UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

ISOLAMENTO DE ADENOVIRUS EM AMOSTRAS FECAIS DE ONCA-
PINTADA E JAGUATIRICA PROVENIENTES DE FRAGMENTO DE
MATA ATLANTICA DO SUDESTE DO BRASIL

YGOR MACHADO

VILA VELHA
MAIO / 2022



UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

ISOLAMENTO DE ADENOVIRUS EM AMOSTRAS FECAIS DE ONCA-
PINTADA E JAGUATIRICA PROVENIENTES DE FRAGMENTO DE
MATA ATLANTICA DO SUDESTE DO BRASIL

Dissertagdo apresentada a Universidade
Vila Velha, como pré-requisito do
Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia
Animal, para a obtencao do titulo de Mestre

em Ciéncia Animal.

YGOR MACHADO

VILA VELHA
MAIO / 2022



Catalogacio na publicagdo elaborada pela Biblioteca Central / UVV-ES

M1409i

Machado, Ygor.

Isolamento de Adenovirus em amostras fecais de onca-
pintada e jaguatirica provenientes de fragmento de Mata
Atlantica do sudeste do Brasil / Ygor Machado. — 2022.

30f. il

Orientadora: Ana Carolina Srbek-Araujo.

Dissertacao (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade
Vila Velha, 2022.

Inclui bibliografias.

1. Medicina veterinaria. Animais carnivoras.
3. Ongas-pintadas. 4. Virose. |. Srbek-Araujo, Ana Carolina.
1. Universidade Vila Velha. lll. Titulo.
CDD 636.89




YGOR MACHADO

ISOLAMENTO DE ADENOVIRUS EM AMOSTRAS FECAIS DE ONGA-
PINTADA E JAGUATIRICA PROVENIENTES DE FRAGMENTO DE
MATA ATLANTICA DO SUDESTE DO BRASIL

Dissertacao apresentada a
Universidade Vila Velha como pré-
requisito do Programa de Pés-
graduacdo em Ciéncia Animal para
a obtengdo do titulo de Mestre em
Ciéncia Animal.

Aprovado em 29 de abril de 2022.

Banca examinadora:

f ™ -
Jl‘ A\/\Hf‘;v\»rb
NS A= N 1

Profa. Dra. Ana Carolina Srbek de Araujo (UVV)

Orientadora



AGRADECIMENTOS

A Deus.

Obrigado pela oportunidade da vida, pela saude, inteligéncia, assim como as
oportunidades a mim presenteadas.

A minha méae.

Agradeco de coragdo a minha mée pelo incentivo, ajuda e criagdo. Obrigado por
acreditar em mim e me desejar sempre o melhor. Devo tudo a voceé.

Ao Fabio Venturini.

Obrigado pelo apoio e educac¢ao, pelos anos passados em conjunto, ajuda financeira
e financiamento dos meus estudos.

A Jacqueline Cordeiro Ghiotto.

Agradeco-lhe pelo amor, carinho, conselhos e toda a ajuda nas horas mais dificeis.
A Professora Dra. Ana Carolina Srbek de Araujo.

Agradeco imensamente sua mentoria, assim como a sua paciéncia e compreensao,
obrigado pelas palavras de sabedoria e incentivo nos momentos dificeis. Obrigado
pelos ensinamentos compartilhados e por todo o carinho.

Ao Projeto Felinos e toda sua equipe.

Obrigado pelos ensinamentos, parceria, amizade. Agradeco especialmente ao Me.
Hilton Entringer Junior pelo apoio na identificacdo das espécies depositantes e das
presas (analises de dieta).

Ao Daniel Capucho.

Obrigado pela grande amizade, obrigado por nossas praticas de yoga, por nossas
conversas e pela ajuda na formatacao desta dissertacao.

Ao Markson Tiburcio.

Obrigado pela parceria, amizade, paciéncia e compreensao.

A Fernanda Ming.

Obrigado pela ajuda com a formatacéo e escrita desta dissertacao.

A0S meus amigos.

Obrigado pela amizade e 6timos momentos.

A todos os meus professores.

Muito obrigado por compartilhar seus conhecimentos. Agradeco a amizade e

inspiracao.



Ao Professor Dr. Fernando Vicentini.

Obrigado pelo apoio laboratorial e ajuda no processamento das amostras (analises
virais).

A Dra. Ana Paula Jejesky.

Obrigado pelo trabalho no processamento das amostras (anélises virais), assim como
pela gentileza e ensinamentos compartilhados.

A Dra. Maria Benko e ao Centro de Investigacdo Agricola da Academia de
Ciéncias da Hungria.

Obrigado pela parceria no processamento e sequenciamento das amostras (analises
virais) utilizadas neste trabalho.

Ao Instituto Utimos Refugios.

Obrigado, em especial ao Leonardo Mergon, por ceder as belissimas imagens
utilizadas nesta dissertacao para ilustrar os felinos em estudo.

A FAPES (Fundaco de Amparo a Pesquisa e Inovacéo do Espirito Santo).
Agradeco pela bolsa de mestrado concedida e pelo financiamento das atividades de
pesquisa cujos resultados estao parcialmente apresentados nessa dissertacao
(Projeto FAPES 510/2016 — “Competicao, coexisténcia e saude geral de grandes
felinos na Mata Atlantica de Tabuleiro”).

A Vale / Reserva Natural Vale.

Agradeco por permitir o desenvolvimento das atividades de pesquisa na area da

Reserva, assim como o apoio financeiro e logistico concedido.



SUMARIO

1 11V PR 1
AB STRACT .ttt e et e e e s e et e e e e et ee e e e e e b e e e e e e e nrr e aae e e annraes 2
L LERT0] 167X IR 3
MATERIAIS E METODOS ..ottt 9
N CST= e L3211 (8 Lo [o I 9
Coleta de amOSIIAS FECAIS ......uuvurrriiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e s s reeeee e 10
Processamento laboratorial — Identificacdo das espécies depositantes ................... 11
Processamento laboratorial — ANAlIISES VIlaiS ........cceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 11
SUSPENSEO0 dAS AMOSIIAS FECAIS ......uvurrriiiiiiiiieie e e e 11
Extracdo de DNA e reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) .........ccccevvvvvvvviieeneennn. 12
Sequenciamento genético das sequéncias amplificadas ..............ccccoeevviiiiiiiiiiceenn. 12
S 1 1 R 17 I 2 T 13
DISCUSSAD ...ttt ettt eres sttt snes 15

REFERENCIAS ..o ettt et e e e e e e e e aeins 21



RESUMO

MACHADO, Ygor, Me., Universidade Vila Velha — ES, abril de 2022. Isolamento de
Adenovirus em amostras fecais de onca-pintada e jaguatirica provenientes de
fragmento de Mata Atlantica do sudeste do Brasil. Orientadora: Dra. Ana Carolina
Srbek-Araujo.

