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Avaliagédo do risco de zoonoses emergentes, derivadas da invasao biolégica de Sus
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Introducédo

Dados da U.S. Agency for International Development (USAID) apontam que
desde o inicio do século 21, aproximadamente 75% de todas as doencas emergentes
ou reemergentes que afetam humanos sdo zoonoses, a exemplo disso a COVID-19 que
vem afetando drasticamente o mundo no ano de 2020. Dentre os principais fatores que
afetam a emergéncia, ou reemergéncia, de zoonoses estdo: a interacdo com animais
silvestres, tanto por parte dos animais domésticos, quanto por contato direto com o ser
humano; e a adaptacao dos patégenos a novas espécies hospedeiras Hegel et al.
(2019) (ZANELLA, 2016). Muitos desses patdgenos encontram na fauna silvestre
espécies que sirvam de reservatorios, podendo emergir por desequilibrio de fatores
ambientais.

Nos ultimos anos, a invasao do Norte do Parana por populagdes ferais de javalis
(Sus scrofa Linnaeus 1758), e seus descendentes hibridos os javaporcos, tem
representados um forte desequilibrio ambiental (SALVADOR, 2017). A espécie,
eurasiana, se adaptou rapidamente ao clima da regido, e na auséncia de predadores
efetivos no controle populacional, tem causado sérios danos ao meio ambiente,
afetando a fragmentos florestais e Unidades de Conservacgéo, prejudicando lavouras,
interferindo na pecuaria suina e bovina (Rosa; Hegel (2019); HEGEL et al. (2019)), além
de representar um imenso risco a saude humana, por apresentar forte interacado com
morcegos hematofagos (HERNANDEZ-PEREZ et al. (2019), que por possuirem
predilecéo pelo sangue de suinos e de outros animais domeésticos (BOBROWIEC et al.
(2015); LEMES & GRIBEL, 2015), podem encontrar na farta fonte de alimento uma
oportunidade para rapido crescimento populacional.

O javali jA € um considerado uma espécie invasora na América do Sul desde os
anos 90, e tem sido foco de estudos que visam avaliar seu potencial de servir como
reservatorio e dispersor de diversas zoonoses. O contato com javalis infectados, de
modo indireto por intera¢cdo com animais domesticos (JORI et al. (2016), ou direto como
nos casos de ataques a humanos (CHRISTY WYCKOFF et al., (2009); OLIVEIRA
(2012)), ou ainda consumo de carne infectada, expdem humanos e outros animais a
doencgas como brucelose, salmonelose, toxoplasmose, tuberculose, enteropatdogenos,
dentre outras zoonoses bacterianas, parasitarias ou virais (Carvalho-souza; Browne-
ribeiro (2010); SEWARD et al. (2004)).

O Parana é considerado livre da raiva canina desde 2005, sem registro de 6bitos
em humanos por causa dessa doenga a mais de 30 anos. Apesar disso, nos ultimos
anos, estados vizinhos como Santa Catarina e S&o Paulo registraram mortes pela
doenca. O Ultimo caso registrado para o Brasil ocorreu no estado do Rio de Janeiro,
levando a 6bito um adolescente de 14 anos, contaminado por um morcego com a
variante 3 do virus (PEDROSA et al. (2015). Os dados a respeito de outros grupos
animais ja sdo mais alarmantes, o Parand registrou no ano de 2019, mais de 2.300
animais afetados por pelo menos 6 das 119 zoonoses de registro obrigatorio, de
categorias 1, 2 e 3, listadas na Instrucdo Normativa MAPA n°® 50/2013, desses 131 casos
foram diagnosticados como raiva, englobando bovinos, equinos, felinos e outros animais
silvestres, como os morcegos PEREIRA et al. (2016).

Justificativa

A presenca constante dessas zoonoses no Parana e o risco de emergéncia e
reemergéncia dos patdgenos, estimulada pela invasdo territorial e crescimento
populacional descontrolado de S. scrofa, reforcam a necessidade e a celeridade na
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implementacdo de estudos e nlcleos de pesquisas que visem 0 monitoramento
constante dessas doencas na fauna silvestre. Estabelecendo assim, bancos de
informac0des regionais que sirvam de alerta e suporte para a implementacao de politicas
publicas, que atuem de modo efetivo ha contencdo de possiveis epidemias provocadas
por zoonoses.
Objetivos
Diagnosticar a presenca de zoonoses ha populacdo de S. scrofa do Parque Estadual
Mata Sao Francisco, e avaliar possibilidade desses animais atuarem como dispersores
dessas doencas, diretamente ou indiretamente, por contato com outros animais,
principalmente morcegos hematéfagos. E assim, propor estratégias que auxiliem no
monitoramento dos agentes patogénicos, bem como planos de manejo visando o
controle populacional do javali e dos morcegos.

