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AVALIACAO DA CIRCULAGAO DE ORTOPOXVIRUSEM PRIMATAS NAO-
HUMANOSE DAS TECNICAS EMPREGADAS PARA A CAPTURA DE ANIMAIS
DE VIDA LIVRE

RESUMO

A crescente proximidade entre seres humanos e Primatas Nado-Humanos (PNHs) aumentao riso
de transmissdo de zoonoses. No Brasil, pais com amaior diversidade de PNHs, essa interacéo
favorece a circulacdo de patégenos como os Orthopoxvirus (OPXV), incluindo Monkeypox e
Vaccinia virus, que ameacam a salide humana e animal. O monitoramento desses virus nos
PNHs é essencia para detectar riscos e orientar medidas preventivas.

A ocorrénciade OPXV, jafoi relatada em PNHs da Amazonia e no Cerrado, respectivamente,
demostrando o contato com o virus sugerindo uma possivel circulagdo viral. No entanto, o
conhecimento sobre a extensdo dessa possivel circulacdo e a possibilidade de infeccéo em
outros PNHs ainda ndo foram elucidadas. Diante disso, esta pesquisa avaliou a circulacéo de
OPXV em populagdes de PNHs nos biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica do Estado da
Bahia. Para isso, 193 (cento e noventa e trés) PNHs foram capturados com armadilhas
autométicas do tipo Tomahawk e com projetor de dardos anestésicos e material bioldgico foi
coletado. As amostras foram testadas através de exames moleculares (QPCR) e sorol 6gicos
(Plaque Rediction Neutralization Test - PRNT). Ao todo, 196 (cento e noventa e seis) soros de
PNHs de oito espécies diferentes foram testados e anticorpos anti-OPXV foram detectados em
14 amostras (7,14%), oriundas de PNHs das espécies Callithrix jacchus (1), Callithrix kuhlii
(12) e Callithrix penicillata (1) capturados nos biomas Cerrado (2 — 14,28%) e Mata Atlantica
(12 — 85,71%), sendo esse achado inédito nas espécies de C. jacchus e C. kuhlli de vida livre.
Todas as amostras testaram negativo paraa presencade OPXV através do gPCR. Dentre os 14
individuos positivos, sete eram machos e sete eram fémeas, todos adultos. Analises da paisagem
identificaram uma concentracéo de sorologia positiva em localidades da Mata Atléantica, tanto
no ambiente urbano (8), quanto em ambiente rura (6). Assim, a deteccdo sorolégica do
patdgeno indica exposicao dessas espécies aos OPXV, gue deve ser monitorada para avaliar a
salde das populacbes de PNHSs e 0s possiveis impactos para os seres humanos que coabitam
essas regiodes.

Palavras-chave: captura; epidemiologia; investigacdo; Poxvirus,; zoonoses.



EVALUATION OF ORTHOPOXVIRUS CIRCULATION IN NON-HUMAN
PRIMATES AND TECHNIQUESUSED FOR THE CAPTURE OF FREE-LIVING
ANIMALS

ABSTRACT

The increasing proximity between humans and Non-Human Primates (NHPs) raises the risk of
zoonotic disease transmission. In Brazil, the country with the greatest NHP diversity, this
interaction facilitates the circulation of pathogens such as Orthopoxviruses (OPXV), including
Monkeypox and Vaccinia virus, posing threats to both human and animal health. Monitoring
these virusesin NHPs is essential to assess risks and guide preventive measures.

OPXV occurrence has been reported in NHPs from the Amazon and Cerrado, suggesting
possible viral circulation. However, the extent of this circulation and potential infections in
other NHPs remain unclear. This study evaluated OPXV circulation in NHP populationsin the
Caatinga, Cerrado, and Atlantic Forest biomesin Bahia, Brazil.

A total of 193 NHPs were captured using Tomahawk automatic traps and anesthetic dart
projectors, and biological sampleswere collected. Samples were tested using molecular (QPCR)
and serologica (Plague Reduction Neutralization Test - PRNT) analyses. A total of 196 NHP
sera from eight different species were tested, and anti-OPXV antibodies were detected in 14
samples (7.14%), originating from Callithrix jacchus (1), Calithrix kuhlii (12), and Callithrix
penicillata(1). Theseindividuals were captured in the Cerrado (2 — 14.28%) and Atlantic Forest
(12 — 85.71%) biomes, with the findings in free-living C. jacchus and C. kuhlii being
unprecedented. All samples tested negative for OPXV presence via gPCR.

Among the 14 seropositive individuals, seven were males and seven females, all adults.
L andscape analyses identified a concentration of positive serology in the Atlantic Forest, both
in urban (8) and rural (6) environments. The serological detection of OPXV indicates exposure
of these speciesto the virus, which should be monitored to assess the health of NHP populations
and the potential impact on humans cohabiting these regions.

K eywor ds. capture; epidemiology; investigation; Poxvirus; zoonoses.
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1 INTODUGCAO

O Brasil abrigaamaior diversidade de primatas do mundo, representando um quarto de
todas as espécies conhecidas (Goncgalves, 2006; IUCN, 2023). S0 cerca de 140 taxons
(espécies e subespécies) distribuidas em cinco familias e 22 géneros, destes, 83 taxons séo
endémicos do Brasil (IUCN, 2023).

Apesar disso, os primatas brasileiros estdo ameacados por fatores como transmisséo de
doencas zoondticas, desmatamento, caca e fragmentacdo de habitat (Estrada et al., 2017),
especialmente na Mata Atlantica, onde quase 90% da floresta original foi destruida, o que
coloca em risco diversas espécies endémicas.

Nos Ultimos anos, ainteracéo entre seres humanos e primatas ndo-humanos (PNHs) tem
se tornado uma preocupacdo crescente para a salde publica. 1sso decorre do rompimento de
barreiras naturais, que aproximam humanos de animais silvestres, elevando o risco de
transmiss&o de zoonoses e aumentando a possibilidade do surgimento de pandemias (Devaux
et al., 2019).

No contexto da salde animal, os PNHs sdo como hospedeiros de diversas zoonoses
(Wolfe; Dunavan; Diamond, 2007). Por habitarem areas urbanas e frequentemente interagirem
diretamente com seres humanos, esses PNHs representam um elo importante na dinamica de
transmissdo de patdgenos entre espécies. Em muitas regifes, a pratica do consumo de carne de
animais silvestres, incluindo primatas, € comum, especialmente em comunidades de baixa
renda e popul agcdo nativa (Michaud et al., 2003; V erona, 2008).

Primatas sd0 suscetiveis a uma variedade de doencas infecciosas, muitas delas com
potencial zoondtico. No Brasil, uma das doencas mais impactantes para esses animais é afebre
amarela, causada pelo virus da febre amarela (Orthoflavivirus flavi — YFV) e transmitida por
mosquitos, que frequentemente leva a surtos com ata mortalidade de espécies de PNHS,
especialmente do género Alouatta (Fernandes et al., 2021). Outros agravos de interesse em
saude publicaincluem herpes, raiva, hepatite, malaria, |eishmaniose e sarampo, devido ao risco
de manifestacbes graves em primatas e humanos (Andrade, 2002; Hart et al., 2012; Brasil,
2017).

Além destas, os virus do género Orthopoxvirus (OPXV), sdo importantes causadores de
surtos zoonaoticos. O OPXV inclui patdgenos como o Cowpox virus (CPXV), Monkeypox virus
(MPXV), Vaccinia virus (VACV) e Variola virus (VARV), gque apresentam capacidade de

infectar uma ampla gama de hospedeiros (Silva et al., 2021).
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Os virus desse género apresentam alta complexidade e similaridades, sendo de grande
importancia epidemioldgica, uma vez que podem conferir imunidade cruzada, ou sgja, a
respostaimunol 6gicaaum OPXV pode conferir protecéo contraoutros virus do mesmo género
(Kroon et al., 2011; Abreu et al., 2022).

Entre os OPXV, destaca-se 0 Variola virus, o agente causador da variola, que foi uma
das doengas mais letais da historia da humanidade até sua erradicagdo em 1980, conforme
declarado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) (OMS, 1980; McFadden, 2005). No
entanto, outros OPXV, como o Vaccinia virus, Monkeypox virus e Cowpox virus, continuam a
ser de grande relevancia para a salide publica global, sendo responsaveis por surtos zoonéticos
em vérias partes do mundo (Essbauer; Pfeffer; Meyer, 2010).

A erradicacdo davariolalevou a suspensdo da vacinagcdo contra essa doenca na década
de 1980, conforme recomendado pela OMS, resultando em um aumento da populacéo
suscetivel ainfecges por OPXV (Shchelkunov, 2013). Nesse contexto, apesquisasobre OPXV
setornaessencial, com model os animais sendo fundamentais para o estudo da patogénese viral,
bem como para o desenvolvimento de vacinas e tratamentos antivirais (Hutson; Damon, 2010).

Recentemente, houve avancos significativos no desenvolvimento de modelos animais
parainfecgdes por OPXV, incluindo pequenosroedores e PNHs (Schmitt; Métz-Rensing; Kaup,
2014). Devido a proximidade genética com os seres humanos, os PNHs sdo considerados o
padréo-ouro para estudos sobre OPXV, sendo os mais indicados para testar vacinas e
tratamentos (Nalca et al., 2010; Safronetz; Geisbert; Feldmann, 2013), reforcando a
importancia de investigacdes voltadas para esses agentes patogéni cos nessas especi es.

Evidéncias de infeccdo natural de PNHs por OPXV ja foram encontradas no Brasil
(Abrahdo et al., 2010; Abreu et al., 2022), porém, os estudos sd0 escassos e carentes de
informagdes sobre a participacéo desses

Nesse cendrio, este trabalho propde investigar a circulacdo de OPXV em PNHs nos
biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica do estado da Bahia (BA).

Ao correlacionar os resultados obtidos com fatores ambientais e antrOpicos, espera-se
identificar areas de maior vulnerabilidade a circulacdo desses patdgenos. Assim, os dados
gerados poderdo servir como base para o desenvolvimento de estratégias de vigilancia e
conservagao, contribuindo para a saide publica e para a protecdo dessas especies em seus
habitats naturais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Investigar evidéncias de circulacdo de Orthopoxvirus (OPXV) em Primatas Néo-
Humanos (PNHSs) de diferentes espécies e biomas brasileiros.
2.2 Objetivos especificos
— Capturar diferentes espécies de PNHs nos biomas Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica;
— Coletar materiais biologicos e redlizar testes moleculares para identificagdo de
infeccéo patente por OPXV;
— Coletar materiais biolégicos e realizar testes sorolégicos para identificagdo de
infeccéo prévia por OPXV;
— Comparar a circulacédo do OPXV nas diferentes espécies de PNHs e nos biomas
amostrados,
— Avadliar asoroprevaléncia entre machos, fémeas e jovens e adultos;

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Primatas ndo-humanos (PNHs) do brasil
O Brasil é reconhecido mundiamente por suaimensa biodiversidade, sendo um

dos paises com maior diversidade de espécies de primatas (IUCN, 2023). Estes desempenham
papéis ecol 6gicos fundamentais, como a dispersio de sementes e a manutencéo da estrutura das
florestas tropicais. Atualmente, 0 pais abriga cerca de 140 espécies de primatas, muitas das
quais sdo endémicas e distribuidas entre cinco familias: Atelidae, Aotidae, Callitrichidae,
Cebidae e Pitheciidae (Paglia et al., 2012; IUCN, 2023). Essa alta diversidade reflete a
complexidade dos ecossistemas brasileiros (Rylands e Mittermeier, 2014). Especificamente na
BA, 14 espécies ocorrem nos biomas que acobertam o estado (Caatinga, Cerrado e Mata
Atléntica) (Cassano et al., 2017), duas das quais sdo endémicas: Callithrix kuhlii (sagui-de-
wied) e Leontopithecus chrysomelas (mico-ledo-da-cara-dourada) (Guy et al., 2016; Oliveira
etal., 2011).

