Flavivirus até entdo encontrado apenas em mosquitos, a partir
da técnica de qPCR *. Apesar de néo ter sido identificado como causador de
doencas humanas, a identificacdo de um mosquito infectado com Flavivirus
em areas municipais mostra a importancia de realizar estudos a cerca dos
Flavivirus circulantes, bem como afirma o sucesso da técnica molecular na
pesquisa.

Outro fator importante € a chegada de aves migratdrias oriundas do
Hemisfério Norte, como o falcdo-peregrino (Falco peregrinus) e &guia-
pescadora (Pandion haliaetus), que pode representar risco de introducéo do
WNV na cidade de S&o Paulo. As mesmas espécies ja foram detectadas
como portadoras deste virus em trabalhos conduzidos por LINKE et al.
(2007) e SEIDOWSKI et al. (2010), na Alemanha, e por NEMETH et al.
(2005), em Nova lorque.

Embora néo tenha sido capturado nenhum exemplar destas espécies
neste estudo, € importante relatar que a Ordem de aves cuja a maior
proporcao de exemplares foi capturada é a dos Passeriformes que, segundo
KOMAR et al. (2003) sdo as aves mais competentes na transmissédo de

* Comunicacgéo pessoal de Licia Natal Fernandes, de 29 de julho de 2013.
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Flavivirus, como WNV e SLEV. A Unica espécie migratéria capturada foi a
juruviara (Vireo olivaceus), um passeriforme oriundo do norte do pais.
Apesar de néo ter sido descrita como reservatorio para Flavivirus, por voar
longas distancias, poderia carrear microorganismos a outras areas do pais,
aumentando a area de dispersao viral.

No Brasil, foram encontradas evidéncias da circulagdo do WNV no
Pantanal, a partir da sorologia positiva de cavalos e galinhas nesta regiao
(PAUVOLID-CORREA et al., 2011). Devido a este fato, é de extrema
importancia a vigilancia para este virus em outras areas do pais, j4 que a
disseminacdo do WNV na America do Norte ocorreu rapidamente (WHO,
2011).

Apesar das condicGes favoraveis a transmissdo destes virus em
ambas as areas, a auséncia de positividade encontrada ja era esperada,
uma vez que a técnica utilizada (PCR) s6 detecta os genomas virais se 0
animal estiver no periodo de viremia (MAEDA e MAEDA, 2012); nas aves,
este periodo € curto, durando cerca de sete dias (KOMAR et al., 2003).
Mesmo que Flavivirus estejam circulando no local, a chance de uma ave em
periodo de viremia ser capturada é baixa, principalmente se considerarmos
que a coleta é realizada apenas uma vez, seguida de liberacdo da ave para
seu habitat. Porém, segundo LANCIOTTI (2003), a PCR é o método mais Uutil
para detectar o RNA viral em qualquer amostra biol6gica, podendo ser em
tecidos - olhos, baco, rins, sangue — ou swabs de cloaca e/ou orofaringe.

Para verificar a circulagdo de Flavivirus nestas populacdes, as
técnicas sorolégicas sdo as mais utilizadas ja que, uma vez infectado, o
animal pode desenvolver anticorpos que podem ser detectados por muito
tempo apos a infeccdo. Porém, estas técnicas também possuem limitacdes,
como a reatividade cruzada apresentada por membros de um mesmo
complexo antigénico, que dificulta a identificacdo do virus envolvido na
infeccdo, especialmente em regibes onde ha prevaléncia de mais de um
Flavivirus (MAKINO et al., 1994; KUNO e GUBLER, 1991); e o tempo
necessario para a deteccdo dos anticorpos, que ameaca a sorologia como
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diagnéstico de infeccbes agudas (DOMINGO et al.,, 2011), exemplificado
pelo caso relatado por KOMAR et al. (2003) que, mesmo apoés infecgcédo
experimental do WNV em um individuo da espécie Melopsittacus undulatus,
0 mesmo nao produziu niveis detectaveis de anticorpos; o virus so péde ser
detectado no tecido cardiaco por técnicas moleculares.

Além disso, a sorologia exige que certo volume de sangue deva ser
retirado do animal, o que pode pbr em risco a vida das aves de pequeno
porte. Tal procedimento deve ser realizado por profissional habilitado, sem
causar males aos individuos.