Objetivos especificos

Avaliar se o risco de disseminacdo da raiva, e outras zoonoses, pelos morcegos
hemato6fagos a partir PEMSF

Capturar e identificar morcegos hematéfagos na area do Parque

Construir quatro jaulas currais modelo pampa, indicadas pelo ICMBIio para a captura
dos javalis

Criar um banco de dados de sequéncias gendmicas para Lyssavirus, possibilitando
estratégias, para avaliar se em possiveis futuros casos de raiva na regido da 182
Regional de Saude do Paran4, o virus se originou de reservatorio do PEMSF
Determinar o tamanho da populacéo de javalis no PEMSF, utilizando cameras trap
Diagnosticar a presenca de helmintos gastrintestinais e pulmonares, e infecgdes por
Cryptosporidium e Giardia nos individuos coletados de S. scrofa

Identificar a presenca do virus da raiva (RABV) nos javalis e morcegos capturados
Propor solugdes para manejo da populacao de javalis que visem minimizar os impactos
ao meio ambiente, agricultura, pecudria e saude publica

Material e métodos

A abundancia de Sus scrofa no Parque Estadual Mata Sao Francisco (PEMSF),
Parand, sera avaliada com auxilio de 9 cameras trap (MAGALHAES (2011). Em frente
as armadilhas fotogréaficas, serdo utilizadas iscas para atrair os javalis. Para
determinacéo da abundancia relativa ser& calculado, para cada local de amostragem, a
frequéncia de registro: razao entre 0 numero de registros de cada individuo e o total de
dias de funcionamento das armadilhas fotograficas, multiplicado por 100 [(reg/cameras-
dia)*100]. Registros realizados em menos de uma hora serdo considerados um Unico
registro evitando pseudorréplica. A disposicdo e a configuracdo das cameras trap
seguira Keuling et al. (2018). Os dados serao analisados utilizando o software estatistico
RStudio através do package camtrapR ..

Para coleta dos javalis serdo construidas 4 armadilhnas modulares. Redes de
neblinas, para coleta dos morcegos hemato6fagos, serdo fixadas nos cinco quadrantes
de maior atividade alimentar dos javalis. As redes serdo mantidas abertas por um
periodo de seis horas ap06s o por do sol, com inspe¢des a cada 15 minutos. Todos 0s
animais serdo manuseados, com a supervisdo de um médico veterinario, de acordo com
os procedimentos descritos por Sikes; Gannon (2011). Os animais capturados serao
eutanasiados de acordo com a portaria interministerial n°® 232, de 28 de junho de 2017
do Ministério do Meio Ambiente.
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As amostras de sangue serao colhidas por meio de puncédo venal e armazenadas
em tubos Vacutainer® com EDTA-K3. Seré feito um esfregago sanguineo, fixados em
metanol e corados com Giemsa para verificacdo de presenca de hemoparasitas.

As amostras de fezes do conteldo intestinal serdo conservadas sob-refrigeracao
em solucéo de dicromato de potassio 5% até a analise. Informacbes sobre sexo, faixa
etéria (jJovem/adulto), peso aproximado, status fisiol6gico das fémeas (prenhes positiva),
escore corporal e estado de saude geral serdo anotadas para futura avaliacdo dos
fatores de risco as infec¢des parasitarias encontradas. A busca de helmintos
gastrointestinais e oocistos de Cryptosporidium seguird a metodologia descrita por
Sheather (1923), e a sedimentagdo espontanea. Para busca de helmintos pulmonares,
as amostras serdo submetidas a técnica de Baerman modificada e para busca de cistos
de Giardia, submetidas a técnica de Faust.

Uma aliquota de cada amostra sera submetida a extragdo do DNA por meio de
Kit comercial NucleoSpin Tissue® (Macherey-Nagel) seguindo o protocolo do fabricante,
para diagndstico molecular da presenca de Cryptosporidium e Giardia. Para deteccao
de Cryptosporidium spp. um fragmento do gene 18S rRNA serd amplificado por reacao
de nested-PCR, com iniciadores descritos por Liu et al. (2013). E para deteccdo de
Giardia spp., um fragmento do gene TPI sera amplificado também por nested PCR
(Sulaiman et al., 2003). Os produtos serao submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5%, corados com SYbR Safe® e fotodocumentados.

