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Resumo

A fauna selvagem esta exposta a diversas ameagas causadas por perturbagdes antrépicas
e ecoldgicas, impactando diretamente na conservacdo de espécies. Dentre as ameacas
listadas, destaca-se o atropelamento e doencas infecciosas. Diversos agentes patogénicos
tipicos de animais domésticos podem acometer os selvagens e a aproximagao entre estas
espécies favorece a transmissao, principalmente entre grupos taxonémicos evolutivamente
proximos, como os membros da familia Canidae e Felidae. O virus da cinomose canina
(CDV) e o protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1) sdo velhos e importantes conhecidos de
carnivoros domeésticos emergindo como ameaca importante aos selvagens ameagados,
devido a alta mortalidade e redug¢ao da rotatividade populacional. Este estudo foi dividido
em dois capitulos. O Capitulo 1 traz um referencial tedrico acerca das ameacgas a
conservacgao da fauna selvagem e aspectos relevantes sobre o CDV e CPPV-1. O Capitulo
2 consiste em uma pesquisa destes patdgenos em amostras biolégicas de espécies
selvagens de vida livre representantes das familias Aotidae, Canidae, Dasypodidae,
Felidae, Mephitidae, Mustelidae, Procyonidae e Tapiridae, vitimas de colisbes veiculares no
estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. O CPPV-1 foi detectado no baco de um
cachorro-vinagre (Speothos venaticus) e de um gato-mourisco (Puma yagouaround),
enquanto que RNA de CDV foi detectado no figado de um P. yagouaroundi. A identificacao
do DNA e RNA viral de CPPV-1 e CDV em amostras biologicas de duas espécies selvagens
ameacgadas de extingdo e pouco estudadas, vitimas de colisdes veiculares, contribui para o
conhecimento dos patdégenos que estao circulando em populag¢des selvagens de vida livre.

Palavras-chave: Conservagao; Parvoviridae; Paramyxoviridae



Abstract

The wild fauna is exposed to several threats caused by anthropic and ecological
disturbances, directly impacting the conservation of species. Among the threats listed, we
highlight roadkill and infectious diseases. Several pathogenic agents typical of domestic
animals can affect wild animals and the proximity between these species favors
transmission, especially between evolutionarily close taxonomic groups, such as members
of the Canidae and Felidae families. Canine distemper virus (CDV) and carnivorous
protoparvovirus 1 (CPPV-1) are old and important known from domestic carnivores emerging
as a major threat to endangered wilds, due to high mortality and reduced population
turnover. This study was divided into two chapters. Chapter 1 provides a theoretical
framework about threats to wildlife conservation and relevant aspects of CDV and CPPV-1.
Chapter 2 consists of a survey of these pathogens in biological samples of wild free-living
species representing the families Aotidae, Canidae, Dasypodidae, Felidae, Mephitidae,
Mustelidae, Procyonidae and Tapiridae, victims of vehicular collisions in the state of Mato
Grosso do Sul, Brazil. CPPV-1 was detected in the spleen of a bush dog (Speothos
venaticus) and a jaguarundi (Puma yagouaroundi), while CDV RNA was detected in the
liver of a P. yagouaroundi. The identification of CPPV-1 and CDV viral DNA and RNA in
biological samples of two endangered and poorly studied wild species, victims of vehicular
collisions, contributes to the knowledge of pathogens that are circulating in wild free-living
populations.

Key-words: Conservation; Parvoviridae; Paramyxoviridae
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1 INTRODUGAO

Diversas ameacgas a fauna selvagem s&o conhecidas e, em sua maioria, causadas
por atividades antrépicas, como destruicdo e fragmentacdo de habitats, atropelamentos e
caca (DEEM et al.,, 2001). No entanto, patdégenos virais, que estdo em evidéncia como
potenciais ameagas a saude publica, também sao apontados como relevantes a
conservagao de animais selvagens e podem contribuir significativamente para a inclusao de
espécies na lista da fauna ameacada de extingdo (FENG et al., 2016; SEIMON et al.,
2013). Estudos publicados sobre deteccdo molecular de patégenos virais em espécies
selvagens sdo escassos e, em sua maioria, se restringem a pesquisa em animais de

cativeiro.

O contato cada vez mais frequente entre a fauna selvagem e animais domésticos,
bem como a proximidade filogenética entre representantes destes grupos, podem contribuir
para o compartilhamento de patégenos entre espécies domésticas e selvagens intimamente
relacionadas (BROOKS & MCLENNAN, 1991). Diversos virus de animais domésticos
apresentam um amplo espectro de hospedeiros susceptiveis, capacidade de
compartilhamento e encontram-se em processo de expansao devido ao descobrimento de
novas espécies ou de novas variantes virais (PARRISH & KAWAOKA, 2005), a exemplo dos

membros das familias Parvoviridae e Paramyxoviridae.

O protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1, Carnivore protoparvovirus 1) [familia
Parvoviridae] abrange um grupo de espécies anteriormente consideradas distintas: virus da
enterite do visdo (MEV, Mink enteritis virus), parvovirus do guaxinim (RPV, Raccoon
parvovirus), parvovirus felino (FPV, Feline parvovirus) e parvovirus canino (CPV, Canine
parvovirus) (COTMORE et al., 2013). E um patégeno importante na transposicéo da barreira
de hospedeiro, ja que o parvovirus canino é considerado uma variante do parvovirus felino

que adquiriu a capacidade de replicagdo em caes apds a passagem em um hospedeiro
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carnivoro selvagem (IKEDA et al., 2000; HOELZER & PARRISH, 2010; PARRISH &
KAWAOKA, 2005; STEINEL et al., 2001; TRUYEN et al.,, 1998). A alta capacidade de
mutacdo do virus promoveu o surgimento de novas variantes antigénicas/genéticas
conhecidas como 2a, 2b e 2c, que recuperaram a capacidade de infectar felinos e
comecgaram a representar uma ameaca para espécies nao canideas (BUONAVOGLIA et al.,

2001; IKEDA et al., 2000; SHACKELTON et al., 2005; TRUYEN et al., 1996).

Os paramixovirus representam uma familia viral diversa com amplo espectro de
hospedeiros e inumeras descricbes em registros histéricos de epidemias em humanos e
animais (UHL et al., 2019). Dentre os representantes desta familia, destaca-se o virus da
cinomose canina (CDV, Canine distemper virus) como importante patégeno de caes, com
grande potencial de infectar uma variedade de espécies selvagens (HARDER &
OSTERHAUS, 1997; MARTINEZ-GUITIERREZ & RUIZ-SAENZ, 2016; WILKINSON et al.,
2014) e associado diretamente ao declinio populacional de espécies ameagadas (FENG et

al., 2016; MARTINEZ-GUTIERREZ & RUIZ-SAENZ, 2016; TERIO et al., 2013).

Dessa forma, a pesquisa de patdégenos virais em espécies selvagens é
imprescindivel como estratégia de conservagdo da biodiversidade (FENG et al., 2016;
FILONI et al., 2006; SEIMON et al., 2013). No entanto, o diagndstico é dificil devido aos
desafios associados a obtenc&do, armazenamento e transporte de amostras em campo
(LOOTS et al., 2017). As espécies selvagens que sao vitimas cada vez mais frequentes de
colisbes veiculares, com altas taxas de mortalidade, podem fornecer importantes amostras
biolégicas para detecgao e caracterizacdo molecular de patégenos que estdo circulando na
populagao, visto que individuos infectados tornam-se mais suscetiveis a atropelamentos

(SCHWARTZ et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

Realizar a investigacdo da ocorréncia e a caracterizagdo génica do virus da
cinomose (CDV) e do protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1) em amostras de mamiferos

silvestres de vida livre mortos por atropelamento.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ameacgas a conservagao da fauna selvagem

A avaliacdo mais representante do estado de conservagdo da biodiversidade € a
Lista Vermelha de Espécies Ameacadas, estabelecida pela Unido Internacional para a
Conservagdo da Natureza (IUCN, International Union for Conservation of Nature), que
classifica diversos grupos taxonémicos em nove categorias definidas: ndo avaliada (NE, not
evaluated), dados insuficientes (DD, data deficient), menos preocupante (LC, least concern),
quase ameacada (NT, near threatened), vulneravel (VU, vulnerable), em perigo (EN
endangered), criticamente em perigo (CR, critically endangered), extinta na natureza (EW,
extinct in the wild) e extinta (EX, extinct) (IUCN 2019). Além da IUCN, o Instituto Chico
Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente
(MMA) também avalia nacional e regionalmente o risco de extingdo da fauna (Fig.1). A
categoria da ameacga das espécies do presente estudo de acordo com as duas listas esta

representada na Tabela 1.
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Figura 1. Categorias de ameaca da fauna silvestre estabelecida pela Unido Internacional

para a Conservacao da Natureza (IUCN). Fonte: adaptado de IUCN (2001).
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Tabela 1 - Categoria de ameaca global (IUCN) e regional (ICMBio-MMA) de espécies da fauna silvestre brasileira avaliadas neste

estudo.

Nome popular

Aotus azarae
Aotus nigriceps

Macaco-da-noite-de-pescogo-vermelho

Azara's night Monkey.

Cabassous unicinctus
Tatu-de-rabo-mole

Southern naked-tailed armadillo

Categoria de ameaga (IUCN)

Pouco preocupante (LC) '?

Pouco preocupante (LC)?®

Categoria de ameaga (ICMBio-MMA)

Dados insuficientes (DD) 2*

Espirito Santo: Dados insuficientes
(DD)*

Rio de Janeiro: Presumivelmente
ameacgada (PA)®

Minas Gerais: Pouco preocupante

(LC)°



Chrysocyon brachyurus Quase ameagado (NT)’

Lobo-guara

Maned Wolf

Conepatus semistriatus = Pouco preocupante (LC)"

Jaritataca

Skunk

19

Minas Gerais, Sao Paulo e Parana:

Vulneravel (VU)?

Rio Grande do Sul: Criticamente em

perigo (CR)®

Sao Paulo: Dados insuficientes (DD)"

Espirito Santo: Dados insuficientes

(DD)12



Dasypus novemcinctus Pouco preocupante (LC) e

Tatu-galinha populacéo estavel

Nine-banded armadillo

Eira barbara Pouco preocupante (LC) e

Irara  populacdo em declinio™

Tayra, greyheaded tayra

Euphractus sexcinctus Pouco preocupante (LC) e

Tatu-peba populacdo estavel’™

Six-banded armadillo

20

Sao Paulo: Pouco preocupante (LC)"

Sao Paulo: Pouco preocupante (LC)"

Rio Grande do Sul: Vulneravel (VU)°

Minas Gerais e Sao Paulo: Pouco

preocupante (LC)'®"



Leopardus pardalis Pouco preocupante (LC) e
Jaguatirica populagdo em declinio'

Ocelot

Lontra longicaudis Quase ameacada (NT) e

Lontra populagdo em declinio®

Otter

21

Minas Gerais: Criticamente em perigo

(CR)18

Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Parana e Rio Grande do Sul:

Vulneravel (VU)% 11219

Mata Atlantica: Vulneravel (VU)?'
Cerrado: Quase ameagada (NT)?'
Amazénia e Pampas: Menos
preocupante (LC)?'

Pantanal: Dados insuficientes (DD)*'



Lycalopex vetulus Quase ameagada (NT) e

Raposa-do-campo  populagédo em declinio?

Hoary Fox

Myrmecophaga tridactyla Vulneravel e populagdo em

Tamandua-bandeira declinio?

Giant Anteater

22

Sao Paulo: Vulneravel (VU)*

Minas Gerais: Em perigo (EN)'®

Parana: Dados insuficientes (DD)"?

Espirito Santo: Regionalmente extinta
(REx)'?

Rio de Janeiro: Provavelmente extinta
(PE)*®

Minas Gerais e Sédo Paulo: Vulneravel
(VU)

Parana e Rio Grande do Sul:

Criticamente em perigo (CR)'®:°



Nasua nasua

Quati

South American Coati

Puma yagouaroundi
Gato-mourisco

Jaguarundi

Quase ameacado (NT) e

populagéo em declinio®

Pouco preocupante (LC) e

populagéo em declinio?

23

Rio Grande Sul: Vulneravel (VU)?

Rio Grande do Sul: Vulneravel (VU)®

Sao Paulo: Menos preocupante (LC)"
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Priodontes maximus Vulneravel (VU) e populacéo Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sao
Tatu-canastra em declinio® Paulo: Criticamente em perigo (CR)
Giant armadillo 12, 25, 11

Minas Gerais: Em perigo (EN)'™

Speothos venaticus Quase ameacado (NT) e Amazénia e Pantanal: Vulneravel

Cachorro-vinagre populagdo em declinio® (VU)

Bush Dog

Cerrado: Em perigo (EN)

Mata Atlantica: Criticamente em

perigo (CR)*!
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Tapirus terrestris = Vulneravel (VU) e populacao Amazénia: Menos preocupante (LC)
Anta em declinio® Mata Atlantica e Cerrado: Em perigo
Tapir (EN)

Pantanal: Quase ameacgada (NT)

Caatinga: Regionalmente extinta

(REX)®

Fontes: 'Romero-Valenzuela et al. 2021a; 2Rimoli et al., 2015; *Romero-Valenzuela et al. 2021b; *Alves et al., 2015; *Anacleto et al., 2014a; *Anacleto et al, 2015; "Paula &
DeMatteo, 2015; 8Chiarello et al. 2008; °Fontana et al. 2003; "°Cuardn et al., 2016; ""Bressan et al., 2009; ?Passamani & Mendes, 2007; "*Loughry et al., 2014; "“Helgen et al.,
2016; "SAbba et al., 2014; "*Silva et al., 2015; ""Paviolo et al, 2015; ®Machado et al. 1998; "*Mikich & Bérnils 2004; 2°Rheingantz et al., 2021; ?'Rodrigues et al., 2013; 22Lemos
et al., 2020; ZLemos & Azevedo 2009; 2* Miranda et al, 2014; #Bergallo et al., 2000; 2Emmons & Helgen, 2016; ?’Caso et al., 2015; #Marques et al., 2002; ®Anacleto et al.,
2014b; ®*DeMatteo et al., 2011; 3'Jorge et al., 2013; %Varela et al., 2019; *Medici et al., 2010; llustragdes: Isabela Lima Bustamante
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Das 17 espécies listadas, apenas quatro sdo consideradas pela IUCN como
espécies de menor preocupacao (LC) com populacdes estaveis (LOUGHRY et al., 2014;
ABBA et al., 2014; CUARON et al., 2016; ROMERO-VALENZUELA et al., 2021a; 2021b).
Trés espécies, incluindo o gato-mourisco, sédo classificadas como de menor preocupacéo,
embora as populacdes estejam em declinio (CASO et al., 2015; CUARON et al., 2016;
PAVIOLO et al, 2015). As demais espécies estao classificadas em algum grau de ameaca,
como o cachorro-vinagre, considerado quase ameagado com populagbes em declinio

(DEMATTEO et al., 2011; PAULA & DEMATTEO, 2015; LEMOS et al., 2020).

O cachorro-vinagre, embora considerado como quase ameagado pela IUCN, é
classificado em um grau maior de ameacga pelo ICMBio-MMA, como vulneravel (VU) na
Amazénia e no Pantanal (JORGE et al., 2013), embora no bioma Cerrado, devido a alta
mortalidade observada em decorréncia de doencas e abate por cdes domésticos e
humanos, a espécie foi considerada em perigo (EN) e criticamente em perigo (CR) na Mata
Atlantica, devido a presenca de apenas duas subpopulagdes da espécie no bioma, com

apenas 50 individuos adultos cada (JORGE et al., 2013).

O gato-mourisco, apesar de considerado como de menor preocupacao pela IUCN, é
classificado como vulneravel pelo ICMBio-MMA, devido a ocorréncia da espécie em baixas
densidades populacionais no Brasil, com constante declinio e baixa ocupagdo em areas
fragmentadas (ALMEIDA et al., 2013), destacando-se a perda e fragmentacdo de habitat
pela expansdo agricola como principal ameacga da espécie, resultando em uma estimativa
de declinio populacional de pelo menos 10% nas proximas trés geragdes (ALMEIDA et al.,
2013). A caga, cultural ou retaliatoria, em decorréncia de conflitos com proprietarios rurais,
também representa ameaca relevante a espécie (MICHALSKI & PERES, 2005), assim

como atropelamentos e queimadas em suas areas de ocorréncia (SANTOS et al., 2004).

As doencgas infecciosas foram listadas como ameacas a conservagao de 746

espécies de mamiferos (IUCN, 2019). As familias Canidae (26,7% de 30 espécies) e
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Felidae (8,3% de 36 espécies) foram apontadas como mais frequentemente ameagadas por
patdgenos, dentro dos grupos taxondmicos selvagens, destacando-se os canideos raposa,
lobo-guara e cachorro-vinagre (PEDERSEN et al. 2007). Outras familias também foram
listadas, como os mustelideos, primatas e ungulados (IUCN, 2019). Além de espécies
selvagens, os principais grupos de animais domésticos, incluindo caninos, felinos,
ruminantes e suinos, também sdo considerados espécies ameagadas por patdgenos

(BROOKS & MCLENNAN, 1991).

As relagdes filogenéticas proximas com mamiferos domeésticos, que sao
globalmente distribuidos e mantidos em altas densidades, podem intensificar o risco de
transmissdo entre espécies domésticas e espeécies selvagens relacionadas, visto que
patdbgenos sdo mais propensos a serem compartilhados ou saltarem entre espécies
hospedeiras intimamente relacionadas (BROOKS & MCLENNAN, 1991). Aproximadamente,
80% dos patdgenos de animais domésticos também podem infectar a fauna selvagem

(CLEAVELAND et al., 2001).

Diversos patégenos foram relacionados como ameacgas para mamiferos selvagens,
destacando-se os virus com maior ocorréncia (41%). Dentro do grupo de carnivoros
ameacados, os patégenos virais desempenharam papel ainda maior como potenciais
ameagas a conservagao, atingindo 56% de ocorréncia (PEDERSEN et al., 2007). Os virus
RNA compreendem mais de 70% dos virus identificados como causadores de declinios em

mamiferos selvagens (PEDERSEN et al., 2007).

Dentre os virus mais comumente relacionados aos carnivoros selvagens,
destacam-se o virus da cinomose canina e o parvovirus canino e felino (PEDERSEN et al.,
2007). Na América do Sul alguns estudos confirmaram a presenca destes patdégenos em
canideos (FIORELLO et al,. 2004; MARTINO et al.,, 2004; DEEM & EMMONS, 2005;
JORGE, 2008; MEGID et al.,, 2009, 2010) e felideos selvagens (FILONI et al., 2006;

JORGE, 2008; FILONI et al. 2011). As caracteristicas ecoldgicas dos carnivoros, incluindo
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comportamento de forrageamento, contatos sociais proximos e comunicacdo olfativa os
tornam particularmente suscetiveis a doengas relacionadas (WOODROFFE et al., 2004).
Dessa forma, a compreensao da epidemiologia destes patdgenos em espécies selvagens é
de grande importancia do ponto de vista da conservagao (FENG et al., 2016; SEIMON et al.,

2013).

As formas de amostragem passivas sdo cruciais para espécies selvagens e
amostras de baco coletadas de carcacas de animais atropelados tém um grande potencial
para tal finalidade, por possuir altas cargas virais (ALLISON et al., 2013; DECARO et al.,
2007). Além disso, estudos demonstram que animais silvestres infectados por patégenos
sdo mais vulneraveis a colisdes veiculares em comparagdo com animais higidos, como
demonstrado em espécies de cervideos e dembnios da Tasménia (JONES, 2000; KRUMM
et al. 2005). Portanto, a monitoragao de espécies atropeladas auxilia na compreenséao da
dindmica de patdgenos infecciosos além de identificar novas variantes de patégenos (PYE

et al., 2016).

3.2 Familia Paramyxoviridae

3.2.1 Taxonomia

A familia Paramyxoviridae (ordem Mononegavirales) atualmente esta dividida em
duas subfamilias principais: a Pneumovirinae e a Paramyxovirinae, que possuem uma
amplo espectro de hospedeiros e compartiiham uma organizagcdo gendmica semelhante,
possuindo um genoma de 15.000-21.000 nucleotideos, com seis genes principais (RIMA et
al., 2019). Os membros Paramyxoviridae incluem os agentes causadores das doencas
humanas caxumba, sarampo e infecgdes do trato respiratério causados por parainfluenza e
metapneumovirus, bem como virus associados a doengas em animais, como virus da
doenga de Newcastle, virus da cinomose canina, virus da peste bovina, dentre outros

(AGUILAR et al., 2011).
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Atualmente, a familia Paramyxoviridae contém 78 espécies conhecidas, distribuidas
em quatro subfamilias distintas, sendo a maior a subfamilia Orthoparamyxovirinae, que
agrupa oito géneros, incluindo o Morbillivirus (RIMA et al., 2019). As espécies de
morbilivirus descritas até o momento incluem morbilivirus de cetaceos (CeMV, Cetacean
morbillivirus) que infecta espécies de mamiferos aquaticos; virus do sarampo (MV, Measles
morbillivirus) que acomete diversas espécies de primatas; morbilivirus das focas (PDV,
Phocine distemper virus) que infecta pinipedes; morbilivirus de bovinos (RPV, Rinderpest
morbillivirus) que foi considerado erradicado e de pequenos rumimantes (PPRV, Small
ruminant morbillivirus) e o morbilivirus canino (CDV) que possui capacidade de infectar
uma ampla gama de hospedeiros (DE VRIES et al., 2015; SEKI et al, 2020; ZINZULA et al.,

2021).

