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PREFACIO

A tese aqui apresentada foi redigida com a intensdo de expor, de maneira sintetizada e
objetiva, as motivacfes do projeto de pesquisa executado e os resultados relevantes
alcancados.

Na introducdo buscou-se apresentar o contexto econdmico e cientifico no qual o
presente trabalho estd inserido, sendo que o cenario cientifico foi apresentado de maneira
mais elaborada (mas sempre com vistas a concisdo e a objetividade) no item “revisdo de
literatura”.

Nos itens “resultados” e “discussdo” ativemo-nos a apresentar os resultados relevantes
alcancados, que pudessem contribuir e dialogar com o conhecimento cientifico disponivel até
0 momento da redacdo, evitando-se a apresentacdo de dados redundantes, que pudessem
causar confusdo e tornar a leitura desagradavel.

Buscou-se, tanto quanto possivel, uma redagdo que se aproximasse daquela empregada
em divulgacdo cientifica (em artigos de revistas cientificas). Espera-se, com isso, que 0

formato escolhido torne o trabalho inteligivel e de agradavel leitura.



RESUMO

AYRES, G. R. R. Diversidade molecular dos genes codificadores das proteinas nao-
estruturais Nsp2 e protease Papaina-like e da proteina estrutural S1 de amostras
brasileiras de Coronavirus aviario. [Molecular diversity of Nsp2 and Papain-like protease
and S1 structural protein coding genes in Brazilian isolates of Avian coronavirus]. 2014. 76 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Coronavirus, incluindo-se o Coronavirus aviario (ACoV), possuem 0 maior genoma
composto por RNA conhecido entre os virus. Aproximadamente dois tercos desse genoma
codificam proteinas ndo estruturais (Nsps), cujas fungdes parecem estar associadas a
replicacdo e patogénese viral. Até 0 momento, esses alvos tém sido pouco explorados quanto
a sua diversidade em diferentes linhagens de ACoV. O presente estudo teve como objetivo
investigar a diversidade dos genes codificadores das proteinas ndo estruturais Nsp2 e protease
Papaina-like (Plpro), utilizando-se linhagens brasileiras de ACoV. Para tanto, 10 linhagens de
ACoV, isoladas em ovos embrionados, foram submetidas a RT-PCR direcionada aos genes
codificadores de Plpro e Nsp2, seguindo-se o sequenciamento de DNA e a analise
filogenética, juntamente com sequéncias homologas obtidas no GenBank. Além disso,
realizou-se a genotipagem por meio do sequenciamento parcial do gene codificador da
proteina de espicula (regido S1). Trés das amostras virais obtidas e investigadas no presente
trabalho apresentaram padrdo de segregacdo discordante para 0s genes estudados. O isolado
CRG 122 agrupou-se com linhagens virais pertencentes ao genétipo Massachusetts para S1 e
com o grupamento de ACoVs brasileiros os genes da Nsp2 e Plpro. O isolado CRG 133
agrupou-se com linhagens virais pertencentes ao gendétipo brasileiro para s1 e plpro e de
maneira divergente para o gene da Nsp2. Para o isolado CRG 138, ndo foi obtida a
genotipagem por sl, entretanto, similarmente ao observado para o isolado CRG 133, esse
isolado agrupo-se com linhagens virais brasileiras para o gene plro e de maneira independente
para 0 gene nsp2. As demais linhagens estudadas resultaram na formagdo de um grupamento
especificamente brasileiro de ACoV, para os trés genes estudados. Esses achados sugerem a
ocorréncia de recombinacdo nessas amostras discrepantes. Quanto as identidades médias entre
as sequencias nucleotidicas analisadas, a regido de sl analisada apresentou as menores
identidades (73,75% £16,78), seguido pelo gene plpro (88,06% £5,7) e do gene nsp2 (92,28%



+4,37), em acordo com a literatura. Assim sendo, os alvos investigados podem constituir
ferramentas Uteis na epidemiologia molecular do ACoV e na investigacdo de linhagens
recombinantes do virus. O presente estudo € o primeiro a investigar a diversidade genética de
genes codificadores de proteinas ndo-estruturais em linhagens brasileiras de ACoV. Os
resultados aqui apresentados reforcam a existéncia de um genotipo brasileiro de ACoV, para
0s 3 genes estudados. Entretanto, discrepancias pontuais encontradas no padrdo genotipico
para s1, nsp2 e nsp3 permitem inferir uma diversidade genética maior do que a conhecida até
0 momento, possivelmente resultante de eventos de recombinagédo entre ACoVs brasileiros,
ACoVs vacinais e outros ainda desconhecidos. Os resultados obtidos auxiliam na

compreensdo dos padroes e evolucdo dos ACoVs.