O presente estudo objetivou relatar a presenca de adenovirus em amostras fecais de
Panthera onca e Leopardus pardalis coletadas em um remanescente de Mata
Atlantica no sudeste do Brasil e investigar a relacéo entre as presas identificadas e os
registros virais, assim como discutir a importancia destes carnivoros na manutencao
ecologica dos ciclos virais na natureza. As amostragens foram realizadas na Reserva
Natural Vale (Linhares / ES), por meio da busca ativa por amostras fecais, durante o
periodo de maio de 2017 a dezembro de 2018. A identificacdo de material genético
viral se deu por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e as amostras
positivas foram encaminhadas ao sequeciamento genético. As sequéncias obtidas
foram comparadas com sequéncias previamente depositadas na plataforma
GenBank. Foram obtidas 43 amostras fecais, sendo 11 (25,6%) de Panthera onca e
32 (74,4%) de Leopardus pardalis. Destas, sete amostras (16,3%) foram positivas
para a presenca de material viral, sendo quatro (36,4%) de Panthera onca, com o
registro de sequéncias compativeis com “Desmodus rotundus Adenovirus 1" e
“‘Adenovirus Bovino 11”; e trés (9,4%) de Leopardus pardalis, com registro de
“Adenovirus Bovino 117, “Adenovirus Quiréptero” e “Adenovirus Simio”. Dados de
dieta ndo evidenciaram o consumo de gado-doméstico por felinos na area de estudo,
sugerindo que a presenca de “Adenovirus Bovino 11” nas amostras fecais possa estar
relacionada ao consumo de espécies de ungulados silvestres infectados por este virus
ou a obtencdo de sequéncias de novos virus ainda ndo descritos para ungulados
silvestres. Sugere-se que a possivel transferéncia dos virus para outros organismos
também se aplique aos isolados virais associados a morcegos em amostras fecais de
Panthera onca devido a inexisténcia de registros do consumo de quirdpteros por este
predador. Para Leopardus pardalis, entretanto, ha registro de predacdo de morcegos
e primatas na area de estudo, sendo possivel tracar uma relacdo direta entre o isolado
viral e as presas consumidas. Os resultados demonstram a presenca de virus
possivelmente relacionados a dieta dos predadores, assim como levanta a hipétese
destas espécies estarem contribuindo com a dispersdo e manutencdo desses
microorganismos no ambiente. Sugere-se a continuidade de estudos relacionados as
analises de adenovirus em amostras fecais de felinos selvagens, incluindo anélises
filogenéticas para melhor identificacdo dos isolados, esclarecendo a participacédo dos
carnivoros na manutengdo dos ciclos ecoldgicos e epidemioldgicos virais e sua
atuacao como potenciais reservatorios.

Palavras-chave: Adenoviridae, amostragem ndo invasiva, Carnivora,
ecoepidemiologia, Felidae, Fezes, Leopardus pardalis, Panthera onca, Virus.



ABSTRACT

MACHADO, Ygor, MSc, Vila Velha University — ES, April 2022. Adenovirus isolation
in fecal samples of jaguar and ocelot from a fragment of Atlantic Forest in
southeastern Brazil. Advisor: DSc Ana Carolina Srbek-Araujo.

The aim of this study was to report the presence of adenovirus in fecal samples of
Panthera onca and Leopardus pardalis collected in an Atlantic Forest remnant in
southeastern Brazil, investigate the relationship between the identified prey and viral
records, as well as to discuss the importance of these carnivores in ecological
maintenance of viral cycles in nature. Sampling was carried out in Vale Natural
Reserve (Linhares / ES), through active search for fecal samples, during the period
from May 2017 to December 2018. The identification of viral genetic material was
carried out through the polymerase chain reaction (PCR) and the positive samples
were sent for genetic sequencing. The sequences obtained were compared with
sequences previously deposited in GenBank. Forty-three fecal samples were obtained,
11 (25.6%) of Panthera onca and 32 (74.4%) of Leopardus pardalis. Of these, seven
samples (16.3%) were positive for the presence of viral material, four (36.4%) of
Panthera onca, with sequences compatible with “Desmodus rotundus Adenovirus 1”
and “Bovine Adenovirus 11”; and three (9.4%) of Leopardus pardalis, with a record of
“Bovine Adenovirus 117, “Bat Adenovirus” and “Simian Adenovirus”. Diet records did
not show the consumption of cattle by felines in the study area, suggesting that the
presence of “Bovine Adenovirus 11” in fecal samples may be related to the
consumption of wild ungulates infected by this virus or to the obtaining sequences of
new viruses not yet described for wild ungulates. We suggested that the possible
transfer of viruses to other organisms also applies to bat-associated viral isolates in
Panthera onca fecal samples due to the lack of records of bat consumption by this
predator. However, there are records of bats and primates preyed by Leopardus
pardalis in the study area, resulting in a direct relationship between the viral isolate and
the prey consumed. The results demonstrate the presence of viruses possibly related
to the diet of predators, as well as raise the hypothesis that these wild species are
contributing to the dispersion and maintenance of these microorganisms in the
environment. The continuity of studies related to the analysis of adenovirus in fecal
samples of wild cats is necessary, including phylogenetic analyzes for better
identification of the isolates, clarifying the participation of carnivores in the
maintenance of viral ecological and epidemiological cycles and their role as potential
reservoirs.

Keywords: Adenoviridae, Carnivora, ecoepidemiology, Felidae, Feces, Leopardus
pardalis, noninvasive sampling, Panthera onca, Virus.
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INTRODUCAO

Os carnivoros possuem importancia ecolégica significativa por atuarem na
regulacédo de populacdes de presas, por meio da predacéo, contribuindo desta forma
para o equilibrio e estabilidade dos ecossistemas (e.g. Estes et al. 2011). A perda
desses organismos acarreta o aumento do numero de individuos nas populacfes de
presas e intensifica 0 uso de determinados recursos, podendo torna-los menos
disponiveis para outras espécies, ocasionando a reducdo da capacidade do ambiente
suportar os consumidores e, consequentente, 0s proprios carnivoros (e.g. Jorge et al.
2013; Ripple et al. 2014). Além destes efeitos, os predadores contribuem para
manutencao da saude das populacdes de presas ao predarem, em maior proporcao,
animais debilitados ou doentes (e.g. Packer et al. 2003; Brandell et al. 2022).