3.2.2 Caracteristicas gerais

O virus é pleomérfico, com formas esféricas e filamentosas, com um tamanho entre
150-300 nandmetros (nm) de didmetro e contém um genoma composto por acido
ribonucleico de fita simples (ssRNA) e negativa com 15.690 nucleotideos (15,6 kb), que
codifica oito proteinas (DA FONTOURA BUDASZEWSKI et al., 2014; MACLACHLAN et al.,
2011). A estrutura do genoma do CDV inclui seis unidades de transcricdo: a proteina do
nucleocapsideo (N), fosfoproteina (P), polimerase viral (L), matriz (M) e as glicoproteinas
hemaglutinina (H) e proteina de fusdo (F), organizadas de forma linear, separadas por
regides intergénicas nao traduzidas (UTRs, intergenic untranslated regions) relativamente
uniformes em comprimento, com excec¢ao da UTR entre o gene que codifica a proteina M e

F [Fig. 2] (KOLAKOFSKY, 2016).
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Figura 2. Virion de CDV (Canine distemper virus) e organizagao do genoma. a Diagrama
esquematico da particula de CDV em corte transversal. N: nucleocapsideo, P: fosfoproteina,
M: proteina da matriz, F: proteina de fusédo, H: hemaglutinina, L: polimerase viral. b Mapa do
RNA genbémico (3' a 5') de CDV. Cada caixa representa um RNA mensageiro (MRNA)
codificado separadamente; multiplas regides de leitura aberta (ORFs, open reading frames)
distintas dentro de um unico mRNA sé&o indicadas em caixas sobrepostas em P. Fonte:

RENDON-MARIN et al., 2019.

Todas as proteinas possuem uma fungdo especifica relacionada ao ciclo e
replicagao viral, com a proteina N encapsulando o RNA genémico e servindo como molde
para a transcricao e replicagdo pela polimerase viral (L), juntamente com seu cofator, a
fosfoproteina (P). As proteinas N, P e L juntamente com o RNA viral compdem o complexo
ribonucleoproteina [RNP] (VON MESSLING et al., 2001). O envelope do CDV compreende
duas proteinas integrais de membrana, as proteinas de fusédo (F) e hemaglutinina (H) e, por

fim, uma proteina M associada a membrana, que contribui mediando o contato com o RNP,
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circundado pelo envelope viral durante todo o processo de brotamento na membrana da

célula hospedeira (DA FONTOURA BUDASZEWSKI & VON MESSLING, 2016).

Tal como ocorre com outros membros da familia Paramyxoviridae, a glicoproteina H
facilita a ligagdo do virus a membrana da célula hospedeira e a proteina F permite a fusao
viral e da membrana do hospedeiro, permitindo a entrada do RNP viral no citoplasma (VON
MESSLING et al.,, 2001). Dois receptores celulares foram descritos no reconhecimento
celular e entrada do virus na célula hospedeira: o SLAM (Signaling Lymphocyte Activation
Molecule ou CD150) nas células mononucleares do sangue periférico (VON MESSLING et
al., 2005) e a nectina-4 (PVRL4) nas células epiteliais, que também auxilia o virus a se
espalhar nas vias respiratérias (MUHLEBACH et al., 2011; PRATAKPIRIYA et al., 2012).
Com base na falta de deteccdo dos receptores SLAM ou nectina-4 nos astrocitos,
acredita-se que o CDV utilize um receptor alternativo para invadir essas células, embora

ainda nao tenha sido identificado (CHEN et al., 2011).

A nucleoproteina é a mais abundante proteina viral estrutural e possui fungdes
reguladoras como a transcricdo e replicacdo, bem como a encapsidagdo do genoma de
RNA em um nucleocapsideo RNase-resistente (STETTLER et al., 1995). Apesar da
nucleoproteina compor uma regido conservada do genoma, algumas variagdes do gene N
tém sido observadas nos isolados de CDV (CURRAN et al., 1993; PARKS et al., 1992) e a
regidao tem sido alvo de técnicas de detecgdo de CDV (FRISK et al., 1999; KIM et al., 2001;
JOZWIK & FRYMUS, 2005; SHIN et al., 2004) e estudos de epidemiologia molecular

(SCAGLIARINI et al., 2003; KEAWCHAROEN et al., 2005).

O gene que codifica a proteina H tornou-se o alvo mais adequado para investigar a
variabilidade e evolu¢do do CDV, por ser considerado altamente variavel, com até 11% de
divergéncia de nucleotideos entre as cepas e taxas de substituigdo entre 5,4x1074-1,8x107°

nucleotideos por sitio por ano, que possibilitou a realizagcao de estudos filogenéticos e de
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epidemiologia molecular (HUANG et al., 2015; POMEROY et al., 2008; RENDON-MARIN et

al., 2019; VON MESSLING et al., 2001).

3.2.3 Evolugao

Representantes importantes da familia Paramyxoviridae, como o virus do sarampo
humano (HMV), RPV de bovinos e virus da cinomose canina (CDV) estdo intimamente
relacionados e associados a epidemias por séculos e milénios (FLEMING et al., 1871 apud
STERNE et al., 1994). O surgimento destes patégenos foi associado ao desenvolvimento da
agricultura, com grandes popula¢gdes humanas e animais suscetiveis a manutencao dos
virus (KEELING & GRENFELL, 1997; PEARCE-DUVET, 2006). O virus do sarampo dizimou
populagbes indigenas nas Américas imediatamente apds contato com exploradores
europeus e as epidemias de peste bovina espalhadas da Asia para a Europa foram tdo
devastadoras que a primeira escola de medicina veterinaria foi criada em 1762 na Francga

para controlar a doenga (FLEMING et al., 1871 apud REFF et al., 1993).

O virus da cinomose canina foi relatado pela primeira vez no Equador e Peru na
década de 1730, embora a introducdo de caes europeus no Novo Mundo tenha ocorrido
décadas antes, em 1493 (ULLOA et al., 1748; ULLOA et al., 1772; FLEMING et al., 1871
apud KAPUSINSZKY et al., 2015). Andlises do genoma sugerem que o CDV surgiu no Novo
Mundo por adaptagdo de variantes europeias do virus do sarampo humano para caes. A
permutabilidade genética, numeros de aminoacidos, sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos, bem como os epitopos antigénicos de CDV, HMV, RPV e outros morbilivirus,
sdo altamente conservados, indicando que os virus compartiiham um uUnico ancestral

comum (DE VRIES et al., 2015; SIDHU et al., 1993; VON MESSLING et al., 2001).

No entanto, fatores como altas taxas de mutacdo, infecgdes continuas entre
espécies e mudancgas nas pressoes de selecdo devido ao uso de vacinas e as dindmicas
epidemiolégicas de HMV e CDV, estabeleceram inumeros gargalos populacionais que

dificultam a determinacao das relagoes evolutivas (KAPUSINSZKY et al., 2015; WERTHEIM
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& KOSAKOVSKY POND, 2011). Os mais recentes ancestrais das variantes de CDV
circulantes identificadas (PANZERA et al., 2015) surgiram no século 19 nos Estados Unidos,
embora evidéncias histéricas indicam que a cinomose existia na América do Sul do século
XVIII (FLEMING et al., 1871, ULLOA et al., 1748 , ULLOA et al., 1772 apud KAPUSINSZKY

et al., 2015; WERTHEIM & KOSAKOVSKY POND, 2011).

Estudos filogenéticos baseados na sequéncia completa do gene H de varias cepas
de CDV detectadas em uma variedade de regides geograficas em todo o mundo foram
realizados para inferir a diversidade genética do CDV, levando em consideragao que dentro
de cada gendtipo a divergéncia de nucleotideos deve ser menor que 5% (MOCHIZUKI et
al., 1999). Seguindo este critério, atualmente 17 gendtipos distintos foram descritos [Fig. 3]
(ANIS et al., 2018; BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1992; ESPINAL et al., 2014; HAAS et
al., 1997; HARDER et al., 1996; IWATSUKI et al., 2001; PANZERA et al., 2012; RILEY &
WILKES, 2015; NIKOLIN et al., 2016; ZHAO et al., 2010; RADTANAKATIKANON et al.,

2013).
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Figura 3. Arvore filogenética construida a partir do alinhamento de sequéncias completas
do gene H obtidas do GenBank, que representa todos os gendtipos atuais descritos do

CDV. Fonte: RENDON-MARIN et al. (2019).

Em felinos, um novo paramixovirus foi detectado pela primeira vez em 2012 em
gatos domésticos de Hong Kong, denominado de Feline morbillivirus 1 (FeMV-1) e foi
associado a nefrite tubulointersticial e doenga renal crénica (WOO et al., 2012). Desde
entdo, o material genético de FeMV-1 tém sido detectado mundialmente em gatos
domeésticos (DAROLD et al., 2016), felideos selvagens (NAMBULLI et al., 2016; PIEWBANG
et al., 2020), e em hospedeiros nao felideos (LAVORENTE et al., 2021). Um segundo
gendtipo, designado como FeMV-2, foi detectado em gatos domésticos da Alemanha,

apresentando apenas 71% de homologia com FeMV-1 (SIEG et al., 2019). Além disso,
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paramixovirus nao relacionados ao FeMV foram detectados em gatos domésticos e
designados como paramixovirus felino [FPaV] (LORUSSO et al., 2015; MCCALLUM et al.,
2018; SAKAGUCHI et al., 2019), demonstrando complexidade da familia Paramyxoviridae

mesmo em animais domésticos bastante estudados.

Recentemente, uma diversidade de novos membros da familia Paramyxoviridae,
como paramixovirus relacionados a morbilivirus (UMRVsS) novos e nédo classificados, tém
sido descritos em diversas espécies animais, principalmente morcegos e roedores,
hospedeiros de uma série de variantes de paramixovirus altamente divergentes,
evidenciando a circulacdo de virus que sabidamente possuem alto potencial de ocasionar
spillover (DREXLER et al., 2012; MORTLOCK et al., 2015; PRADA et al., 2019; SASAKI et

al., 2014; WILKINSON et al., 2014).

3.2.4 Patogénese

O CDV ultrapassa a membrana plasmatica hospedeira por meio de um complexo
composto pelas glicoproteinas F e H, amplamente implicadas na interacdo com o receptor
da célula hospedeira, reconhecimento de aminoacidos especificos, seguido por multiplas
alteracbes estruturais (RENDON-MARIN et al.,, 2019). Tais rearranjos estruturais no
complexo proteico de H e F facilitam a fixagdo do virus na superficie da membrana celular, a
formacdo de poros de fusdo e, posteriormente, a introducdo do complexo RNP no
citoplasma da célula hospedeira (AVILA et al., 2014). A fusdo da membrana também é
necessaria para a disseminac¢ao do virus em outras células, o que resulta em uma formagao
de células multinucleadas conhecida como sincicios, que € uma caracteristica
citopatogénica notavel de morbilivirus (PLATTET et al., 2016). Todas as estratégias de
replicacao e transcricdo do CDV sdo semelhantes as dos outros membros da familia

Paramyxoviridae (Fig. 4).
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Figura 4. Replicacao do ciclo do virus da cinomose canina. Reconhecimento de particulas
de virus por receptores de células hospedeiras (CD150 ou nectina-4), liberacdo de RNP
(complexo ribonucleoproteina) no citoplasma, replicacdo, processo de transcricdo e
brotamento de particulas de virus. Fonte: MOSS & GRIFFIN, 2006 adaptado por

RENDON-MARIN et al., 2019.

O virus da cinomose canina esta associado ao tropismo celular multiplo (epitelial,
linfoide e neurolégico), que leva a uma infecgao sistémica, incluindo doengas respiratorias,
digestivas, urinarias, linfaticas, cutineas, esqueléticas e do sistema nervoso central
(LEMPP et al., 2014). O tropismo celular multiplo € possibilitado através dos receptores de
células hospedeiras de CDV, como o SLAM, que é expresso em linfécitos T e B ativados,
células dendriticas e macréfagos, associados como os receptores de entrada regulares para
morbilivirus (ONO et al., 2001). Outros receptores extensivamente estudados incluem
nectina-4, que € reconhecido como um receptor de células epiteliais e atualmente

considerado como um receptor de saida do hospedeiro (NOYCE et al., 2013).



37

As infec¢des podem ocorrer ndo apenas pela inalagdo de goticulas de aerossois ou
particulas de virus transportadas pelo ar, mas também como resultado do contato direto
com fluidos corporais ou através de fomites (DE VRIES et al., 2017). Nos primeiros estagios
da infeccdo no hospedeiro, células dendriticas residentes e macréfagos alveolares no trato
respiratoério sdo infectados juntamente com outras células que expressam CD150 no lumen
alveolar (PFEFFERMANN et al., 2018). A proteina H liga-se a célula através do receptor
CD150 (DE WITTE et al., 2008), que é translocado para a superficie da membrana celular,
transportando o virus pelas células infectadas para o linfonodo de drenagem, onde as
células T e B residentes ativadas sao infectadas, resultando na amplificagdo do virus e no

inicio da viremia primaria (LEONARD et al., 2008).

O virus é disseminado para orgaos linfoides secundarios, incluindo o bacgo, timo e
tonsilas e, posteriormente, é disseminado de forma sistémica por todo o sistema
imunologico (VON MESSLING et al., 2004). O declinio na quantidade de leucdcitos é
notavel, além de uma inibicao de linfécitos ndo especificos, que continuam aumentando
enquanto o CDV se dissemina (DELPEUT et al., 2017). Como consequéncia, a
imunossupressao pode favorecer infeccbes oportunistas e secundarias, contribuindo para a

morbimortalidade do morbilivirus (NOYCE et al., 2011).

A disseminacdo do virus para outros tecidos, incluindo figado, pele, trato
gastrointestinal, genitais e superficies da mucosa respiratéria, resulta na subsequente
transmissdo para individuos nao infectados (LEONARD et al., 2008). Ao longo do trato
respiratério, acredita-se que a infecgcdo por CDV ocorra no epitélio do lumen através da
migracdo de T, B e células dendriticas infectadas (VON MESSLING et al., 2004). A
nectina-4 esta localizada dentro das juncdes aderentes para interagir com as particulas
virais que foram transportadas para a superficie dos linfocitos infectados, permitindo assim
a entrada do virus no epitélio, bem como a saida, através de sua superficie apical
(RENDON-MARIN et al., 2019). Na auséncia de nectina-4, o CDV permanece linfotrépico e

produz viremia primaria e secundaria, assim, o virus ligado ao receptor epitelial torna-se
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incapaz de se espalhar a partir da via respiratéria, sugerindo que a nectina-4 desempenha
um papel essencial na saida do virus no final da infeccdo e ndo durante seus estagios

iniciais (HAINES et al., 1999; MUHLEBACH et al., 2011; VON MESSLING et al., 2004).

Uma das rotas mais cruciais de neuroinvasdo se da através de células
mononucleares do sangue periférico infectadas que sao transportadas através da barreira
hematoencefalica; posteriormente, ocorre a liberacdo do virus resultando na infeccdo das
células epiteliais e endoteliais residentes (LEMPP et al., 2014). In vivo, usando um modelo
de infecgdo em camundongo, foi comprovado que a infeccdo por CDV progride da
circulagao do liquido cefalorraquidiano (LCR) para o sistema nervoso central (SNC) através
de uma rota sequencial, infectando as células neuroependimarias que revestem a parede
ventricular e os neurbnios do hipocampo e do cértex que se encontram adjacentes a area
do ventriculo, causando posteriormente, uma extensa infeccdo da superficie do SNC

seguida pelo parénquima e cortex (DELPEUT et al., 2017).

No entanto, em furdes, foi comprovado que o CDV pode entrar no SNC através de
neurdnios localizados na mucosa olfativa, invadindo os filamentos do nervo olfatério, os
glomérulos olfatérios e as estruturas mais profundas, através dos receptores celulares
nectina-4 (LEONARD et al., 2008) e em astrocitos (PRATAKPIRIYA et al., 2017) devido a
sub-expressédo do receptor SLAM no SNC (LEMPP et al., 2014; LUDLOW et al., 2014).
Além disso, foi relatado que a persisténcia viral e a doenga neuroldgica estao relacionadas
a fusdo da membrana entre os astrocitos infectados, disseminando o virus de célula a célula
(DI GUARDO et al, 2016). Consequentemente, o SNC, astrocitos, microglia,
oligodendrécitos, neurdnios, células ependimarias, células do plexo coroide e uma familia
de glia promotora de crescimento, incluindo algumas macroglias especializadas com uma
estrutura semelhante a célula de Schwann, podem ser acometidos, permitindo o

desenvolvimento de infecgao neuroldgica por CDV (BEINEKE et al., 2009).
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Os sinais clinicos provocados devido a infecgdo por CDV em espécies selvagens
sdo muito semelhantes aos de caes domésticos, no entanto, a gravidade da infec¢ao pode
variar muito entre as espécies e depende de fatores como viruléncia da cepa, idade e
estado imunolégico do hospedeiro e ambiente (DEEM et al., 2000; LOOTS et al., 2017). Em
todas as espécies, sinais clinicos respiratérios, gastrointestinais, tegumentares e
neurologicos podem ser observados, além de sinais clinicos inespecificos, como apatia,

anorexia e febre (DEEM et al., 2000).

3.2.5 Diagnéstico

Diversos testes diagndsticos foram desenvolvidos para a detecgdo de CDV em
animais domésticos. Em animais selvagens, o diagndéstico torna-se mais dificil devido aos
desafios associados a aquisicdo, armazenamento e transporte de amostras em campo
(LOOTS et al.,, 2017). Nessas espécies, o diagnéstico é confirmado principalmente
postmortem utilizando-se de técnicas histopatologicas e imunohistoquimicas, embora a
especificidade e sensibilidade para este ultimo ndo sejam conhecidas para a maioria das

espécies selvagens (LOOTS et al., 2017).

Os testes soroldgicos sdo comumente utilizados para detecgao de anticorpos IgM e
IgG anti-CDV em cées domésticos e varios hospedeiros ndo caninos (LOOTS et al., 2017).
No entanto, métodos sorologicos possuem limitagdes, como a inexisténcia de anticorpos
conjugados adequados para espécies selvagens disponiveis comercialmente, auséncia de
distingdo entre infecgdo por CDV naturalmente adquirida (cepa de CDV de tipo selvagem),
infeccao com cepa vacinal de virus atenuada ou resposta imune a vacina recombinante ou
com vetor de virus e, portanto, deve ser combinada com outras técnicas
(BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1991; HAAS et al., 1999; KAPIL & YEARY, 2011; KIM et

al., 2011; SAITO et al., 2006; SHIN et al, 1995).

O advento das técnicas moleculares fornece técnicas diagndsticas com alta

sensibilidade e especificidade (MARTELLA et al.,, 2008; SOMA et al.,, 2013). Uma das
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técnicas que foram desenvolvidas para a detecgdo de CDV é a transcrigdo reversa seguida
de reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR), que tem sido amplamente utilizada, visando
predominantemente amplificar uma regido altamente conservada do gene N (CASTILHO et

al., 2007; FRISK et al., 1999; SAITO et al., 2006; Y| et al., 2012).

Variagbes da técnica de PCR também sao utilizadas para detecgdo do virus da
cinomose canina, como a Nested-PCR, utilizando primers internos e o produto amplificado
de uma RT-PCR prévia (SHIN et al., 2004) e a RT-PCR em tempo real (RT-qPCR), técnica
amplamente utilizada na detecgado de patdgenos (ELIA et al., 2006; SCAGLIARINI et al.,
2007; WILKES et al., 2014). E possivel também fazer uma combinacg&o destas técnicas para

deteccao de CDV, a fim de aumentar a sensibilidade diagnostica (FISCHER et al., 2013).

3.2.6 Epidemiologia e implicacdes a fauna selvagem

Embora o CDV tenha sido inicialmente descrito como uma doenga infecciosa de
caes domésticos, tornou-se cada vez mais conhecido como um patégeno multi-hospedeiro
em todo o mundo, infectando uma ampla gama de carnivoros (BEINEKE et al., 2015). Sua
capacidade de infectar varias espécies levou a mortalidade em massa em uma variedade
de espécies selvagens, incluindo canideos, felideos, hiaenideos, procionideos, ailurideos,
ursideos, mustelideos e viverrideos (MARTINEZ-GUTIERREZ & RUIZ-SAENZ, 2016).
Surtos de cinomose também foram relatados em mamiferos marinhos, com as cepas virais
provavelmente originarias de carnivoros terrestres (MAMAEV, 1995; KENNEDY et al.,
2000). Espécies nao carnivoras, como roedores (familia Cricetidae), suideos e elefantes
também ja foram acometidos pelo CDV (MARTINEZ-GUTIERREZ & RUIZ-SAENZ, 2016),
além de primatas ndo humanos das espécies Macaca mulatta e M. fascicularis com altas
taxas de mortalidade (SUN et al., 2010, QIU et al., 2011), levantando preocupagdes de um
potencial risco zoonético de CDV em humanos, devido a alta homologia das sequéncias de
aminoacidos dos receptores SLAM e nectina-4 entre os primatas ndo humanos e humanos

(COSBY et al., 2012; SAKAI et al, 2013).
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Outras espécies, até entdo nao relatadas, tém sido acometidas por CDV, a exemplo
dos Xenarthras (preguigas, tamanduas e tatus), com descricdo em tamandua-mirim
(Tamandua tetradactyla) (LUNARDI et al., 2018); em preguicas da espécie Choloepus
didactylus (WATSON et al.,, 2020) e em tamandua-bandeira (M. tridactyla) (DEBESA

BELIZARIO GRANJEIRO et al., 2020), todos mantidos em cativeiro.

