UNIVERSIDADE ESTADUAL
DO MARANHAO

CAMPUS CAXIAS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA E BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS LICENCIATURA

MARXO SANTANA GUIMARAES MORAIS

INVESTIGACAO DE Flavivirus EM MORCEGOS NO MUNICiPIO DE CAXIAS -
MA

CAXIAS - MA
2023



UNIVERSIDADE ESTADUAL
DO MARANHAO

S G S
7, "
®y, &
Vg apv®

CAMPUS CAXIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA E BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS LICENCIATURA

MARXO SANTANA GUIMARAES MORAIS

INVESTIGACAO DE Flavivirus EM MORCEGOS NO MUNICIPIO DE CAXIAS -
MA

Monografia apresentada ao Colegiado do Curso de
Ciéncias Biologicas Licenciatura, UEMA Campus
Caxias, como parte dos requisitos para obtencao
do grau de Licenciado em Ciéncias Biologicas.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Cleoneide da Silva
Coorientadora: Profa Dra. Maria Claudene Barros

CAXIAS - MA
2023



M828i Morais, Marxo Santana Guimaraes

Investigagdo de flavivirus em morcegos no municipio de Caxias-
MA / Marxo Santana Guimaraes Morais. __Caxias: Campus Caxias, 2023.

43f.

Monografia (Graduacdo) — Universidade Estadual do Maranhao —
Campus Caxias, Curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dra. Maria Cleoneide da Silva.
Coorientadora: Prof?. Dra. Maria Claudene Barros.
1. Quiroptera. 2. Arbovirus. 3. RT-PCR. 4. Dengue. I. Titulo.

CDU 599.4

Elaborada pelo bibliotecario Wilberth Santos Raiol CRB 13/608




MARXO SANTANA GUIMARAES MORAIS

INVESTIGACAO DE Flavivirus EM MORCEGOS NO MUNICIPIO DE CAXIAS -
MA

Monografia apresentada ao Colegiado do Curso
de Ciéncias Bioldgicas Licenciatura, UEMA
Campus Caxias, como parte dos requisitos para
obtencdo do grau de Licenciado em Ciéncias
Bioldgicas.

Aprovadaem: / /

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

“b MARIA CLEONEIDE DA SILVA
g Data: 27/07/2023 15:08:37-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof’. Dra. Maria Cleoneide (Orientadora)

AT ANIYT TR KA
Documento assinado digitalmente

“b MARIA HISTELLE SOUSA DO NASCIMENTO
g Data: 27/07/2023 16:17:43-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof*. M. Sc. viatia misweue sousa uo ivascunento (Membro)

CESC/UE%A

Prof’. M. Sc. Ana Priscila Medeiros Olimpio (Membro)
CESC/UEMA




AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a minha familia, principalmente aos meus pais Francinaldo
de Jesus Morais e Solange Santana Guimaraes Morais por toda educacdo que me deram ao
longo da vida, por me apoiarem em minhas escolhas como de me formar no curso de Ciéncias
Biologicas, sem o apoio deles ndo estaria aqui.

Agradeco a todos os meus professores, pelo ensinamento adquirido, em especial a
minha orientadora, professora doutora Maria Cleoneide da Silva, que acompanhou a minha
jornada na pesquisa Cientifica, que me deu a chance de realizar em 2019 a primeira inicia¢ao
cientifica sendo também a orientadora desta conclusdo de TCC, enfim, agradego pela constante
orientagdo, pela paciéncia em me ajudar a entender diferentes questdes necessarias para esse
estudo, além de ajudar a melhorar a minha escrita para futuros trabalhos académicos. Agradego
também minha coorientadora, professora doutora Maria Claudene Barros, por todo o
ensinamento genético.

Agradego aos colegas e amigos da turma de Ciéncias Biologicas 2019.1, ao qual fago
parte, em especial para o meu grupo de amigos composto por Ana Beatriz, Ana Clara, Luenne
Vitoria, Nayarte Carvalho, Rodrigo Furtado pelas horas de estudos, trabalhos, seminarios,
provas, e por me auxiliarem no caminho da amizade e conhecimento. Destes, agradeco em
especial para Ana Beatriz e Nayarte Carvalho, pelos momentos de confidéncia, apoio, amizade
entre tantas outras coisas que elas propiciaram.

Agradeco aos colegas de laboratorio do BEMMOL (Laboratério de bactérias
enteropatogénicas) e GEMBIMOL (Laboratorio de genética e biologia molecular) por todo o
entendimento cientifico, em especial para a minha amiga querida Alessandra Vidigal, por me
ouvir, aconselhar e ser parte importante durante os momentos finais da pesquisa, fazendo as
vezes do impossivel algo possivel.

Agradego também aos amigos do grupo de coleta de morcegos do Maranhao, por todas
as oportunidades de viagens, pelas varias horas que passamos no campo, pelos conhecimentos
adquiridos, por todas as risadas e por todo o trabalho duro, que me levaram a entender a
importancia desses animais espetaculares, os morcegos, para o meio ambiente.

A UEMA (Universidade Estadual do Maranhdo) pela formagio Académica e bolsas
concedidas. A FAPEMA (Fundagdo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico do Maranhao) pelo financiamento dos projetos e bolsas concedidas.

A todos que fazem parte direta ou indiretamente para o meu crescimento pessoal e

educacional, meu muito obrigado!



RESUMO

No Brasil, os arbovirus apresentam-se amplamente distribuidos devido as condigdes ecoldgicas
adequadas. Dentre as varias arboviroses que o Brasil tem enfrentado, destacam-se a dengue,
zika e febre amarela. O mosquito Aedes aegypti Linnaeus (1762) (Diptera: Culicidae) ¢ vetor
dessas arboviroses, sendo os arbovirus pertencentes ao género Flavivirus, da familia
Flaviviridae. O principal ciclo replicativo dessesvirus envolve somente os seres humanos e
mosquitos nos grandes centros urbanos. No entanto, outro ciclo, envolvendo morcego e
flavivirus tem sido bastante discutido. Varias pesquisas, utilizando a técnica de transcrigdo
reversa seguida da reagdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR), t€ém mostrado a presenca do
género Flavivirus em morcegos, no entanto,no Brasil poucos estudos t€ém investigado a presenga
do virus flavivirus em morcegos. A presente pesquisa, além de produzir um rico conhecimento
sobrea biodiversidade de morcegos do Maranhao, tem seu foco no monitoramento do Flavivirus
emmorcegos, do municipio de Caxias (MA). Assim, este trabalho tem como objetivo investigar
opotencial dos morcegos da cidade de Caxias como hospedeiros do Flavivirus. Para tanto,
morcegos foram capturados no municipio de Caxias, nos turnos diurnos e noturnos. Amostras
de sangue, figado, intestino, rins e coracdo foram coletadas assepticamente e armazenadas em
tubos contendo RNAlater e acondicionadas a -80 °C para uso posterior. A identifica¢do
morfologica dos espécimes foi feita com auxilio de bibliografia especializada. A identificacdo
de flavivirus nas amostras dos morcegos foi realizada, com a extracdo do RNA total, seguindo
o protocolo SV Total RNA Isolation System DA Promega Corporation, fez-se a RT-PCR
seguida de nested-PCR a partir de iniciadores especificos de cada sorotipo para caracterizar o
tipo de virus infectante. Durante as nove expedi¢des, nos anos de 2019, 2020 e 2021, foram
capturados 77 espécimes de morcegos no municipio de Caxias e foram identificados dentro de
quatro familias e dez espécies, sendo a familia Molossidae a mais abundante com 64,93% dos
espécimes amostrados. Molossus molossus foi a espécie mais abundante com 42,86% desse
género. Das amostras biologicas utilizadas, 23 amostras apontaram resultado positivo na
detecgdo de RNA viral de flavivirus sendo encontrado nas especies Carollia perspicillata,
Glossophaga soricina, Pteronotus gymnonotus, Anoura caudifer, Rhynchonycteris naso,
Phyllostomus hastus, Molossus molossus mais precisamente para o genoma viral da dengue
sendo o sorotipo 2 (DENV-2) o mais detectado. Contudo, ¢ importante nao esquecer dopapel
essencial que os morcegos desempenham no ecossistema. A detecg¢do viral em morcegosnao
implica necessariamente que eles sejam hospedeiros dos virus, mas sim que possam estar em
possivel contato com os agentes infecciosos. Por fim, a pesquisa deve ser continuada, paraum
constante monitoramento, pois os flavivirus de importancia médica representam um desafio
global significativo devido as epidemias recorrentes que ocorrem em diversas regides do
mundo.