Dentre os mamiferos da Ordem Carnivora, destaca-se a Familia Felidae que
reune 42 espécies com dieta tipicamente carnivora (Burgin et al. 2018). Os felinos
estdo distribuidos por todo o globo, com excecdo da Australia e regides polares
(Kitchener et al. 2017). As populagdes destes predadores, especialmente os felinos
de grande porte, vém enfrentando declinios populacionais em diferentes partes do
planeta, sendo que algumas espécies ja se encontram em algum grau de ameaca de
extincdo (Ripple et al. 2014). No Brasil, é relatada a presencga de nove espécies de
felinos silvestres, sendo elas: onga-pintada (Panthera onca), onga-parda (Puma
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concolor), gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi), jaguatirica (Leopardus
pardalis), gato-maracaja (Leopardus wiedii), gato-do-mato-pequeno-do-norte
(Leopardus tigrinus), gato-do-mato-pequeno-do-sul (Leopardus guttulus), gato-do-
mato-grande (Leopardus geoffroyi) e gato-palheiro (Leopardus colocolo) (Adania et al.
2014).

A onca-pintada (Figura 1) representa o maior felino das Américas, com
tamanho que pode variar de 1,57 a 2,41 m de comprimento total, enquanto o peso
varia de 57 a 158 kg (Seymour 1989). E um predador oportunista, consumindo
principalmente herbivoros, frugivoros e, com menor frequéncia, carnivoros de menor
porte (Hayward et al. 2016). Ja foram identificadas mais de 85 espécies na sua dieta,
a qual é constituida principalmente por capivaras, veados, queixadas, catetos, antas,
preguicas e jacarés (Hayward et al. 2016). A espécie era historicamente encontrada
do sudoeste dos Estados Unidos até o norte da Argentina (Seymour 1989), no entanto,
atualmente persiste em apenas cerca de metade da sua area de distribuicédo original
(Quigley et al. 2017). A perda e a fragmentacéo do habitat sdo as principais ameacas
para a ong¢a-pintada, levando ao isolamento das populacdes (e.g. Medellin et al. 2002;
Campbell, 2015; Olsoy et al. 2016; Quigley et al. 2017). O isolamento de individuos
em “ilhas” de habitat impede o fluxo génico entre populacdes e, desta forma, diminui
a introducdo de novos alelos e aumenta os efeitos da deriva genética a médio e longo
prazo (e.g. Burkey & Reed, 2006; Benson et al., 2019). Em curto prazo, observa-se
que a reducdo do numero de individuos produz oportunidades restritas de
acasalamento, aumentando o grau de parentesco entre os individuos e a
consanguinidade, resultando em maior risco de fixacdo de alelos recessivos
deletérios, assim como de insucessos reprodutivos (Burkey & Reed, 2006; Haag et al.
2010). Adicionalmente, os atropelamentos, o trafico ilegal de espécimes
(domesticacéo) e a continua pressao de caca ilegal (retaliacao) e abate (Adania et al.
2014; Graves et al. 2021) contribuem para o declinio das populacées, com reducéo
de aproximadamente 30% nas ultimas décadas (Quigley et al. 2017). Como
consequéncia, a espécie esta classificada como Quase Ameacada globalmente
(Quigley et al. 2017), enquanto no Brasil € considerada Vulneravel a extingdo (Morato
et al. 2018) e no estado do Espirito Santo esta classificada como Criticamente em
Perigo (Costa et al. 2019).



Figura 1. Onca- pintada (Panthera onca). Imagem cedida por Leonardo

Mergon, Instituto Ultimo Reflgios.

A jaguatirica (Figura 2) € um felino de pequeno porte, com tamanho entre 70 e
100 cm de comprimento total e peso variando de 11 a 16 kg (Murray & Garner 1997).
Sua ocorréncia é descrita do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (Murrey
& Garner 1997). Sua dieta é bastante variada, sendo composta principalmente por
pequenos mamiferos, no entanto, pode consumir aves, répteis e anfibios em menor
proporcao (Emmons 1987; Murray & Garner 1997; Abreu et al. 2008). Seu estado de
conservacdo global é considerado como Menos Preocupante, embora suas
populacées venham decrescendo nos ultimos anos (Paviolo et al. 2015). No Brasil, a
espécie também € considerada como Menos Preocupante (Oliveira et al. 2013),
enguanto no estado do Espirito Santo esta classifica como Quase Ameacada, com a

possibilidade da espécie se tornar ameacada em curto prazo (Costa et al. 2019).



Figura 2. Jaguatirica (Leopardus pardalis). Imagem cedida por Leonardo

Mergon, Instituto Ultimo Reflgios.

Embora a perda e a fragmentacéo do habitat, além dos conflitos com humanos,
sejam as principais ameacas as oncgas-pintadas, afetando também as jaguatiricas e
outros felinos de pequeno porte, cita-se 0 impacto dos microrganismos sobre as
populacdes de felinos silvestres como uma ameaca potencial, visto que a deterioracao
ambiental e a ocorréncia de doencas tém emergido como um problema para a
conservacao de carnivoros (Funk et al. 2001).

Os virus sdo os organismos mais abundantes em todo o planeta, sendo
estimada a existéncia de mais de 10 milh6es de particulas virais em apenas um
mililitro de agua do mar (Flint et al. 2015). Trata-se de organismos ndo celulares que
necessitam exclusivamente do metabolismo celular de outros organismos para sua
manutencao e perpetuacéo, estabelecendo uma relacéo de parasitismo (Bamford et
al. 2003; Faillace et al. 2017). Por conta de sua dependéncia exclusiva da maquinaria
celular alheia, os virus construiram intrincadas relacdes de coevolugdo com seus
hospedeiros a fim de obter maior sucesso de infecgéo, melhor metabolismo energético
e melhor producdo de sua progénie, assim como aperfeicoados mecanismos de
modulacdo de interacdes virus-hospedeiro que evitem a extingdo do organismo
parasitado (Bamford et al. 2003; Flint et al. 2015).

A capacidade de um virus produzir morbidade passa pela relacdo entre
viruléncia viral, resisténcia ou susceptibilidade do hospedeiro (Flint et al. 2015). Sendo
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assim, a determinacao da viruléncia viral € um fator multigénico, estando relacionado
ao metabolismo viral, as expressdes de proteinas e receptores virais, € a resisténcia
ou susceptibilidade do hospedeiro (Murphy et al. 1999). Esta, por sua vez, é
usualmente multifatorial, ou seja, envolve imunidade individual, meméria imunoldgica
e condi¢cdes ambientais, entre outros fatores intrinsecos e extrinsecos ao individuo
(Murphy et al. 1999). Neste contexto, muitas infeccfes virais sdo assintomaticas e
subclinicas, enquanto em outros casos a gravidade da doenca ou 0s sinais clinicos
podem apresentar grande variagdo e distincdo (Murphy et al. 1999; Faillace et al.
2017). Tendo em vista 0 exposto, a presenca viral ndo deve ser considerada
necessariamente sindbnimo de doenca.