No Parque Nacional do Serengeti, na Tanzania, CDV foi detectado em diversas
espécies com diferentes manifestagdes clinicas, dependendo da variante relacionada, com
alteragdes no genoma que foram consistentes com expansao de variantes selecionadas em
hospedeiros ndo canideos (HARDER et al., 1996; NIKOLIN et al., 2016; ROELKE-PARKER
et al., 1996). Mais notavelmente, uma variante adaptada a ndo canideos causou uma
epidemia fatal em 1993-1994, resultando no obito de aproximadamente um terco da
populagdo de lebes africanos (Panthera leo) e hienas (Crocuta crocuta) no mesmo local
(NIKOLIN et al., 2016; ROELKE-PARKER et al., 1996). Altas mortalidades também foram

observadas em tigres de Amur [P. tigris altaica] (SEIMON et al., 2013).

Diferentes estudos relataram a ligagao entre a infecgdo por CDV e o declinio
populacional da fauna selvagem (MARTINEZ-GUTIERREZ et al., 2016), destacando o
possivel papel do CDV como causa de extingao de espécies ameacgadas (TERIO et al.,
2013), visto que surtos de CDV foram relatados em animais quase extintos, como o panda
gigante (Ailuropoda melanoleuca) em um centro de resgate e conservacao de animais
selvagens na China com uma morbidade de 27% e mortalidade de 23% (FENG et al., 2016)
e em lobo etiope (Canis simensis) com uma mortalidade de até 68% em uma populagéo

selvagem na Etiopia (GORDON et al., 2015).

CDV também foi apontado como uma das causas mais importantes de mortalidade
na raposa cinzenta [Urocyon cinereoargenteus] (DAVIDSON et al., 1992). Da mesma forma,
um surto de CDV quase levou a extingdo do furdo-de-patas-pretas [Mustela nigripes]

(WILLIAMS et al., 1988). Dados epidemiologicos da Ameérica Central e do Sul, demonstram
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presenca de CDV em 2% dos felinos selvagens na Costa Rica (AVENDANO et al., 2016),
enquanto no Brasil a soroprevaléncia de CDV foi relatada em varias espécies de carnivoros
selvagens de vida livre com ocorréncia variando entre 10,6 a 23% (MEGID et al., 2009;

NAVA et al., 2008; FURTADO et al., 2016).

A disseminacdo do virus da vida selvagem para os animais domeésticos também
ocorre (KAPIL et al., 2008; KAPIL et al., 2011) e foi observado nos surtos de CDV em cées
e ledes no Parque Nacional do Serengeti que, embora inicialmente a transmissao do virus
tenha sido estabelecida de cdes domésticos para os ledes, ao longo dos anos, os surtos em
ledes (1993-1994, 1999 e 2007) foram assincronos com os de caes domésticos, sugerindo
que o CDV pode persistir em outras espécies selvagens interagindo com essas populacdes
e, possivelmente, em outros ecossistemas (MARTINEZ-GUTIERREZ & RUIZ-SAENZ,

2016).

3.3 Familia Parvoviridae

3.3.1 Taxonomia

Os membros da familia Parvoviridae (Ordem Piccovirales) estao distribuidos em trés
subfamilias, Parvovirinae, Hamaparvovirinae e Densovirinae, 26 géneros e 126 espécies
(COTMORE et al.,, 2019). A subfamilia Parvovirinae abriga virus capazes de infectar
diversos hospedeiros vertebrados e possui oito géneros: Bocaparvovirus,
Dependoparvovirus, Eritroparvovirus, Protoparvovirus, Tetraparvovirus, Amdoparvovirus,
Aveparvovirus e Copiparvovirus, contendo mais de 55 espécies e sete destas sdo capazes
de infectar humanos (COTMORE et al., 2019) O género Protoparvovirus possui
aproximadamente 126 espécies descritas de virus capazes de infectar diversos hospedeiros
vertebrados, como mamiferos, aves e répteis (COTMORE et al., 2019). O Protoparvovirus
compbe 15 espécies: Carnivore protoparvovirus 1-4, Chiropteran protoparvovirus 1,
Eulipotyphla protoparvovirus 1, Primate protoparvovirus 1-4, Rodent protoparvovirus 1-3 e

Ungulate protoparvovirus 1-2 (COTMORE et al., 2019).
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O protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1) € um grupo de virus intimamente
relacionados, anteriormente considerados de espécies distintas, incluindo parvovirus canino
(CPV-2), parvovirus felino (FPV), virus da enterite do visao (MEV) e parvovirus do guaxinim
(RPV) (COTMORE et al., 2013), patogenos com grande importancia veterinaria que afetam
animais domésticos e selvagens da ordem Carnivora (BEHDENNA et al., 2019; CHEN et al.,

2019; COTMORE et al., 2013, 2019) e n&o carnivoros (WANG et al., 2020).

3.3.2 Caracteristicas gerais

Os protoparvovirus sédo virus pequenos, nao envelopados, com genoma de acido
desoxirribonucleico de fita simples (ssDNA), linear, com aproximadamente 5.124
nucleotideos, contendo duas regides de leitura aberta (ORFs, open reading frames) [Fig. 5].
A primeira ORF codifica duas proteinas nao estruturais, NS1 e NS2 e a segunda ORF

codifica trés proteinas nédo estruturais, VP1, 2 e 3 (COTMORE et al., 2019).
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Figura 5. Diagrama esquematico da particula de CPPV-1 em corte transversal. a O virion
possui 25 nanémetros de didmetro com um genoma de DNA fita simples. As esferas azuis
representam o nucleocapsideo. b Mapa do DNA gendmico (3' a 5') de CPPV-1, com
aproximadamente 5.120 nucleotideos. Cada seta representa uma proteina, a proteina nao
estrutural 1 (NS1), proteina nao estrutural 2 (NS2), proteina estrutural do capsideo 1 (VP1)

e proteina estrutural do capsideo 1 (VP2). Fonte: Tuteja et al. (2022).

As proteinas nao estruturais (NS1 e NS2) sao produzidas pela tradugdo de mRNAs,
sendo a NS1 essencial para a replicagdo do genoma viral e a NS2 associada a formagéao do
capsideo, controle da expressao génica e participagcao da replicagdo do genoma (REED et
al., 1988). As proteinas estruturais VP1 e VP2 fazem parte da estrutura do capsideo e sédo
traduzidas a partir de um mesmo mRNA, compartilhando a maior parte de sua sequéncia de
aminoacidos, diferindo entre si apenas pela utilizacdo de diferentes cédons de iniciagao
pelos ribossomos e a VP3 é composta por uma sequéncia de aminoacidos da regido

amino-terminal da VP2 (REED et al., 1988).

A VP2 é a principal proteina do capsideo, representando 90% do capsideo viral, que
contém sitios antigénicos, elementos estruturais e outras caracteristicas que estédo
envolvidas nas interagdes do virion com os receptores celulares (SHACKELTON et al.,
2005) e desempenha um papel critico na determinagao do tropismo do tecido viral e na

gama de hospedeiros (HUEFFER et al., 2003; NELSON et al., 2007).

O genoma dos protoparvovirus ndao contém o gene que codifica a enzima DNA
polimerase, fundamental para a conversdo do DNA viral de fita simples em dupla fita linear.
Consequentemente, o CPPV-1 s6 consegue se replicar nas células com altas taxas de
multiplicacdo, na fase S ou inicio da fase G2 do ciclo mitdtico da sintese de DNA,
caracteristica que confere o principal fator de patogenicidade viral, especificidade por

células em divisdo ativa (HAGIWARA & ELIAS, 2016; PAES, 2016).
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3.3.3 Evolugao

O primeiro parvovirus de cao relatado foi o virus pequeno dos caes (MVC, minute
virus of canines), isolado em 1968 de fezes normais de caes (BINN et al., 1970). No
entanto, estudos soroldgicos retrospectivos revelaram anticorpos neutralizantes para MVC
em soro comercial de cinomose/hepatite canina ja em 1956, indicando uma relagdo de
longa data entre MVC e céaes. Este virus, denominado CPV-1, ¢é distinto do CPV-2 e dos
parvovirus de outras espécies, e embora tenha sido considerado ndo patogénico, foi
demonstrado que causa enterite e diarreia em filhotes neonatos (HARRISON et al., 1992;
CARMICHAEL et al., 1994). Estudos soroldgicos indicaram que o CPV-1 é altamente
prevalente na populagcido canina e foi isolado de filhotes ou fetos abortados na Europa, EUA
e Asia (OHSHIMA et al., 2004). A sequéncia gendmica completa foi realizada em isolados
dos EUA e Coréia e o MVC parece mais relacionado ao parvovirus bovino (BPV) do que

aos outros parvovirus animais (SCHWARTZ et al., 2002).

O parvovirus felino (FPV) é conhecido desde o inicio do século XX em gatos
domésticos. Em 1947, uma epidemia ocorreu no zooldgico de Londres e varios felideos
selvagens foram infectados, demonstrando a suscetibilidade de todos os membros da
familia Felidae a infeccdo pelo FPV (STEINEL et al., 2001). Acreditava-se que a infecg¢ao
era restrita a familia Felidae, até que em 1947, uma variante morfologicamente e
antigenicamente semelhante ao FPV foi detectada causando doenga em mustelideos da
espécie Neovison vison no Canada. Apesar da similaridade morfoldégica e antigénica, o
agente etioldgico foi classificado como um novo virus denominado de virus da enterite dos

visdes [MEV] (PARRISH, 1994; TRUYEN & PARRISH, 1995).

A partir de 1978, surtos de doencga fatal em caes com sinais clinicos similares aos
observados na infec¢ao pelo FPV em gatos e do MEV em visdes foram relatados e o agente
etiolégico foi denominado como parvovirus canino [CPV-2] (APPEL et al.,, 1979). A

associacao entre o CPV-2 e o FPV foi logo reconhecida e estudos demonstraram que o
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CPV-2 é antigénica e geneticamente similar ao FPV e MEV, sendo, portanto considerado
uma variante do FPV (PARRISH et al., 1988). O FPV e CPV apresentam similaridade de
genoma de aproximadamente 98% e diferem em aproximadamente 8-10 aminoacidos na
proteina de capsideo VP2 (PARRISH, 1994; 1999). O CPV adquiriu a capacidade de
infectar os caes através de mutagbes nos nucleotideos (nt) 3065 e 3753 que correspondem
as sequéncias de aminoacidos nas posi¢oes 93 (Lisina-Lys para Asparagina-Asn), 300 (Asn
para Glicina-Gly) e 323 (Aspartato-Asp para Asn) de VP2 que se encontram expostos na
superficie do capsideo, e permitiram ao CPV se ligar ao receptor de transferrina tipo-1 (TfR)
da célula canina, se estabelecendo em uma nova espécie hospedeira (APPEL et al., 1979;

CARMICHAEL et al., 1981; PARRISH et al., 1985; PARRISH et al., 1991).

Além destes residuos, a sequéncia dos aminoacidos na posi¢cao 103, nt 3094 (FPV:
Valina-Val para CPV-2: Alanina-Ala), parece ser critica para a habilidade do CPV-2 replicar
em caes, enquanto que outras sequéncias influenciam o espectro de hospedeiro felino do
FPV, incluindo as diferengas nos nucleotideos 3025, 4477 e 4489 que correspondem aos
aminoacidos 80 (FPV: Lys e CPV-2: Arginina-Arg), 564 (FPV: Asn e CPV: Serina-Ser) e 568
[FPV: Ala e CPV: Gly] (PARRISH et al., 1991; TRUYEN & PARRISH, 1992; AGBANDJE,

PARRISH, ROSSMANN, 1995; HUEFFER & PARRISH, 2003).

O surgimento do CPV-2 varias décadas apds a descrigdo do FPV e MEV levantou a
hipotese de que outro carnivoro possa ter sido hospedeiro do ancestral. Apesar da
disseminacao global do CPV ter ocorrido em 1978, amostras de soro obtidas de caes em
1974 na Grécia, em 1976 na Bélgica e em 1977 nos Paises Baixos, ja apresentavam
anticorpos para este virus (TRUYEN et al.,, 1998). Estudos sugerem que o parvovirus
isolado de raposa-vermelha (Vulpes vulpes) na Alemanha seja um possivel ancestral do
CPV, por apresentar no gene da VP2 caracteristicas intermediarias entre o parvovirus felino

e canino, com os aminoacidos 93 e 323 caracteristicos do CPV-2 (TRUYEN et al., 1998).
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Entre 1978 e 1981, o CPV-2 passou por rapidas mudancgas evolutivas que deram
origem as variantes CPV-2a e 2b (PARRISH et al., 1985; PARRISH et al., 1988). O tipo
antigénico 2a que surgiu em 1979 e rapidamente substituiu o tipo original em circulagao,
difere em apenas cinco substituicbes de nucleotideos (nt 3045, nt 3088, nt 3685, nt 3699, e
nt 4499) que correspondem as mudancas na sequéncia de aa nas posi¢des: 87, 101, 300,
305 e 555 de VP2 (PARRISH et al., 1991; TRUYEN & PARRISH, 1992). Estas substituicoes
proporcionaram ao CPV-2a ampliar seu espectro hospedeiro aos felinos, contudo esta
mudanc¢a na sequéncia de nucleotideos nao representou uma reversao a sequéncia do FPV
original (PARRISH & KAWAOKA, 2005). O CPV-2a e 2b diferem entre si em dois residuos
de aminoacidos da proteina VP2, 426 (Asn para Asp) e 555 (Isoleucina-lle para Val)

[CPV-2a para CPV-2b] (PARRISH et al., 1991).

Apods 1990, as novas variantes circulares (CPV-2a e 2b) passaram a apresentar uma
mutagdo na posicao aa 297 (Ser para Ala), que representou uma vantagem evolutiva e se
fez presente em mais de 90% dos isolados de CPV até o ano 2000 (TRUYEN, 1999;
HOELZER & PARRISH, 2010). Estas variantes foram inicialmente denominadas de “Novo
CPV-2a” e “Novo CPV-2b”, entretanto esta nomenclatura ndo esta claramente estabelecida

(CASTRO et al., 2010; 2011).

Em 2001, uma nova variante do CPV-2 (CPV-2c) foi identificada em caes com
doenga entérica na ltalia, com uma nova mutagdo na posicdo 426 [Asn/lle para
Glutamato-Glu] (BUONAVOGLIA et al., 2001). Desde entdo, novas variantes de CPV
foram detectadas na populagédo canina ao redor do mundo (STRECK et al., 2009), com
aumento do espectro de hospedeiro do CPV-2, que adquiriu a capacidade de infectar a
espécie felina [Tabela 2] (PARRISH & KAWAOKA, 2005; HOELZER & PARRISH, 2010;

ALLISON et al., 2014).
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Tabela 2. Mutagdes no genoma do CPV durante a evolugdo do virus em caes.

(Fonte: Adaptado de Hoelzer & Parrish, 2010)

Mutacoes Residuo AA VP2 Virus
Posicao AA
80 Arginina — Lisina FPV — CPV
91 Alanina — Serina
93 Lisina — Asparagina
103 Valina — Alanina
232 Valina — Isoleucina
323 Aspartato — Asparagina
375 Asparagina — Aspartato
564 Asparagina — Serina
568 Alanina — Glicina
87 Metionina — Leucina CPV-2 — CPV-2a
101 Isoleucina — Treonina
300 Alanina — Glicina
305 Aspartato — Tirosina
426 Asparagina — Aspartato CVP-2a — CPV-2b
297 Serina — Alanina “Novo” CPV-2a e 2b
555 Isoleucina — Valina CPV-2a e 2b
426 Aspartato — Glutamato CPV-2c
440 Treoninar — Alanina

‘Através de andlises filogenéticas de sequéncias do gene que codifica a VP2 de
parvovirus de varios animais selvagens, como onga-parda (Puma concolor), coiote (Canis
latrans), lobo (Canis lupus), lince-pardo (Lynx rufus), guaxinim (Procyon lotor), cangamba
(Mephitis mephitis), observou-se que os diferentes isolados se organizam em dois grupos
maiores, um relacionado ao parvovirus felino (FPV-like) e outro ao parvovirus canino
[CPV-like] (ALLISON et al., 2013). Entretanto, as sequéncias de VP2 dos isolados de

guaxinim revelaram que estes virus (RPV) sao intermediarios entre o CPV-2 e CPV-2a, ja
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que RPV e CPV-2a partiham as mesmas mutagdes nos residuos 87 e 101 de VP2,
sugerindo que estes hospedeiros podem ter portado isolados intermediarios no processo
evolutivo do CPV, e com isso, contribuido para a evolugdo do CPV-2a (ALLISON et al.,

2012).

Alguns aspectos do processo de replicagdo do virus, a rapida replicacdo do genoma
e a natureza fita simples do genoma viral resultam em uma baixa fidelidade de replicagéo
dos parvovirus, facilitando a fixagdo de mutagdes (HOELZER, SHACKELTON, PARRISH,
2008; HOELZER & PARRISH, 2010). Estudos demostram que o CPV esta evoluindo
significativamente mais rapido que o FPV, com uma taxa de substituicdo de nucleotideos
para a proteina de capsideo VP2 em torno de 1,7x10* substituicdes sitio por ano, enquanto
o FPV de 9,4x10°° substituigdes sitio por ano, valores comparaveis aos observados em virus
de genoma RNA (PARRISH & KAWAOKA, 2005; SHACKELTON et al., 2005). Um estudo
realizado com isolados brasileiros de CPV-2a e 2b apresentaram valores ainda maiores, de
2,4x10* substituigdes/sitio/ano para os genes que codificam as proteinas VP1 e VP2 do
capsideo (PEREIRA et al., 2007). Para outras proteinas nao estruturais (NS1 e NS2) as
taxas de mutagbes do CPV e FPV s3o idénticas (7,9x10° substituigdes/sitio/ano), sugerindo
que os genes que codificam estas proteinas estdo sujeitos a uma menor pressao seletiva

(SHACKELTON et al., 2005).

3.2.4 Patogénese

Os protoparvovirus ndo possuem envoltorio externo, caracteristica que confere
elevada resisténcia ambiental e infectividade por periodos prolongados, de até um ano em
temperatura ambiente, material organico ou fémites soélidos, resistindo a altas temperaturas,
variacoes de pH e diversos agentes quimicos, favorecendo diretamente a transmissao
através de fomites (BERTHIER et al., 2000; HAGIWARA & ELIAS, 2016). O patogeno é
eliminado em todas excreg¢des, principalmente fezes e urina, portanto, a via orofecal é

considerada a principal via de transmissdo (HAGIWARA & ELIAS, 2016; TRUYEN et al.,
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2009). Outras vias de transmissédo sdo conhecidas e artrépodes podem atuar como vetores
mecanicos, principalmente nas estagbes mais quentes do ano e a via placentaria que
resulta na infeccao dos fetos e no desenvolvimento de sindrome cerebelar dos neonatos

(HAGIWARA & ELIAS, 2016; TRUYEN et al., 2009).

Devido ao tropismo por células que se dividem rapidamente, como criptas intestinais,
tecido hematopoiético, miocardiécitos, células precursoras da medula 6ssea e cerebelo, os
protoparvovirus desencadeiam manifestacbes gastrintestinais, hematoldgicas e disturbios
neuroldgicos e visuais em animais infectados no periodo pré-natal tardio e neonatal,
portanto, afeta principalmente animais jovens (DECARO & BUONAVOGLIA, 2012;
GODDARD & LEISEWITZ, 2010). No entanto, o CPV-2c tem sido associado a doenca grave

em adultos, observada mesmo em animais vacinados (DECARO & BUONAVOGLIA,, 2012).

A replicagéo ocorre inicialmente no tecido linfoide faringeo, 18 a 24h apés infecgao,
e, posteriormente, ocorre viremia e, eventualmente invasdo na medula dssea, onde infecta
os glébulos brancos desencadeando leucopenia severa e inicio dos sinais clinicos
(HAGIWARA & ELIAS, 2016; TUTEJA et al., 2022). Os protoparvovirus induzem necrose
seguida de proliferacdo no tecido linfoide, nas placas de Peyer, linfonodos, timo e bago

(HAGIWARA & ELIAS, 2016).