Coberto por seisbiomas e variados ecossistemas, o Brasi| abriga aproximadamente 20%
das mais de 600 espécies de primatas conhecidas no mundo (ICMBio, 2018). No entanto, esses
animais enfrentam ameagas graves, incluindo a perda de habitat, a caga, a domesticacéo ilegal
e a fragmentacdo florestal (Lorini; Persson, 1990; Mittermeier et al., 1984). Para mitigar os
Impactos negativos dessas ameacas, as iniciativas de conservagao sdo essenciais. A criacéo de

areas protegidas, programas de reproducdo em cativeiro e o estabelecimento de corredores
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ecol 6gi cos para conectar ambientes isolados séo medidas cruciais para garantir a sobrevivéncia
dessas espécies (Oliveira et al., 2021). Mesmo com esses desafios, hovas espécies de primatas
continuam a ser descritas a cada ano (Paglia et al., 2012; IUCN, 2023).

Embora a maioria dos PNHs dependa exclusivamente de florestas e sgja vulneravel as
pressdes antropicas, algumas espécies, como o0s cdlitriquideos, demonstram maior
adaptabilidade ao ambiente urbano, sobrevivendo melhor as mudancas no uso da terra
(Benchimol; Peres, 2014). Essa capacidade adaptativa esta intrinsecamente associada a sua
natureza oportunista, que lhes confere uma notavel plasticidade comportamental e ecoldgica
(Fisher; Owens, 2004). Esse oportunismo permite que esses animais explorem diferentes
recursos disponiveis no meio urbano, como fontes alternativas de alimento, abrigos artificiais
e areas verdes remanescentes, favorecendo sua sobrevivéncia e reproducdo em cenérios
altamente antropizados (Goulart; Teixeira; Y oung, 2010).

Essa adaptabilidade também contribui para a aproximagdo entre PNHs, humanos e
outros animais em ambientes urbanos ou periurbanos. Tal interagdo favorece a transmisséo de
patdgenos entre espécies, destacando dois fendbmenos principais. o spillover, no qual um
patdgeno € transmitido de uma espécie hospedeira primaria (ou reservatorio) para uma nhova
espécie hospedeira, e o spillback, quando um patégeno que foi transmitido de uma espécie
hospedeira priméria para uma nova especie retorna a espécie origina ou a outras dentro do
mesmo ecossistema (Daszak; Cunningham; Hyatt, 2000; Hendy et al., 2023)

3.2 Zoonose e saude publica

De acordo com a Organizacdo Mundia da Salde (OMS), zoonoses sdo definidas como
doencas transmitidas entre animais € humanos (OMS, 2020), sendo amplamente distribuidas ao
redor do mundo. Elas sG0 responsaveis por uma grande parcela das doencas infecciosas
emergentes, podendo ser transmitidas entre humanos, animais domésti cos, exoéticos ou espécies
silvestres, frequentemente associadas a surtos em diversas regifes (Bergqvist et al., 2017,
Styczynski et al., 2019).

As mudancas ambientais resultantes da atividade humana, como o desmatamento,
promovem a proximidade entre animais e humanos, aumentando os riscos de infecgOes
zoonGticas. Essas infecgdes, facilitam a diversidade e adaptacdo genética dos patdgenos,
levando ao surgimento ou reemergéncia de doengas (Fernandes et al., 2019; Doty et al., 2019).
Apesar dos avangos no controle e tratamento de algumas doencgas infecciosas, a emergéncia
e/ou reemergéncia de patégenos zoondticos continua sendo um dos maiores desafios a salde
publicano século XXI (Morens et al., 2004).
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A propagagéo de zoonoses tem sido impulsionada por modificagdes ambientais,
socioecondmicas e culturais, muitas vezes afetando regides com popul agdes carentes, de baixa
renda e com condicdes precérias de higiene, criando um ambiente favoravel adisseminacédo de
patogenos (Limaet al., 2017).

A transmissdo zoondtica pode ocorrer através de contato direto com animais infectados
ou seus produtos, como alimentos e secrecdes, mas também por intermediérios como vetores
(Barros et al., 2004; Lagoni, 2004).

Atuamente, mais de 150 doencas zoondticas sdo conhecidas, incluindo algumas de
particular importancia para a salde publica, como a doenca de Chagas, raiva, leishmaniose,
leptospirose, febre amarela, herpes, dengue e maléria, que sdo transmitidas e que convivem em
sinantropia com 0s humanos (Andrade, 2002; Hart et al., 2012; Sanguinette, 2015; Brasil,
2017). Estudar e investigar essas doengas € crucial ndo so para controlar e prevenir surtos, mas
também para entender como se transmite e como interagem ecologicamente entre animais,
humanos e o meio ambiente.

A vigilancia ativa do ciclo enzodtico de doencas zoondticas é uma estratégia essencia
e complementar. Um exemplo desse tipo de vigilancia ativa € aguela voltada para o
monitoramento de &reas com PNHs e vetores silvestres, visando identificar zonas de circulagdo
de patégenos como o Y FV entre as espéci es envolvidas, além de aspectos eco-epi demiol 4gicos.
Essa vigilancia visa coletar dados sobre a ocorréncia, comportamento e salde dos PNHs por
meio de exames sorol6gicos e moleculares, contribuindo para a detecgdo precoce de surtos
zoonaticos e a predicdo de riscos rel acionados a doencas (Brasil, 2017).

3.3 Vigilancia de zoonoses em primatas da caatinga, cerrado e mata atlantica.

A vigilancia de zoonoses em primatas é de extrema importancia para a salide publica e
a conservacao da biodiversidade (Brasil, 2017). Biomas como a Caatinga, Cerrado e Mata
Atléantica abrigam uma vasta diversidade de PNHs, muitos dos quais estdo em contato préximo
com populagcdes humanas devido ao avango das atividades antropogénicas. Esse cenario
favorece a transmisséo de patdgenos entre animais silvestres e humanos, aumentando o risco
de surtos de zoonoses (Devaux et al., 2019).

A Caatinga, por exemplo, € um bioma unico e semidrido, com uma fauna adaptada as
condi¢cdes extremas (Andrade et al., 2012), enquanto a Mata Atléantica (Myers, 1988) e o
Cerrado o (Mittermeier et al., 1999; Myers et al., 2000), por sua vez, sdo hotspots de
biodiversidade. Em especial, as espécies que se adaptam melhor as éreas fragmentadas, como

alguns calitriquideos (Ex.: C. penicillata e C. jacchus), acabam por aumentar a frequéncia de
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interacdo com seres humanos e animais domesticos, servindo como potenciais hospedeiros e
disseminadores de patégenos (Goulart; Teixeira; Y oung, 2010).

O estudo de zoonoses em PNHs permite 0 monitoramento da salide dos ecossistemas e
0 desenvolvimento de estratégias de conservacdo. Com a crescente pressao antrépica sobre
esses biomas, a vigilancia desses patdgenos, torna-se uma ferramenta valiosa para a prevencéo
de doencas e a promogdo da coexisténcia sustentavel entre humanos e fauna silvestre
(Benchimol; Peres, 2014).

A investigacao de zoonoses em PNHSs nas regides da Caatinga, Mata Atlanticae Cerrado
ndo apenas contribui para o controle de doengas, mas também para a preservacao de espécies
vulnerdvels e a manutencdo da salide ambiental.

Dentre os patdégenos de interesse, os virus do género OPXV tém sido alvos de interesse
de estudiosos. Virus como o Monkeypox virus (MPXV) e o Vaccinia virus (VACV) tem um
grande impacto na salde publica, pois possuem a capacidade de infectar uma ampla gama de
espécies animais (Frey; Belshe, 2004). Investigar a circulagdo desses virus em PNHs nos
biomas estudados € essencial para identificar e mitigar riscos a salide humana, ja que esses
primatas podem funcionar como amplificadores de patdgenos, favorecendo sua transmissao as
populagbes humanas. (Abreu et al., 2022).

3.4 A familia poxviridae e sua importancia zoonética

A familia Poxviridae é composta por grandes virions envelopados e possui duas
subfamilias: Chordopoxvirinae, que inclui 18 géneros, incluindo o Orthopoxvirus, e infecta
vertebrados, e Entomopoxvirinae, que possui 4 géneros — Alphaentomopoxvirus,
Betaentomopoxvirus, Deltaentomopoxvirus e Gammaentomopoxvirus — e infecta
invertebrados. Ao todo, a familia engloba cerca de 22 géneros e 83 espécies (Lefkowitz et al.,
2019; Alakunleet al., 2020; ICTV, 2021).

Os virus da familia Poxviridae sdo envelopados e apresentam simetria complexa, com
corpusculos laterais. Seu didmetro pode chegar a 360 nm de comprimento por 250 nm de
largura, e 0 genoma € composto por DNA linear de fita dupla que possuem de 130 mil a 230
mil pares de bases. As particulas virais apresentam um formato oval ou semelhante aum tijolo,
possuem um nucleo bicbncavo, cercado por um ou mais envoltérios, constituidos por uma
bicamada de membranallipidica (Moss, 2013; Voraet al., 2015).

A replicacdo desses virus acontece no citoplasma das cé ulas infectadas, ou sgja, dentro
do fluido celular, fora do nucleo. Eles sdo versédteis, podendo infectar tantos animais
vertebrados, quanto invertebrados (Moss et al., 2013; Bonjardim, 2017; David et al., 2020).
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Essa capacidade de infectar diferentes grupos de organismos torna esses virus amplamente
distribuidos no ambiente.

Esses virusinfectam principal mente por meio davia percutanea, entrando no organismo
através de | esbes na pel e do hospedeiro. Entretanto, algumas espécies virais utilizam diferentes
rotas de entrada, como o virus da Variola, que invade pelo trato respiratorio (Esteban; Buller,
2005; McFadden, 2005).

3.4.1 Género Orthopoxvirus (OPXV)

O género Orthopoxvirus da familia Poxviridae e subfamilia Chordopoxvirinae, inclui
uma ampla gama de hospedeiros (Figura 1) e € caracterizado pela diversidade de espécies
(Moss, 2013) tendo uma grande relevancia na medicina humana e veterindria. O género
compreende 11 espécies conhecidas, entre as quais quatro sdo patogénicas para humanos: o
Variola virus (VARV), agente causador da variola humana e sendo o mais conhecido e mortal
do género; o Monkeypox virus (MPXV), que recentemente foi responsavel pelos surtos de
variola M, chamada anteriormente de variola dos macacos; o Vaccinia virus (VACV),
encontrado endemicamente no Brasil e foi amplamente utilizado para a producéo de vacina na
campanha mundial de erradicacdo da variola; e o Cowpox virus (CPXV), associado a variola
bovina e circula em paises da Europa e Asia (Fenner, 1996; Moss, 1996; Damaso et al., 2000;
Fernandes, 2004; Moss, 2013).
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Figura 1: Distribuicdo de alguns OPXV e seus hospedeiros. Fonte: Silvaet al. (2021).
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As espécies do género OPXV compartilham uma base genética altamente conservada,
resultando em uma expressiva similaridade antigénica entre elas. Essa caracteristica permite
uma significativa reatividade imunol 6gica cruzada, onde ainfeccdo por uma espécie de OPXV
pode oferecer protecdo consideravel contra infecces por outras espécies do mesmo género
(Stanford et al., 2007; Petersen et al., 2019, Abreu et al., 2022). A capacidade de protecéo
cruzada entre espécies de OPXV desempenhou um papel fundamental na erradicagdo global da
variola. Durante a campanha de erradicacdo, a vacina desenvolvida a partir do VACV foi
amplamente utilizada devido a sua eficacia e seguranca. Vale ressaltar, que desde 1978, com a
suspensao da vacinagao contraavariola, 0 nimero de pessoas suscetiveis ao OPXV aumentou,
atrelado aisso, 0 nimero de casos de OPXV em todo mundo também aumentou (Silva et al.,
2021).