Palavras-chave: Quiroptera; Arbovirus; RT-PCR; Dengue; Maranhao.



ABSTRACT

In Brazil, arboviruses are widely distributed due to suitable ecological conditions. Among the
various arboviruses that Brazil has faced, dengue, zika and yellow fever stand out. The mosquito
Aedes aegypti Linnaeus (1762) (Diptera: Culicidae) is the vector of these arboviruses, and these
arboviruses belong to the genus Flavivirus, of the Flaviviridae family. The main replicative
cycle of these viruses involves only humans and mosquitoes in large urban centers. However,
another cycle involving bats and flaviviruses has been much discussed. Several studies, using
the reverse transcription technique followed by polymerase chain reaction (RT-PCR), have
shown the presence of the Flavivirus genus in bats, however, in Brazil few studies have
investigated the presence of flavivirus in bats. The present research, in addition to producing a
rich knowledge about the biodiversity of bats in Maranhdo, focuses on the monitoring of
Flavivirus in bats in the municipality of Caxias (MA). Thus, that work aims to investigate the
potential of bats in the city of Caxias as hosts of Flavivirus. To this end, bats were captured in
the municipality of Caxias, in the day and night shifts. Blood, liver, intestine, kidney and heart
samples were collected aseptically and stored in tubes containing RNAlater and conditioned at
-80 °C for later use. The morphological identification of the specimens was made with the aid
of specialized bibliography. The identification of flaviviruses in bat samples was performed
with the extraction of total RNA, following the SV Total RNA Isolation System DA Promega
Corporation protocol, RT-PCR followed by nested-PCR from specific primers of each serotype
to characterize the type of infecting virus. During the nine expeditions, in the years 2019, 2020
and 2021, 77 bat specimens were captured in the municipality of Caxias and were identified
within four families and ten species, with the Molossidae family being the most abundant with
64.93% of the specimens sampled. Molossus molossus was the most abundant species with
42.86% of this genus. Of the biological samples used, 23 samples were positive for the detection
of flavivirus viral RNA being found in the species Carollia perspicillata, Glossophaga soricina,
Pteronotus gymnonotus, Anoura caudifer, Rhynchonycteris naso, Phyllostomus hastus,
Molossus molossus more precisely for the dengue viral genome being serotype 2 (DENV-2) the
most detected. However, it is important not to forget the essential role that bats play in the
ecosystem. Viral detection in bats does not necessarily imply that they are hosts of the viruses,
but rather that they may be in possible contact with the infectious agents. Finally, research
should be continued, for constant monitoring, as flaviviruses of medical importance represent
a significant global challenge due to the recurrent epidemics that occur in several regions of the
world.

Keywords: Chiroptera; Arboviruses; RT-PCR; Dengue; Maranhao.
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1 INTRODUCAO

No Brasil os arbovirus apresentam-se amplamente distribuidos devido as condigdes
ecolodgicas adequadas que o pais possui com uma ampla diversidade de fauna e flora, o qual
mantém os arbovirus em condi¢des ideais dentro dos seus ciclos zoondticos. Dessa maneira, o
surgimento e reaparecimento das arboviroses acontecem deforma natural e pertinente, com a
evolugdo e adaptagdo das espécies relacionadas, diretaou indiretamente com agdes humanas
(FIGUEIREDO, 2007; HOLLIDGE et al., 2011; MAYER et al., 2017).

Dentre as varias arboviroses que o Brasil tem enfrentado, destacam-se: a dengue,que ¢
a infec¢do humana mais prevalente no pais, com mais de 2.000 ébitos, nesses ultimos anos
(BRASIL, 2018; 2020a; 2020b; 2021; 2022a; 2023); a doenca causada pelovirus Zika, que
provoca a sindrome congénita associada a infeccdo pelo virus Zika caracterizada por um
conjunto de anomalias congénitas, estruturais e funcionais, com repercussdes no crescimento e
desenvolvimento dos embrides ou fetos expostos ao virusdurante a gestagdo, teve quase 2.000
casos confirmados desde 2015, quando essa doenca foi notificada pela primeira vez no Brasil
(HEUKELBACH et al., 2016; DEL CAMPO et al., 2017; MENESES et al., 2017; BRASIL,
2022b); e a febre amarela, que em 2017 proporcionou o pior surto desde 1980, sendo
confirmados 1.376 casos de febreamarela no pais e 483 6bitos, no periodo de 2017 e 2018
(BRASIL, 2017; OPAS/OMS, 2022; 2023).

Esses arbovirus pertencem ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae (COOK;
HOLMES, 2006; NENE et al., 2007; HUANG et al., 2014). O principal ciclo replicativo desses
virus envolve somente os seres humanos e mosquitos, sendo o mosquito Aedes (Stegomyia)
aegypti Linnaeus (1762) (Diptera: Culicidae) o principal vetor dessas arboviroses (HUANG et
al., 2014; LOPES et al., 2014; ABUNDES-GALLEGOS et al., 2017; FIGUEIREDO, 2019).
No entanto, outro ciclo, envolvendo morcego e flavivirus tem sido bastante discutido visto que
mudangas no ambiente, comodesmatamento, urbaniza¢do e mudancas climaticas podem ter um
impacto significativo na ecologia e comportamento dos morcegos, bem como na dindmica da
transmissao e circulacao dos virus (ZHANG et al.,1998; de THOISY et al., 2009; ABUNDES-
GALLEGOS et al., 2017).

Os morcegos sdo os Unicos mamiferos verdadeiramente voadores, com mais de 1.456
espécies, sendo a segunda ordem de mamifero mais varidvel numericamente (SIMMONS;
CIRRANELLO, 2022). Esses animais abrigam uma grande variedade de virus, dentre eles os
do género Flavivirus (CALISHER et al., 2006; O’SHEA et al., 2014; MOLLENTZE;
STREICKER, 2020).
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Virias pesquisas, utilizando a técnica de transcrigdo reversa seguida da reacdo em
cadeia pela polimerase (RT-PCR), tém mostrado a presenca do género Flavivirus emmorcegos,
em varios paises do mundo (ZHANG et al., 1998; de THOISY et al., 2009; ABUNDES-
GALLEGOS et al., 2017; CALDERON et al., 2019). A RT-PCR ocorre na amplificagdo e
multiplicacdo em milhdes a bilhdes de copias de um segmento do materialgenético alvo, com o
objetivo de facilitar a detec¢ao deste por eletroforese. Desta forma,esse procedimento, verifica-
se a presenca ou nao do RNA do virus pelo uso da enzimatranscriptase reversa que produz
copias de cDNA a partir do RNA alvo (ROEHE, 2017).

O conhecimento da associacdo mosquito-morcego-virus sera importante para dar
continuidade acerca da compreensdo da transmissdo e da historia natural das doencas
transmitidas pelo Ae. aegypti nas Américas. No Brasil, a investigagdo da presenc¢a do virus
flavivirus em morcegos ainda ¢ incipiente (BITTAR et al., 2018; FRANCO-FILHO et al.,
2023). Portanto, a intensificagdo no monitoramento desses virus € necessaria para entender
melhor opossivel papel dos morcegos de Caxias -Maranhao no ciclo dessas arboviroses.