Para felinos silvestres ja foi relatada, em ensaios soroldgicos realizados a partir
de animais mantidos em cativeiro, a presenca de anticorpos para importantes doencas
virais, como parvovirus felino, coronavirus felino, calicivirus felino (Filoni et al. 2012)
e virus da Cinomose canina (Terio & Craft 2013). Isso sugere que, em algum
momento, estes animais tiveram contato com os patdgenos virais, adoecendo ou nao.
No Brasil, diferentes estudos usando uma variedade de ensaios sorologicos foram
conduzidos no intuito de investigar a presenca de patégenos com risco para a saude
de felinos selvagens. No entanto, as pesquisas se concentram em virus especificos,
como o virus da Cinomose canina (Nava et al. 2008; Furtado et al. 2013), o virus da
leucemia felina (Guimarées et al. 2009; Filoni et al. 2012; Furtado et al. 2013), o virus
da imunodeficiéncia felina (Filoni et al. 2012; Furtado et al. 2013), o virus da raiva
(Jorge et al. 2010; Furtado et al. 2013), o calicivirus felino e o herpesvirus (Filoni et al.
2006; Filoni et al. 2012), o parvovirus felino (Filoni et al. 2006), o coronavirus felino
(Filoni et al. 2012) e o lentivirus (Filoni et al. 2006).

Os virus da familia Adenoviridae agrupam-se atualmente em seis géneros
reconhecidos: Mastadenovirus, que inclui adenovirus isolados em mamiferos;
Aviadenovirus, descrito tendo como hospedeiros as aves (Davinson et al. 2003; Benko
& Harrach 2003); Ichtadenovirus, que inclui um Unico adenovirus isolado em peixe
(Benko & Harrach 2019); Atadenovirus, encontrado em varios hospedeiros que
incluem ruminantes, marsupiais, aves (Both 2022; Davinson et al. 2003), lagartos e
serpentes (Harrach et al. 2019); Siadenovirus, que inclui adenovirus de anfibios
(Benko & Harrach 2003) e tartarugas (Harrach et al. 2019; Salzman et al. 2021); e
Testadonovirus, isolado unicamente em tarugas-marinhas (Harrach et al. 2019;
Salzman et al. 2021). Os adenovirus sdo virus comuns na populagdo humana,

responsaveis por ocasionar diferentes doengas, como conjuntivite, gastroenterite e
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doencas do trato respiratorio (Vogels et al. 2003). Na Medicina Veterinaria, se
destacam os adenovirus caninos tipo 1 e tipo 2, agentes causadores de hepatite,
sindromes respiratérias e sindromes entéricas em cades (Buonavoglia & Martella
2007). Apesar da maioria dos adenovirus serem espécie-especificos, ja foram relatas
infecgbes por adenovirus canino tipo 1 em outras espécies de carnivoros de vida livre
e em cativeiro nas familias Canidae, Ursidae e Mustalidae (Woods 2001).

A principal forma de transmissao dos adenovirus € por via oro-fecal ou pelo
contato direto com individuos contaminados ou fomites, por via respiratoria e contato
do virus com a conjuntiva ocular (Runde et al. 2001). S&o virus resistentes,
permanecendo longos periodos em meio liquido ou em superficies secas, podendo
ser resistentes até mesmo a agentes quimicos desnaturantes (Gordon et al. 1993;
Mattner et al. 2008). A patogenicidade destes virus ndo € bem compreendida,
podendo ocasionar desde infeccbes latentes até doencas ativas, variando com a
viruléncia da cepa e o tempo de coespeciacao (Kajan et al. 2019).

Apesar dos virus se destacarem como patdgenos importantes em diferentes
espécies, ndo h& estudos sobre a incidéncia dos adenovirus em felinos selvagens.
Tendo em vista o grau de vulnerabilidade na qual os felinos neotropicais se encontram,
o0 monitoramento de potenciais agentes infecciosos possibilita um melhor
entendimento quanto a saude das popula¢gdes selvagens e pode subsidiar acdes de
conservagao in situ e ex situ (Murray et al. 1999; Cleaveland et al. 2007; Adania et al.
2014). As investigacdes epidemioldgicas sdo importantes e devem ser elaboradas em
conjunto com estudos multidisciplinares afim de avaliar a importancia dos carnivoros
selvagens no ciclo ecologico de microrganismos, bem como seu impacto na Saude
Publica (Jorge et al. 2010). Sendo assim, vale ressaltar que algumas espécies de
carnivoros podem ser utilizadas como sentinelas, sendo alvos estratégicos em
programas de vigilancia para deteccdo de patdégenos e prevencdo de doencas
(Cleaveland et al. 2007; Furtado & Filoni 2008), atuando também como importantes
ferramentas de conservacéo da natureza.

O presente estudo teve como objetivo relatar a presenca de adenovirus em
amostras fecais provenientes de felinos selvagens e investigar a relagcdo entre as
presas identificadas na amostra com 0s registros virais, assim como discutir a

importancia destes carnivoros na manutencao ecoldgica dos ciclos virais na natureza.



MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

A coleta de dados foi realizada na Reserva Natural Vale (RNV; 19°01'16"S -
19°14'49"S e 40°05'22"W - 39°52'06"W) (Figura 3). Trata-se de uma area protegida
privada, localizada na regido norte do Espirito Santo, mais precisamente entre 0s
municipios de Linhares e Jaguaré, possuindo cerca de 22.711 ha de area (Kierulff et
al., 2014). A RNV, juntamente com a Reserva Bioldgica de Sooretama, a Reserva
Particular do Patriménio Natural (RPPN) Recanto das Antas e a RPPN Mutum Preto,
forma o Bloco Linhares-Sooretama (BLS) que representa uma éarea de floresta
continua com cerca de 53.000 ha. O BLS é considerado o maior remanescente
continuo de vegetacdo nativa do estado do Espirito Santo e um dos maiores
remanescentes de Mata Atlantica de Tabuleiro do Brasil, sendo reconhecidamente
uma importante area para conservacao de grandes mamiferos (Galetti et al., 2009).