3.4.1.1 Cowpox virus (CPXV)

O virus Cowpox (CPXV) é predominantemente encontrado na Europa e em algumas
areas da Asia Ocidental. Ele possui uma ampla variedade de hospedeiros, com os roedores
silvestres endémicos do continente Europeu sendo os principais reservatOrios naturais
(Chantrey et al., 1999; Cardlake et al., 2006) mas apresenta uma baixa patogenicidade em
humanos (Shchelkunov et al, 2005). No entanto, o CPXV também pode infectar diversos outros
animais, como felinos domeésticos, primatas ndo-humanos, caes, alpacas, cavalos e até animais
mantidos em zooldgicos (Diaz, 2021). Pesguisas sugerem que os felinos domésticos
desempenham um papel crucial na transmissdo do virus entre roedores e humanos, podendo
também disseminé&lo para outros animais domésticos e de producdo (Kurth et al., 2009;
Pelkonen et al., 2003). Casos de transmissdo do CPXV de roedores silvestres, como Rattus
norvegicus, parahumanos foram rel atados em paises como Holanda, Alemanhae Franca (Wolfs
et al., 2002; Campe et al., 2009). Embora as infecgdes em animais selvagens sgjam bem
documentadas, os casos de CPXV em bovinos sdo raramente relatados (Baxby et al., 1979;
Meyer et al., 1999; Pelkonen et al., 2003; Kurth et al., 2009).

Um aumento recente no nimero de infecgdes humanas por CPXV tem sido observado,
0 gue pode estar relacionado ao surgimento de uma geracéo ndo imunizada contra o OPXV
apos a erradicacdo daVARV (Becker et al., 2009; Kurth et al., 2009; Ducournau et al., 2013).

3.4.1.2 Monkeypox virus (MPXV)

O Monkeypox virus (MPXV) é um Orthopoxvir us que circul aprincipal mente em Africa,
com roedores silvestres sendo identificados como os seus principais reservatorios naturais

(Gubser et al., 2002). Pesquisas soroldgicas e isolamentos virais sugeriram gue esquilos
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selvagens (Funisciurus anerythrus e Heliosciurus rufobrachium) so os reservatérios mais
provaveis do virus (Khodakevich et al., 1987).

A primeira descricéo do MPXV em primatas ocorreu a partir de espécimes enviados de
Cingapura para um centro de pesquisa ha Dinamarca, conforme descrito por Essbauer et al.
(2010), contudo, embora os primatas sejam suscetiveis a infecgcdo, eles ndo sdo considerados
uma fonte relevante de transmisséo para humanos (Arita et al., 1972; Janseghers et al., 1984).
O primeiro caso de infeccdo humana foi relatado no Zaire (hoje conhecido como Republica
Democrética do Congo), em 1970 (Nalca et al., 2005). Desde entéo, surtos adicionais foram
documentados (Rimoin et al., 2010; Reynolds et al., 2013). Em 2003, um surto de MPXV nos
Estados Unidos foi adicionado & importacio de roedores da Africa, afetando especialmente
veterinérios (Di Giulio; Eckburg, 2004). Embora identificado pela primeira vez em primatas,
estudos sugerem que os verdadeiros reservatorios naturais séo alguns roedores (Sklenovskd;
Van Ranst, 2018; Curaudeau et al., 2023).

Por aproximadamente 50 anos apds ser descoberto, 0 MPXV permaneceu endémico em
paises Africanos. Mais recentemente, em 2020, o0 MPXV foi responsavel por um surto global
em mais de 100 paises, incluindo o Brasil, sendo este, 0 segundo pais com o maior niUmero de
casos (WHO, 2022).

3.4.1.3 Vaccinia virus (VACV)

O Vacciniavirus (VACV) é considerado um virus zoon6tico e endémico da Américado
Sul, é também o agente etioldgico da vaccinia bovina (VB), uma zoonose ocupacional
amplamente difundida no Brasil, especialmente em regibes onde a producdo leiteira €
predominante. A doenca causada por VACV resulta em lesdes ulcerativas tanto em bovinos
quanto em humanos, configurando um importante problema de salide publica (Kroon et al.,
2011; Assiset al., 2015).

Damaso et al. (2000) sugerem gue o VACV foi inicialmente isolado em florestas
tropicais brasileiras, no Sudeste do Brasil, entre as décadas de 1960 e 1970, mas foi a partir de
1999 que surtos frequentes comegaram a ser reportados, particularmente em rebanhos leiteiros
e humanos, consolidando suarelevanciaepidemiol 6gicano Brasil. Além de bovinos e humanos,
o VACYV foi detectado em primatas e equinos, com e sem manifestagdes clinicas (Trindade et
al., 2004; Abrahdo et al., 2009; Oliveira et al., 2017). Desde entdo, diversos estudos tém sido
conduzidos para esclarecer aorigem e disseminagao desse virus, assim como Seus mecaniSmos
de transmisséo (Assis et al., 2012).
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Nos ultimos anos, 0 VACV se espal hou rapidamente para as outras regides brasileiras e
até para paises vizinhos, sendo que cercade 11 estados no Brasil registraram surtos nos Ultimos
20 anos (Oliveiraet al., 2017). Contudo, apenas em Minas Gerais e Goids aVB é considerada
uma doenca de notificacdo compulsdria, pelo ato nimero de casos relatados nos estados
(Abraho et al., 2009; Schatzmayr et al., 2011; Lima et al., 2019; SES/MG, 2020; SES/GO,
2020).

A menor viruléncia do VACV em comparacdo com outros OPXV facilitou sua utilizacdo
em campanhas de vacinacdo, aém de oferecer uma base para estudos sobre imunidade e
doengasinfecciosas. Devido asuaimportanciavacinal e potencial como vetor vacinal, o VACV
tem sido alvo de inUmeras pesqguisas, particularmente em surtos que afetam o gado leiteiro e
trabal hadores rurais diretamente envolvidos na producéo pecuaria (Abraho et al., 2010; Chen
etal., 2012; Liuet al., 2013).

3.4.1.4 Variolavirus (VARV)

O VARV, é considerado o patégeno humano mais antigo e mais mortal registrado até o
momento. Causador da variola, considerada uma doenca altamente letal que teve um grande
impacto na histéria da humanidade. Os primeiros registros da doenca datam do Egito Antigo, e
um dos casos mais antigos conhecidos € o do farad Ramsés V, cujamimiafoi descoberta em
1898, apresentando evidéncias de que sua morte, em 1148 a.C., podendo ter sido causada pela
variola. Com o crescimento populacional, o surgimento das cidades, 0 aumento do comércio e
das grandes navegacOes, a variola se espalhou pelo mundo, tornando-se cada vez mais
frequente.

A infeccdo por VARV causa uma doenca febril sistémica exantemética que apresenta
sintomas como dor nas costas, dor de cabeca, vOmito e fadiga. As lesdes costumam aparecer
nas palmas das maos, plantas dos pés e face, evoluindo de méculas e pépulas iniciais para
vesiculas e pustulas, posteriormente (Henderson et al., 1999).

Embora a variola tenha sido erradicada, ha questbes em aberto em relacéo as infeccbes
causadas pel os Orthopoxvirus, incluindo o VARV . Isso ocorre porque existem dois laboratérios
gue armazenam amostrasde VARV o Centro de Controle e Prevencéo de Doengas, nos Estados
Unidos, e o Centro de Pesquisa do Estado para Virologia e Biotecnologia, na Russia. Devido a
existéncia desses estoques e a possibilidade de existirem estoques clandestinos, o uso de
amostras de VARV como arma bioterrorista ndo pode ser descartado (Mcfadden, 2005). Além
disso, 0 aumento da populagcdo n&o imunizada contra OPXV, desde que a vacinagéo foi

suspensa ha mais de trés décadas, levou a um aumento de infecgdes em humanos causadas por



21

OPXV zoondticos, como MPXV, CPXV e VACV (Wolfs et al., 2002; Shchelkunov, 2013;
Oliveiraet al., 2014)
3.5 Orthopoxvirus em primatas ndo-humanos

Recentes investigagdes tém demonstrado que o VACV nédo se limita a infeccbes em
gado, mas também pode ser encontrado em diversos hospedeiros silvestres, incluindo roedores,
equideos, e mamiferos domésticos como cées e gatos (Silvaet al., 2021).

Entre fevereiro de 2001 e setembro de 2002, um programa de resgate de fauna durante
a construcdo de uma usina hidrelétrica nos municipios de Laeado e Ipueiras, Tocantins,
capturou 344 mamiferos selvagens. Dentre os animais capturados, destacaram-se 269 macacos-
prego (Cebus apella), 27 bugios-pretos (Alouatta caraya) e pequenos nimeros de outras
espécies, como quatis, cutias, tamandués, raposas, tatus e gambaés.
Asandliseslaboratoriaisidentificaram anticorpos contra Orthopoxvirus em 25,3% dos C. apella
e 48,1% dos A. caraya, aém de 16,6% dos quatis e 5,0% das cutias. No total, 24,4% (84 de
344) dos animais apresentaram soropositividade. Em testes moleculares, o DNA vira foi
detectado em 18 amostras, exclusivamente de primatas (11 C. apellae 7 A. caraya), reforcando
acirculacdo silvestre de OPXV naregido. Os genes sequenciados mostraram ata similaridade
(98%-100%) com linhagens de VACV (Vaccinia Virus) conhecidas no Brasil, indicando que
essas infecgbes estdo associadas a variantes endémicas do virus no pais. Contudo, esses
resultados evidenciaram que os primatas selvagens atuam como hospedeiros acidentais na
ecologiado VACV, enquanto outras espécies anali sadas ndo apresentaram DNA viral (Abrahdo
et al., 2010).

Anteriormente, infecgdes experimentais por OPXV foram realizadas em PNHs, como o
estudo realizado por Métz-Rensing et al. (2012) onde PNHs da espécie Callithrix jacchusforam
usados como modelo experimental para infeccdo por OPXV, com foco no Calpox virus. Para
iSs0, 0s pesquisadores realizaram experimentos envolvendo 28 saguis expostos ao virus por
vias intravenosa, orofaringea e intranasal (IN). A via IN, com dose infecciosa mediana de 8,3
x 102 PFU, mimetizou a rota natural de infeccdo humana. Os animais apresentaram lesbes
semelhantes a variola em 6rgéos como pele, linfonodos e figado, com evolugdo répida para
obito entre 4 e 15 dias. Com isso, 0 modelo reproduziu achados clinicos e patoldgicos de
infecgOes letais por OPXV em humanos, destacando sua relevancia para estudos utilizando
model os experimentais.