Com base nestas informacdes, a relevancia dessa pesquisa estd, principalmente, na
investigagao da circulacdo de flavivirus em morcegos no municipio de Caxias,Maranhdo, com
o intuito de produzir informagdes para a satide publica, o que consequentemente podera reduzir
o risco de infec¢do, ajudar a prever a localizagao e a gravidade dos futuros surtos das doencas
causadas por esses virus, bem como, subsidiar pesquisas futuras no que se refere ao manejo
integrado dessas doencas e conservagdo dosmorcegos. Além de produzir conhecimento sobre a
biodiversidade de morcegos do Maranhdo. Nesse sentido, o principal objetivo dessa pesquisa

foi investigar morcegos deCaxias como potenciais hospedeiros de Flavivirus.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Flavivirus

O género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae, ¢ composto por diversas
espécies de virus que causam doengas de importancia para a saude publica, como a dengue
(DENYV), febre amarela (YFV), a doenga causada pelo virus Zika (ZIKV), febre do Nilo
Ocidental (WNYV), febre Oropouche (OROV) e encefalites causadas pelo virus St. Louis
(SLEV) e Rocio (ROCV) que sdo transmitidas pela picada de artropodes hematofagos,
denominadas de arboviroses (GAUNT et al., 2001; GOULD etal., 2001; HUHTAMO et al.,
2009; COOK et al., 2012; COFFEY et al., 2013; KOLODZIEJEK et al., 2013; HUHTAMO et
al., 2014; MOUREAU et al., 2015).

O nucleocapsideo dos Flavivirus ¢ esférico, de simetria icosaédrica e com projecoes
em superficie. A particula viral ¢ circundada por envelope lipoprotéico e medeentre 40 e 60 nm
de didmetro. O genoma viral ¢ constituido por RNA de fita simples compolaridade positiva,
possuindo aproximadamente 11.000 nucleotideos (Figura 1) (ZHANG et al., 2003;
LINDENBACH; LINDENBACH, 2007).

Figura 1. Representagao estrutural dos Flavivirus. A - Organizagao das proteinas do Envelope (E), na
superficie do virus. B — As glicoproteinas do capsideo (C), Membrana (M), Envelope (E) e o RNA
gendmico (11.000nucleotideos).

Proteina E

Proteina M

Proteina E

A
Fonte: Hulo ef al. (2011), com modificag¢des pelo autor
Esse genoma inclui uma pequena regido 5°, ndo-codificadora, uma cadeia abertade

leitura (ORF) e um terminal 3’, ndo-codificadora. A ORF codifica as proteinas Envelope

(E), pré-membrana (prM/M) e Capsideo (C), que sdo as proteinas estruturais ecodifica sete
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proteinas nao-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), responsaveis pelas
atividades reguladoras e de expressdo do virus, incluindo replicagdo, viruléncia e
patogenicidade (Figura 2) (CHAMBERS et al., 1990; RICE, 1996; ALCONet al., 2002;
LINDENBACH, 2007; RICE, 2007).

Figura 2. Representagdo do genoma dos Flavivirus.

=3

POLIPROTEINA GENOMICA ‘ H

5@l | 3'-OH

NS2B Ny
clp] E NST | Ns2A NS3 [|nsss NS5 |
M A A A
* Sinal de peptidase * Golgi protease 7 NS3 protease

Fonte: Hulo et al. (2011), com modificagdes pelo autor

Andlises filogenéticas dividiram robustamente, os arbovirus do género Flavivirus em
dois grupos filoepidemioldgicos: O grupo dos flavivirus transmitidos por mosquitos associados
ao Aedes (virus da dengue e o virus da febre amarela) e o grupo dos flavivirus transmitidos por
mosquitos associados ao Culex (virus da encefalite japonesa, virus da encefalite de Saint Louis,
virus do Nilo Ocidental e virus Rocio) (GAUNT et al., 2001; GOULD et al.,2001; HUHTAMO
et al., 2009; COOK et al., 2012; KOLODZIEJEK et al., 2013; HUHTAMO et al., 2014;
MOUREAU et al., 2015; GAUNT et al., 2022). J4 no caso do genoma do virus Zika foi
verificado que ¢ um hibrido que representa incongruéncia filogenética entre esses dois grupos
(GAUNT et al., 2020).

Dentre esses arbovirus, o virus da dengue, da febre amarela e Zika tém grande
importincia epidemioldgica, por sua gravidade clinica e elevado potencial dedisseminacdo
sendo principalmente transmitidos pela espécie de mosquito antropofilico Ae. aegypti que
atuam como vetores e sdo frequentemente encontrados em 4areas urbanas, transmitindo doengas
para o homem que atua como o principal hospedeiro amplificador participando da manutencao
do ciclo (Figura 3), nos tropicos e subtropicos (KRAEMER et al., 2015; MAYER et al., 2017,
BOYER et al., 2018; FIGUEIREDO et al., 2019).
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Figura 3. Ciclo urbano do Aedes aegypti: ciclo de transmissdo humano-mosquito-humano.

*
o

Ciclo Urbano

Humans Humans

N

Fonte: Figueiredo (2019), com modificagdes pelo autor

O virus da dengue inclui quatro tipos imunologicos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4, todos presentes no Brasil (ARAUJO et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2004, 2008;
COSTA et al., 2009). Até o momento, o virus Zika apresenta um tinico sorotipo, no entanto, o
risco de surgir, num futuro breve, sorotipos diferentes desse virus,tem sido uma grande
preocupacao entre os virologistas, devido a alta taxa de mutacao desse virus (FAPESP, 2017).
Em relagdo a febre amarela, que até o momento foi identificado, apenas um unico sorotipo: o
virus amarilico (VASCONCELOS, 2003).

Esses virus, por serem organismos intracelulares obrigatérios, evoluem a medidaque
todos os organismos evoluem, resultando em uma coevolugao dependente. Neste contexto, os
virus emergentes que acometem os humanos geralmente possuem umhospedeiro-reservatdrio

nao-humano (ESTEBAN, 2007).

2.2 Aspectos gerais dos morcegos
Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera, segunda maior em diversidade de
espécies entre os mamiferos, sendo estes os Unicos capazes de realizar o voo de forma
verdadeira (NOGUEIRA et al., 2018). Sdo encontrados em diversos biomas e apresentamuma
ampla variedade de habitos alimentares, desde frugivoros até carnivoros, além de
desempenharem importantes funcdes ecologicas, sejam como polinizadores, dispersoresde
sementes ou controladores de pragas agricolas (SIMMONS, 2005; BERNARD, 2012).

Atualmente, ha cerca de 18 familias, 202 géneros e 1.456 espécies de morcegos
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conhecidas no mundo (SIMMONS; CIRRANELLO, 2022) e para o Brasil ha registros de nove
familias, 68 géneros e 181 espécies (GARBINO et al., 2022). A familia Phyllostomidae, ¢ a
mais diversificada da regido neotropical e é exclusiva do continente americano (REIS et al.,
2017), sendo registrados 93 espécies, 43 géneros e 10 subfamilias: Carolliinae, Desmodontinae,
Glossophaginae, Glyphonycterinae, Lonchophyllinae, Lonchorhininae, Micronycterinae,
Phyllostominae, Rhinophyllinae e Stenodermatinae (GARBINO et al., 2020).

No Brasil, encontram-se morcegos representantes de todos os hébitos, ocupandouma
ampla diversidade de nichos, entretanto a maioria destes apresenta uma alimentacao
predominantemente insetivora (REIS et al., 2017). Em ambientes urbanos a predominancia pelo
habito insetivoro ¢ favorecida pela abundancia de alimentos atraidospela iluminagdo artificial
das cidades (RYDELL; RACEY, 1995; MOUTINHO et al., 2020; MELO et al., 2021).

Por conta de sua ampla presenca nas regides tropicais, adaptabilidade morfologica
versatil, diversidade de espécies e ampla gama de dietas, os morcegos sdo degrande importancia
para pesquisas ecologicas (MOUTINHO et al., 2020; MELO et al., 2021), pesquisas de
variagdes genéticas (PAVAN; MARROIG 2016) como também pesquisas de importancia
sanitaria (THOISY et al., 2009; SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2014; ABUNDES-
GALLEGOS et al.,2017; MOUTINHO et al., 2020; MELO et al.,2021).

2.3 Morcegos como hospedeiros de Flavivirus

Os morcegos (Mammalia, Chiroptera) constituem cerca de 22% da fauna de mamiferos
do planeta (VOIGT; KINGSTON, 2016). Esses animais t€ém desempenhandopapéis essenciais
no surgimento e reaparecimento de virus de importancia veterinaria ¢ de saide publica
(O’SHEA et al., 2014, GOES et al., 2016), mais de 200 virus foram isolados ou detectados em
morcegos (MORATELLI; CALISHER, 2015), como os da familia Flaviviridade, do género
Flavivirus (CALISHER et al, 2006; ALLOCATI et al.,2016).