A vegetacao da RNV é formada por diferentes tipos vegetacionais, sendo eles a
floresta alta, a floresta de mucgunuga, as formacdes de areas alagaveis ou alagadas e
0s campos nativos (Peixoto et al., 2008). A floresta alta é a formacao predominante,
também conhecida como floresta de tabuleiro, sendo classificada como Floresta
Estacional Perenifélia uma vez que cerca de 30% das espécies arboreas apresentam
gueda total ou parcial de suas folhas na transicdo entre as estacdes seca e chuvosa
(Kierulff et al. 2014). O clima da regido onde se localiza a Reserva é do tipo tropical
com inverno seco (Aw; Alvares et al. 2014), apresentando temperatura média anual
de 24,3°C + 2,1 e precipitacdo média de 1;214.6 mm + 260,6 (Kierulff et al. 2014). A
RNV possui um conjunto de estradas internas ndo pavimentadas com
aproximadamente 126 km de extensdo. Essas estradas possibilitam acesso a todas
as areas da Reserva e percorrem todas as fitofisionomias presentes na area (Kierulff
et al. 2014). O entorno da RNV é composto por uma matriz marcada principalmente
pelo desenvolvimento de atividades agricolas, representadas principalmente por

pastagens, cultivo de mamaéo, café e eucalipto (Kierulff et al. 2014).
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Figura 3. Bloco Linhares-Sooretama (BLS), localizado na por¢éo norte do Espirito
Santo, sudeste do Brasil (A e B), com detalhe para a area da Reserva Natural Vale
(RNV), da Reserva Bioldgica de Sooretama (RBS) e das Reservas Particulares do

Patrimdnio Natural (RPPN) Recanto das Antas e Mutum Preto (C).

Coleta de amostras fecais
O presente estudo foi realizado a partir da analise de amostras fecais coletadas

sistematicamente entre maio de 2017 e dezembro de 2018. As coletas se deram por
meio de busca ativa durante transec¢des lineares conduzidas por meio de
caminhadas ao longo das estradas internas a RNV, assim como nos aterros e nos
aceiros de divisa com propriedades vizinhas a Reserva. As transeccfes foram
realizadas em campanhas com periocidade mensal, tendo duracdo de quatro dias,
onde ao todo foram percorridos 1.668 km. Em cada campanha, as amostragens foram
realizadas considerando a cobertura da maior area possivel, incluindo amostragens
nas subareas norte, sul e oeste da Reserva.

As amostras coletadas eram acondicionadas em sacos plasticos e identificadas
com um coédigo de registro individual para posterior analise e identificacdo das
espécies em laboratorio. Apenas as amostras fecais frescas foram encaminhadas

para as analsies virais, tendo sido retirada uma fracdo da amostra original, ainda em
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campo, para acondicionamento em tubos plasticos estéreis tipos Falcon. Em ambos
0S casos, as amostras foram refrigeradas a temperatura de 2 a 8°C em campo, sendo
posteriormente mantidas congeladas a temperatura de -20°C até o processamento em
laboratério. Todos os pontos de coleta de amostras fecais tiveram o registro das
coordenadas geograficas realizado com o auxilio de aparelho GPS.

Processamento laboratorial - Identificacdo das espécies depositantes

A identificacdo das espécies depositantes das amostras fecais foi realizada a
partir da andlise microestrutural (cuticula e medula) de pelos-guarda (Quadros &
Monteiro-Filho 2006) considerando estruturas ingeridas pelo predador durante
autolimpeza ou durante o consumo de partes das presas. O mesmo procedimento,
acrescido da andalise morfolégica de outros itens ndo digeridos (dentes, 0ss0s, penas
e escamas, por exemplo), também foram adotados para identificacdo das presas. Os
procedimentos citados foram realizados no Laboratorio de Ecologia e Conservacgao
de Biodiversidade da Universidade Vila Velha (UVV), no ambito do Projeto “Variacéo
temporal da dieta de Panthera onca em um remanescente de Mata Atlantica” (para
detalhes, ver Entringer Jr. 2019). Para os dados referentes a dieta de Lepardus

pardalis, foi consultado o banco de dados do Projeto Felinos (dados nédo publicados).

Processamento laboratorial — Andlises virais

As amostras fecais destinadas as analises virais foram encaminhadas ao
Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
Campus Sao Mateus (CEUNES), onde foram realizadas a etapas de suspenséao das
amostras fecais, extracdo de DNA e amplificacdo de material genético por meio da
reacado em cadeia da Polimerase (PCR) conforme procedimentos descritos a seguir.

Suspensédo das amostras fecais

Foram utilizados aproximadamente 200 mg de cada amostra fecal, diluidos a
uma concentracdo de 20% (g/ml) de 1.000 uL tampao Tris-Célcio (Tris 0,01 M, CaCl2
1,5 mM, pH 7,2), homogeneizadas em agitador tipo Vortex (Biomixer) e centrifugadas
em microcentrifuga refrigerada (Novatecnica) a 3.000 rpm por 10 min. Apds a
transferéncia do sobrenadante de 700 L, o resultado da diluicdo foi mantido a - 20°C

até a extracao do acido nucleico viral.
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Extracdo de DNA e reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

As etapas de extracdo e amplificacdo do material genético viral foram realizadas
com base no protocolo instituido por Wellehan et al. (2004), utilizando como sequéncia
alvo o gene DNA-polimerase. Para inicializacdo da reacgéao, utilizou-se os pares de
iniciadores Outer Pol Roulter (GTDGCRAANSHNCCRTABARNGMRTT), Outer Pol
Router (TNMGNGGNGGNMGNTGYTAYCC), Inner polFinner
(CANCCBCDRTTRTGNARNGTRA) e Inner pol Rinner
(GTNTWYGAYATHTGYGGHATGTAYGC), sendo obtidos, respectivamente,
fragmentos com 550 pb e 300 pb. O volume de reacéo foi de 50 pl, constituida por 37
ul de agua ultrapura esterilizada, 5 pl de 10x buffer de REDTaq DNA Polymerase
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1 ul de solucdo MgClI2 (25 mM), 1,5 ul de mistura
de desoxirribonucleétido (10 mM), 1 pl de cada primer (50 mM), 2,5 ul REDTaq DNA
Polymerase enzyme (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 1 ul de amostra (material
obtido na etapa de suspensao). Os fragmentos de DNA foram purificados com a
utilizacdo do kit NucleoSpin Il (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha). Todos os
resultados obtidos pela reacdo de PCR foram seguidos de novas amplificacbes
utilizando a nested-PCR.

Sequenciamento genético do material amplificado

As amostras com resultados positivos apés a analise de PCR foram enviadas ao
Laborat6rio Dr2 Maria Benko, do Instituto de Pesquisa Médica Veterinaria, pertencente
ao Centro de Investigacdo Agricola da Academia de Ciéncias da Hungria, onde foi
realizada a etapa de sequenciamento genético.

O sequenciamento direto dos produtos amplificados e purificados foi
determinado com iniciadores internos apropriados em volume de 10 pl usando o kit
comercial “Big Dye Terminator® v1.3 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems, CA,
USA), de acordo com as instrucdes do fabricante. A eletroforese foi realizada pela
maquina ABI PRISM 3100. As sequéncias de DNA foram editadas usando o pacote
Staden (Staden et al. 2000) para posteriormente serem comparadas a outras
sequéncias biologicas ja depositadas na base de dados da plataforma GenBank
usando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool -
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A identificacdo viral foi realizada a partir da
analise do percentual de identificacdo e percentual de similaridade, sendo utilizada a
determinacdo que apresentou o maior valor. Casos nos quais o maior valor atribuido

aos isolados virais ndo apresentava correspondéncia com o ambiente e a area de
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ocorréncia das espécies depositantes (virus de cetaceos, exemplo), optou-se em
utilizar o segundo maior percentual de similaridade e identidade indicados na base de

dados consultada.