O receptor de transferrina (TfR) pertence a glicoproteina tipo Il e é considerado o
principal receptor para CPPV-1, embora seja glicosilado de forma variavel em diferentes
espécies, possuindo quatro glicosilagées nos residuos VP2 em 93, 299, 300 e 323 nos caes
(GOODMAN et al.,, 2010). O virus entra na célula via endocitose e €& posteriormente
trafegado para o endossomo inicial, causando a dissociagdo dos ligantes do receptor,
influenciado pelo baixo pH e posteriormente se movendo para o endossomo tardio e em
seguida no lisossomo, onde ocorre a liberagdo do dominio da enzima fosfolipase A2 (PLA2)
de VP1, destruindo a integridade da membrana lisossomal e liberando o virus no citosol

(CALLAWAY et al., 2017).
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O virus é transportado do citosol para o nucleo com o auxilio do sinal de localizagao
nuclear VP1 para replicacdo, mediado por microtubulos e filamentos de actina. No nucleo, o
DNA fita simples (ssDNA, single-stranded DNA) é convertido em DNA dupla fita (dsDNA,
double-stranded DNA), transcrito em mRNA e traduzido para produzir proteinas virais. O
virion maduro apds a montagem do capsideo é exportado do nucleo mediado por CRM1,
uma exportina-1 presente no virus que se liga aos sinais de exportagdo nuclear ricos em
leucina e libera a progénie apos a morte e lise celular, juntamente com NS2 (EICHWALD et

al., 2002; ENGELSMA et al., 2008; PARKER et al., 2000; TU et al., 2015).
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Figura 6. Replicacdo do ciclo de CPPV-1. Ligacao do virus ao receptor de transferrina e
captacdo por endocitose mediada por clatrina. As etapas posteriores da via, incluindo a
classificacdo do sistema endossomal da célula e o trafego dentro do citoplasma e no
nucleo, podem variar entre os virus e ainda nao estdo completamente definidos. Fonte:

Adaptado por Tuteja et al., 2022.

.No intestino delgado, as criptas de Lieberkuhn sdo alvo da replicagdo e a porgao

proximal do jejuno e regiao terminal do ileo apresentam lesbes mais extensas, ocasionando
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um quadro de enterite devido ao encurtamento das vilosidades intestinais, levando a ma
absorgao e aumento da permeabilidade (DECARO & BUONAVOGLIA, 2012). O microbioma
intestinal atua na elevacdo da taxa de proliferagcdo dos enterdcitos, aumentando
consequentemente a replicagdo viral (DECARO & BUONAVOGLIA, 2012; FORD et al.,

2017; HAGIWARA & ELIAS, 2016).

O virus pode se replicar no miocardio no periodo de desenvolvimento fetal,
causando lesdes manifestadas no primeiro ou segundo més de vida, que podem causar
morte subita ou quadro de insuficiéncia cardiaca fatal entre 6 e 8 meses de idade (PAES,
2016). No entanto, essa manifestagéo cardiaca é raramente observada, devido a imunidade

passiva fornecida pelos anticorpos maternos (FORD et al., 2017; PAES, 2016).

A panleucopenia viral felina, observada nos casos mais graves de infeccao por FPV,
ocorre devido a destruicdo viral dos linfécitos, a deplecdo das linhagens de células
megacariociticas, mieloides e eritroides da medula 6éssea e ao aumento do consumo dos

leucocitos circulantes decorrente da lesao tecidual (HAGIWARA & ELIAS, 2016).

No sistema nervoso central, o virus ultrapassa a barreira hematoencefalica durante a
infeccdo uterina ou perinatal do feto, comprometendo significativamente o desenvolvimento
cerebelar, ocorrendo destruicdo das células da camada germinativa externa, que se
proliferam e se diferenciam ativamente em neurénios no nascimento e nas primeiras duas
semanas de vida (HAGIWARA & ELIAS, 2016). O desenvolvimento cortical do cerebelo é
comprometido, resultando em menor numero de camadas de células e as células de
Purkinje pré-formadas também podem ser destruidas durante a infecgdo (HAGIWARA &
ELIAS, 2016). O cerebelo € menos suscetivel ao virus quando o filhote atinge nove
semanas de idade, em virtude da reducao consideravel da proliferagao celular (HAGIWARA

& ELIAS, 2016).

Os principais sinais clinicos da infecgdo por CPV em caes sao enterite hemorragica,

anorexia, voémito, febre, depressao e leucopenia, com alta taxa de mortalidade em filhotes
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(DECARO & BUONAVOGLIA, 2012). Em felinos, os principais sinais clinicos sdo diarreia,
linfopenia e neutropenia, seguidos de trombocitopenia e anemia, imunossupressao
(transitoria em gatos adultos), aborto e ataxia cerebelar em filhotes (TRUYEN et al., 2009).
Guepardos e tigres infectados pelo tipo CVP-2a/2b apresentaram diarreia cronica, enterite e
anorexia, sugerindo alto potencial patogénico dessas variantes virais em felideos (STEINEL

et al., 2001).

3.2.5 Diagnéstico

Varios métodos estdo atualmente disponiveis para o diagnostico dos
protoparvovirus, incluindo testes rapidos, hemaglutinagdo, isolamento do virus e métodos
moleculares (DECARO et al., 2005; DECARO et al., 2010; DESARIO et al., 2005; SCHMITZ
et al., 2009). Em espécies selvagens, testes sorolégicos foram mais amplamente realizados,
permitindo encontrar indicios da circulagdo do CPPV-1 na populagdo amostrada, porém a
técnica apresenta limitacbes, como reagdo cruzada com patdégenos antigenicamente
relacionados, impossibilitando diferenciagdo entre FPV e CPV e resultados falso-negativos
no inicio da infeccdo (HARRISON et al., 2004; JORGE et al., 2010; MILLAN &
RODRIGUEZ, 2009; OSTROWSKI et al., 2003; RYSER-DEGIORGIS et al., 2005; STEINEL
et al., 2001). O teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) direto é sensivel e
especifico, disponibilizado comercialmente na forma de kits, embora possa ocorrer
resultados falso-negativos devido ao periodo curto de excregdo fecal (10-12 dias
pos-infecgao) detectado pelo teste, associado a excregao intermitente de virus nas fezes e
falso-positivos em animais recentemente vacinados com vacina atenuada (PAES, 2016).
Além disso, os testes sdo originalmente desenvolvidos para animais domésticos, portanto, a
interpretacdo quanto ao ponto de corte em espécies selvagens também pode gerar

resultados falso-positivos ou falso-negativos (JORGE et al., 2010; NAIDENKO et al., 2018).

Os métodos moleculares sdo necessarios para determinar quais patdégenos estao

presentes na populacédo e sendo transmitidos entre os animais domésticos e os selvagens,



54

fornecendo informacbes sobre caracteristicas espaciais e temporais do contato entre
hospedeiros, caracterizagao das variantes virais e discriminagdo entre virus vacinais e de
campo (DECARO et al., 2005a, DECARO et al., 2006a; DECARO et al., 2006b, DECARO et

al., 2006¢; JORGE et al., 2010).

3.3.6 Epidemiologia e implicagdes a fauna selvagem

A circulagdo do CPPV-1 vém sendo observada no Brasil por métodos indiretos em
diversas espécies de felideos, como gato-do-mato-pequeno (Leopardus guttulus),
gato-do-mato-grande (L. geoffroyi), gato-palheiro (L. colocolo), gato-maracaja (L. wiedii),
jaguatirica (L. pardalis), onga parda (Puma concolor) e gato-mourisco cativos e de vida livre
(FILONI et al., 2006; FILONI et al. 2011; JORGE, 2008). Em canideos brasileiros, também ja
foi detectado de forma indireta em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), lobo-guara e
cachorro-vinagre (JORGE, 2008). A elevada ocorréncia de anticorpos em amostras de
diversas espécies selvagens de diferentes regides geograficas indicam uma exposicao
disseminada ao CPPV-1 em animais cativos e de vida livre (FILONI et al., 2006; FILONI et

al., 2011).

Por deteccao direta, através de PCR ou deteccdo do antigeno viral, o CPPV-1 ja foi
pesquisado em gato-do-mato (L. guttulus [n=24]), gato-palheiro (L. colocolo [n=4]),
gato-maracaja (L. wiedii [n=7]), jaguatirica (L. pardalis, [n=3]), onca-parda (P. concolor [n=2])
e onga-pintada (Panthera onca [(n=8]) cativos, além de gato-palheiro (n=18), jaguatirica
(n=18) e gato-mourisco (n=2) de vida livre, ndo havendo detecgao do patégeno (FURTADO
et al.,, 2017). No entanto, o CPPV-1 foi detectado em amostras de gato-mourisco (n=1/14)
de cativeiro, onga-parda (n=1/17) e onga-pintada (n=2/53) de vida livre (FURTADO et al.,
2017). O achado de quatro individuos (n=109) com o antigeno viral provavelmente esta
relacionado a resisténcia do CPPV-1 no ambiente e a sua forma de transmiss&o (FILONI et

al., 2006; FURTADO et al., 2017).
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Embora o CPPV-1 esteja circulando em quase todas as populagdes de carnivoros
testadas, sob certas circunstancias, ondas epidémicas podem desencadear declinios em
populacdes selvagens ndo expostas como aconteceu, por exemplo, com lobos (Canis
lupus) na América do Norte (MECH et al., 2008). A infecgdo varia de subclinica, aguda a
letal, dependendo de uma série de fatores que envolvem a idade e imunidade do

hospedeiro e a variante do virus (JORGE et al., 2010).

A capacidade do parvovirus de aumentar a mortalidade em filhotes é apontado como
o principal preocupante da infecgao em carnivoros selvagens, devido a grande limitagao de
monitorar ninhadas destas espécies que sao muito susceptiveis a doengca (JORGE et al.,
2010, PARRISH, 1995). Dessa forma, o impacto dos parvovirus carnivoros nos
ecossistemas selvagens € pouco compreendido (CALATAYUD et al, 2019). Tais
caracteristicas salientam a relevancia do protoparvovirus carnivoro em espécies selvagens

e a necessidade de investigar a ocorréncia deste patdégeno nas populagdes.
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CAPITULO 2 - Artigo

Transboundary and Emerging Diseases

Virus da cinomose canina (CDV) e protoparvovirus carnivoro 1 (CPPV-1):
velhos conhecidos de carnivoros domésticos emergindo como ameacga

importante aos selvagens ameacados de extingao

Resumo

As espécies selvagens sao suscetiveis a diversos patdgenos tipicos de animais domésticos
e o contato cada vez mais préximo entre esses animais € um fator preditivo a exposicao de
doengas. O virus da cinomose canina (CDV) e o protoparvovirus carnivoro (CPPV-1) sdo
velhos e importantes conhecidos para os carnivoros domésticos e tém sido apontados como
ameagcas aos carnivoros selvagens. Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar a
ocorréncia de ambos patdégenos em amostras biolégicas de 22 espécimes da fauna
selvagem de vida livre representantes das familias Aotidae, Canidae, Dasypodidae, Felidae,
Mephitidae, Mustelidae, Procyonidae e Tapiridae, vitimas de colisdes veiculares no estado
do Mato Grosso do Sul, Brasil. O CPPV-1 foi detectado no baco de um cachorro-vinagre
(Speothos venaticus) e de um gato-mourisco (Puma yagouaroundi), enquanto que RNA de
CDV foi detectado no figado de um P yagouaroundi. Caracteristicas das amostras
referentes aos individuos da espécie P. yagouaroundi, como pouco material bioldgico
disponivel, autdlise e/ou baixa carga viral na qPCR e RT-qPCR, inviabilizaram as reagbes
de sequenciamento, sendo possivel obter sequéncia nucleotidica apenas de CPPV-1 do S.
venaticus. Por meio de andlises filogenéticas realizadas com a sequéncia parcial do gene

que codifica a proteina VP2 de CPPV-1, o isolado obtido do S. venaticus foi classificado
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como CPV-2b, sugerindo a transmissdao do patdégeno pelo cdo doméstico (Canis lupus
familiaris). A aproximacéo entre animais silvestres e domésticos favorece a transmissao de
patégenos, principalmente entre espécies evolutivamente préximas, como os membros da
familia Canidae e Felidae. Os impactos causados por virus patogénicos, como CPPV-1 e
CDV, incluem alta mortalidade e reducgao da rotatividade populacional, ameacas importantes
para espécies vulneraveis, como o P. yagouaroundi e S. venaticus. A identificacdo do DNA
e RNA viral de CPPV-1 e CDV em duas espécies selvagens ameacgadas de extingdo e
pouco estudadas contribui para o conhecimento dos patégenos que estdo circulando em
populagbes selvagens de vida livre. Ademais, as mutagdes observadas na sequéncia
nucleotidica obtida do CPPV-1 do S. venaticus estéo relacionadas a mecanismos de evasao
imune e relagdo patdgeno-hospedeiro, caracteristicas importantes para evolugcdo dos

protoparvovirus.

Palavras-chave: Conservacgao; Parvoviridae; Paramyxoviridae

1 Introdugao

As doencas infecciosas representam uma ameaga importante a conservagao de
mamiferos selvagens (IUCN, 2019). As interagbes entre animais filogeneticamente
relacionados podem favorecer a transmissdo de patdégenos que sdo mais propensos a
serem compartilhados entre hospedeiros evolutivamente préximos (Lafferty & Gerber,
2002). O virus da cinomose canina (CDV, Canine distemper virus) e o protoparvovirus
carnivoro (CPPV-1, Carnivore protoparvovirus 1) sao extremamente importantes para
animais domésticos pela capacidade de infeccdo e por sua viruléncia a uma gama de
hospedeiros, portanto importantes ameacgas as espécies selvagens, resultando em alta
morbidade e mortalidade, diminuicdo de fecundidade devido a mortalidade precoce e
reducdo da rotatividade populacional, contribuindo para o declinio populacional a longo
prazo (Jones, 2000; Krumm et al., 2005; Mech & Goyal 1993; Mech et al. 2008; Namroodi et

al., 2016; Pedersen et al., 2007; Steinel et al. 2001).
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Neste contexto, considerando que animais doentes tornam-se mais suscetiveis a
colisdes veiculares, espécimes atropelados podem fornecer material biolégico para
identificacdo de patdgenos de animais de vida livre e servir de sentinelas para detecgao
precoce de patdgenos relevantes a Saude Publica, ja que o trafego rodoviario proporciona
uma maior proximidade entre espécies selvagens, animais domésticos e humanos (Jones,

2000; Krum et al., 2005, Schwartz et al., 2020).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar a ocorréncia e realizar o
sequenciamento génico de protoparvovirus carnivoro e virus da cinomose canina em 22
amostras de 14 espécies de animais selvagens, representantes das familias Aotidae,
Canidae, Dasypodidae, Felidae, Mephitidae, Mustelidae, Procyonidae, Tapiridae,

atropeladas no estado do Mato Grosso do Sul, Brasil.

2 Material e métodos

2.1 Declaracao de ética

Os procedimentos e protocolos de manejo dos animais foram aprovados pelo

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (SISBIO n° 53798-11).

2.2 Area de estudo e amostragem

As amostras deste estudo foram fornecidas pelo Instituto de Conservacido de
Animais Silvestres (ICAS), provenientes de animais silvestres mortos atropelados em
rodovias do estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. Amostras de bacgo, figado, pulmao,
sistema nervoso central ou fezes de 22 representantes das espécies das familias Aotidae
(Aotus nigriceps, Aotus azarae), Canidae (Chrysocyon brachyurus, Speothos venaticus,
Lycalopex vetulus), Dasypodidae (Dasypus novemcinctus, Euphractus sexcinctus), Felidae
(Puma yagouaroundi, Leopardus pardalis), Mephitidae (Conepatus semistriatus), Mustelidae

(Lontra longicaudis, Eira barbara), Procyonidae (Nasua nasua) e Tapiridae (Tapirus
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terrestris) foram coletadas assepticamente com material estéril e acondicionadas em

criotubos livres de nuclease.

Apoés a identificacdo das amostras, as mesmas foram armazenadas em cilindro de
nitrogénio e posteriormente encaminhadas ao Laboratério de Investigacdo Etiologica
Veterinaria (LIVE Vet) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Uberlandia (FAMEV-UFU) em caixa térmica com gelo seco. As amostras foram

armazenadas em ultra-freezer -80°C até o processamento.

2.3 Processamento das amostras e extragao de material genético

As amostras de o6rgaos foram maceradas, diluidas em uma suspensdo com agua
livre de nucleases, na proporgédo de 70% de 6rgao e 30% de agua e posteriormente foram
submetidas a trés ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e aquecimento em
termobloco a 55°C previamente a extracdo. As amostras de fezes foram processadas em
uma suspensdo com agua livre de nucleases e submetidas a trés ciclos de refrigeracao e
repouso em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras de 6rgaos e fezes foram
clarificadas por centrifugagdo 12.000g por 16 minutos a 15 °C e o sobrenadante foi coletado
e utilizado para a extragcdo de DNA e RNA totais utilizando-se o Mini Kit PureLink™ Viral

RNA/DNA (Invitrogen™, Thermofisher), de acordo com o protocolo do fabricante.

2.4 Reagoes de PCR

A presenca de inibidores de PCR nas amostras de DNA foi excluida pela
amplificacdo de um fragmento do gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase)
[Birkenheuer et al., 2003] e nas amostras de RNA pela amplificagdo de um fragmento do

mMRNA de B-actina (Wadhwa et al., 2017).

A reagao de PCR em tempo real (QPCR) de CPPV-1 foi realizada utilizando a enzima
GoTag® qPCR Master Mix (Promega Biotecnologia do Brasil LTDA), 400 nM de cada

primer, 2.5 yL de DNA e agua livre de nucleases q.s.p. 25 pL. A reacao de transcriptase
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reversa seguida de PCR em tempo real (RT-qPCR) para deteccdo de CDV foi realizada
utilizando a enzima GoTaq® RT-gPCR Master Mix (Promega Biotecnologia do Brasil LTDA)
e RT Mix for 1-Step RT-gPCR (Promega Biotecnologia do Brasil LTDA). Como controle
negativo, foi utilizada agua livre de nucleases e vacina comercial (Vanguard®, Zoetis) foram

utilizadas como controles positivos.

As reacgdes de sequenciamento foram realizadas através de PCR convencional,
utilizando a enzima 1x GoTag™ Green PCR Master Mix (Promega, USA), 400 nM de cada
primer (Anexo 1), 2.5 yL de DNA e agua livre de nucleases q.s.p. 25 L. Para reacao de
sequenciamento de CPPV-1, foram utilizados primers visando amplificar a regido do gene
que codifica a proteina VP2 (Touihri et al., 2008; Van Brussel et al., 2019). As amostras de
RNA foram convertidas para DNA complementar (cDNA) utilizando a enzima SuperScript™
Il (ThermoFisher Scientific) de acordo com instru¢des do fabricante. Para reagdo de
sequenciamento de CDV, foi utilizado conjunto de primers visando amplificar a regiao do
gene que codifica a proteina hemaglutinina (H) [Budaszewski et al., 2014; Duque-Valencia

et al., 2019] e a regido do gene que codifica a proteina N (Castilho et al., 2007).

2.5 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados juntamente com um marcador de peso molecular (100pb
DNA ladder, ThermoFisher Scientific) foram dispostos em um gel de agarose 1,5% com
corante SYBR® Safe DNA Gel Stain (ThermoFisher Scientific) diluido a 1:10.000.
Posteriormente, foram submetidos a eletroforese em cuba horizontal com solugao tampao
TBE, pH 8,0 (Tris-borato 0,045M: EDTA 0,001M). A banda observada foi comparada com o
marcador de peso molecular e foi considerada positiva por apresentar tamanho especifico.

O gel foi visualizado sob luz ultravioleta e a imagem obtida foi documentada.

2.6 Sequenciamento Sanger

As bandas correspondentes as amostras positivas foram excisadas dos géis de

agarose e purificadas com PureLink™ PCR Purification Kit (ThermoFisher Scientific) ou
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ExoProStar (Cytiva™ Life Sciences), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds a
quantificagdo do amplicon purificado em espectrofotdmetro, o produto purificado foi
submetido a eletroforese em cuba horizontal para confirmagao de banda unica e especifica.
Posteriormente, as amostras foram enviadas ao Laboratério de Biologia Molecular Aplicada
e Sorologia (LABMAS) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saulde
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o

Paulo (USP).

A reacdo de sequenciacdo de DNA foi realizada bidirecionalmente em um
sequenciador capilar (Genetic Analyzer 3500, Applied Biosystems) com um kit comercial
(BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, ThermoFisher Scientific) de acordo com

as instrucoes do fabricante.

2.7 Edicao das sequéncias obtidas por sequenciamento de Sanger

Cromotagramas foram gerados a partir de cada uma das sequéncias em duplicata e
avaliados quanto a qualidade das bases sequenciadas no aplicativo online Phred, apenas
os fragmentos com pontuagdo maior que 20 (probabilidade de um erro em 100
nucleotideos). Os cromatogramas foram analisados e editados manualmente com o
programa FinchTV v. 1.4 para observar e corrigir possiveis interpretacbes errbneas e
discrepancias entre cada uma das fitas sequenciadas. As sequéncias finais de cada
amostra foram obtidas com o aplicativo Cap-contig do programa computacional BioEdit v.

7.2.5 (Hall, 1999).