Devido ao grande impacto na satde publica ocasionado pelos surtos desses virus,como
o virus da dengue que infecta centenas de milhdes de pessoas em todo o mundo, ociclo
envolvendo morcego e flavivirus (Figura 4) tem sido bastante discutido pois estes atuam como
reservatorios de uma grande diversidade de virus (ZHANG et al., 1998; de THOISY et al.,
2009; ABUNDES-GALLEGOS et al., 2017).

Com desmatamentos e a expansao urbana, a proximidade entre as cidades e as areas
de preservacdo diminui, alterando as relagdes troficas dos morcegos gerando impactos na
diversidade bioldgica. Contudo, com sua alta adaptabilidade e habilidade de dispersdo, sdo

capazes de se ajustarem a esses ambientes, beneficiando-se dessa transformagao, encontrando
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abrigo em areas de vegetacao preservada ou emestruturas urbanas, provocando a sua entrada no
ciclo de transmissao urbano de flavivirus(Figura 4) (BREDT et al., 1996; PACHECO, 2010;
DIPTYANUSA, 2021).

Figura 4. Possivel ciclo do Flavivirus em mosquito e morcego.

MORCEGOS
ﬁ MOSQUITO

\f_, :

MUDANGCA DE i
HABITAT

Fonte: DIPTYANUSA et al. (2021), com modificagdes.

DESMATAMENTO

HUMANOS

Visto isso, varias pesquisas, utilizando a técnica de transcri¢ao reversa seguida da
reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR), tém-se demostrado como método eficazna
detecgdo da presenca do género Flavivirus em morcegos (ZHANG et al., 1998; THOISY et
al. 2009, ABUNDES-GALLEGOS et al. 2017).

Em areas endémicas do Pacifico e do Golfo do México quatro espécimes de trés
espécies de morcegos, Artibeus jamaicensis, Carollia brevicauda e Myotis nigricansnm
foram detectados com o sorotipo 2 do virus da dengue (AGUILAR-SETIEN et al., 2008).

Na Guiana Francesa, de Thoisy et al. (2009) obtiveram uma prevaléncia de RNAdos
sorotipos DENV-1, DENV-2 ¢ DENV-3, em 19 espécimes de morcegos de 152 testados. As
espécies A. planirostris e C. perspicillata, ambas frugivoras, foram as que apresentaram uma
maior variedade de sorotipos.

No sul do México Sotomayor-Bonilla et al. (2014) capturaram 146 morcegos,
pertencentes a 16 espécies. Seis morcegos (4,1%) foram positivos para DENV-2, sendo dois da
espécie Glossophaga soricina, um A. jamaicensis e trés A. lituratus. Abundes-Gallegos et al.
(2017), em Hidalgo, México, capturaram 160 Desmodus rotundus. Sequéncias de Flavivirus
foram encontradas em oito amostras de tecido de D. rotundus.

Vicente-Santos et al. (2017), analisando amostras provenientes da Costa Rica de318
morcegos por PCR, verificaram que 28 destes foram positivos para os sorotipos DENV-1,

DENV-2, DENV-3 e DENV-4, sendo as especies Eumops glaucinus, G. soricina, Molossus
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pretiosus, M. rufus, M. sinaloae e Rhogeessa bickhami, com individuos apresentando esses
sorotipos individualmente ou em conjunto. Amostras do tecido do intestino de 11 morcegos,
desses28, foram submetidas a RT-PCR e duas amostras foram positivas para 0s mesmos
sorotipos de dengue detectados no sangue.

Calderon et al. (2019) capturaram 286 morcegos, em varios locais da Colombia,e
utilizando a técnica de RT-PCR detectaram em morcegos nao hematdfagos C. perspicillata e

Phyllostomus discolor o sorotipo DENV-2.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais e periodos de captura dos morcegos
Os morcegos foram capturados no municipio de Caxias (Figura 5), que pertencema
Zona Fisiografica do Itapecuru, situado na mesorregido do Leste Maranhense, com areade
5.313,2 km?; possui o clima subumido seco, a sua fitofisionomia predominante ¢ de Floresta

Estacional Semidecidual com presenca de babaguais, com areas onde predominao Cerrado € o

cerradio (CONCEICAO et al., 2012).

Figura 5. Mapa do municipio de Caxias, Maranhao, onde foram realizadas as coletas de morcegos.

Caxias - MA

LEGENDA
[ Brasil
Bioma

I Cerrado

Sistema de as Geografk
DATUM: SIRGAS 2000
Base de dados: GPS

Fonte: GENBIMOL

A coleta, preparacgao e identificacdo do material bioldgico ocorreram como descritas
por Brasil (2018). Foram realizadas nove expedi¢des, com duragdo de trés noitesconsecutivas,
em pontos especificos, com duragdes de seis horas didrias de esforco (das 18hOOmin as
00h0OOmin horas), onde as redes foram dispostas perto de abrigos (arvores, trilhas, na area
externa, proximo a casas e prédios). A rede de neblina tem medidas de 3mde altura 6 a 12m de
comprimento e malha de 25 mm.

As coletas noturnas foram realizadas de acordo com Greenhall e Paradiso(1968),
obedecendo a fase lunar de pouca iluminagdo, fora de locais com muita iluminagao artificial e
com exposicao de redes de neblina. As coletas diurnas foram realizadas de acordo com Bredt e
Uieda (1996), onde foram visitados locais como forros de casas, forros de prédio e juntas de
dilatagdo. A captura de morcegos em edifica¢des aconteceu de forma manual, com auxilio de

pinga de 30 cm, luvas de raspa de couro ou pugas.
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Os morcegos foram acondicionados em sacos de panos ¢ transportados ao Laboratorio
de Genética e Biologia Molecular do CESC/UEMA (GENBIMOL) onde foram fotografados,
medidos com o auxilio de paquimetro digital (300 mm-12°") e manual, identificados, pesados,
sexados, verificados quanto a condig¢ao reprodutiva. Em seguida, foram ortotanasiados, com
pentobarbital (Dolethal®, Vetoquinol, Lure, Franga) apds anestesia quimica (cetamina 10mg/kg
de xilazina 1mg/kg) sob supervisdo veterinaria. Amostras de sangue, figado, intestino, rins e
coragao foram coletadas assepticamente e armazenadas em tubos contendo RNAlater (Thermo
Fisher Scientific, Sdo Paulo, SP, Brasil) e acondicionadas a -80 °C para uso posterior. As coletas
de morcegos foram realizadas mediante a autorizagdo e licenca concedida pelo

ICMBIO/SISBIO (Numero: 64666-1).

3.2 Identificacao morfoldgica dos morcegos
Para identificagdo morfoldgica, visando destacar os caracteres diagndsticos
taxondmicos das espécies, levaram-se em consideragdo sete caracteres externos, que foram
plotados e analisados em uma planilha no EXCEL, a saber: coloragao da pelagem,peso, medidas
dos antebracos direito (AD), trago (T), orelha (O), pé (P), Cauda (C). As espécies foram
identificadas com auxilio de bibliografia especializada (GREGORIN; TADDEI, 2002; REIS e¢

al.,2017), chaves restritas as familias e géneros e confirmada por especialistas.

3.3 Caracterizacio e identificacio de flavivirus
As etapas de extracdo do RNA e da PCR foram realizadas no Laboratdrio de Bactérias
Entomopatogénicas e Marcadores Moleculares do CESC/UEMA (BEMMOL).O RNA total
extraido do sangue, intestino, figado, rins e coragao dos morcegos usando o SV Total RNA
Isolation System (Promega, Sao Paulo, Brasil) seguindo o protocolo do fabricante. O RNA viral
foi transcrito em cDNA (RT-PCR), utilizando as sequéncias de primers (Tabela 1) e o reagentes
da tabela 2. Os cDNA'’s, entdo, utilizados para a rea¢do de amplificagdopor nested-PCR com as

sequéncias dos primers da tabela 1 e os reagentes da tabela 2, para detectar flavivirus.



