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1. INTRODUCAO

Entender a microbiota patogénica das espécies que convivem com seres humanos € parte importante da
abordagem One Health (Satde Unica), isto é, uma abordagem multidisciplinar que trabalha nos niveis local,
nacional e global para alcangar o equilibrio e a satde ideal para a triade pessoas, animais e meio ambiente. Esse
entendimento se faz necessario para que possa ser feito o controle e a prevengao de potenciais surtos zoondticos
ligados a animais sabidamente reservatorios de patégenos de risco humano (1).

Mamiferos da subfamilia Didelphinae constituem a classe dos marsupiais didelfideos (Marsupialia:
Didelphidae) que habitam a América do Sul. Eles estéo distribuidos entre as tribos Monodelphini, das cuicas e
Didelphini, dos gambas sul-americanos (2) e, apesar de possuirem menor diversidade e riqueza de espécies se
comparadas a outras ordens de mamiferos neotropicais de ampla distribuicdo, possuem elevado potencial
zoondtico dado ao possivel habito sinantropico de seus integrantes e microbiota desconhecida (3). Aliado ao
baixo niimero de estudos quanto ao habito e o viroma desses animais, em especial das cuicas, nota-se um claro
vacuo no conhecimento e, portanto, na capacidade de preparo para eventuais surtos de doengas transmitidas por
esses animais.

Um segundo agravante para os riscos de zoonoses associados a hospedeiros desse género é o constante
aumento de processos de degradagdo de habitat, como o aumento da atividade humana em areas anteriormente
protegidas, o aumento exponencial do desmatamento e o agravamento das mudangas climaticas (3). Esses
processos aumentam a possibilidade de animais, particularmente de animais sinantrdpicos, adentrarem areas
humanas e, consequentemente, de seres humanos serem expostos aos patdgenos que esses animais possam
carregar (4).

Fatores de coevolugdo de espécies na relagdo parasita-hospedeiro também apresentam grande relevancia
para o entendimento da microbiota de qualquer organismo, podendo indicar formas pelas quais determinadas
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espécies podem apresentar uma microbiota altamente variada e potencialmente zoondtica sem necessariamente
apresentar sintomas de infec¢do (5, 6). Desde o advento da pandemia de Sars-CoV-2 iniciada em 2020, os
morcegos (Mammalia: Chiroptera) e sua microbiota potencialmente zoonotica ganharam protagonismo e hoje sdo
melhor compreendidos e considerados de alta relevancia para estudos One Health (7, 8). No entanto, os morcegos
pertencem a um grupo filogenético diferenciado ha aproximadamente 59.1 Ma (9, 10) , ao passo que o grupo dos
Didelfideos ¢ filogeneticamente mais antigo, divergindo dos demais a 160 Ma. (11) Esses fatos os torna objetos
de importancia expressiva para uma analise mais aprofundada de coevolugdo da microbiota associada a eles e seu
potencial patogénico.

As familias de virus que devem ser foco deste estudo sdo as familias paramyxoviridae, coronaviridae,
hantaviridae e arenaviridae, que sdo compostas por virus de RNA (12,13). Elas apresentam, individualmente e
em conjunto, um grande potencial zoonotico (14) e ja foram encontradas em diferentes mamiferos circulantes na
América do Sul. (16-17).

Este estudo permanece em linha com o padrio de atencdo aumentada as novas zoonoses, apds a
pandemia do SARS-CoV-2, que demonstrou a importancia urgente com que se deve levar projetos de abordagem
One Health (18). Leva ainda em consideracdo um trabalho recente do nosso grupo, que relatou o microbioma e a
identificagdo de diferentes verminoses, bacterioses e outros patdégenos, incluindo virus, potencialmente zoonoticos
em espécies de gambas Didelphis (19).

O estudo tem como objetivo geral, investigar e descrever a presenca de marsupiais sul-americanos
(sub-familia Didephinae) e relacionar os achados com diferentes niveis de sinantropia, bem como relaciona los
com caracteristicas fisioldgicas e particularidades de espécies desses animais.