RESULTADOS

Ao todo, 43 amostras fecais foram coletadas e submetidas a técnica de extracao
do acido nucléico viral e andlise de PCR, sendo 11 (25,6%) de Panthera onca e 32
(74,4%) provenientes de Leopardus pardalis. A analise de PCR resultou na
amplificagéo de bandas positivas para sete amostras (16,3% do total analisado),
sendo quatro (36,4% em relacéo do total da espécie) de Panthera onca e trés (9,4%)

de Leopardus pardalis (Tabela 1).

Tabela 1: Resultado dos testes de PCR empregados na deteccdo de DNA viral em
amostras fecais de Panthera onca e Leopardus pardalis coletadas na Reserva Natural

Vale (sudeste do Brasil) entre maio de 2017 e dezembro de 2018.

Cddigo da amostra Data da coleta Resultado do PCR
Panthera onca
01ED060617 jun/17 Positivo
01SH270617 jun/17 Positivo
05EU090817 ago/17 Negativo
01EU141117 nov/17 Negativo
01ED121217 dez/17 Positivo
01EU200318 mar/18 Negativo
02EU150518 mai/18 Negativo
04ED180518 jun/18 Positivo
11EU110718 jul/18 Negativo
02ED140918 set/18 Negativo
03EU241118 nov/18 Negativo
Leopardus pardalis
04EU160717 jul/17 Negativo
01EU080817 ago/17 Negativo
02EU181017 out/17 Negativo
01EU151217 dez/17 Negativo
01EU240118 jan/18 Positivo
02EU260118 jan/18 Positivo
08EU230118 jan/18 Negativo
01EU020318 mar/18 Negativo
05EU230318 mar/18 Negativo
08EU220318 mar/18 Negativo
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01EU110418 abr/18 Positivo

04EU150518 mai/18 Negativo
02ED160518 mai/18 Negativo
02ED170518 mai/18 Negativo
07ED160518 mai/18 Negativo
03ED210618 jun/18 Negativo
03EU200618 jun/18 Negativo
13EU190618 jun/18 Negativo
01ED160818 jul/18 Negativo
04ED140718 jul/18 Negativo
01EU140718 jul/18 Negativo
01EU110718 jul/18 Negativo
09EU120718 jul/18 Negativo
11EU140818 ago/18 Negativo
02ED150818 ago/18 Negativo
02EU130818 ago/18 Negativo
01EU150818 ago/18 Negativo
01EU110918 set/18 Negativo
01ED140918 set/18 Negativo
04ED120918 set/18 Negativo
01EU120918 set/18 Negativo
01EU251018 out/18 Negativo

Foram obtidas sete sequéncias compativeis com virus pertencentes a Familia
Adenoviridae. Os resultados de similiaridade e identidade dos virus isolados nas

amostras de Panthera onca e Leopardus pardalis sédo apresentados na Tabela 2.

14



Tabela 2: Percentual de similaridade e percentual de identidade das sequéncias de
DNA viral extraidas em amostras fecais de Panthera onca e Leopardus pardalis
coletadas na Reserva Natural Vale (sudeste do Brasil) entre maio de 2017 e dezembro
de 2018.

Percentual Percentual

C:rgggs(;ria Identificac&o viral* o dg d_e al;loegso
similaridade Identidade
Panthera onca
01EDO060617 De%‘;‘:\‘éflirr%tquus 87,00% 95,07%  KX774301
01SH270617 ~ Desmodus rotundus 86,00% 89,08%  KX774301
Adenovirus 1
01ED121217  Adenovirus Bovino 11 80,00% 80,63% MK504014
04ED180518  Adenovirus Bovino 11 82,00% 80,65% MK504014
Leopardus pardalis
01EU240118 Adenovirus Bovino 11 22,00% 80,00% MK504014
02EU260118  Adenovirus QuirGptero 71,00% 75,65% JX065118
01EU110418 Adenovirus Simio 39 53,00% 81,40% FJ025924

* Baseado em comparacdes com sequéncias biologicas disponivel na plataforma
GenBank.

DISCUSSAO

Houve uma baixa prevaléncia de adenovirus nas amostras fecais analisadas,
embora este parametro tenha sido quatro vezes maior para Panthera onca, em
comparacao com Leopardus pardalis. Estes resultados se assemelham com aqueles
obtidos em estudo sobre a deteccédo de “Adenovirus do Tipo 1” em fezes de lobos
selvagens (Canis lupus) nas Asturias, noroeste da Espanha, o qual foi realizado ao
longo de 10 anos (Oleaga et al. 2020). No estudo em questédo, foi observada uma
prevaléncia de 14% ao todo, com variagcdo entre 12 e 47%, sendo os lobos
considerados reservatorios dos virus analisados. Os virus pertencentes a Familia
Adenoviridae consistem em virus resistentes, permanecendo longos periodos
detectaveis em meio liquido ou em superficies secas. Sua permanéncia, em estudos
controlados, foi de até 49 dias em meios abidticos, como plastico e metal (Gordon et
al. 1993); supostamente em medula éssea humana, por até duas semanas (Mattner
et al. 2008); e 384 dias em agua de lencais freaticos (Ogorzaly et al. 2010). Ressalta-
se, entretanto, que a extracdo de DNA fecal possui fatores dificultadores, visto que as

condi¢bes ambientais, tais como temperatura, umidade e tempo de exposi¢cédo das
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amostras a estes fatores, podem contribuir para a destruicdo do material genético ali
presente (Nsubuga et al. 2002; Chaves et al. 2011; Goosens & Lynn 2013). Outros
elementos que contribuem para a degradacdo do material genético em amostras
fecais estdo relacionados a propria caracteristica das fezes, como a presenca de
enzimas digestivas do individuo depositante ou produzidas por bactérias presentes na
amostra que podem causar a destruicdo do material genético (Demeke et al. 2009;
Goosens & Lynn 2013) ou agir como inibidores quimicos que restringem a
amplificagéo do DNA (Goosens & Lynn 2013; Sittenthaler et al. 2021). Neste sentido,
a baixa prevaléncia encontrada no presente estudo pode estar relacionada a natureza
das amostras coletadas em vida livre.