Adicionalmente, Abreu et al. (2022) reportaram a detecgdo de anticorpos contra OPXV

em primatas neotropicais livres no estado de Minas Gerais, Sudeste do Brasil. Neste estudo,
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anticorpos foram identificados em doisindividuos da espécie Callithrix penicillata. Assim, esta
foi a primeira evidéncia documentada de exposi¢do ao OPXV em primatas dessa espécie, que
habita areas de transicdo entre ambientes urbanos e florestais, 0 que potencializa o risco de
transmi sséo zoonGtica atraves de eventos de transbordamento (spillover), quando um patdgeno
passa de uma espécie para uma nova espécie.

A disseminacdo do OPXV entre PNHs de vida livre é uma preocupagdo crescente,
especialmente diante da detecgo recente do virus MPXV em novas regides. E imperativo que
novos estudos sejam realizados para monitorar a circulagéo desse virus em PNHs, umavez que
aproximidade entre esses animais e 0s humanos pode aumentar a probabilidade de transmisséo.
A compreensdo das dinamicas de transmissdo e a vigilanciaem popul agdes silvestres se tornam
essenciais para a prevencgado de surtos e para a salide publica

4 METODOS
4.1 Consideracdes éticas

A execucao desta pesquisa foi aprovada e licenciada pela Comissio de Eticano Uso de
Animais da Universidade Estadual de Santa Cruz (CEUA/UESC), sob o numero 023/20, e
também conta com autorizagdes do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio - SISBIO n° 75734-1) e do Sistema Naciona de Gestéo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN, n° AF40BCA).

4.2 Local da pesquisa

A pesquisafoi conduzida em éreas urbanas, periurbanas e rurais no estado da Bahia. A
selecdo das cidades e dos locais de estudo foi baseada na presenca de Primatas N&o-Humanos
(PNHs) e na cobertura dos biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Figura 2). Além disso,
0 estudo incluiu regides comuns consideradas "silenciosas' parafebre amarela pela Divisdo de
Vigilancia Epidemiol égica (DI1VEP) do estado da Bahia, aumentando a sensibilidade.

Um levantamento prévio identificou as cidades mais viavei s para avistamento e captura
de PNHs e pararealizacéo das expedicdes de campo. Contudo, as atividades de captura e coleta

de amostras ocorreram em 28 municipios baianos, ilustrado nas figuras 3, 4 e 5.



Figura 2: Mapa da distribuic¢do dos municipios onde houve esforcos de capturas.

Figura 3: Mapa dos municipios no bioma Caatinga onde houve esforcos de capturas.
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4.3 Captura de primatas ndo-humanos (PNHs)

A captura de PNHs em vida livre € uma ferramenta essencial para pesquisas em
ecologia, epidemiologia e conservacdo, possibilitando a coleta de dados biométricos, amostras
biologicas e a aplicacdo de dispositivos de monitoramento. No entanto, trata-se de um
procedimento gque deve ser prolongado com rigor técnico e ético, minimizando o estresse e
garantindo a seguranca dos animais e da equipe envolvida. Sendo assim, as capturas foram
efetuadas por uma equipe especializada, com veterinarios, devidamente protegidos com
Equipamentos de Protec&o Individual (EPIs), incluindo jaleco, luvas, touca, méascara e 6culos
de protecdo (Teixeiraet al., 2022).

A escolhadatécnicade capturavariaconformefatores biol 6gicos, como aespécie, idade
e peso dos primatas, aém de aspectos ecologicos, como o habitat. Os principais métodos
incluem o uso de armadilhas autométicas e a imobilizagdo quimica por meio de dardos
anestésicos.

A primeira etapa do processo consistiu ha identificagdo da érea de ocorréncia dos
primatas. Uma abordagem frequentemente utilizada é o uso de iscas alimentares, especialmente
para espécies que ndo apresentam habituacdo a presenca humana. Além disso, informactes
obtidas com moradores locais também foram Uteis para identificacdo das &reas de maior
probabilidade de ocorréncia, auxiliando na definicdo das estratégias de captura.

4.3.1 Capturade peguenos primatas

Os PNHSs de pequeno porte, como Callithrix spp., Leontopithecus spp. e Sapajus spp.
foram capturados utilizando armadilhas automaticas do tipo Tomahawk sendo a armadilha do
tamanho 20x20x60cm, foram usadas para capturar PNHs do género Callithrix spp. e
Leontopithecus spp e as de tamanho 40x40x60cm usadas para capturar PNHs do género
Sapajus spp. (Figura6) (Brasil, 2017; Catenacci et al., 2022; Teixeiraet al., 2022; Brasil, 2024).
Frutas como banana, foram colocadas estrategicamente em plataformas ou nas arvores,
permitindo a aproximagdo dos PNHs e facilitando uma posterior captura. As armadilhas foram
instaladas em arvores, galhos, cercas e em outros locais que fossem vidveis para garantir a

captura segura dos animais, sendo fixadas com barbante ou arame (Teixeiraet al., 2022).
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Figura 6: Armadilhas Tomahawk instaladas em plataforma e iscadas com banana
Foto: Arquivo pessoal.

Para aumentar 0 sucesso na captura dos calitriquideos, foi utilizada uma técnica de
playback, que consi ste nareproducéo de vocalizacdes de individuos do mesmo género por meio
de uma caixa de som. Essa estratégia explora o comportamento social dos primatas, que tende
aresponder a desafios de sua propria espécie, sgja por curiosidade, defesa territorial ou busca
por interacdo social. Dessa forma, 0os animais eram atraidos para uma area onde as armadilhas
eram posicionadas, facilitando sua captura (Bezerra, Souto, 2008; Garcia et al., 2014).

Apbs capturados, os primatas eram monitorados constantemente para garantir sua
seguranca e bem-estar. Para evitar fugas, as armadilhas eram travadas com arames e cobertas
com um pano, proporcionando estimulos visuais externos e, consequentemente, minimizando
0 estresse dos animais. A contengdo fisicados PNHs foi realizada com o uso de luvas de raspa
de couro, um equipamento de protecdo individual essencia para evitar lesbes tanto nos
pesquisadores quanto nos proprios animais durante o manegjo (Brasil, 2017).

Os espécimes capturados foram submetidos a anestesia inalatdria com isoflurano, um
anestésico amplamente utilizado para sua seguranca e répida inducéo e recuperacdo. O
procedimento foi realizado utilizando aMochila AnestésicaV etBag®, um equi pamento portétil
que permite a administracdo controlada do anestésico diretamente por meio de uma méascara

inalatéria (Figura 7).
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Figura 7: PNH sendo anestesiado com anestesiainaatéria utilizando a VetBag.
Fonte: Teixeiraet al. (2022).

4.3.2 Capturade grandes primatas
Os PNHs de médio e grande porte (Alouatta sp), foram capturados com projetores de
dardos anestésicos (Dan-Inject), utilizando Cloridrato de Cetamina (10-15 mg/kg) associado a
Dexmedetomidina (0.005-0.05 mg/kg), com a dosagem calculada de acordo com o peso
aproximado do animal e administrada por via intramuscular (Teixeira et al., 2022). Apés a
confirmac&o de que o dardo atingiu o0 alvo, o animal era acompanhado, até o efeito completo
do anestésico. Uma rede de amparo de 4mx4m foi estendida para amortecer sua queda ao solo
enquanto sob efeito do anestésico (Brasil, 2017; Teixeira et al., 2022). Nos casos em que 0
animal permanecesse agarrado a algum galho, foram utilizados cordas, linha e chumbada para
balancar 0 galho e facilitar sua queda. Na propria rede o animal eralevado até o laboratério de
campo onde eram realizados os exames clinicos e coleta de amostras biol 6gicas.
Todos os dados e informagdes obtidas durante o procedimento de coleta foram
registrados em fichas com aidentificacgo do animal.
4.3.3 Procedimento e obtencéo de amostras
Todos os animais capturados foram submetidos a exame clinico e inspecédo (Bernal-
Valle; Jiménez-Soto; Meneses-Guevara, 2020). Um laboratério de campo foi montado proximo

ao local de captura (Figura 8), com o objetivo de evitar o deslocamento dos PNHs para &reas
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distantes, reduzindo o estresse dos animais que ainda ndo haviam sido submetidos a coleta,

além de minimizar o risco de contaminagfes durante o transporte (Brasil, 2017).

Figura 8: Laboratorio de campo montado para col etas. Foto: Danilo Simonini Teixeira

O estado geral de salide dos animais foi avaliado através de exame fisico e em seguida
foram coletadas 3 mL e 6 mL de sangue nos primatas de peguenos e grande porte,
respectivamente, por meio de puncdo daveiafemoral (Figura9).

-
A

Figura 9: Coleta (A) e acondicionamento (B) de material bioldgico (sangue). Fonte: Brasil
(2017).
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Durante o exame fisico, os sinais vitais dos animais, incluindo Frequéncia Cardiaca,
Frequéncia Respiratoria e Temperatura corporal, foram monitorados para garantir sua
estabilidade durante o procedimento. O exame também pretendia verificar possivels sinais de
comprometimento sistémico ou alteragdes sugestivas de infeccdo, através da observacdo do
estado geral dos animais, inspegdo das mucosas e linfonodos. Além da coleta de amostras
biol 6gicas, foram registrados dados morfométricos, como medidas do corpo, cauda, membros,
cabeca e abddmen, bem como informacdes bioldgicas, incluindo sexo e classe etaria (Teixeira
et al., 2022). Somente apos essas etapas inicials, proceda-se a col eta de sangue, garantindo que
0s animais permanecam nas condic¢des adequadas para a realizagdo desse procedi mento.

Apos a coleta, 0,5 mL de sangue foi adicionado a um tubo contendo EDTA-K2, e o
restante foi colocado em um tubo com acelerador de coagulo, sendo posteriormente
centrifugado por cinco minutos a 3600 rpm para a separacdo de soro e coagulo. Apos
centrifugadas e armazenadas em criotubos, antes de serem preservadas em temperatura
adequada, todas as amostras de soro foram identificadas com uma letra correspondente ao
género do animal (A para Alouatta, C para Callithrix, L para Leontopithecus e S para Sapajus)
e um numero sequencial referente a ordem de captura (ex.: A001; C250). Entre essas amostras,
trés eram duplicadas, provenientes de individuos recapturados seis meses ap0s a captura
(L20/L20.2, L21/L21.2 e L24/L.24.2). A primeira captura ocorreu em novembro de 2021, e as
recapturas foram realizadas em maio de 2022.

Todo o material bioldgico foi armazenado em caixa térmica a 4° ou em nitrogénio
liquido (-196°C) e transportado até o laboratorio, onde foi armazenado em um freezer a-80°C
até o processamento.

Todos os animais examinados foram identificados com aimplantacdo de um microchip
subcuténeo de 12x2.1 mm (Transponder Partners®, modelo PA140) na regido interescapul ar
(Teixeira et al., 2022). Os procedimentos de exame e coleta de dados tiveram duragéo
aproximada de 20 minutos por animal. Apos a finalizacdo do protocolo, os animais foram
transportados sob observac&o até a recuperacdo completa da anestesia. A liberagcdo ocorreu no
mesmo local de captura até as 16h00, garantindo que 0s primatas precisassem de tempo
suficiente para se reintegrarem ao ambiente natural antes do anoitecer. Caso esse horario fosse
ultrapassado, os individuos eram mantidos em condi¢cdes adequadas e liberadas na manha
seguinte para minimizar riscos associados a soltura noturna (Brasil, 2017; Catenacci €t al.,
2022; Teixeiraet al., 2022).
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Como exclusivos de exclusdo, ndo foram realizadas capturas e exames em fémeas
acompanhadas de filhotes ou que apresentassem sinais de prenhez, a fim de evitar estresse
excessivo e possivels impactos na maternidade. Além disso, filhotes e individuos com peso
inferior a 100 gramas também foram excluidos do estudo, priorizando o bem-estar dos animais
e a seguranca do procedimento.