2.8 Analise filogenética

A busca de homologia entre as sequéncias deste estudo com outras sequéncias
depositadas no GenBank foi realizada por meio do programa Blast 2.13.0. Os alinhamentos
de nucleotideos e aminoacidos do gene que codifica a proteina VP2 foram realizados

usando o aplicativo Clustal W do programa BioEdit v. 7.2.5 A arvore filogenética foi
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construida usando o programa computacional MEGA v. 11.0.10 (Tamura et al., 2021). O
conjunto de sequéncias de nucleotideos alinhadas foi submetido ao Find Best-Fit
Substitution Model (ML) no MEGA v. 11.0.10 para determinar o melhor modelo evolutivo. A
arvore gerada a partir da sequéncia de nucleotideos foi construida pelo método
Neighbour-Joining por meio do modelo Tamura 3 (Tamura, 1992) usando uma distribui¢ao
Gamma discreta (+G) e utilizando os valores de bootstrap de 1.000 repeticdes, cujos

valores maiores ou iguais a 50 foram apresentados proximos aos nés.

2.9 Andlise de substituicao de aminoacidos

A sequéncia de nucleotideos da regi&do do gene que codifica a proteina VP2 de
CPPV-1 obtida foi traduzida em sequéncias de aminoacidos usando o programa BioEdit v.
7.2.5. O alinhamento de aminoacido foi gerado com o programa Clustal W e as principais
substituicbes foram visualmente inspecionadas e comparadas com variantes de referéncias

obtidas no Genbank.

3 Resultados

A localizac&do espacial dos grupos taxonémicos do presente estudo que possuiam
coordenadas estdo representadas na Figura 1. Duas amostras (n=22; 9,1%) referentes a
um gato-mourisco (P. yagouaroundi) [NEC 104] e um cachorro-vinagre (S. venaticus) [NEC
105] foram positivas na qPCR para CPPV-1, com ciclo de quantificagdo (Cq) de 18 e 10,
respectivamente. Um (n=22, 4,5%) gato-mourisco (Puma yagouaroundi) [NEC 79] foi

positivo na RT-gPCR para CDV, com valor Cq de 40 (Tab. 1).
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Figura 1 - Geolocalizacdo de mamiferos silvestres de vida livre atropelados em rodovias do

estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, durante os anos de 2017 a 2021. Os quadrados

destacam a localizagao espacial das espécies gato-mourisco (Puma yagouaroundi) e

cachorro-vinagre (Speothos venaticus) positivos para o virus da cinomose canina e

protoparvovirus carnivoro 1.



Tabela 1 - Relacio das espécies de mamiferos amostradas no presente estudo quanto a data de coleta, municipio, sexo, faixa etaria

ID
NEC 20

NEC 23
NEC 76
NEC 79
NEC 98
NEC 104
NEC 105
NEC 106
NEC 112
NEC 114
NEC 119
NEC 120
NEC 123
NEC 125
NEC 126
NEC 127
NEC 129
NEC 129
NEC 129
NEC 129
NEC 133
NEC 137

Data de coleta
18/05/2017

26/05/2017
30/05/2018
15/06/2018
06/03/2019
05/08/2019
10/08/2019
06/09/2019
07/12/2019
18/12/2019
12/03/2020
10/09/2020
18/01/2021
12/04/2021
25/05/2021
30/05/2021
29/06/2021
29/06/2021
29/06/2021
29/06/2021
09/08/2021
14/09/2021

Municipio
Andradina -MS
Terrenos - MS
Anastacio - MS

Rio Negro - MS

Campo Grande - MS

Miranda - MS

Aquidauana - MS
Campo Grande - MS

Anastacio - MS
Corumba - MS
Corumba - MS

Campo Grande - MS

Terrenos - MS

Aquidauana - MS
Albuquerque - MS

Miranda - MS
Corumba - MS
Corumba - MS
Corumba - MS
Corumba - MS

Aquidauana - MS

Corumba - MS

Espécie
Tatu-galinha (Dasypus novemcinctus)
Tatu-peba (Euphractus sexcinctus)
Jaritataca (Conepatus semistriatus)
Gato-mourisco (Puma yagouaroundi)
Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus)
Gato-mourisco (Puma yagouaroundi)
Cachorro-vinagre (Speothos venaticus)
Raposa-do-campo (Lycalopex vetulus)
Quati (Nasua nasua)
Lontra (Lontra longicaudis)
Lontra (Lontra longicaudis)
Irara (Eira barbara)

Anta (Tapirus terrestris)
Jaguatirica (Leopardus pardalis)
Macaco-da-noite (Aotus nigriceps)
Gato-mourisco (Puma yagouaroundi)
Lontra (Lontra longicaudis)
Lontra (Lontra longicaudis)
Lontra (Lontra longicaudis)
Lontra (Lontra longicaudis)
Jaguatirica (Leopardus pardalis)

Macaco-da-noite (Aotus azarae)

Legenda: ID: identificagdo; MS: Mato Grosso do Sul; F: fémea; M: macho; -: negativo

Sexo
F

< Z2 m m m M S 8 Z S m T

Idade
Adulto

Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Filhote
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto

Tipo de amostra

Baco
Bacgo
Bago
Figado
Bago
Bago
Bago
Figado
Baco
Bacgo
Bacgo
Bacgo
Bacgo
Bacgo
Bacgo
Bacgo

Sistema nervoso central

Pulméo
Bacgo
Fezes
Fezes

Baco

PCR

CDV +

CPPV-1 +
CPPV-1 +

98
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Uma amostra de bago de tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) foi excluida
do estudo por ndo amplificar no controle endégeno GAPDH mamifero. Duas amostras de
baco de macaco-da-noite (Aotus nigriceps) e P. yagouaroundi apresentaram banda fraca no

mesmo ensaio, apesar disto, estas amostras foram incluidas no estudo.

Devido a quantidade insuficiente de amostra do P. yagouaroundi (NEC 104), foi
possivel realizar o sequenciamento de CPPV-1 apenas da amostra do S. venaticus (NEC
105). Na RT-gPCR de CDV do P. yagouaroundi (NEC 79), além do Cq alto (40 ciclos), foi
possivel observar baixa fluorescéncia (0,89 dF/dT) possivelmente devido baixa quantidade
de RNA viral presente decorrente do tipo de amostragem, autdlise dos fragmentos
coletados e degradacao do RNA apds o obito, inviabilizando as tentativas de amplificagcao
dessa amostra nas reagdes de sequenciamento de CDV. As amostras do P. yagouaroundi
(NEC 79 e NEC 104) apresentaram severos e moderados graus de autdlise,
respectivamente, enquanto a amostra do S. venaticus (NEC 105) apresentou leve grau de

autolise.

A sequéncia nucleotidica (1.548 nts) de CPPV-1 obtida do S. venaticus (NEC 105)
apresentou 99.80% de identidade com um isolado de CPV-2b de cées domésticos
(MK344465.1), 99.74% com dois isolados de CPV-2b de caes domésticos (MF177258.1 e
MF177256.1) e 99.55% com um isolado de CPV-2a isolado de cdo doméstico (MF177241.1)

(Fig. 2).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK344465.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=A6YZHRYY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF177241.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=A9V0F20P013
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KJ813869.1 FPV Puma concolor

MF177250.1 CPV-2c Carnis lupus familiaris

KJ813892 CPV-like Canis latrans

KJB13881.1 CPV-ike Canis lupus

AB054215 New CPV-2a Felis catus

JX411926 1 New CPV-2b Martes foina

GUS69937 1 New CPV-2b Canis lupus familiaris
MT447099 1 CPV-2a Canis lupus dingo
M74852.1 CPV-2b Canis lupus familiaris

MF177241.1 CPV-2a Canis lupus familiaris

@ CPV-2b Speothos venaticus
MK344465.1 CPV-2b Canis lupus familiaris
M24003.1 CPV-2a Canis lupus familiaris

KJ813890.1 CPV-like Vulpes vulpes

KC262178.1 Paguma larvata

KJB13836.1 CPV-like Martes pennanti

KM083041.1 Myctereutes procyonoides

M38245 1 CPV-2 Canis lupus familiaris

FJ435342 1 New CPV-2 Canis lupus familiaris

KY094119.1 MEV  Neovison vison

KP019620.1 FPV Viverricula indica
AJ249557 1 FPV Acinonyx jubatus

57 M24005.1 RPV  Procyon lotor

OM810196.1 FRY Panthera tigris
M38246 1 FPV Felis catus

67 MNB62749.1 FPV  Lontra canadensis

97

94

0.0020

Figura 2. Arvore filogenética baseada em 26 sequéncias nucleotidicas parciais do gene
que codifica a proteina VP2 de CPPV-1 (1.364 nts), construida com o método de
Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) através do modelo Tamura 3 (Tamura, 1992) no
software MEGA v. 11.0.10 (Tamura et al.,, 2021). Os numeros proximos a cada no
representam os valores de 1.000 repeticbes de "bootstrap" (Felsenstein, 1985), sendo
demonstrados apenas aqueles superiores a 50%. A escala representa o numero de
substituicoes por sitio. As amostras estao identificadas com o niumero de acesso GenBank,

variante viral e espécie hospedeira.

A sequéncia de CPPV-1 obtida no presente estudo foi classificada como variante
CPV-2b segundo analise dos residuos 87, 93, 101, 267, 297, 300, 305, 324, 426 e 440

(Tab.2).
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Tabela 2. Diferencas nos residuos de aminoacidos na proteina do capsideo VP2 do protoparvovirus carnivoro (CPPV-1) utilizada para
caracterizacido de identificacdo de variantes virais. As células coloridas da tabela representam a identidade de aminoacidos com o isolado de

CPPV-1 do cachorro-vinagre (Speothos venaticus) obtido no presente estudo.

Residuos de aminoacidos

=]
~
(<]
(]

Variante/Nimero do Genbank/Hospedeiro 101 267 297 300 305 324 375 426 440

FPV (M38246.1) Gato doméstico (Felis catus)
MEV (KY094119.1) Visdo americano (Neovison vison)
RPV (M24005.1) Guaxinim (Procyon lotor)
CPV-2 (M38245.1) Cao doméstico (Canis lupus familiaris)
CPV-2a (MT981029.1) Cao doméstico (Canis lupus familiaris)
New CPV-2a (AB054215/GQ169539) Gato doméstico (Felis catus)

CPV-2b (MT981028.1) Cado doméstico (Canis lupus familiaris)
New CPV-2b (GU569937, AY869724.1) Cao doméstico (Canis lupus familiaris)
CPV-2c (MF177250.1) Cao doméstico (Canis lupus familiaris)
Cachorro-vinagre (Speothos venaticus)

CPV-2a (MF177241.1) Cao doméstico (Canis lupus familiaris)
CPV-2b (MK344465.1) Cao doméstico (Canis lupus familiaris)
CPV-like (KJ813892.1) Coiote (Canis latrans)
CPV-like (KJ813881.1) Lobo cinzento (Canis lupus)
CPV-like (KJ813890.1) Raposa vermelha (Vulpes vulpes)
FPV (KJ813869.1) Oncga-parda (Puma concolor)

FPV (AJ249557.1) Guepardo (Acinonyx jubatus)

FPV (OM810196.1) Tigre (Panthera tigris)

FPV (KP019620.1) Civeta indiana pequena (Viverricula indica)
FPV (MN862749.1) Lontra canadense (Lontra canadensis)
CPV-like (KJ813836.1) Marta pescadora (Martes pennanti)
New CPV-2b (JX411926.1) Fuinha (Martes foina)

RPV (KM083041.1) Cao guaxinim (Nyctereutes procyonoides)
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Legenda: A alanina, C cisteina, D acido aspartico/aspartato, E acido glutdmico/glutamato, F fenilalanina, G glicina, H histidina, | isoleucina, K lisina, L leucina, M metionina, N

asparagina, P prolina, Q glutamina, R arginina, S serina, T treonina, V valina, W triptofano, Y tirosina
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4 Discussao

Os resultados do presente estudo demonstram a detecgdo do material genético do
virus da cinomose (CDV) e protoparvovirus carnivoro (CPPV-1), em gato-mourisco (Puma
yagouarondii) e cachorro-vinagre (Speothos venaticus), tratando-se da primeira detecgéo

desses virus em ambas espécies em vida livre.

A deteccdo de CPPV-1 por PCR, em P yagouaroundi de -cativeiro, ja foi
documentada no Brasil (Furtado et al., 2017), embora nao haja registros recentes de
deteccao molecular deste patégeno em S. venaticus. Ainda no Brasil, o DNA do CPPV-1 foi
identificado em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), filhote, com sinais clinicos
gastroentéricos e neurologicos, seguido de ébito (Spera et al., 2021) e em amostras de
fezes (n= 8/21) de quati (Nasua nasua) de vida livre assintomaticos (Spera et al., 2020). Na
América do Sul, a infeccdo por CPPV-1, confirmada através de métodos moleculares, em N.
nasua foi responsavel por causar sinais clinicos entéricos, como diarreia hemorragica e
anorexia, seguido de ébito (Bucafusco et al., 2019). Em lontra (Lontra longicaudis) de vida
livre, com sinais clinicos gastroentéricos e cutaneos (lesbes crostosas nas almofadas
palmares dos membros anteriores e posteriores), seguido de 6bito, o antigeno de CPPV-1

foi detectado na medula éssea e enterdcitos das criptas intestinais (Echenique et al., 2018).

O RNA viral de CDV nao havia sido identificado anteriormente nas espécies
silvestres de vida livre amostradas no presente estudo no Brasil, embora ja tenha sido
detectado em raposinha-do-campo (Lycalopex vetulus) atropelada na mesma area de
estudo, com apresentagao clinica neurologica, gastroentérica e respiratoria, semelhante aos
sinais observados em caes infectados (Megid et al., 2009; 2010) e em lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus) com sinais clinicos gastroentéricos e respiratorios (Souza et al.,
2022). Na Ameérica do Sul, o CDV ja foi detectado em amostras fecais de P. yagourondi
(n=1/5) e jaguatirica (Leopardus pardalis) (n=3/71), ambos de vida livre (Avendano et al.,

2016). Ainda, o antigeno de CDV ja foi identificado em vesicula urinaria de P. yagouaroundi
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(n=1/1) de cativeiro através de imunohistoquimica e em pulmdes, estdmago, rins, figado e
pele de Lontra longicaudis (n=6/6) de vida livre (Michelazzo et al., 2021; Viana et al., 2020),
demonstrando a suscetibilidade de canideos, felideos e mustelideos silvestres a infecgao

pelo agente.

Algumas espécies amostradas nao possuem estudos de pesquisa de patdégenos,
demonstrando a dificuldade em estudar individuos e populagdes em vida livre. O
tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), tatu-peba (Euphractus sexcinctus), Conepatus
semistriatus, irara (Eira barbara) e macaco-da-noite (Aotus nigriceps; Aotus azarae) nao
foram alvos de estudos quanto aos patdgenos pesquisados previamente, através de
métodos diretos de diagndstico. Além disso, espécies ameacadas s&do extremamente
dificeis de localizar e estudar em vida livre, dificultando o desenvolvimento de estratégias

abrangentes e especificas de conservagao (Lima et al., 2012).

Os métodos sorolégicos demonstraram a exposicdo prévia das espécies P.
yagouaroundi, S. venaticus, L. pardalis, C. brachyurus, L. vetulus, jaritataca (Conepatus
semistriatus), anta (Tapirus terrestris) e onga-pintada (Panthera onca) ao CPPV-1 e CDV na
mesma regido do Brasil, demonstrando a circulagdo destes virus na area de estudo da
populagdo amostrada (Furtado et al., 2013; Furtado et al., 2016; Medici et al., 2014; Taques
et al., 2018). Foi demonstrado também a exposi¢cao ao virus da cinomose canina em caes
domésticos em propriedades rurais nos biomas Cerrado, Amazodnia e Pantanal do Brasil.
Além das espécies selvagens, caes domésticos de propriedades rurais do Pantanal (85,7%)
apresentaram exposicado prévia ao CDV, evidenciando a ampla distribuicdo do virus em
caes domésticos na regidao estudada, adquirida pela exposigdo natural ao agente ou através
da vacinacao (Furtado et al., 2013). Mesmo estudos sorolégicos, que sao mais abundantes
em literatura, possuem limitacdo do tamanho amostral, do conhecimento epidemiolégico
dos patégenos e de qual variante circula na populagdo estudada, sendo necessario o

estudo molecular e filogenético.
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Os principais impactos populacionais em espécies selvagens de CPPV-1 e CDV sé&o
alta mortalidade, diminuigdo da fecundidade devido a mortalidade precoce de individuos
jovens e redugao da rotatividade populacional (Alexander e Appel 1994; Damien et al. 2002;
Deem e Emmons 2005; Laurenson et al. 1998; Martino et al. 2004; Mech e Goyal 1993;
Mech et al. 2008; Steinel et al. 2001; Timm et al. 2009; Van de Bildt et al. 2002), ameacas
importantes a populacbes de espécies ja ameacadas, como o cachorro-vinagre (S.
venaticus) e gato-mourisco (P. yagouaroundi). Canideos selvagens infectados por CPPV-1
apresentaram altas taxas de mortalidade, em diferentes regides geograficas (Johnson et al.
1994; Martinello et al. 1997; Laurenson et al. 1998; Arjo et al. 2003; Martino et al. 2004;

Deem e Emmons 2005).

Ambas as espécies sao classificadas em diferentes graus de ameaca pela Lista
Vermelha de Espécies Ameacadas da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza
(IUCN) e o Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) do
Ministério do Meio Ambiente (MMA). O gato-mourisco, apesar de considerado como de
menor preocupacao (LC, least concern) pela IUCN (Caso et al., 2015) é classificado como
vulneravel (VU, vulnerable) pelo ICMBio-MMA (Brasil, 2022). O cachorro-vinagre, embora
considerado como quase ameagado (NT, near threatened) pela IUCN (DeMatteo et al.,
2011), é classificado pelo ICMBio-MMA como vulneravel (VU) na Amazénia e no Pantanal,
em perigo (EN, endangered) no Cerrado e criticamente em perigo (CR, critically

endangered) na Mata Atlantica (Jorge et al., 2013).

A proximidade filogenética entre os carnivoros selvagens e domeésticos, além de
caracteristicas ecolégicas em comum, incluindo comportamento de forrageamento, contatos
sociais proximos, comunicagao olfativa com possiveis materiais infecciosos como urina e
fezes, os tornam particularmente suscetiveis a doencgas infecciosas que acometem as
familias Canidae e Felidae (Woodroffe et al. 2004). Os carnivoros domésticos sao
considerados os reservatérios primarios de CPPV-1 e CDV (Craft et al., 2008; Woodroffe et

al., 2012), no entanto, hospedeiros selvagens da ordem Carnivora também foram
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identificados como reservatérios de vida livre e responsaveis pela manutencao do patégeno
no ambiente, através da interagdo de multiplas populagdes (Cotmore et al., 2013; Prager et

al., 2012; Steinel et al., 2001).

A ocorréncia de carnivoros selvagens e domésticos na mesma area pode aumentar
o risco de transmisséo de patdgenos (Chen et al., 2019). Portanto, altas taxas de contato de
carnivoros domésticos e selvagens podem causar propagagao e perpetuacao de agentes
patogénicos em vida livre (Megid et al. 2009, 2010), embora espécies selvagens também
sejam responsaveis pela manutencéao viral em vida livre (Millan & Rodriguez, 2009; Roelke
et al., 2008), aumentando o risco de transmissao de patdégenos entre as espécies que
possuem a mesma darea de ocorréncia (Ostrowski et al., 2003), como os dois
gatos-mourisco (P. yagouaroundi) e o cachorro-vinagre (S. venaticus) do presente estudo,
que foram encontrados em regides proximas, sugerindo o possivel compartilhamento de

patdgenos entre individuos que circulam nas mesmas areas.

Caracteristicas sociais apresentadas por algumas espécies selvagens, como o S.
venaticus, que vivem em grupos sociais de até 12 individuos que realizam atividades
cooperativamente (Defler, 1986; Strahl et al., 1992), aumentam o risco de transmissao de
patdgenos, haja visto que apenas um individuo infectado pode transmitir o patégeno para o

grupo e dizima-lo.

O P. yagouaroundi positivo para CDV foi atropelado em zona rural, aproximadamente
8,5 Km da rodovia MS-355 em um pequeno fragmento de vegetacido nativa rodeado por
areas extensas de pasto. O P. yagouaroundi positivo para CPPV-1 foi atropelado na rodovia
MS-262, em areas extremamente antropizadas, préximo a postos e areas extensas de
pasto. O S. venaticus positivo para CPPV-1 também foi atropelado na rodovia MS-262,

préximo a uma regiao fragmentada de mata nativa e areas de pasto.

Sabe-se que a fragmentacdo e destruicdo de habitat sdo ameagas importantes para

conservacao de espécies selvagens, portanto, ambientes antropizados sejam eles rurais ou
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urbanos podem favorecer a presenca de animais domésticos, outra ameaca apontada para
0os grupos selvagens, em decorréncia de competicdo, predacdo ou transmissao de
patégenos, que podem resultar em declinio populacional de muitas espécies, principalmente
carnivoras (Lessa et al.,, 2016). No entanto, mesmo em &reas preservadas, 0s animais
selvagens estdo sujeitos a ameaca por cdes domésticos. Estudos em areas protegidas
avaliaram a presenca de cides domésticos (Canis lupus familiaris) em 31 parques nacionais
no Brasil e listaram a ocorréncia de 37 espécies de animais selvagens afetadas pela
presenca dos caes (Lessa et al., 2016). A presenga de moradores humanos e cagadores
em areas protegidas foram os fatores mais citados como facilitadores da ocorréncia de caes

(Lessa et al., 2016).