Tabela 1. Primers para amplificar sequéncias de flavivirus.
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Primer Sequéncia pb Referéncia
DI 5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3’ 511

D2 5°-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3’ 511

TSI 5’-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3’ 482 (D1/TS1) La“(‘iiggze)f al.
TS2 5°-CGCCACAAGGGGCCATGAACAG-3’ 119 (D1/TS2)

TS3 5-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3’ 290 (D1/TS3)

TS4 5°-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3’ 392 (D1/TS4)

DIL 5-TAGGTCATTGTGTCCTCACATAACTCTCC-3> 457 (D1/DIL)

D2L 5°-CTTGTACGTGATTGTATCTTCACACA-3’ 461 (D1/D2L)  de Thoisyet al.
D3L 5°-TTGTAAGTGACCGTGTCATCACACAT-3’ 460 (D1/D3L) (2009)
D4L 5°-TCCATGGCAATGAGAGTGCATTTGTTGA-3’ 424 (D1/DAL)

cFD2  5-GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC-3” 220 Kuno e al.
MA 5-CATGATGGGRAARAGRGARRAG-3’ (1998)
DJA 5°-TCCATCCCATACCTGCA-3’ 413 Meiyu et al.
DJS 5°-GACATGGGGTATTGGAT-3’ 413 (1997)

D1/D2 — Transcrigdo do RNA em cDNA, D1/TS1, D1/TS2, D1/TS3 e D1/TS4 - detecta os sorotipos da
dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, respectivamente. D1/D1L, D1/D2L, D1/D3L e D1/D4L
- confirma os sorotipos da dengue, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, respectivamente. DJA/DJS e
cFD2/MA - amplifica as regides NS1 e NS5 (proteinas ndo-estruturais que estdo correlacionadas com a
infecdo e replicacdo do flavivirus da dengue, febre amarela e zika), respectivamente.

Tabela 2. Reagentes utilizados na transcri¢ao reversa do RNA viral para cDNA e na reacdo em cadeia da

polimerase (RT-PCR) para detecgdo dos sorotipos da dengue e das regides NS1 e NS5.

Reagentes RT-PCR 3 nested-PCR~
(volume/reacao) (volume/reacao)

Agua livre de nucleases 8uL 6,25uL
Iniciador (100pM) 0,75pL 0,75pL
Iniciador (100uM) 0,75 uL -

Iniciador (100uM) - 0,75uL
GoScript™ Reverse Transcriptase! 0,5uL -—-

PCR Master Mix! 2x 12,5uL 12,5uL
RNA viral 2,5uL -

cDNA da RT-PCR --- 2,5uL

"Promega, Sdo Paulo, SP, Brasil

A Transcricdo Reversa para obtencdo do cDNA e em seguida a reagdo de nested-PCR

para detec¢do do genoma viral foi adaptada de Lanciotti et al. (1992), na qual primeira etapa de

RT-PCR, objetivando conversao em cDNA e a amplificacdo do material genético, foram

levados para o Termociclador automatico e submetidos a seguinte ciclagem: um ciclo inicial

de 45 °C, durante 45 min; seguido de um ciclo de 92 °C - para inativa¢do da enzima de

transcriptase, em seguida 30 ciclos de 94 °C/35 seg, 56 °C/1 min, 72 °C/2 min e extensao final

de 72 °C/10 min, com redugdo de temperatura para 4 °C ao final da reagdo. Posteriormente se

deu o processo de nested- PCR, no qual, os tubos foram levados ao Termociclador e a reagao

ocorreu nas seguintescondicdes: 20 ciclos de 94 °C/30 seg, 55 °C/1 min, 72 °C/2 min e

extensdo final de 72 °C/10 min, com reducdo de temperatura para 4 °C ao final da reacao.
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Os amplicons formados foram observados por meio de eletroforese em gel de agarose
a 3% em tampao TBE 0,5X (Tris-borato-EDTA - [100mM Tris-base; 2,0 mM desolugado 0,5
EDTA (pH 8,0) e 50 mM acido borico]) a 90 Volts durante 1h e 30 min. Paravisualizacao do
DNA foi adicionado corante de Brilliant Green Plus, NEOBIO ao gel de agarose. Um total de
7 puL de nested-PCR foi adicionada ao gel na presenca deSuL de tampao (Blue/Orange 6X
LoadingDye). A comparag@o do tamanho do ampliconfoi realizada mediante marcador de 50pb
DNA Ladder, PROMEGA, a observagao dos resultados foi realizada no Transiluminador

UVTrans, e fotografado para a documentacgaodos resultados.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados morfologicos

Durante as nove expedigdes, nos anos de 2019, 2020 e 2021, foram capturados 77
espécimes de morcegos no municipio de Caxias, nos Bairros Centro (quatro coletas), Caldeirdes
(uma coleta), Trés Coragdes (duas coletas), Cangalheiro (uma coleta) eInhamum (uma coleta).
Os 77 espécimes de morcegos capturados foram identificados dentro de quatro familias e dez
espécies: familia Molossidae, Molossus rufus (E. Geoffroy,1805) e M. molossus (Pallas, 1766);
familia Phyllostomidae, Glossophaga soricina (Pallas, 1766); Carollia perspicillata (Linnaeus,
1758), Anoura caudifer (E. Geoffroy, 1805); Phyllostomus hastus (Pallas, 1767); Artibeus
cinereus (Gervais, 1856); Micronycteris minuta (Gervais, 1856); familia Emballonuridae,

Rhynchonycteris naso (Wied-Neuwied,

gymnonotus (Natterer, 1843) (Tabela 3).
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1820); e a familia Mormoopidae, Pteronotus

Tabela 3. Codigo dos espécimes, espécies, habitos alimentares e locais de coleta dos morcegos

capturadosem areas do municipio de Caxias, Maranhdo.

CODIGO DOS .
- - HABITOS LOCAL DE

N° ESPECIMES DE ESPECIES

MORCEGOS ALIMENTARES COLETA
1 IIPCD 1! Carolliaperspicillata Frugivora APA do Inhamun
2 ITIPCD 2 C.perspicillata Frugivora APA do Inhamun
3 IIPCD 3 C.perspicillata Frugivora APA do Inhamun
4 ITPCD 4 C.perspicillata Frugivora APA do Inhamun
5 ITPCD 5 C.perspicillata Frugivora APA do Inhamun
6 IIPCD 6 Glossophagasoricina Nectarivora APA do Inhamun
7 IIPCD 7 C.perspicillata Frugivora APA do Inhamun
8 ITPCD 8 C.perspicillata Frugivora APA do Inhamun
9 ITPCD 9 C.perspicillata Frugivora APA do Inhamun
10 ITPCD 10 C.perspicillata Frugivora APA do Inhamun
11 IIPCD 11 Pteronotusgymnonotus Insetivoro APA do Inhamun
12 IIPCD 12 Anouracaudifer Nectarivora APA do Inhamun
13 IIPCD 13 G.soricina Nectarivora APA do Inhamun
14 IIPCD 22 Rhynchonycterisnaso Insetivoro Caldeirdes
15 ITPCD 23 R.naso Insetivoro Caldeirdes
16 ITIPCD 24 Micronycteris minuta Insetivoro Caldeirdes
17 ITIPCD 25 Phyllostomushastus Insetivoro Caldeirdes
18 ITPCD 26 C.perspicillata Frugivora Caldeirdes
19 IIPCD 27 P.hastus Insetivoro Caldeirdes
20 ITPCD 28 Artibeuscinereus Frugivora Caldeirdes
21 IIPCD 29 P.hastus Insetivoro Caldeirdes
22 ITPCD 30 C.perspicillata Frugivora Caldeirdes
23 ITPCD 31 C.perspicillata Frugivora Caldeirdes
24 ITPCD 32 C.perspicillata Frugivora Caldeirdes
25 ITPCD 38 Molossusmolossus Insetivoro Centro
26 ITIPCD 39 R.naso Insetivoro Caldeirdes
27 ITPCD 45 M.molossus Insetivoro Centro
28 ITPCD 53 Molossusrufus Insetivoro Centro
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29 ITPCD 64 M.molossus Insetivoro Centro