As amostras de soro para investigagdo de OPXV foram testadas em parceria com 0
Laboratério de Virus da Universidade Federa de Minas Gerais (UFMG), em Belo Horizonte -
MG. Para o transporte das amostras (da Bahia) até o |aboratorio (em Minas Gerais), elas foram
acondicionadas em isopor com gelo artificial (gelox), garantindo a preservacdo da temperatura
adequada.

As demais amostras coletadas, que ndo foram utilizadas neste estudo, foram destinadas
aum banco de dados e amostras da espécie e para outros projetos vinculados ao Laboratorio do
Nucleo de Atendimento e Pesquisa de Animais Silvestres (Lab-NAPAS)

4.4 Diagnostico molecular e sorol6ogico dasamostras

Para avaiar a presenca de OPXV foram redlizados ensaios moleculares de PCR em
tempo real (QPCR) para a deteccdo do virus e testes sorologicos através do Teste de
Neutralizacdo por Reducéo de Placas (PRNT) para deteccdo de anticorpos neutralizantes.

4.4.1 Diagnostico molecular - qPCR (Polymerase Chain Reaction — PCR)

A gPCR, ou PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo rea, é uma técnica de
biologia molecular usada para amplificar e quantificar DNA.

Para a deteccéo de DNA viral de OPXV, foi realizada a técnica de qPCR, seguindo o
protocol o adaptado de fontes como Kroon et al. (2016).

Primeiramente, foi preparado um mix de reagdo contendo SYBR Green PCR Master
Mix, os primers especificos VGF (forward: 5’-CGCTACAACAGATATTCCAGCTATCAG-
3’ e reverse: 5’-AGCGTGGATACAGTCACCGTGTAA-3’), e agua livre de nucleases. Cada
reacdo foi montada em um volume final de 10 I, sendo 8 pl do mix e 2 pl daamostra de soro.

As amostras foram testadas em duplicata, junto com controles positivos e negativos
(controle negativo contendo apenas agua livre de nucleases). A placa foi selada, centrifugada
brevemente por aproximadamente trés minutos, e colocada em um termociclador de PCR em
tempo real, programado com as seguintes condi¢cfes. uma fase de desnaturacéo inicial a 95°C
por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificagdo (95°C por 10 segundos, 58°C por 40
segundos). Apés aamplificagdo, foi realizada aandlise da curva de melting (desnaturacéo) para
garantir a especificidade do produto amplificado.
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Os resultados foram analisados com o software do sistema de gPCR, verificando-se a
amplificagdo nos pogos das amostras e comparando a curva de melting com a do controle
positivo. Caso as amostras apresentassem ciclo de threshold (Ct) inferior a 38, com uma curva
de melting equivalente ao controle positivo (£1°C), seriam consideradas positivas para a
presenca de DNA viral.

4.4.2 Diagnostico soroldgico - Teste de neutralizagdo de reducdo de placa (Plaque
reduction neutralization test — PRNT)

O PRNT foi iniciado com o cultivo de células BSC-40 (extraida de células epiteliais de
rim de macaco verde africano Cer copthecus aeothiops) em placas de cultura até formarem uma
monocamada confluente. O cultivo das células, foi realizado em meio minimo de Eagle (MEM)
(Gibco, EUA), com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil). Afim de minimizar e
prevenir o crescimento de bactérias e fungos, eram adicionados antimicrobianos (penicilina a
100 U/mL, estreptomicinaa 100 pg/mL e Fungizonaa2 pg/mL) no MEM antes do cultivo. Em
seguida, as amostras de soro coletadas foram diluidas e aquecidas a 56°C por 30 minutos para
inativar o sistema complemento. Posteriormente, essas amostras foram diluidas em série,
enguanto o virus foi preparado em uma solucdo com uma quantidade especifica de unidades
formadoras de placas (PFU).

Como virus controle, foi utilizado a amostra VACV Western Reserve (VACV-WR),
que faz parte da colecdo de virus do Laboratério de Virus da UFMG.

O soro diluido foi misturado com a suspensdo vira e incubado a 37°C por 16 horas,
permitindo a reacdo de neutralizacdo dos anticorpos. Apos esse periodo, a mistura de soro e
virus foi inoculada sobre as células BSC-40, e as placas de cultura foram incubadas por
aproximadamente 1 hora. As células foram ent&o cobertas com meio de cultura(MEM a 1%) e
incubadas por mais 48 horas, permitindo o desenvolvimento de placas.

Apobs o tempo de incubacdo, as células foram fixadas com formalina e coradas com
cristal violeta para facilitar a visualizagéo das placas. A contagem das placas foi realizada e
comparada com o controle do virus, sendo possivel determinar a presenca de anticorpos
neutralizantes com base na reducéo de 50% das placas formadas em comparagdo ao controle
vira (Kroon et al., 2016).

Esse método foi fundamental paraconfirmar a presenca de anticorpos neutralizantes nos
individuos estudados, evidenciando a exposi¢ao anterior ao OPXV.
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4.5 Producéo de M apas

A producdo de mapas de localizago foi realizada utilizando o software QGIS, uma
ferramenta de codigo aberto amplamente empregada para andlise espacial e
geoprocessamento. Os mapas foram desenvolvidos com o objetivo de sinalizar os locais de
captura dos Primatas N&o-Humanos (PNHSs) e avaliar a paisagem circundante.

Paraisso, foram utilizadas bases cartogréficas oficiais, imagens de satélite e dados de
coordenadas obtidos em campo. As camadas vetoriais e raster foram processadas para
representar caracteristicas ambientais relevantes, como uso do solo, proximidade com éreas
urbanas e presenca de fragmentos florestais. A espacializacdo das areas de amostragem
permitiu uma andlise detalhada da relagéo entre os habitats dos PNHs e a possivel circulagdo

de patdgenos, aém de fornecer subsidios para a interpretacéo dos dados epidemiol 6gicos.

5 RESULTADOS
O presente estudo obteve sucesso na capturade Primatas Nado-Humanos (PNHSs) nostrés
biomas estudados. Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. No total, foram capturados 193
individuos, abrangendo quatro géneros e oito espécies. Sendo, 1 (0,51%) individuo do género
Alouatta, 161 (83,41%) do género Callithrix, 22 (11,39%) do género Leontopithecus, 1 (0,51%)
do género Sapajus, e 8 (4,14%) hibridos do género Callithrix (Figura 10).
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Figura 10: Quantidade de PNHs por género.

As espécies identificadas foram Alouatta caraya (1 individuo — 0,51%), Callithrix
geoffroyi (11 individuos — 5,69%), Callithrix jacchus (5 individuos — 2,59%), Callithrix kuhlii
(91 individuos — 47,15%), Callithrix penicillata (54 individuos — 27,97%), Leontopithecus
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chrysomelas (22 individuos — 11,39%) e Sapajus libidinosus (1 individuo — 0,51%), aém de
hibridos entre C. jacchus e C. penicillata (8 individuos — 4,14%) (Figura 11).
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Figura 11: Quantidade de PNHs por espécie.

As capturas ocorreram em 28 municipios do estado da Bahia, distribuidos por diferentes
biomas, com quatro municipios na Caatinga, sete no Cerrado e 17 na Mata Atlantica. A
distribuicdo dos PNHSs capturados por bioma foi a seguinte: Caatinga: Foram capturados 19
(9,84%) individuos, representando as espécies C. penicillata e S. libidinosus; Cerrado: Um total
de 45 (23,31%) individuos foi capturado, pertencentes as espécies A. caraya, C. jacchus, C.
penicillata e hibridos (C. jacchus + C. penicillata); e Mata Atlanticaa O maior niUmero de
capturas foi registrado neste bioma, com 129 (66,83%) individuos, abrangendo as espécies C.
kuhlii, C. penicillata, C. geoffroyi, C. jacchus e L. chrysomelas.
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Figura 12: Quantidade de PNHSs capturados por bioma.

Os municipios e a quantidade de animais, bem como as espécies capturadas por
municipio estéo representados na Tabela 1.
Tabela 1: Municipios, biomas, quantidade de PNHSs e espécies capturados.

Municipio Bioma Quantidade Espécies capturadas
Mata
Almadina Atlantica 3 C. kuhlii
Mata
Arataca Atlantica 1 C. kuhlii
Carinhanha Cerrado 3 C. penicillata
Mata
Coaraci Atlantica 1 C. kuhlii
Cocos Cerrado 8 C. penicillata
Coribe Cerrado 6 C. penicillata
Mata
Feirade Santana Atléantica 1 C. penicillata
Formosado Rio C. penicillata [5] e hibrido (C. jacchus + C.
Preto Cerrado 8 penicillata) [3]
Mata
Ilhéus Atléantica 52 C. kuhlii [46] e L. chrysomelas [ 6]
Iraguara Caatinga 8 C. penicillata
Mata
Itabela Atlantica 1 C. geoffroyi
Mata
Itabuna Atlantica 2 C. kuhlii
Mata
Itapetinga Atlantica 2 C. kuhlii
Mata
Itoréro Atlantica 3 C. kuhlii
luiu Cerrado 4 C. penicillata
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Jaborandi Cerrado 4 C. penicillata
Lencéis Caatinga 4 C. penicillata
Mata
Macarani Atléntica 4 C. kuhlii
Mata
Mascote Atlantica 6 C. kuhlii
Palmeiras Caatinga 6 C. penicillata
Paulo Afonso  Caatinga 1 S libidinosus
Mata
Porto Seguro  Atlantica 10 C. geoffroyi
Santa Rita de A. caraya[1], C. jacchus[3], C. penicillata[2] e
Cassia Cerrado 11 hibrido (C. jacchus + C. penicillata) [5]
Santo Anténiode  Mata
Jesus Atléantica 3 C. penicillata
Séo Goncalodos  Mata
Campos Atléantica 2 C. jacchus
Séo José da Mata
Vitdria Atlantica 1 C. kuhlii
Mata
Una Atléantica 36 C. kuhlii [20] e L. chrysomelas [16]
Mata
Uruguca Atléantica 2 C. kuhlii

Os resultados das avalicdes fisicas indicaram que todos o0s espécimes apresentavam
estado clinico adequado, sem alteragbes visivels que sugerissem enfermidades ativas. Nao
foram detectadas caracteristicas que poderiam indicar processos infecciosos em curso.

Do total de individuos capturados, 56,91% (107/193) eram machos, 43,09% (81/193)
eram fémeas e 6,14% (8/193) ndo tiveram o sexo identificado.

O gPCR realizado em todas as amostras ndo detectou evidéncias de infeccéo por OPXV,
indicando auséncia de viremia em individuos no momento da coleta. Por outro lado, os testes
de soroneutralizacdo pelo PRNT (Figura 13) identificaram a presenca de anticorpos
neutralizantes contra OPXV em 14 amostras (7,14%). Paraisso, ainterpretacéo dos resultados
baseou-se na contagem das unidades formadoras de placa (PFU), que representam virus
infecciosos capazes de formar placas de lise celular em uma monocamada de células. A partir
dai, faz-se a contagem das placas de lise em capa poco, e se 0 percentua de reducgdo for maior

gue 50%, a amostra é considera positiva.
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Figura 13: Placa utilizada para PRNT; Resultado de um ensaio de neutralizacdo por reducéo
de placa (PRNT), realizada em placade 6 pocos. Al e A2: Soro negativo paraPRNT; B1 e B2:
Soro positivo para PRNT. C1: Controle de célulae C3: Controle viral.