2. METODOLOGIA

A metodologia do estudo iniciou com a coleta de amostras de swabs oral e retal de gambas e cuicas de
vida livre em diferentes regides do estado de Sdo Paulo, utilizando armadilhas do tipo 7omahawk. Durante o
processo, foram anotadas informagoes individuais dos animais, como local de captura, espécie, sexo, idade, estado
reprodutivo e presenca de patologias. As amostras foram transportadas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer de temperatura ultrabaixa.

Para a analise laboratorial, 0 RNA viral foi extraido a partir das amostras por meio de homogeneizagdo e
centrifugacdo, utilizando protocolo especifico. O RNA obtido foi entdo convertido em DNA complementar
(cDNA) por transcricdo reversa, sendo posteriormente armazenado sob refrigeracao.

A triagem para identificagdo de virus foi realizada por PCR convencional, utilizando primers degenerados
voltados para as familias Coronaviridae, Paramyxoviridae, Hantaviridae e Arenaviridae. Os produtos amplificados
foram analisados por eletroforese em gel para verificar a presenca de bandas compativeis com o tamanho
esperado.

As amostras que apresentaram amplificacdo positiva foram selecionadas para sequenciamento de nova
geragdo, com 0 objetivo de aprofundar a caracterizagdo viral. Para isso, foi realizada nova extragdo de RNA,
seguida de sintese de cDNA e preparo das bibliotecas para sequenciamento em plataforma apropriada
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3. RESULTADOS E CONCLUSOES

Foram coletadas e analisadas amostras de 52 didelfideos. Destas, em de PCR convencional, 14 amostras
(26,9%) indicaram positividade para um virus potencialmente zoonotico: 10 (19,2%) foram positivas para
Arenaviridae e 6 (11,5%) para Coronaviridae, com uma taxa de coinfeccdo entre essas familias de 3,85%.
Nenhum resultado positivo foi obtido nessa triagem inicial para as familias Paramyxoviridae e Hantaviridae.

As amostras positivas foram submetidas a sequenciamento de nova geragdo e, das 6 amostras que
apresentaram reatividade inicial para Coronaviridae 5 demonstraram alinhamento com sequéncias de Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2. com semelhanga de até 97.88% nas sequéncias. Um total de 3 amostras
demonstraram alinhamento com sequéncias de paramixovirus aviarios (familia Paramyxoviridae) com semelhanga
de 88.24% nas sequéncias. H4 evidéncia de coinfeccdo em duas das 3 amostras de paramyxovirus com SarsCov-2.
A presencga de beta coronavirus humanos nos didelfideos poderiam indicar a possibilidade de eventos de spillover,
no qual eventuais exposi¢des entre humanos doentes e os animais podem fazer com que o animal se torna veiculo
de transmissao do virus.

Uma amostra apresentou semelhanga de 97.33% com sequéncias de um isolado de Dandong
mammarenavirus (familia Arenaviridae). Uma amostra apresentou alinhamento de 78.18% com isolado de
Longquan Niviventer niviventer orthohantavirus 1. Esses resultados em particular indicam a possibilidade dos
didelfideos transportarem e de eventualmente exporem seres humanos a virus zoonéticos de alta patogenicidade.
Até o momento, ndo haviam sido reportados achados do tipo em didelfideos.

Os resultados e as analises deste estudo indicam um potencial que os didelfideos possuem significativa
capacidade de transportar virus com potencial zoonotico, sendo mais importantes para os estudos One Health do
que anteriormente pensado, fazendo-se necessario um estado de atengdo para a possibilidade de eventos de
spillover e spillback entre didelfideos e seres humanos expostos a areas de circulacdo desses animais. Ainda, fica
evidenciado a necessidade de estudos epidemioldgicos mais amplos e robustos, a fim de aprofundar a
compreensao sobre o potencial zoon6tico envolvido.
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