30 CUMAO12 M. rufus Insetivoro Centro

31 CUMA 02 M. rufus Insetivoro Centro

32 CUMA 05 M. molossus Insetivoro Trés Coragdes
33 CUMA 06 M. rufus Insetivoro Trés Coragdes
34 CUMA 07 M. molossus Insetivoro Trés Coragdes
35 CUMA 08 M. molossus Insetivoro Trés Coragdes
36 CUMA 09 M. molossus Insetivoro Trés Coragdes
37 CUMA 10 M. rufus Insetivoro Trés Coragdes
38 CUMA 11 M. rufus Insetivoro Trés Coragdes
39 CUMA 24 M. molossus Insetivoro Centro

40 CUMA 25 M. rufus Insetivoro Centro

41 CUMA 26 M. rufus Insetivoro Centro

42 CUMA27 M. rufus Insetivoro Centro

43 CUMA 28 M. molossus Insetivoro Centro

44 CUMA29 M. molossus Insetivoro Centro

45 CUMA30 M. rufus Insetivoro Centro

46 CUMA3I1 M. molossus Insetivoro Centro

47 CUMA 32 M. molossus Insetivoro Centro

48 CUMA33 M. molossus Insetivoro Centro

49 CUMA 34 M. molossus Insetivoro Centro

50 CUMA35 M. rufus Insetivoro Centro

51 CUMA36 M. molossus Insetivoro Centro

52 CUMA37 M. molossus Insetivoro Centro

53 CUMA 38 M. molossus Insetivoro Centro

54 CUMA 39 M. molossus Insetivoro Centro

55 CUMAA40 M. molossus Insetivoro Centro

56 CUMA 41 M. rufus Insetivoro Centro

57 CUMA 42 M. molossus Insetivoro Centro

58 CUMA 44 M. molossus Insetivoro Trés Coragoes
59 CUMA 45 M. molossus Insetivoro Trés Coragoes
60 CUMA 46 M. molossus Insetivoro Trés Coragdes
61 CUMA 47 M. molossus Insetivoro Trés Coragdes
62 CUMA 48 M. molossus Insetivoro Trés Coragdes
63 CUMA 49 M. molossus Insetivoro Trés Coragdes
64 CUMA 50 M. molossus Insetivoro Trés Coragdes
65 CUMASI1 M. molossus Insetivoro Centro

66 CUMA 132 G. soricina Nectarivora Centro

67 CUMA 133 M. molossus Insetivoro Caldeirdes
68 CUMA 134 M. rufus Insetivoro Caldeirdes
69 CUMA 135 M. rufus Insetivoro Caldeirdes
70 CUMA 136 M. rufus Insetivoro Caldeirdes
71 CUMA 137 M. molossus Insetivoro Caldeirdes
72 CUMA 138 M. molossus Insetivoro Caldeirdes
73 CUMA 139 M. rufus Insetivoro Caldeirdes
74 CUMA 140 M. molossus Insetivoro Caldeirdes
75 CUMA 141 M. molossus Insetivoro Caldeirdes
76 CUMA 142 M. rufus Insetivoro Caldeirdes
77 CUMA 143 G. soricina Nectarivora Centro

'TIPCD (Segunda Coleta PROCAD) e numeragio do armazenamento no GENBIMOL.

'CUMA (Morcego Coletado em Area Urbana do Maranhdo) e numeragdo do armazenamento no
GENBIMOL.
As caracteristicas morfoldgicas dos morcegos coletados estdo de acordo com a
descricio na literatura para todas as espécies coletadas (FREEMAN, 1981; FABIAN;
MARQUES, 1989;GREGORIN, 2009; REIS et al., 2017) (Tabela 4 e Figura 6).
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Tabela 4. Caracteristicas identificadas nas espécies de morcegos de ocorréncia no municipio de Caxias
Maranh@o e comparadas com bibliografia especializada.

Espécies Antebraco | Orelha | Cauda Trago Pé Peso Coloracio
(mm) (mm) | (mm) (mm) | (mm) (4]
M. molossus 46 - 52 12-13 | 31-38 | 40-5,0 | 10-11 | 27-30 *1
M. rufus 40 - 49 11-14 | 6,29-8 | 5,0-6,0 | 10-12 | 32,5-34,5 *2
C. perspicillata 39-40 17-19 | 7-145|55-7,0 | 10-12 10-15 *2
G. soricina 29 -34 12-12,5 7 4-45 8-10 4-5 *3
A. caudifer 36 12 7 4 10 7 *3
P. hastus 81 -84 21-27 | 16—-20 9-10 |21-22 82 - 88 *1
A. cinereus 42 14 Ausente 4 10 9 *3
M. minuta 35 20 12 5 9 5 *1
R. naso 37-39 11-13 11 3 7 3 *3
P. gymnonotus 51 15 20 4 11 10 *2

*1 Castanho escuro com dorso marrom avermelhado; *2 Castanho escuro com dorso preto ou castanho
avermelhado; *3 Marrom acinzentado com a regido ventral mais clara.

Figura 6. Espécies de morcegos capturados no municipio de Caxias, Maranhdo. M. srufus (A), M.
molossus (B), G. soricina (C), R. naso (D), P. gymnonotus (E), P. hastatus (F), C. perspicillata (G), A.
cinereus (H) e M. minuta (1).

Fonte: Acervo GENBIMOL

A familia Molossidae foi a mais abundante com 64,93% dos espécimes amostrados.
M. molossus foi a espécie mais abundante com 42,86% desse género (Tabela5). Os espécimes
M. rufus apesentaram uma coloragdo negra, a base do uropatagio recoberta de pelos, orelhas
arredondadas e unidas na linha média sobre a cabeca, enquanto, a espécie M. molossus, sua
pelagem apresentou coloracdo de castanho escuro, as orelhas arredondadas e unidas em uma

linha média sobre a cabecga,corroborando com Freeman (1981) e Gregorin (2009).
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Tabela 5. Espécies de morcegos de ocorréncia no municipio de Caxias, Maranh3o.

Familia Espécies N Abundéncia (%)

Molossidac M. molossus 33 42,86
M. rufus 17 22,07

C. perspicillata 13 16,88

G. soricina 4 5,19

. A. caudifer 1 1,29
Phyllostomidae P hastus 3 3.89
A. cinereus 1 1,29

M. minuta 1 1,29

Emballonuridae R. naso 3 3,89
Mormoopidae P. gymnonotus 1 1,29

IN° = nimero amostra

Os Molossideos tém demostrado bastante sucesso quanto a adaptacdo em ambientes
urbanos, devido a grande abundancia de alimentos encontrados, pois a uma facilidade dos
insetivoros na captura de seualimento que sdo facilmente atraidos pelas iluminag¢des publicas,
como também, a sua grandeversatilidade no uso de abrigo, podendo ser encontrados em ocos
de arvores de parques urbanos que possuem uma grande variedade de plantas, como também
em casas abandonadas, sob pontes, telhas e forros (SCHOEMAN, 2015; REIS et al., 2017;
MELOet al., 2021).

Nos estudos de Pacheco et al. (2010) e Carvalho et al. (2011) foi registrado a familia
Molossidae com maior abundancia em ambientes urbanos. Carvalho et al. (2011)e Freitas et al.
(2011), reforcam a predominancia de espécies de morcegos insetivoros emambientes urbanos
devido a abundancia de alimentos que sdo atraidos pela iluminacao artificial, como também os
que mais utilizam forro de casas como abrigo.

A familia Phyllostomidae foi a mais rica em espécies, com 60% amostrados, sendo a
espécie C. perspicillata a mais abundante com 16,88% (Tabela 5). Varios estudos vém
demostrando a prevaléncia da familia Phyllostomidae sobre as demais, pois essa familia se
destaca por ser a mais rica e diversa em espécies, e também pelo fato da urbanizagao aproximar
a cidade a areas de floresta, alterando a dindmica de como os morcegos atuam com as suas
interagdes troficas (MELO et al., 2021; CORREIA, 2021; BENVINDO-SOUZA et al., 2021).