Todos os individuos positivosno PRNT eram adultos e pertenciam ao género Callithrix,

sendo as espécies. C. jacchus, C. kuhlii e C. penicillata. As amostras positivas foram de PNHs
capturados nos anos de 2021 (1 C. jacchus e 1 C. penicillata -14,3%) e 2023 (12 C. kuhlii -
85,7%) em sete municipios diferentes (Figura 14).
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Figura 14: Mapa dos municipios com PNH positivo e distribuicéo espacial dos municipios por

A média de soroneutralizagdo de todas as amostras positivas foi de 69,98% (Tabela 2).



Tabela 2: Percentual de reducéo de amostras positivas.
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Data da
ID Coleta UF Municipio Espécie Sexo F.E. Per centual dereducdo

C027 02/02/2021 Bahia SantaRitadeCéssa  C.jacchus Macho  Adulto 56,71%
C031 05/02/2021 Bahia FormosadoRioPreto C. penicillata Macho  Adulto 51,26%
C217 16/02/2023 Bahia [1héus C. kuhlii Macho  Adulto 50,00%
C256 03/05/2023 Bahia Una C. kuhlii Fémea Adulto 50,32%
C265 09/05/2023 Bahia Una C. kuhlii Macho  Adulto 51,03%
C273 23/05/2023 Bahia Una C. kuhlii Fémea  Adulto 89,42%
C274  23/05/2023 Bahia Una C. kuhlii Macho  Adulto 59,15%
C281 06/06/2023 Bahia M ascote C. kuhlii Fémea  Adulto 78,01%
C283 06/06/2023 Bahia Mascote C. kuhlii Macho Adulto 57,43%
C284 06/06/2023 Bahia Mascote C. kuhlii Fémea Adulto 67,50%
C315 22/07/2023 Bahia [toréro C. kuhlii Fémea Adulto 55,61%
C316  22/07/2023 Bahia Itoréro C. kuhlii Fémea Adulto 61,34%
C325 31/07/2023 Bahia M acarani C. kuhlii Macho  Adulto 71,20%
C326 31/07/2023 Bahia Macarani C. kuhlii Fémea Adulto 54,73%

Meédia de Neutralizagéo: 60,98%

A andlise da distribuicdo de primatas com anticorpos anti-OPXV revelou a presenca de

individuos positivos apenas nos biomas Cerrado e Mata Atlantica (Figura14). No Cerrado onde

foram encontrados 14,3% dos individuos positivos, foram detectados anticorpos anti-OPXV

em dois espécimes, pertencentes as espécies Callithrix jacchus (n=1) e Callithrix penicillata

(n=1). JanaMata Atlantica, representado 85,7% dos positivos, foram identificados 12 primatas

com anticorpos anti-OPXV, todos pertencentes a espécie Callithrix kuhlii (n=12).

Entre os 14 individuos positivos, houve distribuicéo equitativa entre machos e fémeas

(50% cada) (Figura 15).
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho realizamos o primeiro esforco de vigilancia de OPXV em PNHs
do estado da Bahia, incluindo uma ampla amostragem nos trés biomas que recobrem o estado
e em oito das 14 espécies encontradas na Bahia. Trata-se, portanto, do maior esforgo desse tipo
realizado até o momento, com destacadaimportancia parao género Callithrix (onde o empenho
para captura foi maior no Bioma Mata Atlantica), no qual detectamos um percentua de
positividade (7,14%) maior do que o encontrado por Abreu e colaboradores (2022) — 4,5%.

O avistamento e a captura de PNHs pertencentes a diferentes espécies, principa mente
asdo género Callithrix eram resultados esperados neste estudo. Conforme relatado por Rylands
et al. (2000), o género Callithrix possui ampla distribuicdo nos biomas Caatinga, Cerrado e
Mata Atlantica, todos incluidos na area de abrangéncia desta pesquisa. Além disso,
espécies sdo endémicas do Brasil, o que reforga aimportancia de sua ocorréncia em diferentes
regides do pais.

Segundo Hendy et al. (2023), frequentemente os PNHs habitam areas que foram
alteradas pela atividade humana. Além disso, os PNHs sdo conhecidos por apresentarem
comportamentos sociails complexos, como aliciamento (catagdo), compartilhamento de
alimentos e proximidade fisica durante o descanso ou deslocamento. Essas interagbes séo
fundamentais para a coesdo social e sobrevivéncia, mas também podem facilitar a troca de
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fluidos corporais, secrecOes e até de ectoparasitas que podem atuar como vetores mecanicos do
virus (Brasil, 2016). Assim, a alta densidade de interacGes fisicas dentro de um bando podem
criar um ambiente propicio para atransmissao diretado OPXV.

A presenca desse género nos trés biomas estudados reflete sua adaptabilidade a
diferentes condigdes ecol 6gicas e climaticas, variando desde as areas semiéridas da Caatinga
até os ambientes Umidos e fragmentados daMata Atléantica (Rylands et al. 1988; Hil&rio, 2010).
Segundo de Morais Jr. et al. (2008), os saguis possuem habitos alimentares generalistas, ou
sgja, sdo capazes de consumir uma ampla variedade de alimentos, que vao desde frutos, folhas
e insetos até néctar e goma de érvores. Essa caracteristica, associada a sua flexibilidade
comportamental, permite que essas espécies se adaptem a diferentes condi¢des ambientais,
incluindo habitats alterados ou préximos a areas urbanas. Além disso, segundo 0 mesmo autor,
esses animai s possuem a capacidade de serem comensais, podendo viver em proximidade com
comunidades humanas, explorando recursos alimentares fornecidos direta ou indiretamente por
pessoas, como restos de aimentos, plantagbes ou até mesmo aimento oferecido
intencional mente. Esse comportamento facilita sua sobrevivéncia em ambientes fragmentados
e degradados, mas também pode aumentar o risco de interagcdes negativas, como a exposicao a
doengas zoonGticas (Goulart; Teixeira; Young, 2010; McKinney, 2011).

Todo trabalho de captura dos 193 PNHs nos biomas estudados foi conduzida com
técnicas distintas de acordo com o porte das espécies-alvo, refletindo o rigor técnico e ético
exigido nesse tipo de pesquisa e seguindo o protocolo publicado por Teixeira et al. (2022). O
uso predominante de armadilhas Tomahawk (191 individuos capturados) € uma estratégia
eficiente e amplamente empregada em estudos com PNHs de pequeno porte (Brasil, 2017),
como os géneros Callithrix e Leontopithecus. A instalagdo de armadilhas em |ocai s estratégicos,
aliada ao uso de banana como iscas e reproducéo de vocalizacbes através do playback (para
PNHs do género Callithrix), otimizou o sucesso das capturas ao atrair 0s animais de maneira
direcionada e minimamente invasiva (Teixeira et al., 2022). A eficiéncia dessa abordagem foi
utilizada e validada por Teixeira et al., 2022, pela captura bem-sucedida da maioria dos
individuos em estudos realizados.

A predominéancia de individuos do género Callithrix, em especial de Callithrix kuhlii,
reflete diversos fatores ecol 6gicos e geograficos gque influenciam a sua abundancia e captura
em estudos de vigilancia. Essa espécie € amplamente distribuida na regido de Mata Atlantica
(onde houve o0 maior niumero de PNHSs capturados) e endémica neste bioma (Mittermeier,

Coimbra-Filho e Valle, 1984), porém, tem sido muito encontrada em éreas antropizadas e
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apresenta alta capacidade de adaptacéo a diferentes tipos de ambientes, como florestas
primérias, secundérias e até éreas urbanizadas.

Em contrapartida, a capturade primatas de grande porte, como o0 A. caraya, foi realizada
com projetores anestésicos. Esse método de captura € considerado umatarefa dificil e onerosa
e gue requer profissionais treinados e especializados, porém foi necessario devido ao porte e
comportamento arboricola da espécie (Abreu et al., 2019). O uso de dados associados ao
monitoramento pos-projecao e uso de redes demonstraaadocao de boas praticas paraminimizar
riscos a sallde e seguranca dos animais. Contudo, a baixa captura de espécies como A. caraya
e S libidinosus pode estar relacionada as dificuldades | ogisticas, a dificuldade de capturar esses
animais e a baixa densidade populacional em agumas regides.

Para a captura de PNHs de grande porte, Aguiar et al. (2007) recomendam plataformas
de “ceva” no topo das arvores, facilitando o uso de armadilhas. No entanto, esse método exige
longos periodos de aclimatacdo e mudancas frequentes da equipe. O uso de rifles projetores de
dardos anestésicos € considerado mais eficiente e vidvel em campo (Brasil, 2017), sendo
validado por Glader et al. (1991), Karesh et al. (1998), Santa Cruz et al. (2000) e Abreu et al.
(2019). Contudo, seu sucesso depende da experiéncia do profissional responsavel pelo disparo.

A logistica de captura e coleta de amostras de PNHs impacta a qualidade dos dados em
pesquisas (Brasil, 2017). A instalacdo de um laborat6rio de campo préximo as areas amostradas
melhorou a conservacdo de amostras sensivels, como RNA, deslocamentos e estresse dos
animais. Isso otimiza critérios éticos e técnicos, dém de garantir maior integridade e
confiabilidade dos resultados laboratoriais (Teixeiraet al., 2022).

No entanto, 0 uso de um laboratério de campo proximo apresenta desafios, como
infraestrutura e logistica para operar equipamentos especializados em areas remotas. Para
garantir a conservacdo das amostras, adotamos estratégias de armazenamento em caixas de
isopor com gelo paramateriais menos sensivei's e botijdes com nitrogénio liquido paraamostras
contendo RNA, exigindo temperaturas extremamente baixas. Essa abordagem preservou a
qualidade das amostras até o armazenamento em freezer -80°C, evitando perdas que
comprometeriam a pesquisa.

O resultado negativo observado no gPCR estd em consonancia aos resultados do estudo
prévio publicado por Abreu et al. (2022), que também relatou auséncia de deteccéo de OPXV
por gPCR em PNHSs. Estes resultados indicam que os animai s estudados ndo apresentaram carga

vira ativano momento da captura e da coleta das amostras, refor¢ando a hipotese de Abreu et
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al. (2022) de que a deteccdo do virus por métodos moleculares pode ser limitada pela dindmica
temporal da viremia e nem sempre podera ser usado para diagnostico definitivo.

O examefisico reforgou a hipotese de que os individuos estavam clinicamente saudaveis
no momento da coleta das amostras. Portanto, segundo Calderon et al. (2016), a auséncia de
manifestagdes clinicas ndo exclui a possibilidade de infeccdo subclinica ou de estados de
portador assintomatico. No entanto, o fato de os animais ndo apresentarem sintomas
compativeis com OPXV, caso hgjainfeccdo vira em alguns dos individuos, estando foi testada
em impacto clinico significativo. Esta observacdo fortalece a hipGtese de que a presenca de
patdgenos, caso detectado nas andlises laboratoriais, pode estar associada a um estado de
portador assintomético ou a um estagio da doenca sem expressao clinica evidente.