No presente trabalho, foi preconizada a coleta de swabs de cloaca e
orofaringe dos individuos capturados por ser menos invasiva e de facil
realizacdo, principalmente quando as coletas séao realizadas a campo, como
o reportado por OHAJURUKA et al. (2005). Ademais, utilizar os swabs ao
invés dos tecidos elimina a necessidade de dissecar os animais, diminuindo
o tempo de processamento, 0 custo da técnica e o risco de laceracfes pelos
coletores (LINDSAY et al., 2003).

A deteccdo de Flavivirus em uma amostra de orofaringe comprova
gue estas amostras podem ser utilizadas na vigilancia destes virus, em
especial o WNV, como o relatado por OHAJURUKA et al. (2005), NEMETH
et al. (2005) e LINDSAY et al. (2003). N&o foi possivel detectar o virus na
amostra de cloaca do mesmo animal. Os resultados apresentados por
LINDSAY et al. (2003) sugere que os swabs de orofaringe sdo mais
sensiveis que os swabs de cloaca na detec¢cao de animais positivos, 0 que
pode explicar a negatividade da amostra de cloaca.

Os resultados negativos encontrados a partir dos swabs pode sugerir
gue 0s animais ndo apresentavam infeccdo, ou apresentavam baixa carga
viral, como o demonstrado por OHAJURUKA et al. (2005) que, em seu
estudo, comprovou que em muitos animais infectados, s6 era possivel a
deteccdao viral nos tecidos renais.

Considerando que a transmissdo direta, sem a participacdo de um
vetor, ja foi descrita (BANET-NOACH et al., 2003; KOMAR et al., 2003), a
deteccédo de virus nestas amostras é um achado epidemiol6gico importante,
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ja que muitas aves regurgitam o alimento direto na boca dos ninhegos e
algumas tém o habito de limpar as penas dos companheiros, favorecendo a
disseminacéao dos virus.

As reacdes de semi-nested PCR foram adotadas no estudo como
confirmacado dos resultados positivos emitidos pela PCR em tempo real. Tal
procedimento se faz necessario uma vez que o uso do SyBR Green, apesar
de apresentar bom custo-beneficio, tem a desvantagem dos resultados
falso-positivos, uma vez que pode ligar-se a primer dimers ou DNA
amplificado inespecificamente.

A amplificacdo da enzima RPUSD2 em amostras provenientes de trés
diferentes aves (sangue de um exemplar de Leptopogon amaurocephalus),
orofaringe de um exemplar de Pitangus sulphuratus e orofaringe de um
exemplar de Zonotrichia capensis) € explicada por este fato. Mesmo com a
presenca de alguns mismatches, devido a alta identidade das duas
sequéncias e ao valor do E-value, é praticamente nula a probabilidade deste
evento ter ocorrido ao acaso. Podemos, entdo, afirmar que a sequéncia
amplificada é DNA do préprio hospedeiro, e ndo proveniente de Flavivirus.

Os mismatches podem ser explicados pela diferenca nas espécies de aves.
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6 CONCLUSAO

Apesar da presenca de potenciais reservatorios para Flavivirus nos
parques municipais, nenhum virus desta familia foi detectado nos individuos
amostrados. Estes resultados contribuem para reforcar a auséncia do West
Nile Virus em territério brasileiro; porém, é necessario continuar esta
pesquisa, aumentando as éareas de abrangéncia, para garantir a nao
circulacao deste virus.

Dada a importancia das aves silvestres no ciclo de transmisséo de
Flavivirus, estudos como estes colaboram para a vigilancia destes virus no
municipio e, consequentemente, no pais, uma vez que tem a capacidade de
detectar potenciais reservatorios para os Flavivirus sabidamente presentes
em territério brasileiro, e também para outros Flavivirus com alta capacidade
de disseminagéo, como o caso do West Nile Virus.

Os parques municipais, por serem areas verdes que comportam
grande diversidade bioldgica, podem ser consideradas areas com potencial
para transmissdo de Flavivirus. A presenca de espécies com comprovada
participacdo no ciclo de transmissao destes virus, sejam mosquitos ou aves
e mamiferos, aumenta a importancia destas areas na manutencédo e

transmissao destes agentes patogénicos.
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