Os virus isolados no presente estudo, conforme grupos indicados em consulta
ao GenBank, compreenderam linhagens pertencentes ao género Mastadenovirus.
Este género abrange adenovirus descritos exclusivamente em mamiferos, sendo ja
relatado em inumeros grupos, tais como carnivoros das Familias Canidae, Mustelidae
(Balboni et al. 2019), Ottaridae (Cortes-Hinojosa et al. 2015) e Ursidae (Dayaram et
al., 2018), além de primatas humanos e ndo humanos (Podgorski et al. 2018),
morcegos (Li et al. 2010), roedores (Diffo et al. 2019) e ruminantes (Sibley et al. 2011).
N&o existem na literatura especializada, até o presente momento, relatos de
adenovirus infectanto a Familia Felidae. Ressalta-se que os resultados obtidos no
presente estudo estdo sendo atribuidos as presas consumidas pelas espécies
depositantes (ingestdo via dieta) e ndo a possiveis associacdes virais pOprias das
espécies de felinos. De forma semelhante, a presenca de virus das presas
permanecendo nas fezes de predadores ja havia sido sugerido em outros estudos
realizados com pequenos carnivoros (Bodewes et al. 2014; Xie et al. 2019).

Conjuntamente a este estudo, foi desenvolvida a avaliagédo da dieta de Panthera
onca (Entringer Jr. 2019) e Leopardus pardalis (Projeto Felinos, dados néo
publicados), a qual incluiu as mesmas amostras fecais submetidas as analises virais.
Os dados de dieta apontam o alto consumo de ungulados silvestres por Panthera onca
na RNV e as amostras analisadas quanto a presenca de adenovirus apresentaram
resultados que incluem a presenca de taiassuideos (porcos-do-mato), tapirideos
(anta) e cervideos (veados) entre os itens alimentares. Estudos realizados em outras
localidades evidenciaram a presenca de anticorpos anti-adenovirus bovino em veado-
vermelho (Cervus elaphus) e corca (Capreolus capreolus), na Gré-Bretanha (Froelich
2000); e em cervo-yezo (Cervus nippon yesoensis), no japao (Yokoi et al. 2009). Mais

recentemente, nos Estados Unidos, um novo adenovirus foi isolado em um individuo
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de veado-da-cauda-branca (Odocoileus virginianus), possuindo similiaridade de 76%
com o “Adenovirus Bovino do Tipo 3” (Ridpath et al. 2017). Este registro sugere que
0 contato intimo entre espécies selvagens de cervideos e gado-domeéstico pode
contribuir para potencializar a oportunidade de os virus infectarem e adquirirem novas
espécies hospedeiras, 0 que representa um alerta especial para o0 manejo de
ungulados silvestres e domeésticos (Ridpath et al. 2017). Com base na analise de
amostras fecais, ndo ha dados que sugiram o consumo de gado domésticos por
Panthera onca na RNV (Entringer Jr. 2019), entretanto, relatos pessoais e registros
de armadilhas fotograficas evidenciam a presenca de gado-doméstico adentrando o
interior da Reserva (AC Srbek-Araujo, comunicacdo pessoal). Sugere-se, portanto,
gue os registros virais obtidos possam ter ocorrido devido a infeccdo de ungulados
selvagens pelo “Adenovirus Bovino 117, o qual estaria presente nos animais
domeésticos das areas de entorno. Alternativamente, deve-se considerar também a
possibilidade de as sequéncias obtidas estarem relacionadas a novos virus ainda nao
descritos para ungulados silvestres e que, deste modo, ainda ndo constam na base
de dados consultada.

Também nao exitem registros da predacdo de morcegos por individuos de
Panthera onca na area de estudo (Entringer Jr. 2019) ou em outras localidades ao
longo de sua distribuicdo (Hayward et al. 2016). Entretanto, o risco de
transbordamento de virus presentes em quirépetros para outras espécies de animais
€ conhecido, inclusive para a espécie humana, seja por meio de contato direto ou
indireto (e.g. Luis et al. 2013; Wu et al. 2016; Wang & Anderson 2019). Infec¢des por
virus de origem em morcegos ja foram relatadas em porcos-domésticos por
coronavirus (Zhou et al. 2018); em equinos pelo virus Hendra (Field 2016); em
humanos pelo Nipha (Islan et al. 2016); além da transmissao do virus da raiva a varias
espécies de animais selvagens e domésticas (Condori et al. 2013). Em laboratoério,
adenovirus isolados a partir das fezes de morcegos se mostraram eficazes em infectar
células humanas, de macacos, de caes e de porcos (Li et al. 2010). Tais processos
sugerem que a presenca de “Desmodus rotundus Adenovirus 1” em duas amostras
de Panthera onca possa ser devido ndo a predacao de morcegos, mas sim a infeccéo
viral por este agente estar acometendo outras espécies predadas pelo felino.

Curiosamente, as duas sequéncias obtidas de “Desmodus rotundus Adenovirus
1” apresentam exatemente a mesma sequéncia genética, embora o espaco de tempo
entre as coletas tenha sido de 21 dias. Tendo em vista 0 pequeno numero de

individuos de Panthera onca na Reserva Natural Vale (Srbek-Araujo & Chiarello
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2017), n&o se exclui a possibilidade de as amostras serem provenientes de um mesmo
animal. Tal aspecto, caso confirmado, sugere a permanéncia das particulas virais no
trato gastrointestinal dos individuos por longos periodos, o que levanta a hipotese de
os felinos estarem atuando como reservatorios, participando do ciclo ecoldgico viral e
contribuindo para a disseminacao e perpetuacdo do mesmo no meio ambiente.

A presenca de “Adenovirus Bovino 11” em uma amostra fecal de Leopardus
pardalis reforca a hipotese descrita anteriormente de que a ocorréncia deste grupo de
virus esteja relacionada com o consumo de ungulados silvestres infectados por este
agente, visto que a predacédo de pequenos veados (Mazama sp.) € algo ja descrito na
dieta do felino (e.g. Moreno et al. 2006; Meyer et al. 2002; Abreu et al. 2008; Bianchi
et al. 2010), inclusive na RNV (Projeto Felinos, dados ndo publicados). Entretanto, ndo
foi observada a presenca de restos de ungulados silvestres ou domésticos nas
amostras de Leopardus pardalis analisadas no presente estudo.