A distribuicdo dos casos positivos revelou diferencas entre as espécies e periodos
amostrados, com maior percentual de positividade em 2023. Esses dados podem refletir
variagOes na exposicdo ao Vvirus ao longo do tempo e entre as espécies estudadas. A taxa de
deteccdo de anticorpos anti-OPXV observado em 2023 pode ser explicado por diferentes
fatores. E importante considerar que o esforco de captura foi intensificado nos anos de 2022 e
2023, com 71 e 73 amostras coletadas, respectivamente. Essa maior representatividade de
animais testados pode refletir um aumento na detecg@o de casos devido ao maior nimero de
individuos amostrados.

A maior preval énciade anticorposem C. kuhlii (85,7%), principalmente no ano de 2023,
pode estar associada a fatores ecol 6gicos e comportamentais, como a densidade populacional,
ainteracdo social, a fragmentacdo do habitat e a que o maior esforco de captura foi realizado
no bioma Mata Atlantica, onde essa espécie € exclusivamente encontrada. Como espécie
endémicadaMata Atlantica, um bioma altamente antropizado e sujeito aintensa fragmentagéo.
C. kuhlii vive em um bioma atamente antropizado e sujeito aintensa fragmentacéo. Segundo
Coimbra-Filho (1984) e Neves (2008), sua distribuicdo é geograficamente limitada ao bioma
Mata Atlantica, 0 que pode aumentar sua exposi¢cao a potenciais fontes de infecgdo, como
reservatorios silvestres e ambientes urbanos préoximos, devido ao intenso desmatamento e
fragmentacéo do habitat.

A deteccdo de anticorpos apenas em individuos adultos sugere que a infec¢éo ocorreu
em um momento anterior a captura e que esses animais sobreviveram ao contato com o
patogeno. Esse achado indica que a exposi¢do ao agente infeccioso ndo resultou em um quadro
clinico grave ou letal, evidenciando uma possivel resisténcia ou capacidade de resposta

imunol égica eficaz por parte desses primatas.
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Além disso, amédia de soroneutralizagdo observada nas 14 amostras reforgca a robustez
da resposta imune apresentada pelos individuos positivos. Esses resultados destacam a
importancia do género Callithrix como grupo potencialmente sensivel acirculacdo de OPXV e
ressaltam a necessidade de investigactes adicionais para compreender a epidemiologia desses
patdgenos em populaces de PNHs. Em comparacdo a estudos passados, também em PNH, a
medida de neutralizacdo neste trabalho é considera alto, visto que, detectamos um percentual
de positividade (7,14%) maior do que o encontrado por Abreu e colaboradores (2022) — 4,5%.

No ano de 2020 houve uma ocorréncia documentada de um caso de VACV no estado
da Bahia, conforme relatado pelo Sistema Brasileiro de Vigilancia e Emergéncias Veterinérias
(SISBRAVET), o que reforga aimporténcia da vigilancia continua. O fato de umainfecgdo ter
sido confirmada laboratorialmente em um bovino com sintomas da doenca, mesmo sem
informagdes previstas sobre a localidade, aponta para a existéncia de circulagdo viral no
ambiente. Essa confirmacdo sugere que outros reservatOrios potenciais e hospedeiros
acidentais, incluindo primatas, podem estar expostos ao virus.

No que tange a circulacdo do VACV em diversos hospedeiros, sendo um virus
amplamente difundido no Brasil e segundo Lima et al. (2019) o virus ja foi identificado em
bovinos e em diversas fontes no Brasil, como lesdes, sangue, |eite e seus derivados. Além disso,
inimeros hospedeiros, de diferentes espécies tem sido relatado, como humanos e em bovinos.
Um outro exemplo disso séo os estudos que reportam a ocorréncia de OPXV ou de anticorpos
especificos em equinos, caes, pequenos roedores e sobretudo, primatas (Borges et al., (2018);
Peres et al., (2018); daCosta et al., (2020); Abreu et al., (2022)).

Na andise dos pontos de captura dos eventos com casos confirmados positivo para

anticorpos anti-OPXV, foi observado que as ocorréncias foram registradas em &reas urbanas,
periurbanas e de mata.
Os PNHs positivos dos municipios de Formosa do Rio Preto (Mapa 8), IIhéus (Mapa 10) e
Itororé (Mapa 11) foram capturadas dentro da &rea urbana, em fragmentos de mata isolados
dentro dos limites municipais. JA nos municipios de Santa Rita de Céssia (Mapa 9) e Mascote
(Mapas 12 e 13), os PNHSs positivos foram capturadas em areas periurbanas. Por outro lado, os
individuos capturados e positivos dos municipios de Macarani (Mapa 14) e Una (Mapa 15)
foram encontrados em éreas rurais/de pasto e de mata, respectivamente.
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Figura 17: Mapada paisagem do local de capturado PNH positivos em Santa Rita de Céssia.
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Figura 19: Mapa da paisagem do local de capturado PNH positivos em Itororo.
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Figura 21: Mapa da paisagem do local de capturado PNH positivos em Mascote (1 PNH).
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Figura 23: Mapada paisagem do local de captura dos PNHs positivos em Una.

A presenca de anticorpos contra OPXV em PNHs pode estar diretamente associada as
caracteristicas ambientais e aos possivei s reservatorios do patdégeno. No Brasil, a circulagéo do
virus VACV, é amplamente documentada em surtos de vacciniabovina (BV), que afetam tanto
0 gado quanto os seres humanos (Megid et al., 2012; Oliveiraet al., 2017). Dessaforma, diante
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dos PNHSs positivos, é essencial considerar arelacdo entre o tipo de ambiente, a fauna presente
e adindmica da infeccdo nos primatas testados.

A andlise de paisagem dos diferentes locais de captura das PNHSs revelou variactes
ambientais significativas: Figuras 15, 17 e 18: Areas urbanas com fragmentos de mata; Mapas
16, 19 e 20: Areas periurbanas; Figura 21: Zona rural com pastagens e 22 rural com mata
fechada.

Embora todos esses ambientes apresentem circulacdo de pessoas e animais, apenas 0s
locais identificados nas figuras 14 e 15 possuiam contato direto com bovinos. 1sso é relatado
por Trindade et al. (2007), que descreve gue esse fator pode ter implicagdes epidemiol 6gicas
importantes, uma vez que os bovinos séo reconhecidos como hospedeiros amplificadores do
VACV, possibilitando a transmisséo de virus para outras espécies, incluindo humanos e PNHSs.

Estudos sobre a circulacdo do VACV no Brasil demonstram gue os bovinos
desempenham um papel central na epidemiologia do patégeno. Segundo Oliveiraet al. (2017),
surtos causados pelo VACV sdo frequentemente registrados em areas rurais, afetando
majoritariamente o gado leiteiro e trabalhadores que mantém contato direto com animais
infectados. Esse achado é também descrito Leite et al. (2005), que descreve gue a transmissao
ocorre, em grande parte, por meio do contato direto com lesdes nos tetos de vacas infectadas,
gue apresentam alta carga viral, ou pelo uso de fémites contaminados, como equipamentos e
mé&os dos tratadores.

Além da transmissdo direta, evidéncias apontam para a participacdo de outros
mamiferos na manutencdo do virus na natureza. Roedores silvestres ja foram identificados
como possivels reservatorios naturais de VACV, atuando na persisténcia do virus no ambiente
e em mutagdes transmitindo-o a bovinos e outras espécies que transmitem 0 mesmo habitat.
Além disso, primatas, marsupiais e animais domeésticos também foram relatados como
suscetiveis a infeccdo, reforcando a hip6tese de multiplas vias de transmisséo do patdgeno
(Domingos et al., 2021).

Considerando os achados deste trabalho, € possivel inferir que os PNHs em areasrurais
(42,85% dos casos positivos) com presenca de bovinos (mapas 21 e 22) podem estar em maior
risco de exposicdo a0 VACV devido a proximidade com os animais domésticos e a
possi bilidade de compartilhamento de habitats ou recursos. A interacdo direta ou indireta entre
PNHs e bovinos pode facilitar a transmissdo do virus, especiadmente se houver praticas

agricolas que promovam o contato entre essas espécies.
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Por outro lado, em areas urbanas ou periurbanas (57,14% dos casos) sem presenca de
bovinos (Figuras 15, 16, 17, 18, 19 e 20), uma fonte de infeccdo para PNHs pode estar mais
relacionada a outros reservatorios, como roedores sinantrépicos ou animais infectados. Nesses
ambientes, a dinamica de transmissdo pode ser influenciada por fatores como densidade
populacional humana, presenca de animais de estimacao e fragmentacdo de habitats naturais.

Sabendo disso, é presumido que a proximidade entre os ecossistemas naturais onde
vivem os PNHSs e as areas de atividade agropecuéria, bem como o ambiente doméstico pode
facilitar atransmissdo entre espécies. Assim, avigilanciaativaem PNHs desempenhaum papel
crucial, ndo apenas para monitorar a salide dessas popul agbes, mas também como um indicador
precoce de potenciai s surtos zoonéticos que podem impactar humanos e animais. Um exemplo
disso, € a deteccdo do VACV em caes domeésticos e quatis selvagens (Nasua nasua) (Costa et
al. (2018)), que viviam em uma area de transicdo entre o ambiente urbano e silvestre,
sustentando a colocagdo da circulacdo do virus entres diferentes espécies de diferentes
ambientes.

Ademais, é sabido gue tenha ocorrido uma maior circulacdo de virus pertencente ao
género OPXV apartir de 2020. Esse cenario € apoiado pel o contexto global recente de um surto
de Monkeypox (variola M), o que pode indicar uma dinamica de transmissdo ampliada dentro
do género OPXV, incluindo outros virus que apresentam caracteristicas semelhantes. Segundo
0 Ministério da Saide (2024), no ano de 2023 o Brasil registrou 853 casos de Monkeypox, dado
menor do que 2024, ano que foi registrado até setembro de 2024, 1.015 casos. Ainda, conforme
o Ministério da Salide, a regido Sudeste concentra a maioria dos casos de MPOX registrados
no pais, totalizando 80,9% (821 casos). Os estados com 0s maiores nimeros de casos sao: Sao
Paulo, com 533 (52,5%), seguido do Rio de Janeiro, com 224 (22,1%), Minas Gerais, com 56
(5,5%), e indo para o Nordeste, a Bahia se destaca, com 40 (3,9%) casos, dados esses até o0
mesmo de setembro de 2024.

A Bahia, estado onde esté pesquisa foi desenvolvida, foi considerado o quarto estado
com maior nimero de casos de MPOX. Segundo a Secretaria de Salde do Estado da Bahia, até
o dia 20 de dezembro de 2024, as 14:05:42, o estado contava com 241 casos confirmados de
MPOX e 421 suspeitos, sendo os municipios de Salvador com mais casos registrados até a data
da ultima atualizagdo (CGTICS/'SUVISA/DIVEP, 2024). Dos municipios com PNHs com
anticorpos anti-OPXV, apenas Ilhéus registrou um caso confirmado de MPOX em humanos,
com 3 casos até o més de dezembro de 2024 (CGTICS/SUVISA/DIVEP, 2024). A ausénciade
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casos Nos outros municipios pode estar ligada a barreiras ecoldgicas, diferencas de viruléncia,
subnotificago ou até mesmo inexisténcia de casos.

A Bahia, sendo o quarto estado com o maior nimero de casos confirmados de MPOX
no Brasil, reflete um contexto epidemiol 6gico que sugere uma possivel circulagcdo mais ampla
do virus do género OPXV. O tota de 241 casos confirmados, concentrados especialmente na
capital Salvador, aponta para uma significativa exposi¢do humana, possivel mente relacionada
a0 turismo, ja que Salvador € um destino turistico de destaque no pais.