A abundancia da espécie C. perspicillata ¢ verificada em vdrios estudos, sendo uma
das espécies de morcegos mais capturadas no Brasil, possivelmente devido adiversidade de
recursos alimentares, principalmente os vegetais do género Piper ssp., por estes predominarem

em sua dieta e pela abundancia de insetos utilizados na sua complementacdo alimentar
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(BERNARD, 2002; MARTINS et al., 2014; REIS et al., 2017; TORRES, 2018; LEAL, 2019).

As espécies das familias Emballonuridae e Mormoopidae sdo raramente encontradas
em areas urbanas (PACHECO et al., 2010; REIS ef al., 2017; MELO et al., 2021). A espécie
R. naso é exclusivamente amostrada sobre cursos d’agua, utilizando abrigos naturais, troncos
secos, cascas de arvores, como também abrigos artificiais, pontes de madeira e pontes de metal
(NOGUEIRA; POL, 1998; BORGES-JESUS et al, 2021). Ja as espécies da familia
Mormoopidae se abrigam exclusivamente em cavernas, mantendo héabitos de seus ancestrais,
ou seja, a falta desses abrigos pode ter influenciadona limitacdo da dispersdo da espécie P.
gymnonotus (BREDT et al., 1999; MORGAN; CZAPLEWSKI, 2012; PAVAN; TAVARES,
2020).

4.2 Caracterizacao e identificacido de flavivirus

No presente estudo, foram utilizadas as amostras bioldgicas de sangue, intestino,
figado, rins e coracao de 77 espécimes de morcegos (totalizando 385 amostras biologicas).

Para alcangar os objetivos, primeiramente, avaliou-se a qualidade do RNA das
amostras extraidas, devido a extragdo do RNA apresentar desafios para conservar a qualidade
das suas moléculas e por ser de facil degradacao desde as etapas iniciais até suaquantificagao
(HOUSELEY; TOLLERVEY, 2009). Sendo assim, como método padrdo de avaliagdo de
qualidade, o RNA extraido, foi submetido a eletroforese submersa, em gel de agarose 1% (ASIF
et al., 2006; DASH, 2013; AHMAD, 2017), onde foi possivel observar uma banda intacta e

brilhante, o que demonstra que o RNA nao sofreu degradacao (Figura 7).

Figura 7. RNA total de amostras de figado de 16 espécimes de morcegos capturados na area urbana de
Caxias (Maranhdo) e visualizadas em gel de agarose a 1%.
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Todavia, das 385 amostras bioldgicas utilizadas apenas 23 amostras biologicas
(5,97%) apontaram resultado positivo na deteccdo de RNA viral de flavivirus, mais
precisamente para o genoma viral da dengue, sendo possivel observar os respectivos tamanhos
dos pares de bases associados a cada sorotipo dessa arbovirose, que foram obtidos com
sequéncias de primers diferentes, sendo oito amostras positivadas para dengue com os
respectivos D1-TS1, D1-TS2, D1-TS3 e D1-TS4 (Figura 8) e 15 amostras positivas para dengue
com D1-D1L, D1-D2L, D1-D3L e D1-D4L (Figura 9, 10 e 11), em contrapartida com as outras
sequéncias de primers ndo se obteve éxito na detec¢do das estruturas conservadas dos flavivirus
NS1 e NS5 diferente do que foi experimentado por Scaramozzino ef al. (2001), que em sua

pesquisa, em amostras in vitro, obteve €xito na detec¢ao destas.

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose para visualizagdo dos produtos de amplificagdo da nested-PCR
dos primers D1-TS1, D1-TS2, D1-TS3 e D1-TS4 com amostras biologicas de morcegos capturados na area
urbana de Caxias (Maranhao). Da esquerda para a direita: PM — Peso Molecular; 1 — ITPCD 01, 2 — [TPCD
03, 3 — IIPCD 04 e 4 — IIPCD 05 em vermelho com tamanhos préximos ao esperado entre 100 e 150 pb
(DENV-2),5-1IPCD 06, 6 — IIPCD 06, 7—IIPCD 07 ¢ 8 — IIPCD 08 em amarelo com tamanhos proximos
ao esperado entre 200 ¢ 290 pb (DENV-3), 7 — IIPCD 07 ¢ 8 — IIPCD 08 em branco com tamanhos préximos
ao esperado entre 300 ¢ 392 pb (DENV-4) e CN — Controle negativo.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose para visualizagdo dos produtos de amplificacdo da nested-PCR
dos primers D1-D1L, D1-D2L, D1-D3L e D1-D4L com amostras biologicas de morcegos capturados na
area urbana de Caxias (Maranhao). Da esquerda para a direita: PM — Peso Molecular; 1 — IIPCD 01, 3 —
ITPCD 04 e 4 — IIPCD 05 em vermelho com tamanhos proximos ao esperado entre 100 e 150 pb (DENV-
2),5—1IPCD 06, 6 — ITIPCD 06, 7 — IIPCD 07 ¢ 8 — IIPCD 08 em amarelo com tamanhos préximos ao
esperado entre 200 ¢ 290 pb (DENV-3).

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose para visualizagdo dos produtos de amplificagdo da nested-PCR
dos primers D1-D1L, D1-D2L, D1-D3L e D1-D4L com amostras bioldgicas de morcegos capturados na
area urbana de Caxias (Maranhdo). Da esquerda para a direita: 11 — [IPCD 11, 12 —IIPCD 11, 13 — I[IPCD
12 e 14 — IIPCD 22 em vermelho com tamanhos proximos ao esperado entre 100 e 150 pb (DENV-2) , 14
—IPCD 22, 15 — IIPCD 23 em amarelo com tamanhos proximos ao esperado entre 200 e 290 pb (DENV-
3), CN — Controle negativo, PM — Peso Molecular.

1 12 13 14 15 CN PM
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose para visualizag@o dos produtos de amplificacdo da nested-PCR
dos primers D1-D1L, D1-D2L, D1-D3L e D1-D4L com amostras biologicas de morcegos capturados na
area urbana de Caxias (Maranhdo). Da esquerda para a direita: PM — Peso Molecular, 2 — IIPCD 27, 5 —
ITPCD 29 em vermelho com tamanhos préoximos ao esperado entre 100 e 150 pb (DENV-2), 7 —IIPCD 38

em amarelo com tamanhos proximos ao esperado entre 200 ¢ 290 pb (DENV-3), CN — Controle negativo.

A detecgdo viral com ambas as sequéncias de primers se mostrou promissor nos
resultados e fortalece a evidéncia da presencga desse virus nas amostras de morcegos analisadas,
pois estas visavam detectar o genoma viral da dengue. Portanto, o teste de RT-PCR
desenvolvido por Lanciotti et al. (1992) pode ser considerado eficaz e especifico para detecg¢ao
da dengue, comotambém a sequéncia de primers desenvolvida por de Thoisy et al. (2009) em
seu estudo, que testou em soros de animais capturados na Guiana Francesa durante varios
periodos entre 2001 e 2007, e detectou RNAs virais dos quatro sorotipos de DENV.

Corroborando com varios estudo que ja identificaram a presenga do virusda dengue em
morcegos especificamente o sorotipo 2 (AGUILAR-SETIEN et al., 2008; THOISY et al.,2009;
SOTOMAYOR-BONILLA et al., 2014; CALDERON et al., 2019), como também a presenca
de mais de um sorotipo em um Unico espécime (VICENTE- SANTOS et al., 2017) (Tabela 6).
Entretanto mesmo com esses relatos da presenca de dengue nos morcegos o seu potencial papel
na circulacdo da infecgdo precisa ser completamente avaliado, pois com a possibilidade de
transmissao do virus entre ciclos silvestres e urbanos, acabam representando uma ameaca tanto

para as populagdes humanas quanto para as de morcegos (COFFEY et al., 2013).
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Tabela 6. Sorotipos de Flavivirus encontrados em amostras biologicas de morcegos capturados no
municipio de Caxias (MA).