Algumas caracteristicas dos virus contribuem para transmissao e manutencéo viral,
como a resisténcia ambiental de CPPV-1, que permite a transmissao indireta através do
contato com fezes de animais infectados, ndo sendo necessario contato direto (Steinel et al.
2001). No entanto, para patégenos como CDV, o contato direto € uma importante forma de

transmisséo, que pode ocorrer através de aerossois de secregdes (Deem et al. 2000).

Sabe-se também que o atropelamento € uma ameaga importante para espécies
silvestres, resultando em altas taxas de mortalidade, comprometendo a viabilidade e
persisténcia populacional a longo prazo, principalmente de espécies ameacgadas
(Ceia-Hasse et al., 2018; Desbiez et al., 2020). Considerando que o niumero de animais
silvestres vitimas de colisdbes veiculares parece estar aumentando nas estradas
pesquisadas (Ascensdo et al., 2021), provavelmente refletindo o aumento do trafego
rodoviario no Mato Grosso do Sul (DNIT, 2020), regiao do presente estudo, a utilizagao de
material bioldgico proveniente de individuos atropelados possibilita a aquisicdo de amostras
de uma grande variedade de espécies de forma passiva, incluindo as ameagadas e pouco
estudadas, haja visto a dificuldade de captura e coleta de materiais bioldgicos de individuos

em vida livre para deteccao de patdgenos e vigilancia epidemiolégica.
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No entanto, a condicdo variavel das carcagas pode ser uma desvantagem deste
método de amostragem, condicbes como exposi¢do ao calor e o tempo entre o 6bito e a
coleta, podem influenciar na PCR e gerar resultados falso-negativos (Szekeres et al., 2018).
Para excluir a ocorréncia de inibidores da reacdo de PCR, as amostras do presente estudo
foram submetidas a testes de controle interno de genes constitutivos. Apesar disso, apenas
uma amostra de bago de tamandua-bandeira (M. tridactyla) foi excluida do estudo e duas
amostras de macaco-da-noite (A. nigriceps) e gato mourisco (P yagouaroundi)
apresentaram bandas fracas, o que possivelmente esta relacionado com uma degradacéo
parcial do material genético. Mesmo algumas amostras que apresentaram autdlise,

incluindo as amostras positivas para CPPV-1 e CDV, foram positivas no controle endégeno.

As amostras utilizadas para diagnéstico dos patdgenos incluiram baco, figado, fezes,
sistema nervoso central ou pulmdo. O DNA de CPPV-1 foi detectado no bago do S.
venaticus e P. yagouaroundi, enquanto que o RNA de CDV foi detectado no figado de P.
yagouaroundi. Estudos corroboram o uso de amostras de baco e figado de carcagas de
animais atropelados para deteccdo de protoparvovirus carnivoro e virus da cinomose
canina, por apresentarem altos titulos de acidos nucleicos (Decaro et al., 2007; Rosa et al.,
2020). Enquanto que a excregao fecal intermitente de virus pode dificultar a detecgéo do
material genético de CPPV-1 postmortem utilizando amostras de fezes (Decaro et al., 2005).
Diversos fatores podem interferir na preservacdo tecidual e molecular das amostras
testadas para virus RNA, incluindo o tempo entre o 6bito, a coleta e processamento e
temperatura ambiental em que o animal permaneceu exposto, o que limita o uso do sistema
nervoso central (SNC) para diagnéstico viral devido ao seu rapido desenvolvimento de
autolise (Ferrer et al., 2008). Portanto, a utilizagdo do SNC de animais vitimizados por
colisbes veiculares pode comprometer o diagndstico virologico de agentes que possuem
tropismo por este tecido, como o virus da raiva (RABV), devido as varidveis citadas
anteriormente, apesar disto, o SNC de alguns animais deste estudo foi encaminhado para

um laboratdrio oficial de diagnéstico de RABV, no entanto, nenhuma amostra foi positiva.
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A amostra de figado do P. yagouaroundi (NEC79) positiva na RT-gPCR de CDV
mostrava indicios de autdlise. Na RT-qgPCR, a baixa fluorescéncia (0,89 dF/dT) e um Cq alto
(40 ciclos) refletem a baixa quantidade de RNA viral detectado, que pode ser explicada pela
autdlise da amostra, fragilidade do virion e varidveis mencionadas anteriormente como
tempo entre o oObito e a coleta das amostras biolégicas, que influenciam diretamente a
integridade do RNA alvo (Koppelkamm et al., 2011). No entanto, foi possivel a detec¢ao do
RNA viral através da técnica RT-qPCR que possui maior sensibilidade e possibilita detectar
quantidades minimas de material genético presente na amostra (Fleige & Pfaffl, 2006; Weis
et al., 2007), demonstrando que mesmo tecidos com baixa carga viral podem ser utilizados
para deteccdo de patdgenos através de técnicas moleculares mais sensiveis, desde que

passem obrigatoriamente por testes de controle endégeno.

Em contrapartida, amostras com baixas cargas virais inviabilizam as reagdes de
sequenciamento (Fleige & Pfaffl, 2006; Weis et al., 2007). Ja foi demonstrado em outros
estudos que o sequenciamento de amostras com baixas cargas virais e altos valores de Cq
(>33) é desafiador, independente da metodologia utilizada (Doddapaneni et al., 2020; Gohl
et al., 2020; Paden et al., 2020; Pillay et al., 2020), podendo resultar em falhas de
amplificagdo com uma porgao substancial de bases ausentes (Lam et al., 2021), o que pode
justificar a impossibilidade de obtencao de sequéncias referentes aos genes He N de CDV,
apesar de diferentes tentativas com combinagbes de técnicas de RT-PCR e diferentes

conjuntos de primers.

As analises filogenéticas do CPPV-1 isolado do cachorro-vinagre o agrupam com um
isolado CPV-2b (MK344465.1) obtido de cao-doméstico (Canis lupus familiaris) no sul do
Brasil (Oliveira et al., 2019), formando um clado distinto da variante CPV-2b original
(M74852.1). O CPV-2b ja foi detectado no Brasil em outro canideo, cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous), filhote, que apresentou sinais clinicos gastroentéricos e neurolégicos,
seguido de obito (Spera et al., 2021). A sequéncia nucleotidica obtida do CPPV-1 do C.

thous apresentou alta identidade com isolado obtido de cao doméstico (Spera et al., 2021).
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A sequéncia da proteina VP2 obtida no presente estudo compartilhou um alto grau
de identidade de aminoacidos com as variantes de referéncia, especialmente nos
marcadores moleculares correspondentes aos residuos de aminoacidos (aa) 87, 93, 101,
267, 300, 305 e 440. Diferencas foram observadas nos marcadores moleculares 297,
caracterizados por uma asparagina (N) no isolado do cachorro-vinagre ao invés de serina
(A) apresentada nas variantes de referéncia (Ser297Asn). Essa mutagcdo também foi
observada em isolados classificados como CPV-2b obtidos de c&es no sul do Brasil
(Oliveira et al., 2019). Estudos demonstraram que essa mutagdo € uma assinatura
particular de aminoacidos de muitos isolados sul-americanos da Argentina, Brasil e Uruguai
que constituem um clado que evoluiu exclusivamente na América do Sul (Grecco et al.,
2018). A mutagdo no residuo 297 desempenha um papel fundamental nas interagdes
patdgeno-hospedeiro, especialmente nos mecanismos de evasido da resposta imune

(Pereira et al., 2007).

Os isolados sul-americanos também possuem tirosina (Y) original no marcador
molecular correspondente ao residuo aa 324 (Grecco et al., 2018), assim como as variantes
de referéncia. No entanto, a sequéncia do presente estudo apresentou uma leucina (L) ao
invés de tirosina (Tyr324Leu). Essa mutagdo também foi observada nos mesmos isolados
classificados como CPV-2b obtidos de caes no sul do Brasil (Oliveira et al., 2019). Essas
alteragbes estdo localizadas em uma regido proxima ao sitio de ligagdo do receptor de
transferrina canina (TfR) (Hueffer et al., 2003) e o principal sitio antigénico do CPPV-1 (Tsao
et al., 1991). Além disso, o residuo aa 324 esta sob pressao seletiva positiva e, sendo
adjacente ao residuo aa 323, pode influenciar a interagdo do virion com o receptor de
transferrina (Hueffer et al., 2003) e, portanto, também pode influenciar a gama de

hospedeiros do virus (Mittal et al., 2014).

O residuo aa 426 foi definido como o principal local de mutagao para a evolugao do
CPV-2, onde diferengas antigénicas sao observadas entre as variantes CPV-2a, CPV-2b e

CPV-2¢ (Miranda & Thompson, 2016; Zhou et al., 2017). A variante CPV-2 e CPV-2a possui
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asparagina (N), o CPV-2b aspartato (D) e o CPV-2c glutamato (E) no residuo aa 426
(Decaro & Buonavoglia, 2012). A sequéncia do presente estudo apresentou uma asparagina
(N) ao invés de aspartato (D), o que poderia classifica-la como CPV-2a, diferente do CPV-2b
isolado de um cachorro-do-mato (C. thous) que apresentou aspartato neste residuo (Spera
et al., 2021). No entanto, a analise dos demais residuos de aa suportam a classificagao do
isolado obtido como CPV-2b, confirmado na andlise filogenética, onde o isolado do S.
venaticus formou um clado com uma variante de CPV-2b obtida de caes no sul do Brasil

(Oliveira et al., 2018).

Nao foi possivel avaliar o ultimo marcador molecular, correspondente ao residuo de
aa 555 devido a falha na amplificacdo do conjunto de primers 555For/Rev (Buonavoglia et
al., 2001). Incompatibilidade em sequéncias no sitio de hibridizagdo do primer 555Rev, que
esta localizado apés o codon de parada da sequéncia codificadora de VP2, foi observado
em sequéncias asiaticas, o que pode justificar a falha na amplificagdo com este conjunto de
primers (Galvis et al., 2022). Mesmo projetando um novo conjunto de primers, desenhados
a partir da sequéncia parcial obtida do S. venaticus e de outras espécies silvestres, nao foi
possivel amplificar a regido correspondente ao ultimo marcador molecular, possivelmente
por variagcao de bases na sequéncia de DNA nos sitios de hibridizagao dos primers, levando
a falha de amplificacdo da reacdo de PCR (Li et al., 2020). Portanto, divergéncias na
sequéncia obtida no presente estudo poderia explicar a falha na amplificagdo mesmo
utilizando um primer desenhado com base no genoma de variantes isoladas de espécies

selvagens.

No entanto, a alta similaridade com sequéncias conhecidas exclui a possibilidade de
se tratar de uma sub variante nova e a auséncia do ultimo marcador molecular nao
compromete a classificagdo das variantes ja conhecidas. Mutagbes de reversao no residuo
de aa 1555V foram observadas durante a evolugao de CPV-2a, com uma isoleucina (I) ao
invés da valina (V) original, porém apenas os primeiros isolados apresentaram essa

mutagdo, demonstrando que o residuo aa 555 ndo é um sitio de mutagao universal do
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CPV-2a, ja que outros isolados da variante ndo apresentam uma reversao do 1555V, mas
mantém a valina original (Decaro & Buonavoglia, 2012; Martella et al., 2006; Parrish et al.,

1985 apud Zhou et al., 2017).

Além dos marcadores moleculares conhecidos, a sequéncia obtida do CPPV-1 do
cachorro-vinagre apresentou uma mutag&o no residuo aa T228A, com uma treonina (T) no
lugar da alanina (A), porém as implicacbes desta substituicio ainda nao foram
determinadas. Portanto, as mutagdes observadas na sequéncia nucleotidica do S. venaticus
estdo relacionadas a mecanismos de evasdo imune, pressao seletiva e relacédo

patégeno-hospedeiro.

Embora os virus aqui estudados sejam velhos e importantes conhecidos de animais
domeésticos, como CDV e CPPV-1, caracteristicas que incluem capacidade de infectar uma
ampla gama de animais, que habitam diversos ecossistemas, ampliacdo do espectro de
hospedeiros conhecidos, alta capacidade de mutacdo (CDV) e surgimento de novas
variantes genéticas langam alerta para necessidade de vigilancia constante (De Vries et al.,
2017; Buonavoglia et al.,, 2001; Parrish et al., 1991; Parrish & Kawaoka, 2005),
principalmente em populacbes selvagens, onde o impacto ainda €& amplamente
desconhecido, particularmente em mamiferos ameacados de vida livre, que s&o pouco

estudados, como no caso das espécies P. yagouaroundi e S. venaticus.

Portanto, estudos que pesquisem patdgenos virais em populagdes de mamiferos
selvagens de vida livre devem ser realizados, com caracterizagdo molecular e filogenética,
para compreensdo de quais variantes estao circulando nos hospedeiros selvagens em vida
livre para que medidas de mitigacdo ou contengdo da circulagdo desses virus sejam
aplicadas de forma mais efetiva. Para tal finalidade, amostras obtidas de animais vitimas de

colisdes veiculares podem ser utilizadas de forma passiva.
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ANEXO 1 - Sistema de Autorizagao e Informag¢ao em Biodiversidade - SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Icmid Sistema de Autorizagéo e Informagé@o em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacio para atividades com finalidade cientifica

Numera: 53798-11 J Data da Emissdo: 23/02/2021 20:46:29 ! Data da Revalidagéo®: 01/12/2022

De acarde cam o art. 28 da IN 03/2014, esta auterizagéa tem praza de validade equivalente aa previsto ne cranagrama de atividades
do projeta, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagédo do relataria de atividades a ser enviado par meia da
Sisbio na praza de até 30 dias a cantar da data da aniversario de sua emissda.

Dados do titular

MNome: ARMAUD LEOMNARD JEAN CESBIEZ | CPF: 731.965681-72
Titulo do Projeto: Projeto Bandeiras € Rodovias
MNome da Instituigdo: INSTITUTC DE CONSERVACAC DE ANIMAIS SILVESTRES ‘ CNPJ: 25.338.124/0001-02

Cronograma de atividades

# |Descrigéo da atividade Inicia (més/ana) Fim {més/ana)

1 | Captura e colocagio de rédios-colares. 02/2021 02/2022

2 | Publicagao dos dedos 06,2022 0172023

3 | Andlise dos dados 01/2022 06/2022

4 | Monitoramento radiotelemelria e GPS animais com colares 02/2021 02/2022

5 | ldentificagéo de éreas prioritérias de atropelamentos de Tamanduas-bandeira 08/20186 i 08/2019 B

B | Necropsias animais atropeledos e geareferenciamento 0142017 01£2020

7 | Monitoramento animais com radio-colar 08/2017 06/2018

8 | Captura e colocagdo radio-colar GPS 08/2017 01/2018

9 | Anélise dos dados obtidos 06/2019 1172019

10 | publicagéo dos dados e relatdrios 01/2020 03/2020
Equipe

# |Nome Fungéo CPF Nacionalidade
1 | Danilo Kluyber de Souza Médico Velerinario 221814 338-01 Brasilgira
2 | Gabriel Favero Massocato Bidlogo 368.747.818-12 Brasileira
3 | Debora Regina Yogui Médica Veterindria 327.694 068-09 Brasileira
4 | Amanda Carolina Alves Médica Veterinaria 423.555.508-16 Brasileira

Este documento fof expedido com base na instrugdo Normativa n°® 03/2014. Através do cédigo de aufenticagdo abaixo, gualquer cidaddo
podera verificar a auleniicidade ou regularidade desie documento, por meio da pagina do Sisbio/lCMBie na infernel (www jicmbio gov br/sisbio}

Cddigo de autenticagdo: 0537981120210223 Péagina 1/7
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Ministério do Meio Amhiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio

Icmio. Sistema de Autorizagédo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Niamero: 53798-11 | Data cla Emissdo: 23/02/2021 20:45:29 I Data da Revalidagdo™: 01/12/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividacdes
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sishia na prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséa.

Dados do titular

Mome: ARNAUD LEONARD JEAM DESBIEZ | CPF: 731.965.681-72
Titulo do Projeto: Projeto Bandeiras e Rodovias
Mome da Instituiggo: INSTITUTO DE CONSERVACAQ BE AMIMAIS SILVESTRES | CNPJ: 25 338.124/0001-02

Ohservagdes e ressalvas

1 A autorizagio ndo eximird o pesquisador da necessidade de abter outras é coma: 1) do proprietaria, ar rio, iro ol morador quande as atividades forem realizadas
em area de dominie privade ou dentro dos limites de unidade de conservagio federal cujo pracesso de requlareagZo fundarna encanira-se emcurso; |1) da comunidade indigena
envolvida, ouvida o drgdo indigenista oficial, quando as atvidades de pesquisa forem axecutadas em tena indigena; Ill) do C onselna de Defesa Nacienal, quando as atvidades de pesquisa

forem executadas em area Ir a ca nacional, V) da maritma, quande as atvidades de pesquisa forem em aguas . V)do

Departamento Naciona da Praducio Mineral, quande a pesquisa visar a exploracio de depdsites fossliferos ou 2 extragio de espécimes fésseis; V) da drgéo gestor da
unidade de canservagie estadual, dstrital ou municipal, dentre outras.

2 | O pesquisador samente poder realizar atvidade da campo apés o [érmina do eslade de emergZneia devido & COVID-19, assim declarado por ato da autondade compelante.

3 Qtitular de autonizagio au de kenca permanents, assim coma as membros de sua equipe, quande da vielag@o da legislagae vigente, au quande da nadequagio, omissio ou

alsa descrig&o de informagdes rel que aexpedigio do alo, paderd, mediante decis o molivadz, ter a autorzagio ou licenca suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termas da legislagia brasileira em vigar.

4 Este decumento somente poderd ser utilizado para os fins previstos na Instrucfa Normativa |CMBio n® 03/2014 ou nalnstnx;Gio Normativa | ChBie n® 1072010, no que especifica esta

Autorizagze, ndo podenda ser utlizada para fins comerciais, industnas ou esp . O material biolagi lelado devera ser utlizada para abvidades centificas ou ddabeas no
ambita do emsno supenar.

5 | As atividades de campo exercidas por pessoa natura au juridica estrangeira, em toda a territrio nacional, que impliquem o deslocamenta de recursos humanos e materiais, tendo por abjela
caletar dadas, matenais, espécimes bioldgices € minerals, pegas Integrantes da cultura natva e cultura popular, presente & passada, obbdos por meic de recursas e 1Cnicas que se
destinem ao estudo, 4 dfusdo ou 4 pesquisa, estio sujetas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

] Qfitular de lcenga ou autenzag e € os membros da sua equpe deverdo optar por métodos de calela e instumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ¢ grupe

3a de populagies do grupa

Iaxandmico de nteresse, evilanda a morte ou dano significative a outios GUpos; @ empregar esforgo de colela ou capiura que N

taxondmico de interesse em condigao in situ.

7 Esla autonzaglio NAQ exime o pesquisader litular 2 o8 membras de sua equipe da necessidade de obter as anuéneias pravistas em outros inslumentos legais, bem cama do
cansentmenta do responsavel paa area, plhlica ou pnvada, onde sera realizada a atvidade, inclusive do drgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservacio
estadual, distrilal ou municipal, au de prapnetano, arrendalane, passeira ou moradar de area dentro dos limikes de unidade de canservagao federal cuo pracesse de regulanzagia
fundina encaontra-se em curse.

3 Esle dacumentoe réo dispensa ¢ cumprimenka da legislagas que dispde sobre acessa a companente do patriménio genético existente na territdrie nacional, na plalaforma continenta ¢

na zona ecandmica exclusiva, ou 2o conhecimento 20 p! dno genéhca, para fins de pesquisa clentifica,

e mente dgico. Veja
maiores informagdes em www.mima gav bricgen

9 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAC, o pesquisador ttular desta autorzagiio devera contactar a administragio da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das
expetdiches, as condigdes para realzagzo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

o]

1 Consideranda a pandemia de COVID-19, o CPB recomenda que as atvidades de pesquisa com pnmatas & xenartras, em vida Ivre CPB Jode Pessoa-PB

c

tras ressalvas

ou cativeiro, dentra ou fora de UCs federais devem adolar as medidas recomendadas nos comunicados dispanivers nas links:
7id=0
hitps: e icmbio gov. bricphiindex phpicomponenticontentiartcle fid=24

hitps:famnw.icrmbio.gov.