A concentracdo de casos humanos na capital, associada a dindmica de exposicéo
ampliada pelo turismo, evidencia uma circulagdo viral relevante em ambientes urbanos.
Contudo, essa circulagdo ndo implica automaticamente na transmissao do virus para PNHs ou
outras espécies animais. Até o momento, os surtos de MPOX tém se concentrado
predominantemente em humanos, com transmissdo associada a contatos interpessoais
préximos. Entretanto, segundo WHO (2022), o MPXV pode infectar naturalmente PNHs do
velho mundo e roedores silvestres africanos pertencentes aos géneros Funisciurus,
Heliosciurus, Cricetomys, Graphiurus, Oenomys, Paraxerus e Xerus.

Embora o MPXV tenha sido iniciamente identificado em macacos mantidos em
cativeiro e em PNHs do velho mundo e desempenhem um papel relevante na transmisséo do
virus para humanos em éreas endémicas da Africa (Cho; Wenner, 1973; Di Giulio; Eckburg,
2004; Ligon, 2004), a epidemia de MPOX em paises ndo endémicos, os PNHs ndo estéo
envolvido na dinamica epidemiol 6gica da doenca.

Até o momento, ndo ha evidéncias de gue PNHs do novo mundo sejam infectados ou
participem do ciclo de transmissdo do MPXV de forma natural, com atransmisséo do surto de
MPOX, iniciadaem 2022, ocorrendo exclusivamente entre humanos. Também néo haregistros
de circulacdo de virus em PNHs ou de cativeiros no Brasil, nem informacfes sobre o impacto
potencial do virus na conservacao dessas espécies. Esse cendrio reforgca aimportancia de acoes
educativas e de conscientizacdo para esclarecer que os PNHs n&o sdo transmissores de doencas.

Ainda assim, a vigilancia ativa nos PNHs e outros animais silvestres continua sendo
uma medida crucial, considerando o potencial dos virus do género OPXV de se adaptarem a
novos hospedeiros. Uma pesquisa experimental sobre patogénese realizada por Mucker et al.
(2015) revelou que o PNHs da espécie Callithrix jacchus, pode ser infectado por doses
reduzidas do virus MPOX. O estudo também indicou que ainfeccdo pode gerar altaviremia e
manifestar sinais patolégicos semelhantes aos observados em humanos acometidos pela

doenca. A viremiafoi detectada a partir do terceiro dia pés-infeccdo e permaneceu elevada até
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amorte dos animais. Os principais sintomas incluiram febre, erupcdes cutneas hemorragicas,
diminuicdo das plaquetas e manifestagdes respiratorias. A doenca progrediu rapidamente, com
um periodo de incubacdo prolongado seguido de uma fase aguda abreviada. Esse achado é
significativo para demonstrar a suscetibilidade de PNHs aos OPXV, indicando que eles podem
servir como model os para estudos |aboratoriais ou até mesmo como potenciais reservatorios na
natureza. A alta viremia observada reforca a capacidade do virus de se replicar eficientemente
nesse hospedeiro, enquanto os sinais patoldgicos semelhantes aos humanos vaidam sua
relevancia em estudos translacionais.

No ponto de vista epidemiol 6gico, como o resultado positivo ocorreu através do PRNT,
considerado padréo ouro para diagnosticar OPXV (Kroon et al. (2016), e segundo Abreu et al.
(2022), é inviavel saber qual espécie de OPXV foi detectada. 1sso ocorre devido a sorologia
apresenta uma limitacdo significativa: ndo é possivel distinguir qual espécie especifica de
OPXYV causou ainfecgao.

Essa dificuldade ocorre devido a reatividade imunoldgica cruzada caracteristica dos
virus desse género, que compartilham proteinas estruturais altamente conservadas em seus
genomas. Essas proteinas, que desempenham funcdes essenciais para a estrutura e replicacéo
vira, sdo tdo semelhantes entre as diferentes espécies de OPXV que os anticorpos gerados
contra uma delas podem neutralizar outras espécies. Por exemplo, os anticorpos neutralizantes
produzidos em respostaao VACV também podem inibir ainfecgdo por viruscomo o do VARV,
0 MPXV e o CPXV. Essa propriedade, amplamente documentada em estudos (Jacobs et al.,
2009; Kroon €t al., 2016; Petersen et al., 2019), ressalta a importancia da analise sorolégica
como uma ferramenta para compreender a exposi¢cdo de populagdes ao OPXV. No entanto, ela
deve ser complementada por outras abordagens, como a deteccdo molecular, parafornecer uma
caracterizacd0 mais detalhada das espécies envolvidas e apoiar estratégias mais eficazes de
vigilancia e controle.

Adicionamente, como citado anteriormente, 85,7% (12/14) dos casos positivos
ocorreram em PNHSs da espécie Callithrix kuhlii, todos capturados no ano de 2023, ainda na
Mata Atlantica. Importante destacar que, até onde se tem conhecimento, esta é a primeira vez
gue anticorpos anti-OPXV sdo detectados em amostras de PNHs dessa espécie. Esse achado
ressalta a relevancia de Callithrix kuhlii como potencial sentinela na vigilancia de virus
emergentes e sublinha a importancia de estudos continuos para entender a dinamica de

circulagcdo do OPXV em diferentes biomas e espécies.
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No bioma Cerrado, anticorpos anti-OPXV foram detectados em amostras de duas
espécies de PNHs: C. jacchus (1/14 - 7,1%) e C. penicillata (1/14 - 7,1%). Este € um achado
inédito de infeccao natural em C. jacchus (1/14 - 7,1%), umavez que, assim como em C. kuhlii,
€ aprimeiravez que amostra positiva dessa espécie sdo documentadas na literatura.

Por outro lado, a presenca de anticorpos anti-OPXV em C. penicillata no Cerrado ja
havia sido relatada em 2022, quando dois (4,5% - 2/44) exemplares dessa espécie foram
identificados como positivos, conforme descrito por Abreu et al. (2022). Esse novo registro
representa, portanto, a segunda ocorréncia documentada de casos positivos para OPXV em C.
penicillata nesse bioma, corroborando os achados anteriores e intrigando os pesquisadores para
entender qual o papel dos PNHs na transmissdo do virus, mas fortalecendo a hip6tese de que
essa espéecie pode atuar como um possivel hospedeiro acidental. O estudo aponta a distanciade
um caso para o outro, separados por 505 km em linha reta, 0 que sugere que interacéo
VACV/OPXV- Callithrix € ampla no territorio. O resultado obtido nesse estudo, de mais um
C. penicillata positivo corrobora essa afirmagéo.

A recorréncia de deteccOes em C. penicillata, mesmo que poucas, sugere a necessidade
de estudos adicionais paraavaliar o papel dessa espécie ha manutencao e transmissao do OPXV
no Cerrado.

Quanto as os PNHSs capturados na Caatinga, ndo houve nenhuma amostra positiva para
anticorpos anti-OPXV. Embora o nimero de municipios amostrados nesse bioma tenha sido
mais limitado em comparacd0 aos outros, esses resultados negativos ndo devem ser
interpretados como uma ausénciade risco. A baixa representatividade de amostras pode limitar
adeteccdo, e a auséncia de casos registrados ndo exclui a existéncia do virus no bioma.

Espécies como C. jacchus e C. penicillata, documentadas neste estudo com anticorpos
anti-OPXV no bioma Cerrado, transitam e habitam também a Caatinga (Rylands et al., 2000),
0 que potencializa a possibilidade de circulacdo viral, especialmente em areas de contato entre
diferentes regides ecol gi cas, além disso, conforme Rylands et al. (1988) e Mendes (1997), por
conta da vasta distribuicdo geogréfica dos Callithrix, existem regides de sobreposicéo, onde
diferentes espécies do género se encontram, deixando eminente o risco de hibridizagdo entre
essas espécies, 0 que foi percebido neste estudo, visto que animais hibridos também foram
capturados e amostrados.

Portanto, é essencial que avigilancia seja continua e ampliadana Caatinga, e nosdemais
biomas, incluindo mais municipios e esforgos de captura de outras espécies de primatas, para

garantir uma avaliagdo mais robusta da circulagdo de OPXV e sua possivel introducdo ou
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manutencdo nesse bioma. A atengdo continua é crucial para detectar precocemente eventuais
ZOONOSes e prevenir surtos que poderiam impactar tanto a fauna silvestre quanto a salde

publica.

7 CONCLUSAO

A amostragem de Primatas N&o-Humanos (PNHs) nos biomas Caatinga, Cerrado e Mata
Atléantica da Bahia, contribuiu para a compreensdo da circulagdo de OPXV em populactes de
PNHSs, que possui distribuicdo amplano estado, com maior taxa de detecgdo na Mata Atlantica
e em C. khulii.

A distribuicéo dos casos positivos entre machos e fémeas, exclusivamente em adultos,
sugere uma interacdo mais intensa desses individuos com o ambiente ou maior exposicao ao
virus, apontando para a necessidade de investigagdes adicionais.

Os PNHSs provenientes de zonas rurais com presenca de bovinos estdo potencialmente
mais expostos a0 VACV, possivelmente devido ao compartilhamento de habitat e a interacéo
indireta com vacas infectadas.

Nos ambientes urbanos e periurbanos, onde ndo ha contato direto com bovinos, a
infeccBo pode estar mais relacionada a outros reservatérios potenciais, como roedores
sinantropicos, animais domeésticos e fragmentos ambientais contaminados. A fragmentacéo do
habitat e a maior densidade populacional humana nesses locais podem influenciar a dindmica
detransmiss&o viral, aumentando a possi bilidade de contato entre primatas e outros hospedeiros
do patégeno.

Os resultados reforcam o papel dos PNHs como sentinelas de zoonoses emergentes,
evidenciando a importancia do monitoramento continuo na interface fauna silvestre-humana.
Este estudo, ao estabelecer a circulacdo de OPXV em PNHSs, contribui para estratégias de
vigilancia ativa e medidas preventivas contra possiveis surtos zoonéticos, aém de ampliar o
conhecimento sobre a dindmica ecoldgica e epidemiolbgica desses virus em areas tropicais

brasileiras.

8 CONSIDERACOESFINAIS
Este estudo revelou a circulagdo de Orthopoxvirus (OPXV) em primatas ndo-humanos
(PNHs) nos biomas Cerrado e Mata Atlantica, com deteccéo de anticorpos em Callithrix
jacchus, Callithrix kuhlii e Callithrix penicillata, evidenciando a exposi¢ao desses animais ao

virus. A andlise espacia indicou casos positivos em ambientes urbanos, periurbanos e rurais,
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destacando que a proximidade com bovinos nas zonas rurais pode representar um fator de risco
adicional, dado o papel amplificador desses animais natransmisséo do Vacciniavirus (VACV)
no Brasil.

A crescente interface entre areas naturais e antropicas aumenta a probabilidade de
eventos zoonoticos, especialmente diante do recente aumento dos casos de Monkeypox
(MPOX) no Brasil. Assim, a vigilancia ativa em PNHs se mostra essencia para monitorar a
circulacéo viral e antecipar possiveis surtos.

Além disso, este estudo reforca a importancia da padronizagéo de técnicas de captura,
com 0 uso de armadilhas Tomahawk e dardos anestésicos, garantindo a coleta segura de
amostras biolégicas. Os achados fornecem subsidios para futuras pesquisas e estratégias de
conservacao, contribuindo para o entendimento da dinamica da transmisséo de OPXV e seus
impactos na salde animal e humana.
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