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PESQUISA DE MORBILIVIRUS EM AMOSTRAS DE AR EXPIRADO DE
BALEIAS -JUBARTE (Megaptera novaeangliae) POR MEIO DE ANALISE
BIOMOLECULAR

Research of Morbillivirus in exhaled air samples of Humpback whales (Megaptera
novaeangliag through biomolecular analysis
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A populacdo de Baleiasjubarte (Megaptera novaeangliae)que visita anualmente acosta
brasileira se concentra principalmente no Banco dos Abrolhos para reproducéo (1). Uma
possivel ameaca a essa populacdo € o Morbilivirus de cetdceos - CeMV
(familia Paramyxoviridag, patbgeno associado a altas taxas de mortalidade e que afeta
principalmente os sistemas respiratdrio, linfoide e nervoso. O virus € transmitido
principalmente por aerossois além de ser transmitido verticalmente pela amamentacéo. No
Brasil uma nova variante de CeMV foi detectada pela primeira vez em 2010 em um Boto-
cinza (Sotalia guianensig, na regido do Banco dos Abrolhos (2), e recentemente o virus
causou um surto epizoético levando a morte de mais de 260 Botos-cinza no litoral do Rio de
Janeiro em 2017/2018 (3). As Baleias-jubarte sdo suscetiveis ao CeMV, no entanto as
investigacBes séo realzadas geralmente por meio do estudo de animais que encalharam nas
praias e vieram a 6bito, o que limita a quantidade de individuos avaliados. Por outro lado,
existem ferramentas promissoras que permitem a pesquisa de patégenos respiratdrios no ar