De maneira semelhante, a amostra positiva para “Adenovirus Quir6ptero” nao
apresentou resquicios que sugiram a presenca de morcegos haquela amostra.
Entretanto, em outras amostras foi possivel resgatar pelos de morcegos, o que
evidencia que este grupo faz parta da dieta de Leopardus pardalis na RNV (Projeto
Felinos, dados ndo publicados). Pires et al. (2011), ao avaliar o tempo de
detectabilidade de restos alimentares de roedores em fezes de Leopardus pardalis
alimentados cativeiros, observaram que os pélos eram mais abundantes no segundo
dia, diminuindo consideravelmente a partir do terceiro dia, ndo sendo mais
encontrados a partir do quinto dia pés o consumo. Considerando o descrito, a
presenca de “Adenovirus Quiréptero” em amostra que nado continha restos de
morcegos pode indicar a eliminacao de particula virais nas fezes, independentemente
da presenca de tracos do hospedeiro previamente presumido, algum tempo apés a
predacado (periodo ndo definido). Por consequinte, reforca-se a hipotese de que os
adenovirus ingeridos com as presas possam permanecer temporariamente no trato
gastrointestinal dos predadores, embora 0 mecanismo biolégico associado ainda néo
tenha sido explicado.

Os adenovirus apresentam como principal via de infeccdo a fecal-oral e, neste
caso, a infeccdo ocorre a partir do contato direto de individuos susceptives com fezes
ou objetos contaminados contendo particulas virais viaveis, podendo haver também
infecgdo via respiratoria, a partir do contato do virus com a conjuntiva ocular e nasal
(Thompson et al. 1981; Shi et al. 2014). Cita-se que jaguatiricas, entre outros

mamiferos, utilizam latrinas, que séo locais onde ocorre a deposi¢do frequente de
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fezes e urina, compondo um importante sitio de comunicacao e interacdo social entre
os individuos (Moreno & Giacalone. 2014; Rodgers et al. 2015; Magalhdes 2019).
Além da propria espécie, outros animais ja foram registrados utlizando e interagindo
com latrinas de Leopardus pardalis. King et al. (2014), em estudo realizado na Costa
Rica, registrou pelo menos 14 espécies de mamiferos visitando as latrinas de
Leopardus pardalis. As espécies interagiram esfregando corpo e face na latrina,
farejando o local e possivelmente ingerindo material ali depositado (King et al. 2014).
Na RNV, foi registrada a visitacdo de latrinas desse felino por 19 espécies de
mamiferos que incluem individuos das Familias Felidae (ong¢a-parda), Procyonidae
(quati), Mustelidae (irara), Tayassuidae (queixada), Cervidae (veado), Tapiridae
(anta), Cuniculidae (paca), Dasyproctidae (cutia), Caviidae (capivara), Sciuridae
(esquilo), Dasypodidae (tatu-galinha), Myrmecophagidae (tamandué-mirin),
Didelphidae (gambéa-de-orelha-preta) e Leporidae (tapiti) (Magalhdes 2019). Assim, a
persisténcia de particulas virais nas fezes de jaguatirica por um certo periodo apés a
ingestdo do hospedeiro original permite que Leopardus pardalis se torne um possivel
reservatério viral, atuando como disseminador de particulas virais no ambiente. Isso
faz com que as latrinas se tornem importantes fontes de infec¢éo para outras espécies
de mamiferos, sobretudo aquelas que interagem diretamente com o conteddo
depositado pelo felino. O mesmo se aplica a outros carnivoros que formam latrinas,
incluindo Panthera onca.

A predacdo de primatas por Leopardus pardalis ja foi relatada para a RNV
(Bianchi et al. 2010), ressaltando que na amostra onde foi isolado 0 “Adenovirus Simio
39” foram detectados restos de Sapajus robustos (macaco-prego) (Projeto Felinos,
dados ndo publicados). Isso indica que o virus isolado pode estar diretamente
relacionado a presa ingerida pelo felino, ratificando a hipétese proposta.

Ainda que os achados virais estejam relacionados as presas consumidas pelos
felinos, ndo se deve descartar o eventual risco deste contato para os predadores.
Embora eles sejam aparentemente resistentes a microorganismos presentes nas
presas, em situacbes de estresse ambiental ou deficiéncia nutricional, os quais
influenciam a resposta imune (e.g. Klasing 1988; Martin et al. 2008), os predadores
poderiam ficar susceptiveis a agentes patoldgicos associados a todas as espécies de
presas ingeridas, podendo este contato representar novos riscos para as populacdes
destes felinos. Adicionalmente, a existéncia de possiveis eventos de transbordamento
viral também alerta para o risco de surgimento de novas doengas em animais

doméstico e em humanos na regido de estudo, 0 que se aplica a outras areas nas
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guais o contato entre animais silvestres, domésticos e humanos é frequente devido a
insercao dos remanescentes em paisagens antropicas. Neste contexto, evidencia-se
gue o comprometimento da salude dos ecossistemas e seu impacto sobre a saude
animal sdo fatores de risco também para a saide humana, sendo necessério garantir
que o equilibrio dos processos ecoldgicos seja mantido nos ambientes naturais como
parte das medidas relacionadas a saude publica (Aguirre & Tabor 2008; Dhama et al.
2013).

O presente estudo apresenta novas perspectivas sobre a presenca de
adenovirus em amostras fecais de Panthera onca e Leopardus pardalis, ressaltando
o papel destes predadores, a partir da ingestdo de presas portando 0s virus, como
possiveis dispersores virais, possuindo participacdo no ciclo ecologico e
epidemioldgico destes agentes. Isso ressalta a importancia e a aplicabilidade destas
espécies como animais sentinelas, assumindo relevante participagdo em programas
de vigilancia de agentes virais, atuando desta forma como ferramentas de
conservacao e de investigacdo da saude dos ecossistemas e de outras espécies
(deteccao de virus circulantes nas comunidades animais). A possibilidade de uso de
amostragens ndo invasivas € um elemento que potencializa a relevancia de estudos
desta natureza, ressaltando que o trabalho direto por meio da captura de felinos,
sobretudo de grande porte, envolve riscos de acidentes, tanto para a equipe envolvida
quanto para os individuos a serem capturados, além de demandarem o emprego de
muitos recursos financeiros e humanos (Caulkett & Shury 2014). A utilizagdo de
metodologias ndo invasivas, como a coleta de fezes, reduz a quase zero o risco de
acidentes com humanos e diminui a zero o risco de uma intercorréncia anestésica ou
efeitos deletérios com o stress da captura para o animal, assim como emprega uma
guantidade menor de recursos financeiros a serem gastos com equipamento,
logistica, manutencdo e preparacdo da equipe durante os dias de planejamento e
execucao de captura (Rodner & Janecka 2013).

Sugere-se a continuacdo dos estudos sobre a participacdo de felinos no ciclo
ecologico e epidemioldgico dos virus com o intuito de obter dados mais assertivos
guanto a prevaléncia viral nas espécies estudadas, assim como a necessidade da
realizacdo de estudos filogenéticos para melhor caracterizagdo e identificacdo dos
isolados virais, esclarendo a real participacdo dos carnivoros na manutencdo dos
ciclos virais associados a interacbes ecoldgicas e o seu papel como pontenciais

reservatorios.
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