P I

Este decumenio for expedido com base na Instrugdo Normaiiva n® 03/2014. Afravés do codigo de autenticagdo abaixo, gualquer cidaddo
podera verfficar a autenticidade ou reqularidade desie documento, por meic da pagina do Sishic/ACMBI0 na Infernet (www joimbio gov br/sishic)

Codigo de autenticagdo: 05337981120210223 Pagina 2/7
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagéo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nimera: 63798-11 l Data da Emisséa: 23/02/2021 20:45:29 | Data da Revalidagda®: 01/12/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autarizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
da projeta, mas devera ser revalidad

Imente i a ap tagda do relataria de atividades a ser enviado par meio do

Sisbio no prazo de até 30 dias a cantar da data do aniversario de sua emisséa

Dados do titular

MNome: ARNAUD LECMNARD JEAN DESBIEZ | CPF: 731.965681-72
Titulo do Projeto: Projeto Bandsiras e Rodovias
Nome da Instituigéio: INSTITUTO DE CONSERVACAQG DE ANIMAIS SILVESTRES | CNPJ: 25.338.124/0001-02

Qutras ressalvas

2 G pesquisador ARNAUD LEQMARD JEAN DESBIEZ £ de nacionalidade estrangeira e tem vinculo empregaticia com COINF

instituicAo cientifica Brasileira. partanto, fica dispensado de autarizacio emitida via portaria do MCTI, conforme definido no

?llem? 56, da Portania MCT n® 82612008, e na inciso ||, art. 5° da Resolug&o Momatva n® 2002017, do Conselha

Nacional de Imigraggo - CNig.
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# | Descrigda da lacal Municipio-UF Biama Caverna? Tipa
1 | BR-262 Ribas do Rio Pardo-MS Cerrado hNéo Fora de UC Federal
2 | MS-040 Santa Rita do Pardo-MS Cermrado MNéo Fora de UC Federal
3 | BR-163 e MS-040 Campo Grande-MS Cerrado MN&o Fora de UC Federal
4 | Rio Yerde de Malo Grosso Sonora-M$S Cerrado Nao Fora de UC Federal
5 | Rio Verde de Malo Grosso Pedro Gomes-MS Cerrado Néao Fora de UC Federal
6 | Rio Verde de Mato Grosso Coxim-MS Cermrado MNao Fora de UC Federal
7 | Rio Verde de Mato Grosso Rio Verde de Mato Cerrado Nao Fora de UC Federal

Grosso-MS

8 |BR163 Camapud-MS Cemrado MN&o Fora de UC Federal
9 |BR163 daraguari-MS Cermrado MN&o Dentro de UC Estadual
10 | BR163 Bandeirantes-MS Cermado Nao Fora de UC Federal
11 | BR163 Rio Brilhanle-MS Cermado Nao Fora de UC Federal
12 | BR163 Dourados-MS Cerado Néo Fora de UC Federal
13 | BR163 Caarapo-MS Cermrado Néo Fora de UC Federal
14 | BR163 Juli-MS Cermrado Nao Fora de UC Federal
15 | BR 163 Eldorado-MS Cerrado héo Fora de UC Federal
16 | BR163 Mavirai-MS Cermado héo Fora de UC Federal
17 | BR 163 itaguiral-MS Cermrado Néo Fora de UC Federal
18 | BR163 Mundo Novo-MS Cerrado MNao Fora de UC Federal
18 | BR-262 Agua Clara-MS Cairado MN&o Fora de UC Federal
20 | BR-267 Balaguassu-MS Cemrado Néo Fora de UC Fedsral
21 | Br-262 Jareguari-MS Cermrado Néo Fora de UC Fedsral
22 | BR-262 Trés Lagoas-MS Cermado MN&o Fora de UC Federal
23 | BR-163 Mova Alvorada do Sul-MS Cermado Nao Fora de UC Federal
24 | BR163 Séo Gabriel do Ceste-MS Cerrado Néo Fora de UC Federal
25 | BR163 Douradina-MS Cerrado Néo Fora de UC Federal

Esie documento foi expeadids com base na Insiruggo Normativa n® 03/2014. Alravés do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade cu regulandade deste documento, por meio da pagina do Sishio/lCMBio na Internet (www.icibio gov brisisbig).

Cddigo de autenticagdo: 0537981120210223 Pagina 3/7
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Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagdo e Informagéao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Numero: 53798-11

Data da Emissda: 23/02/2021 20:45:29

Data da Revalidagéo®: 01/12/2022

De acorda com o art. 28 da IN 03/2014, esta autarizagdo tem praza de validade equivalente aa previste no cronegrama de atividades
da projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatéria de atividades a ser enviado par meio do
Sisbio no praza de até 30 dias a contar da data do aniversédrio de sua emisséo.

Dados do titular

Mome: ARNAUD LEONARD JEAN DESBIEZ

| CPF. 721.965.681-72

Titulo do Projelo: Projeto Bandeiras e Rodovias

Nome da Instituicgo: INSTITUTC DE CONSERVACAC DE ANIMAIS SILVESTRES

| CNP.J: 25.338 124/0001-02

Atividades

#

Atividade

Grupa de Atividade

1

Coletafiransporle de amostras bioldgicas in silu

Fora de UC Federal

Atividades X Taxans

# | Afividade Taxon Qtde.
1 | Coletaftransporte de amastras bioldgicas in situ Tolypeutes matacus -
2 | Coletaftransporte de amoslras biologicas in situ Euphractus sexcinctus -
3 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Dasypus seplemcinctus -
4 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Dasypus novemcinctus -
5 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Cabassous unicinctus -
6 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Cabassous tatouay -
7 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Priodonles meaximus -
8 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Tolypeutes -
9 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Euphractus -
10 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Dasypus -
11 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Cabassous -
12 | ColetaAransporte de amostras bioldgicas in situ Mephilis -
13 | ColetaAransporte de amostras bioldgicas in situ Panthera onca -
14 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Mezama gousazoubira -
15 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Leopardus colocola -
16 | Coletadransporte de amostras bioldgicas in silu Leopardus tigrinus -
17 | Coletafransporte de amostras bioldgicas in silu Chrysocyon brachyurus -
18 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in silu Alougtta caraya -
19 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Tapirus terrestris -
20 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Pecari -
21 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Tayassu -
22 | Coletadtransporte de amostras bioldgicas in situ Tapirus -
23 | Coletaftransporte de amostras biolagicas in situ Procyon -
24 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Galictis -
25 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Eira -
[ 26 Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Conepalus -
27 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Panthera -
28 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Hermailurus -
29 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Puma -
30 | Coletadiransporte de amostras bioldgicas in situ Mephilis mephitis -

Este dacumento foi expedido com base na instrugéo Normativa n® 03/2014. Airavés do codigo de autenticacds abaixo, qualquer cidadds
poderd verificar a autenticidade ou reguiandade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na Infernel {www.icmbic.gov.bi/sisbio).

Codigo de autenticacéo: 0537981120210223
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Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nomera: 53798-11

Data da Emissda: 23/02/2021 20:45:29 [

Data da Revalidagéda®: 01/12/2022

De acarda com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagio tam praza de validade equivalente aa previsto no eranagrama de atividades
da projeta, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sishio na prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Mome: ARNAUD LEONARD JEAN DESBIEZ

| CPF: 731.865.681-72

Titulo do Projeto: Projeto Bandeiras e Rodovias

Nome da Instituigdo: INSTITUTO DE CONSERVACAQ DE ANIMAIS SILVESTRES

| CNPJ: 25 338 124/0001-02

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Qtde.
31 | Coletaftransporle de amostras biologicas in situ Ozoloceros -
32 | Coletlaftransporte de amostras bioldgicas in situ Mazama -
33 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Conepalus -
34 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Aloualla -
35 | Coletastransporte de amostras bioldgicas in situ Chrysocyon -
36 | Coletastransporte de amostras bioldgicas in situ Cerdocyon -
37 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Procyon cancrivorus -
38 | Coletatransporle de amostras bioldgicas in situ Ozoloceros bezoarticus -
39 | Coletatransporte de amostras biolagicas in situ Mazama americana -
40 | Coleteftransporle de amostras bioldgicas in situ Leopardus pardalis -
41 | Coleleftransporte de amostras bioldgicas in situ Speothos venalicus -
42 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Masua =
43 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas in situ Speothos =

A quaniidade previsia s6 é obrigatéria para alividades do tipo "Coleladransporte de espécimes da fauna sifvestre in situ™. Essa quaniidade abrange uma porgac
territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservacdo Federal ou um Municipio.

Materiais e Métodos

# | Tipo de Métoda (Grupo taxanémica) Materiais

1 | Amostras bialdgicas (Carnivoros) Fragmento de tecido/drgéo

2 | Amostras bioldgicas (Cutros mamiferos) Fragmento de tecido/drgéo

3 | Amoslras bioldgicas (Primatas) Fragmento de lecido/orgao

4 | Amostras biologicas (Xenarthra) Fezes, Sangue, Fragmento de tecido/orgdo, Animal encontrado marto
ou partes (carcaca)/osso/pele, Pélo, Regurgitagio/contetdo
estomacal, Ectoparasita, S&8men, Secregéo, Urina

5 | Método de ceptura/coleta (Carnivoros) Cutros métodos de caplura/colela({Colets apenas de biopsia de orelha
de animais alropelados)

6 | Método de capturaicolsta (Outros mamiferos) Qutros métodos de captura‘coleta(Colete epenas de biopsia da orelha
de enimais atropelados)

7 | Mébodo de capturaicoleta (Primatas) Culros mélodos de caplura/colela({Coleta apenas de biopsia de arelha
de animais atropelados)

8 | Método de capturafcoleta (Xenarthra) Coleta manual, Captura manual, Armadilha fotografica, Qufros
meétodos de captura/coleta{Coleta apenas de biopsia de orelha de
animais atropelados)

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014 Através do cddigo de autenficacdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/t{CMBio na internet (www icmbio. gov. br/sishio).

Codigo de autenticagdo: 0537981120210223
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Numero: 53798-11 Data da Emissda: 23/02/2021 20:45:29

Data da Revalidagéo®: 01/12/2022

De acorda com o art. 28 da IN 03/2014, esta autarizagdo tem praza de validade equivalente aa previste no cronegrama de atividades
da projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatéria de atividades a ser enviada por meia do
Sisbio no praza de até 30 dias a contar da data do aniversdrio de sua emisséo.

Dados do titular

Mome: ARNAUD LEONARD JEAN DESBIEZ

| CPF. 721.965.681-72

Titulo do Projelo: Projeto Bandeiras e Rodovias

Nome da Instituicgo: INSTITUTC DE CONSERVACAC DE ANIMAIS SILVESTRES

| CNP.J: 25.338 124/0001-02

Materiais e Métodos

# | Tipo de Métada {(Grupo taxondmica)

Materiais

9 | Mélodo de marcag&o (Carnivoros)

Qulros métodos de marcagio(nALo haverA;
marcaA§Afo nem captura)

10 | Método de marcagéo (Cutros mamiferos)

Oulros mélodos de marcagio(nAfo haverA|
marcaASAL 0 nem captura)

11 | Método de marcag&o (Primatas)

Outros métodos de marcagio(nALo haverAj
marcaASAL 0 nem captura)

12 | Método de marcacéo (Xenarthra)

Oulros métodos de marcagiio(nAfo haverA|
marcaf§Afo nem caplura)

Destino do material biolégico coletado

# | Name local destina

Tipo destina

1 | FUNDACAG PAROQUE Z00OLOGICO DE SAC PAULO

Oulro

Este dacumento foi expedido com base na instrugéo Normativa n® 03/2014. Airavés do codigo de autenticacds abaixo, qualquer cidadds
poderd verificar a autenticidade ou reguiandade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na Infernel {www.icmbio.gov.bi/sisbio).

Cddigo de autenticagéo: 0537981120210223
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Riodiversidade - ICMBio
Icmid. Sistema de Autorizagéo e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Ndmere: 53798-11 | Data da Emisséa: 23/02/2021 20:45:29 ! Data da Revalidagda®: 01/12/2022
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
da projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéa do relatério de atividades a ser enviado por meio da
Sisbio no prazo de até 30 dias a cantar da data da aniversario de sua emissaa.

Dados do titular

Mome: ARNAUDC LEOMARD JEAN DESBIEZ | CPF: 731 965.681-72
Titulo do Projeto: Projeto Bandeiras e Rodovias
Nome da Instituigio: INSTITUTO DE CONSERVACAQO DE ANIMAIS SILVESTRES ‘ CNP: 25.338.124/0001-02

Registro de coleta imprevista de material hiologico

De acordo com a Instrugéo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material bialdgico ou de substrato nao contemplado
na autarizagéc au na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por acasida da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biclégico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida anatag@o. O material biologico
coletada de farma imprevista. devera ser destinado a instituicio cientifica e, depaositada, preferencialmente, em colegéo
biclégica cientffica registrada no Cadastro Nacional de Colegbes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amastra Qide. Data

" Identificar o espécime do nivel taxondmico possivel

Este dociments foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® Q3/2014 Através do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sisbi/iCMBIo na Infernel {www.icmbio.gov.br/sishic).

Cddigo de autenticagdo: 0537981120210223 Péagina 7i7
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1. SUBMISSION

Thank you far your interest in Transboundary and Emerging Diseases. Note that submission implies that the content has not been published or submitted for
publication elsewhere except as a brief abstract in the proceedings of a scientific meeting or symposium.

New submissions should be made via the Research Exchange submission portal https://wiley.atyponrex.com/journal/TBED. Should your manuscript
proceed to the revision stage, you will be directed to make your revisions via the same submission portal. You may check the status of your submission at
any time by logging on to submission.wiley.com and clicking the “My Submissions” button. For technical help with the submission system, please review
our FAQs or contact submissionhelp@wiley.com.

The submission system will prompt you to use an ORCiD (a unique author identifier) to help distinguish your wark from that of other researchers.
Click here to find out more.

Click here for mare details on how to use Research Exchange.
For help with submissions, please contact: TBEDeditorial@wiley.com

We look forward to your submission.
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Data Pratection and Privacy

By submitting a manuscript to, or reviewing for, this publication, your name, email address, institutional affiliation, and other contact details the publication
might require, will be used for the regular operations of the publication, including, when necessary, sharing with the publisher (Wiley) and partners for
praduction and publication. The publication and the publisher recognize the impartance of protecting the personal information collected from users in the
operation of these services, and have practices in place to ensure that steps are taken to maintain the security, integrity, and privacy of the personal data
collected and processed. You can learn more at https://authorseryices.wiley.com/statements/data-protection-policy.html.

Preprint Palicy

Transboundary and Emerging Diseases will consider for review articles previously available as preprints. Authors may also post the submitted version of a
manuscript to a preprint server at any time. Authors are requested to update any pre-publication versions with a link to the final published article.
Preprint your manuscript while it’s under review

Beginning in April 2020, Transboundary and Emerging Diseases is participating in a pilot of the under review service, Wiley's new initiative to streamline the
early sharing of research and open up the peer review process. Authors can now opt to preprint their manuscript during the submission process and
showcase their work to the global research community as a preprint, before it is accepted or published.

The under review service is powered by Authorea. an open research platform for all your research outputs, including data, figures, and preprints. By opting-
in authors can:

s Seamlessly preprint at the same time you submit your research for publication

* Share your waork early, while indicating it is being considered at a specific journal
s Track the peer review process openly in real time

¢ Immediately make their work citable, discoverable, and easily shareable

* Get additional community feedback that can be used to improve your manuscript

Impartent Nate: |f authors opt to make their research publicly available as a preprint on Authorea during the submission process, your submitted manuscript wilf
be assigned a DO! and publicly posted os o preprint before peer review so that you can cite it, share it, and get feedback ahead of publication. If your submission
is not accepted, the journal branding and peer review timeline will be removed. Your preprint will remain permanently available on the Authorea repository. By
opting in you confirm that you accept the terms of use and license. You cannot change your selection at later stages of the publication process, or ff your manuscript
is rejected by the fournal. Learn more at the under review FAQ.

2. AIMS AND SCOPE

Transboundary and Emerging Diseases brings together in one place the |atest research on infectious diseases considered to hold the greatest economic threat
to animals and humans worldwide. The journal provides a venue for global research on their diagnosis, prevention and management, and for papers on
public health, pathogenesis, epidemiology, statistical modeling, diagnostics, biosecurity issues, genomics, vaccine development and rapid communication of
new outbreaks. Papers should include timely research approaches using state-of-the-art technalogies. The editors encourage papers adopting a science-
based approach on socio-economic and environmental factors influencing the management of the bio-security threat posed by these diseases, including
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risk analysis and disease spread modeling. Preference will be given to communications focusing on novel science-based approaches to controlling
transboundary and emerging diseases. The following topics are generally considered out-of-scope, but decisions are made on a case-by-case basis (for
example, studies on cryptic wildlife populations, and those on potential species extinctions):

. Pathogen discovery: a common pathogen newly recognised in a specific country, or a new pathogen or genetic sequence for which there is little
context about — or insights regarding — its emergence or spread.

. Prevalence estimation surveys and risk factor studies based on survey (rather than longitudinal) methodology, except when such studies are unigue.
Surveys of knowledge, attitudes and practices are within scope.

. Diagnostic test development if not accompanied by robust sensitivity and specificity estimation from field studies.

. Studies focused only on laboratory methods in which relevance to disease emergence and spread is not obvious or can not be inferred (“pure
research” type studies).

. Narrative literature reviews which do not generate new knowledge. Systematic and scoping reviews, and meta-analyses are within scope.

N

MW

5]

For Special Issues, please refer to the relevant call-for-submisisons and information provided about scope.

This international journal provides rapid publication of original papers, shart communications, reviews, selected abstracts and outbreak alerts.
3. MANUSCRIPT CATEGORIES AND REQUIREMENTS

Transboundary and Emerging Diseases publishes a number of different article types including:

Original Articles should not exceed 30 typewritten pages, including illustrations, tables and references.

Review Articles including illustrations, tables and literature references - should not exceed 40 typewritten pages (format DIN A4 or 85 x 11'). The number
of illustrations and tables must be kept to a minimum.

Short Communications are a concise but complete description of a limited investigation of a newly emerging pathogen or disease situation of high
importance for either or both animal and human health. They should be as completely documented, both by reference to the literature and description of
the experimental procedures employed, as a regular paper and not exceed 6 printed pages with figures, tables and references (about 12 typewritten pages
including no more than a total of 4 figures and tables). Headings should be Introduction, Materials and Methods with the Results and Discussion combined
and a maximum total text word count of 3000.

Letters to the Editor providing comments on previously published papers in the journal are welcomed. Comments should be confined to the substance of
the paper and the authors of the paper referred to will be offered the opportunity to respond, if appropriate. If the authors do not want to provide a
response, or do not provide a response within 30 days, an Editor's footnote will be added to the published Letter to the Editor (e.g., “The authors of [title of
previously published paper] offered no comments”). Only one Letter to the Editor each (from the original Letter author(s) and the author(s) of the paper
referred to) will be considered for publication. Letters to the Editor should not rely on new or original unpublished data. If published data/methods are
presented, their presentation should be brief. If new data is presented, these should be submitted as either a Short/Rapid Communication or as an Criginal
Article. Letters to the Editor will be reviewed solely by the editorial team but may be sent out for peer review if deemed appropriate.
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Research News aims to provide timely scientific information regarding important outbreaks of transboundary and emerging diseases. They should be
restricted to salient facts without the need for presentation of detailed methadology or in-depth analysis. The latter should be submitted as either a short or
rapid communication, or an original article. Research News should be as concise as possible, with the text no more than 1,500 words and no more than one
figure and one table. Due to the importance of publishing Research News as soon as possible, submissions will be reviewed solely by the editorial team.

All manuscripts should be double spaced with a font size of 11 points or larger.

Any authors who are concerned that their manuscripts may exceed the recommended page limits should contact the Editorial Office prior to submission to
discuss options. These will be assessed on a case-by-case basis in consultation with the autheor and the Editor, and the Editor’s decision will be final.
4. PREPARING YOUR SUBMISSION

Manuscripts must be submitted as a Word or rtf file and should be written in English. The manuscript should be submitted in separate files: main text file;
figures.

Text File

Manuscripts can be uploaded either as a single dacument (containing the main text, tables and figures), or with figures and tables provided as separate files.
Should your manuscript reach revision stage, figures and tables must be provided as separate files. The main manuscript file can be submitted in Microsoft
Word (.doc or .docx) format.

Your main document file should include:

* Ashort informative title containing the major key words. The title should not contain abbreviations

s The full names of the authors with institutional affiliations where the work was conducted, with a footnote for the author’s present address if different
from where the work was conducted;

« Acknowledgments;

* Up to six keywords;

« Main body: formatted as summary, introduction, materials and methods, results, discussion, acknowledgements, conflict of interest statement;

* References;

* Tables (each table complete with title and footnotes);

¢ Figures: Figure legends must be added beneath each individual image during upload AND as a complete list in the text.

Best Practices for Manuscript Transformation

* The main manuscript file must be submitted in Microsoft Word (.doc or .docx) format.

* Figures should be numbered in the order that they are cited in the text, and presented in that order after the text of the paper

* Full names (First, Middle, and Last) should be provided for all authars

¢ Authors should include the complete affiliation addresses in the manuscript. At minimum, authors should include the institution name and country,
but a complete affiliation also includes department name and institution city. The institution postal code is optional.
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Title

The title page should contain:
(i) a short informative title that contains the major key words. The title should not contain abbreviations (see Wiley's best practice SEO tips!