expirado (Aborrifood) pel os animais (4). O presente

presenca de CeMVno ar expirado de Baleiasjubarte no Banco dos Abrolhos. Material e
métodos: A area de estudo compreende a regido do Banco dos Abrolhos (16°40-19° 30'S e
37°25'- 39°45'W), uma extensdo da plataforma continental no sul da Bahia e norte do
Espirito Santo, Brasil, que inclui o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos. Foram realizadas
expedicbes maritimas de 4 a 6 dias durante a época de reproducdo dasBaleias-jubarte de
julho a novembro, em 2011 e 2012. Ao avistar um grupo de baleias foi feita a aproximacao
com a embarcacdo, observacdo do comportamento dos animais, registro fotografico, e
anotadas informacfes tais como: data, hora, posicdo geografica, composicdo do grupo,
classe etaria e padrao de pigmentacdo da porcdo ventral da cauda (para identificacdo
individual dos animais). A colheita do ar expirado foi realizada com uma placa rigida de 30x40
cm presa a uma haste de 4 m de comprimento. A placa foi coberta por um plastico estéril, o
qgual foi passado através da nuvem formada pelo ar expirado pelas baleias (Fig.1A). As
goticulas formadas pela condensacéo do ar expirado em contato como plastico estéril foram
colhidas com swabs estéreis (Fig.1B) e preservadas em tubos com 1,0 mL de RNA Later,
mantidas inicialmente a 4°C até o desembarque e posteriormente a -80°C até o
processamento para extracdo do material genético. As amostras controk foram obtidas
expondo o equipamento de colheita durante 4 minutos, aproximadamente no mesmo local
da colheita, porém sem a presenca de baleias. A extracdo de RNA total da amostra foi
realizada com Brazol (LGC Biotecnologia Ltda), de acordo com as instruges do fabricante.
Foram utilizados iniciadores randbmicos e€ScriptKit (BioRad, Hercules, CA, EUA) para
transcricao reversa e sintese de cDNA. A deteccao do genoma viral por meio da reacédo da
polimerase em cadeia em tempo real foi realizada com iniciadores GD F :-
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GCAGTTATGATCCCGGAAGA 306 e GD R: -0 gUsGCAGAPTGCGGGAR
até 212 pb de uma regido conservada da fosfoproteina viral (5) e PowerUp SYBR
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Amostras com amplificacdo positiva foram
purificadas e sequenciadas pelo método SANGER. As sequéncias obtidas foram comparadas
com as disponiveis no GenBank por meio da ferramenta BLASIN e foram consideradas
positivas as amostras que apresentaram identidade com CeMV.Devido as dificuldades de
individualizacdo do ar expirado por diversos animais de um mesmo grupo, as amostras foram
consideradas representativas dos respectivos grupos de baleias. A frequéncia relativa
percentual foi estimada considerando o nimero de grupos positivos versus o nimero total
de grupos examinados. Resultados e discussdo Foram colhidas e analisadas 67 amostras de
ar expirado de 44 grupos de Baleiasjubarte (10 em 2011 e 34 em 2012), e 30 amostras
controle. Dois grupos de Baleias-jubarte (2/44; 4,5%) obtiveram resultado positivo para
CeMV (Fig.2), sendo um grupo em 2011 (1/10; 10%) composto por dois individuos adultos
(Fig.1C) e outro em 2012 (1/34; 2,9%). O grupo positivo em 2012 era composto por 15
adultos e um filhote (Fig.1D,1E), caracterizandose como um grupo competitivo em que
diversos machos disputam a preferéncia de uma fémea para o acasalamento. Nove baleias
foram foto -identificadas pelo padréo de pigmentagéo da cauda nos grupospositivos (Fig.1F).
Ao comparéalos com o catalogo de animais identificados até 2016 nao foi obtida nenhuma
reavistagem, o que impede inferéncias quanto a sobrevivéncia dos animais. O fragmento
genético obtido das amostras positivas foi 100% similar a variante de CeMV previamente
detectada na mesma regiao, em um Boto-cinza (Fig.2). Todas as amostras controle foram
negativas. O presente estudo demonstra a presenca de Morbilivirus dos cetdceos na
populacdo de Baleias-jubarte que frequenta o Banco dos Abrolhos. A detec¢do de um virus
com alto potencial letal para os cetaceos é preocupante Sabe-se que as baleiasjubarte sdo
suscetiveis a infeccado por CeMVe que a acao imunossupressora do virus pode favorecer a
ocorréncia de infec¢des secundarias e resultar na morte dos animais. Além disso, o habito
migratorio desta espécie pode favorecer a dispersao de patdgenos. A formacdo de grupos
com grande quantidade de baleias, como é o0 caso dos grupos competitivos, favorece a
transmissdo horizontal deste patégeno por via aerégena. A presenca de filhotes levanta
preocupacao pela maior suscetibilidadedesta classe etéaria e possiveis implicacdes deletérias
no sucesso reprodutivo da populacdo. Conclusdes Os resultados deste estudo pioneiro
evidenciam a circulagdo do virus em Baleias-jubarte no Banco dos Abrolhos em anos
anteriores ao surto epizodtico observado no Rio de Janeiro. A analise do ar expirado consiste
numa promissora ferramenta para pesquisa de Morbilivirus em Baleias-jubarte em vida livre.
A prevaléncia obtida lanca bases para estudos futuros de monitoramento da salude destes
grandes cetaceos.

Referéncias bibliograficas: 1. Andriolo et al. Humpback whales within the Brazilian
breeding ground: Distribution and population size estimate. Endanger Species Res.2010;
11(3):233-243; 2. Groch et al. Novel cetacean morbillivirus in Guiana dolphin, Brazl. Emerg
Infect Dis. 2014; 20(3):511-513; 3. Groch et al. Guiana Dolphin Unusual Mortality Event and
Link to Cetacean Morbillivirus, Brazil. Emerg Infect Dis. 2018; 24(7):1349-1354; 4. Acevedo-
Whitehouse et al. A novel non-invasive tool for disease surveillance of free-ranging whales
and its relevance to conservation programs. Anim Conserv.2010;13:2171 225; 5. Groch et
al. Cetacean morbillivirus in Southern Right Whales, Brazil. Transbound Emerg Dis.2019;
66:606-610.
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Figura 1: A e B. Colheita de material expirado pelas baleiasjubarte durante as expedicdes
embarcadas na regido do Banco dos Abrolhos, C. Baleigubarte pertencente ao grupo

positivo para morbilivirus em 2011, D. Baleiasjubarte em formacao de grupo competitivo

positivo para morbilivirus em 2012, E. Fémea com filhote (seta) no grupo positivo para

morbilivirus em 2012, F. Padréo de pigmentagéo da por¢éo ventral da cauda registrado para
identificacao individual de uma das baleias no grupo positivo para morbilivirus em 2012.
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