Para deteccdo do virus da raiva (Rabies virus/RABV), o RNA sera extraido
utilizando 30 mg de tecido (encéfalo) com auxilio de TRIzolTM (Invitrogen; Thermo
Fisher Scientific) e PureLinkTM RNA mini-kit (Ambion; Thermo Fisher Scientific) e
armazenado em -80 °C. O cDNA dos genes N e G sera obtido com auxilio do OneStep
RT-PCR Kit (Qiagen) usando os primers descritos por Kamolvarin et al. (1993) e Hyun
et al. (2005). As amostras serdo sequenciadas por metodologia Sanger, e as sequéncias
serdo analisadas no software Sequencher 5.4.6 (Gene Codes), submetidas ao Blast
(Altschul et al., 1990) e depositadas no GenBank (NCBI). Analises filogenéticas serao
realizadas no software MEGA X (Kumar et al., 2018), a fim de determinar similaridades
que possam ser utilizadas para identificar regionalmente as linhagens virais.

ORCAMENTO

RESUMO TOTAL

Valor Porcentagem (sobre o valor
solicitado)

Corrente: R$ 114.061,00

Capital: R$ 31.150,00
Contrapartida: R$ 0,00 0.00

Total: R$ 145.211,00

* RESUMO POR ELEMENTO

Elemento Solicitado Contrapartida Total Porcentagem
Despesas Corrente

AUXILIO FINANCEIRO A
ESTUDANTES - AUXILIOS
PARA DESENV. DE
ESTUDOS E PESQUISAS:
R$ 14.400,00 -- R$ 14.400,00
DIARIAS - PESSOAL CIVIL -
DIARIAS NO PAIS:

R$ 11.160,00 -- R$ 11.160,00
MATERIAL DE CONSUMO -
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OUTROS MATERIAIS DE
CONSUMO:
R$ 63.201,00 -- R$ 63.201,00
OUTROS SERVICOS DE
TERCEIROS - PESSOA
JURIDICA:
R$ 21.300,00 -- R$ 21.300,00
OUTROS SERVICOS DE
TERCEIROS - PESSOA
JURIDICA - AQUISIQAO DE
SOFTWARES DE
APLICAQAO:
R$ 4.000,00 -- R$ 4.000,00
Despesas Capital
EQUIPAMENTOS E
MATERIAL PERMANENTE -
OUTROS MATERIAIS
PERMANENTES:
R$ 31.150,00 -- R$ 31.150,00

Total: R$ 145.211,00 R$ 0,00 R$ 145.211,00

CRONOGRAMA DE ETAPAS (depende da liberacdo do orcamento pela Fundacao
Araucaria)

+ DURACAO EM MESES: 18

* ETAPA 1 inicio més 1 término més 6

Determinacdo da abundancia de Sus scrofa no PEMSF e dos locais para montagem das
armadilhas.

Descricao

Posicionamento das cameras trap, determinacdo das abundéancias relativas dos javalis
dentro do PEMSF. Levantamento das areas de maior consumo de alimento para
montagem das armadilhas modulares e redes de neblina. Aquisicdo dos equipamentos
e construcdo dos mdédulos das armadilhas.

ETAPA 2

Titulo Inicio més 6 Fim més 13

Coleta de Material Biolégico

Descricdo

Instalacdo das armadilhas para javali, e das redes de neblina para morcegos nos 4
primeiros meses. Coleta e processamentos dos materiais, incluindo todas as analises
moleculares e de sequenciamento.

ETAPA 3

Titulo Inicio més 10 Fim més 18

Avaliacdo do Dados e Publicacdo dos Resultados

Descricdo

Nesta etapa sera realizada toda avaliagcdo dos resultados, tanto qualitativamente quanto
quantitativamente. Com base nos dados amostrais seréo criados materiais didaticos, de
conscientizacao, cartilhas e manuais de manejo do javali e enfrentamento das zoonoses
encontradas. Bem como documentos que auxiliem no direcionamento de politicas
publicas e de educacdo ambiental nos municipios englobados pela 182 Regional de
Saude do Parana.
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