Authorship

Please refer to the journal’s authorship policy the Editorial Policies and Ethical Considerations section for details on eligibility for author listing.
Acknowledgements

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed, with permission from the contributor, in an Acknowledgments
section. See section on Authorship for more detail. Financial and material support should also be mentioned Thanks to anonymous reviewers are not
appropriate.

Ethics Statement

Authors are required to confirm their adherence to Transboundary and Emerging Diseases’Ethics Policy in the Editorial Policies and Ethical Considerations
section during the submission process. Authors must provide an Ethics Statement confirming that they have adhered to the journals ethical policy within
their manuscript. This statement should note the relevant ethical background, institutional/national guidelines followed, and the ethical approval process
and appraval number, if available. If na ethical approval was required, for example, if the paper is a review which includes no original research data — this
should be stated within the Ethics Statement.

Examples of how these statements may look are below:

Example of an Ethics Statement where ethical approval was required: ‘The authors confirm that the ethical policies of the journal, as noted on the journaf’s
author guidelines page, have been adhered to and the appropriate ethical review committee approval has been received. The US Nationaf Research Council's
guidelines for the Care and Use of Laboratory Animais were folfowed.’

Example of an Ethics Statement where ethical approval was net required: The authors confirm that the ethical policies of the journal, as noted on the journaf’s
author guidelines page, have been adhered to. No ethical approval was required as this is a review article with no original research data.’

Conflict of Interest Statement

You will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission process. See the section ‘Conflict of Interest’ in the Editorial Policies and
Ethical Considerations section for details on what to include in this section. Please ensure you liaise with all co-authors to confirm agreement with the final
statement. The Conflict of Interest statement should be included within the main text file of your submission.

Summary

Please supply a summary of up to 300 wards for all articles. A summary should be a concise summary of the whole paper, not just the conclusions, and it
must be understandable without reference to the rest of the paper. It should contain no citation to any other published work.

Keywards
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Include up to six keywords that describe your paper for indexing purposes and list them in alphabetical order. Keywords should be taken from those
recommended by the US National Library of Medicine's Medical Subject Headings (MeSH) browser list at https:.//www.nlm.nih.gov/mesh/.
Main Text

Where possible, the text should be divided into the following sections: Summary, Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion,
Acknowledgements, Conflict of Interest Statement and References.

References

References should be prepared according to the Publication Manual of the American Psychological Association (6th edition). This means in text citations should
follow the author-date method whereby the author's last name and the year of publication for the source should appear in the text, faor example, (Jones,
1998). The complete reference list should appear alphabetically by name at the end of the paper.

A sample of the most common entries in reference lists appears below. Please note that a DOl should be provided for all references where available. For
more information about APA referencing style, please refer to the APA FAQ. Please note that for journal articles, issue numbers are not included unless
each issue in the volume begins with page one.

Journal article

Beers, S. R., & De Bellis, M. D. (2002). Neuropsychological function in children with maltreatment-related posttraumatic stress disorder. The American
Journal of Psychiatry, 159, 483-486. dor:10.1176/appi.aip.159.3.483

Book

Bradley-Johnson, S. (1994). Psychoeducational assessment of students who are visually impaired or blind: Infancy through high school (2nd ed.). Austin, TX: Pro-
ed.

Internet Document
Norton, R. (2006, November 4). How to train a cat to operate a light switch [Video file]. Retrieved from http://www.youtube.com/watch?v=Via83KLQXZs
Tables

Tables should be self-contained and complement, but not duplicate, information contained in the text. They should be supplied as editable files, not pasted
as images. Legends should be concise but comprehensive — the table, legend and footnotes must be understandable without reference to the text. All
abbreviations must be defined in footnotes. Footnate symbols: 1, 1, 8, ¥, should be used (in that order) and *, **, *** should be reserved for P-values.
Statistical measures such as SD or SEM should be identified in the headings.

Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive - the figure and its legend must be understandable without reference to the text. Include definitions of any
symbols used and define/explain all abbreviations and units of measurement.

Preparing Figures
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Although we encourage authors to send us the highest-quality figures possible, for peer-review purposes we are happy to accept a wide variety of formats,
sizes, and resolutions.

Click here for the basic figure requirements for figures submitted with manuscripts for initial peer review, as well as the more detailed post-acceptance
figure requirements.

Colour figures: Figures submitted in colour may be reproduced in colour free of charge.

Jor Cover Sub

If you would like to send suggestions for artwork related to your manuscript to be considered to appear on the cover of the journal, please follow these
general guidelines,

Appendices

Appendices will be published after the references. For submission they should be supplied as separate files but referred to in the text. Supporting
Information

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article but that provides greater depth and background. It is hosted online, and appears
without editing or typesetting. It may include tables, figures, videos, datasets, etc. Click here for Wiley's FAQs on supporting information.

General Style Paints

The following links provide general advice on formatting and style.

= Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are used repeatedly and the abbreviation is helpful to the reader. Initially use the
word in full, followed by the abbreviation in parentheses. Thereafter use the abbreviation only.

= Units of measurement: Measurements should be given in Sl or SI-derived units. Visit the Bureau International des Poids et Mesures (BIPM) website at
http://www bipm fr for more information about SI units.

- Trade Names: Chemical substances should be referred to by the generic name only. Trade names should not be used. Drugs should be referred to by
their generic names. If proprietary drugs have been used in the study, refer to thase by their generic name, mentioning the proprietary name, and the name
and location of the manufacturer, in parentheses.

Article Preparation Support

Wiley Editing Services offers expert help with English Language Editing, as well as translation, manuscript formatting, figure illustratian, figure formatting,
and graphical abstract design — so you can submit your manuscript with confidence.

Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance about writing and preparing your manuscript.
5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS

Editorial Review and Acceptance
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The acceptance criteria for all papers is the guality and originality of the research and its significance to our readership. Except where otherwise stated,
manuscripts are single-blind peer reviewed. Papers will only be sent to review if the Editor-in-Chief determines that the paper meets the appropriate quality
and relevance requirements. Wiley's policy on confidentiality of the review process is available here.

In order to avoid unnecessary delays and confusion, we request that reviewers aim to make all substantial requests for change in the first round of review;
subsequent rounds of review should primarily be for checking author responses rather than making new requests. The Editors are responsible for
maintaining oversight over the reviewer comments o ensure revision requests are clear and consistent.

Refer and Transfer Program

Wiley believes that no valuable research should go unshared. This journal participates in Wiley's Refer & Transfer program. If your manuscript is not
accepted, you may receive a recommendation to transfer your manuscript to another suitable Wiley journal, either through a referral from the journal's
editor or through our Transfer Desk Assistant.

Data Sharing and Accessihility

Transboundary and Emerging Diseases recognizes the many benefits of archiving research data. The journal expects you to archive all the data from which
your published results are derived in a public repository. The repository that you choose should offer you guaranteed preservation (see the registry of
research data repositories at https://www.re3data.org/l and should help you make it findable, accessible, interoperable, and re-useable, according to FAIR
Data Principles (https.//www.force11.org/group/fairgroup/fairprinciples).

All accepted manuscripts are required to publish a data availability statement to confirm the presence or absence of shared data. If you have shared data,
this statement will describe how the data can be accessed, and include a persistent identifier (e.g., a DOI for the data, or an accession number) from the
repository where you shared the data. Authors will be required to confirm adherence to the policy. If you cannot share the data described in your
manuscript, for example for legal or ethical reasons, or do not intend to share the data then you must provide the appropriate data availability statement.
Transboundary and Emerging Diseases notes that FAIR data sharing allows for access to shared data under restrictions {e.g.. to protect confidential or
proprietary infarmation) but notes that the FAIR principles encourage you to share data in ways that are as open as possible (but that can be as closed as
necessary).

Sample statements are available here. Please note that the samples provided are examples of how the statements can be formatted — these can be
modified accordingly depending on your requirements. If published, all statements will be placed in the heading of your manuscript.

Data Citation

Please also cite the data you have shared, like you would cite other sources that your article refers to, in your references section. You should follow the

[dataset] Authors; Year; Dataset title; Data repository or archive; Version (if any); Persistent identifier (e.g. DOI}
Ethics Palicy

All material published in Transboundary and Emerging Diseases must adhere to high ethical standards concerning animal welfare. We encourage authors to
adhere to animal research reporting standards, for example the ARRIVE reporting guidelines for reporting study design and statistical analysis;
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experimental procedures; experimental animals and housing and husbandry.
Manuscripts will be considered for publication anly if the work detailed:

1) Follows international, national, and/or institutional guidelines for humane animal treatment and complies with relevant legislation. US authors should cite
compliance with the US National Research Council's Guide for the Care and Use of Labaoratery Animals, the US Public Health Service's Policy on Humane
Care and Use of Laboratory Animals. and Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. UK authors should conform to UK legislation under the

2010/63/EU.

2} Has been approved by the ethics review committee at the institution or practice at which the studies were conducted where such a committee exists
3) For studies using client-owned animals, demonstrates a high standard (best practice} of veterinary care and involves informed client consent.

Ethics Statement

Authors are required to confirm their adherence to Transboundary and Emerging Diseases’ Ethics Policy in the Editorial Policies and Ethical Considerations

section during the submission process. Authors must provide an Ethics Statement confirming that they have adhered to the journals ethical policy within
their manuscript. This statement should note the relevant ethical background, institutional/national guidelines followed, and the ethical approval process
and approval number, if available. If no ethical approval was required, for example, if the paper is a review which includes no original research data — this
should be stated within the Ethics Statement.

Examples of how these statements may look are below:

Example of an Ethics Statement where ethical approval was required: ‘The authors confirm that the ethical policies of the journal, as noted on the journal’s
author guidelines page, have been adhered to and the appropriate ethical review committee approval has been received. The US National Research Council's
guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals were foliowed.’

Example of an Ethics Statement where ethical approval was net required: The authors confirm that the ethical policies of the journal, as noted on the journal’s
author guidelines page, have been adhered to. No ethical approval was required as this is a review article with no original research data.’

Animal ethics-based criteria for manuscript rejection:

1) Manuscripts and authors that fail to meet the aforementioned reguirements

2) Studies that invalve unnecessary pain, distress, suffering, or lasting harm to animals

3) The Editor retains the right to reject manuscripts an the basis of ethical or welfare concerns.

Human Studies and Subjects

For manuscripts reporting medical studies involving human participants, we require a statement identifying the ethics committee that approved the study,
and that the study conforms to recognized standards, for example: Declaration of Helsinki; US Federal Palicy for the Protection of Human Subjects; or
European Medicines Agency Guidelines for Good Clinical Practice.

Images and information from individual participants will only be published where the authors have obtained the individual's free prior informed consent.
Authors do not need to provide a copy of the consent form to the publisher, however in signing the author license to publish authors are required to
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confirm that consent has been obtained. Wiley has a standard patient consent form available.
Research Reparting Guidelines

Accurate and complete reporting enables readers to fully appraise research, replicate it, and use it. We encourage authors to adhere to the following
research reporting standards.

« CONSORT

«SPIRIT

« PRISMA

- PRISMA-P

- STROBE

« CARE

< COREQ

« STARD and TRIPOD

« CHEERS

« the EQUATOR Network

« Future of Research Communications and e-Scholarship (FORCE11}

« ARRIVE guidelines

« National Research Council's Institute for Laboratory Animal Research guidelines: the Gold Standard Publication Checklist from Hooijmans and
colleagues

« Minimum Information Guidelines from Diverse Bioscience Communities (MIBBI} website: Biosharing website

= REFLECT statement

Species Names

Upon its first use in the title, abstract and text, the common name of a species should be followed by the scientific name (genus, species and autharity) in
parentheses. For well-known species, however, scientific names may be omitted from article titles. If no common name exists in English, the scientific name
should be used anly.

Genetic Nomenc|ature

Seguence variants should be described in the text and tables using both DNA and protein designations whenaver appropriate. Sequence variant
nomenclature must follow the current HGVS guidelines; see http://varnomen.hgvs.org/. where examples of acceptable nomenclature are provided.

Nucleatide Sequence Data
Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major collaborative databases: DDBJ, EMBL or GenBank. It is only
necessary to submit to one database as data are exchanged between DDBJ, EMBL and GenBank on a daily basis. The suggested wording for referring to

accession-number information is: ‘These sequence data have been submitted to the DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession number U12345",
Addresses are as follows:
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DNA Data Bank of Japan (DDB)J) http://www.ddbj.nig.ac.jp

EMBL Nucleotide Sequence Submissions http://www.ebi.ac.uk

GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Protein Sequence Data

Proteins sequence data should be submitted to either of the following repositories:

« Protein Infarmation Resource (PIR): pir.georgetown.edu
« SWISS-PROT: expasy.ch/sprot/sprot-top
Conflict of Interest

Transboundary and Emerging Diseases requires that all authors disclose any potential sources of conflict of interest. Any interest or relationship, financial or
otherwise that might be perceived as influencing an author's abjectivity is considered a potential source of conflict of interest. These must be disclosed
when directly relevant or directly related to the work that the authors describe in their manuscript. Potential sources of conflict of interest include, but are
not limited to, patent or stock ownership, membership of a company board of directors, membership of an advisory board or committee for a company,
and consultancy for or receipt of speaker's fees from a company. The existence of a conflict of interest does not preclude publication. If the authors have no
conflict of interest to declare, they must also state this at submission. It is the responsibility of the corresponding author to review this policy with all authors
and collectively to disclose with the submission ALL pertinent commercial and other relationships. The Conflict of Interest statement should be included
within the main text file of your submission.

Publications by the Editor-in-Chief, Associate Editors or Editorial Board

The Editor-in-Chief, Associate Editors and Editorial Board members are never involved in editorial decisions about their own work. The Editor-in-Chief,
Associate Editors, Editorial Board members and other editorial staff (including peer reviewers) will withdraw from discussions about submissions where any
circumstances might prevent him/her offering unbiased editorial decisions. In particular, when editorial decisions are reguired about peer reviewed articles
where the Editor-in-Chief, Associate Editors, or Editorial Board member is an author or is acknowledged as a contributor, the affected Editor or Editorial
Board member will exclude themselves and are not involved in the publication decision. When the Editor is presented with papers where their own interests
may impair their ability to make an unbiased editorial decision (i.e. when it originates from the Editor's own department}, decisions about the paper are
deputised to a suitably qualified individual.

Funding

Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are responsible for the accuracy of their funder designation. If in doubt,
please check the Open Funder Registry for the correct nomenclature: http://www.crassref.org/fundingdata/registry. html

Authorship

The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work and how. All those listed as authors should qualify for autharship according to
the following criteria:

1) Have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data;
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2) Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for important intellectual content;

3) Given final approval of the version to be published. Each author should have participated sufficiently in the work to take public responsibility for
appropriate portions of the content; and

4) Agreed to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to the accuracy or integrity of any part of the work are
appropriately investigated and resolved.

Contributions from anyone who does nat meet the criteria for authorship shauld be listed, with permission from the contributor, in an Acknawledgments
section (for example, to recognize contributions from people who provided technical help, collation of data, writing assistance, acquisition of funding, or a
department chairperson who provided general support). Prior to submitting the article all authors should agree on the order in which their names will be
listed in the manuscript.

Authaor Pranauns

Authors may now include their personal pronouns in the author bylines of their published articles and on Wiley Online Library. Authors will never be
required to include their pronouns; it will always be optional for the author. Authors can include their pronouns in their manuscript upon submission
and can add, edit, or remove their pronouns at any stage upon request. Submitting/corresponding authors should never add, edit, or remove a
coauthor's pronouns without that coauthor’s consent. Where post-publication changes to pronouns are required, these can be made without a correction
notice to the paper, following Wiley's Name Change Policy to protect the author’s privacy. Terms which fall outside of the scope of personal pronouns, e.g.
praper or improper nouns, are currently not supported.

Authar Name Changes

In cases where authors wish to change their name following publication, Wiley will update and republish the paper and redeliver the updated metadata to
indexing services. Our editorial and production teams will use discretion in recognizing that name changes may be of a sensitive and private nature for
various reasons including (but not limited to) alignment with gender identity, or as a result of marriage, divorce, or religious conversion. Accordingly, ta
protect the author’s privacy, we will not publish a correction notice to the paper, and we will not notify co-authors of the change. Authors should contact the
journal’s Editorial Office with their name change reguest.

Correction to Autharship

In accordance with Wiley’s Best Practice Guidelines on Research Integrity and Publishing Ethics and the Committee on Publication Ethics’ guidance.
Transboundary and Emerging Diseases will allow authors to correct authorship on a submitted, accepted, or published article if a valid reason exists to do so.
All authors — including those to be added or removed — must agree to any proposed change. To request a change to the author list, please complete the
Request for Changes to a |Journal Article Author List Form and contact either the journal’s editorial or production office, depending on the status of the
article. Authorship changes will not be considered without a fully completed Author Change form. Correcting the authorship is different from changing an
author’'s name; the relevant palicy for that can be found in Wiley’s Best Practice Guidelines under “Author name changes after publication.”
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Joint first or senior authorship: In the case of joint first authorship a footnote should be added to the author listing, e.g. ‘X and Y should be considered joint
first author’ or ‘X and Y should be considered joint senior author.”
ORCID

As part of our commitment to supporting authors at every step of the publishing process, Transboundary and Emerging Diseases requires the submitting
author (only) to provide an ORCID iD when submitting a manuscript. This takes around 2 minutes to complete. Find more information.

Appealing Decisions

Authors who wish to appeal the decision on their manuscript may do so by emailing the Editor-in-Chief within 28 days of notification of the decision. In such
cases, a letter detailing the reasons for appeal as well as a full response to any reviewers' comments, if relevant, should be provided. The reviewers'
comments, along with any subsequent editorial communications, will be assessed independently by one of the journal’s editors. Only editors who did not
oversee the manuscript’s original peer review will be selected for to handle the appeal. In cases where the Editor-in-Chief oversaw the peer review process,
the Publisher will select an appropriate editor to handle the appeal. The editor’s decision will be final.

Publication Ethics

Transboundary and Emerging Diseases is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). and as such, follows COPE’s guidance in handling ethical
concerns raised about research published in the journal. If you have an ethical concern about either an article submitted to, or published in, Transboundary
and Emerging Diseases, please email the Editor-in-Chief (michael ward@sydney.edu.au) in the first instance, with a copy to the Journals Publishing Manager
{lwebster@wiley.com), with details of your concerns.

6. AUTHOR LICENSING

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding authar will receive an email prompting them to log in to Authar Services, where
via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be required to complete a copyright license agreement on behalf of all authors of the paper.

Authors may choose to publish under the terms of the journal’s standard copyright agreement, or Open Access under the terms of a Creative Commons
License.

General information regarding licensing and copyright is available here. To review the Creative Commons License options offered under Open Access,
please click here. (Note that certain funders mandate that a particular type of CC license has to be used; to check this please click here.)

Self-Archiving definitions and policies. Note that the journal's standard copyright agreement allows for self-archiving of different versions of the article
under specific conditions. Please click here for more detailed information about self-archiving definitions and policies.

Open Access fees: If you choose to publish using Open Access you will be charged a fee. A list of Article Publication Charges for Wiley journals is available
here.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley's compliance with specific Funder Open Access Policies.
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When your accepted article is received by Wiley's production production team, you {corresponding authors) will receive an email asking you to login or
register with Author Services. You will be asked to sign a publication licence at this point.

Proofs

Authors will receive an e-mail notification with a link and instructions for accessing HTML page proofs online. Page proofs should be carefully proofread for
any copyediting or typesetting errors. Online guidelines are provided within the system. No special software is required, most common browsers are
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text citations and actual figures. Proofs must be returned within 48 hours of receipt of the email. Return of proofs via e-mail is possible in the event that the
online system cannot be used or accessed.

Publication Charges

Color figures: Color figures may be published free of charge.

Accepted Articles

The journal offers Wiley's Accepted Articles service for all manuscripts. This service ensures that accepted ‘in press’ manuscripts are published online very
soon after acceptance, prior to copy-editing or typesetting. Accepted Articles are published online a few days after final acceptance, appear in PDF format
only, are given a Digital Object Identifier (DOI). which allows them to be cited and tracked, and are indexed by PubMed. After publication of the final version
article (the article of record), the DOI remains valid and can continue to be used to cite and access the article.

Accepted Articles will be indexed by PubMed; submitting authors should therefore carefully check the names and affiliations of all authors provided in the
cover page of the manuscript so it is correct for indexing. Subsequently the final copyedited and proofed articles will appear in an issue on Wiley Online
Library; the link to the article in PubMed will automatically be updated.

Early View

The journal offers rapid speed to publication via Wiley's Early View service. Early View (Online Version of Record) articles are published on Wiley Online
Library before inclusion in an issue. Note there may be a delay after corrections are received before your article appears online, as Editors also need to
review proofs. Once your article is published on Early View no further changes to your article are possible. Your Early View article is fully citable and carries
an online publication date and DOl for citations.
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Access and sharing
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« As the author, you retain free access (after accepting the Terms & Conditions of use, you can view your article).

« The correspanding author and co-authors can nominate up to ten colleagues to receive a publication alert and free anline access to your article.
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Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following link, fill in the necessary details and ensure that you type information in all of
the required fields: Sheridan Printer. If you have queries about offprints please email Customer Service.
Article Promation Suppart
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summaries, and research news stories for your research — so you can help your research get the attention it deserves.
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