ESPECIE CODIGO  AMOSTRA Flavivirus
DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4

IIPCD 01 Intestino - x? - -
IIPCD 03 Intestino - X - -
IIPCD 04 Figado - X - -

Carollia perspicillata
IIPCD 05 Figado - X - -
ITPCD 07 Coragao - - X X
IIPCD 08 Rim - - X X
Rim - - X -

Glossophaga soricina ITPCD 06 -
Figado - - X -
Intestino - - -
Pteronotusgym IPCD 11 X

nonotus Figado - X - -
Anoura caudifer ITPCD 12 Figado - X - -
ITPCD 22 Figado - X X -

Rhynchonycteris naso
ITPCD 23 Figado - - X -
ITPCD 27 Figado - X - -

Phyllostomus hastus
ITPCD 29 Figado - X - -
Molossus molossus ITPCD 38 Intestino - - X -

! Amostra negativa para o sorotipo; 2Amostra positiva para o sorotipo

Devido ao aumento no tamanho efetivo da populagao, o DENV-2 ¢ o genotipo mais
relevante em termos epidemioldgicos globais, seguido por DENV-3, DENV-1 ¢ DENV-4
(COSTA; VOLOCH; SCHRAGO, 2012). Em um estudo realizado por Nunes et al. (2019) no
Brasil o sorotipo predominante ¢ o DENV-2, o que pode ser alarmante, tendo em vista que os
mesmos autores relataram que a relagdo entre sorotipo e casos fataisem humanos também esta
relacionado a esse gendtipo, DENV-2.

Na regido Nordeste do Brasil, onde o clima ¢ tropical, com temperaturaselevadas e
chuvas propicias para a proliferacao do vetor, a incidéncia da dengue ¢ alta. Durante o periodo
de 2002 a 2013, na capital Sdo Luis, o DENV-2 esteve frequentementeassociado a casos graves
da doenga e ao aumento das taxas de letalidade, e para Caxias, ja se tem registro da circulagao
desse sorotipo (RODRIGUES et al., 2016; SILVA et al.,2017; SOUSA et al., 2021).

O resultado negativo para a deteccao do virus da febre amarela no presente estudo esta
corobora varios estudos nos quais os autores ainda ndo encontraram a particulaviral através de
técnicas moleculares (FAGRE; KADING, 2019), porém no estudo de Kading et al. (2018), foi
detectado anticorpos para a febre amarela. Este resultado pode ser explicado pelo fato de no

Brasil possuir baixos niveis de transmissao dessa doenga, onde no periodo de monitoramento
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2022/2023 (julho a junho) 158 casos humanossuspeitos foram notificados e nenhum foi
confirmado (BRASIL, 2023).

Com relacao aos dados da Zika, ocorreram 9.204 casos provaveis no periodo de
monitoramento 2022/2023 (julho a junho), destes, apenas 249 para o Maranhao (BRASIL,
2023). Estes dados indicam que o estado ndo estd em um momento de surto para esta doenga,
dificultando uma possivel infeccdo acidental dos morcegos proximos aos ciclos mosquito-
homem em ambientes urbanos, em contrapartida, esse virus ja foi detectado em dois morcegos
de Mérida, Yucatan, no México, quando foram submetidos a técnica deRT-PCR (TORRES-
CASTRO et al., 2021).

4.3 Avaliacio dos achados epidemiolégicos em morcegos

Os flavivirus de importancia médica apresentam um desafio global devido as
epidemias recorrentes, como por exemplo, do virus da dengue (DENV), virus da febre amarela
(YFV), e o virus Zika (ZIKV) (ONG, 2006; MENESES et al., 2017, CARABALIlet al., 2018;
RIBEIRO JUNIOR et al., 2018), e diante disso o papel dos morcegos comohospedeiros e
reservatorios de flavivirus € bastante estudado, devido a preocupagdes significativas em relacao
a transmissao e ao controle dessas doencas para populacdes humanas (SILVA et al., 2022)

Somado a isso, 0os morcegos, por possuirem uma ampla distribui¢do geografica e
ecologica além de compartilharem uma série de caracteristicas fisioldgicas e imunoldgicas com
os seres humanos, pertencentes a classe Mammalia, estdo presentes emareas onde os flavivirus
sdo endémicos, tornando-os possivelmente suscetiveis a infeccdoe disseminagdo do virus para
vetores artropodes o que se faz notorio o interesse em elucidar o seu papel como reservatorio
de doengas entre elas virais (MORATELLI; CALISHER, 2015).

Entender como os morcegos lidam com a infecgao viral e como acontece a persisténcia
e transmissdo destas, podem trazer informacdes valiosas para o desenvolvimento de estratégias
de controle e prevengdo, pois 0s morcegos por possuirem caracteristicas Unicas, como a
capacidade de voar, que ¢ uma caracteristica que tem sido relacionada a resposta imune dos
morcegos, uma vez que o voo ¢ uma atividade que gera altas temperaturas corporais, as quais
podem se assemelhar aos efeitos adversos causados pelas infec¢des virais, como a febre. Essa
caracteristica tornaria os morcegos mais tolerantes a essas infeccdes em comparagao com outros

mamiferos (WEINBERG; YOVEL, 2022).
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Nesse sentido, para Fagre e Kading (2019), mesmo com a detec¢do de RNA viralem
morcegos nao necessariamente implica que estes estejam de fato servindo como reservatorio,
mas que possa funcionar ocasionalmente como um hospedeiro acidental, mesmo com
proposigdes os colocando como reservatdrios naturais de virus que causam doencgas graves em
humanos, como o Nipah (N1V) e o Hendra (HeV) no Sudeste Asiaticoe Australia, os virus Ebola
e Marburg na Africa, o SARS-CoV na Asia e 0 MERS-CoV no Oriente Médio (HAN et al.,
2015). Identificar a viremia envolve desafios consideraveis.

A metodologia utilizada para detectar o genoma do flavivirus nos morcegos, a técnica
de RT-PCR, possui varias vantagens em comparagdo com outras técnicas, como técnicas
sorologicas, pois ela permite a identificacdo e diferenciacdo dos sorotipos presentes em um
determinado foco de infec¢do, sendo amplamente utilizada, reconhecida e validada, tornando-
se umaferramenta bastante util na Vigilancia Epidemiologica no caso do diagndstico de doengas
causadas por virus de RNA (ZHANG et al., 1998, de THOISY et al., 2009, ABUNDES-
GALLEGOS et al., 2017, CALDERON et al., 2019). Nessa perspectiva, os resultados positivos
coincidem com o relatado por esses pesquisadores.

A circulacdo das espécies de flavivirus em morcegos no pais possui poucas evidéncias,
onde no estudo de Franco filho et al. (2023), 40 morcegos testados foram detectados DENV-4
em 4 amostras, diferente do estudo realizado por Bittar et al. (2018),que de 103 morcegos
testados, todos foram negativos. Assim, o presente achado vem a colaborar com essas possiveis
lacunas de conhecimento que ainda existem em relagdo a detec¢do do genoma do flavivirus em

morcegos.
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5 CONCLUSAO

Os dados morfoldgicos registraram para areas urbanas do municipio de Caxias uma
grande diversidade de quiropteros, sendo a familia Molossidae com maior niimero de espécimes
e espécie, com destaque para a espécie M. molossus que foi a mais abundante.

Na detecgao de RNA viral, foram identificados resultados positivos para flavivirus em
morcegos. Especificamente, 23 amostras apresentaram resultado positivo para o genoma viral
da dengue, sendo o sorotipo 2 (DENV-2) o mais detectado, corroborando com diversos estudos
que tém relatado a deteccdo do virus da dengue em morcegos, especialmente do sorotipo 2.

Assim, a pesquisa deve ser continuada, para um constante monitoramento, poisos
flavivirus de importancia médica representam um desafio global significativo devido as
epidemias recorrentes que ocorrem em diversas regides do mundo além da capacidadedesses
virus de se espalharem rapidamente e se adaptarem a diferentes ambientes e hospedeiros
tornando o controle e prevengao dessas doengas um desafio complexo e continuado.

Contudo, ¢ importante ndo esquecer do papel essencial que os morcegos desempenham
no ecossistema. A deteccao viral em morcegos ndo implica necessariamente que eles sejam
hospedeiros dos virus, mas sim que possam estar em possivel contato com os agentes
infecciosos. Portanto, ¢ crucial adotar abordagenscientificas com uma visdo abrangente para
melhor compreender essa relagdo entremorcegos e virus, levando em consideragdo ndo apenas
o risco de transmissdo, mas também os beneficios que esses animais oferecem para o meio

ambiente.
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