Palavras-chave: Coronavirus aviario. Virus da bronquite infecciosa das galinhas.

Nsp2. Nsp3. Diversidade molecular.



ABSTRACT

AYRES, G. R. R. Molecular diversity of Nsp2 and Papain-like protease and S1 structural
protein coding genes in Brazilian isolates of Avian coronavirus [Diversidade molecular dos
genes codificadores das proteinas ndo-estruturais Nsp2 e protease Papaina-like e da proteina
estrutural S1 de amostras brasileiras de Coronavirus aviario]. 2014. 76 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2014.

Coronaviruses, including Avian coronavirus (ACoV), have the largest known RNA genome.
Nearly two thirds of its genome codes for non-structural proteins (Nsps), whose functions
appear to be linked to viral replication and pathogenesis. Hitherto these targets have been
poorly explored regarding the ACoV lineages diversity. The present study aimed to assess the
diversity of non-structural protein 2 (nsp2), papain-like protease (plpro) and spike protein (S1
subunit) coding genes, in Brazilian ACoV strains. To this end, 10 ACoV strains, isolated in
embryonated eggs, had its 3™ and 5" passages submitted to RT-PCR targeting nsp2, plpro and
s1, followed by DNA sequencing and phylogenetic analysis, herewith homologous sequences
obtained from GenBank. Three of the ACoV strains sequenced showed a discordant
segregation pattern for target genes. CRG 122 strain clustered with Massachusetts genotipe
strains for S1, and with Brazilian cluster for nsp3 and plpro genes. CRG 133 strain, clustered
with Brazilian strains for S1 and plpro genes, and was divergent for nsp2 gene. For CRG 138
strain, the S1 sequence was not obtained, however, similarly to what was observed for CRG
133, this strain grouped with the Brazilian lineage for plpro gene and was divergent for nsp2
gene. All the other ACoV here sequenced resulted in a specific Brazilian cluster for the three
studied genes. Regarding the mean nucleotide identities measured, s1 gene showed the lowest
identity (73.75% +16.78), followed by plpro gene (88.06% +5.7) and nsp2 gene (92.28%
+4.37), in accordance with previous reported data. Therefore, the targets of the present study
are useful tools for ACoV molecular epidemiology studies and for the survey of recombinant
ACoV strains. The presented study is the first one investigating the molecular diversity of
non-structural proteins coding genes in Brazilian strains of ACoV. Results achieved herein
reinforce the data over the circulation of ACoV Brazilian strains in this country, for the three
investigated genes. However, divergences found between S1, nsp2 and plpro genetic patters
allow inferring a higher molecular diversity than previously known. It is possible that this

divergence is due to recombination events between ACoV from vaccines, Brazilian field



strains and others still unknown. These results contribute on the comprehension over genetic

patters and evolution of ACoV.

Keywords: Avian coronavirus. Infectious bronchitis virus . Nsp2. Nsp3. Molecular

diversity.
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1 INTRODUCAO

O virus da bronquite infecciosa das galinhas (IBV), mais recentemente denominado
Coronavirus aviario (ACoV), ¢ considerado endémico no Brasil, apesar do amplo emprego de
vacinas, devido & continua emergéncia e disseminagdo de novos tipos virais, que
compreendem diferentes patotipos, sorotipos e protectotipos (MONTASSIER, 2010).

Segundo a Unido Brasileira de Proteina Animal (UBPA, 2014), o setor avicola gera,
direta e indiretamente, mais de 3,6 milhdes de empregos no pais, principalmente nos estados
do Sul e do Sudeste, respondendo por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional.
Desde 2004, o Brasil sustenta a posicdo de maior exportador mundial de carne de frango,
tendo em 2011 atingido a marca historica de 13,058 milhdes de toneladas de carne de frango
produzidas sendo dessas 3,9 milhdes exportadas para mais de 150 paises. Vale ressaltar,
ainda, que cerca de 69% da producdo avicola é consumida no mercado interno, com um
consumo estimado de 39kg por pessoa ao ano (UBPA, 2014). Soma-se a isso o total
acumulado de mais de 90 milhdes de pintainhas alojadas para postura, em 2013 (OvoOnline,
2014), responsaveis por uma producdo anual de mais de 2,745 bilhdes de duzias de ovos
(IBGE, 2014).

Uma das principais causas de perdas economicas na industria avicola mundial sdo as
infeccoes pelo ACoV, que compromete a desempenho produtivo das aves (CAVANAGH,
2007). Trata-se de um virus epiteliotropico, capaz de se replicar em toda a superficie epitelial
respiratoria, digestoria, renal e nas gonadas (BRITTON; CAVANAGH, 2007), causando
desordens clinicas diversas em aves reprodutoras, de postura e de corte, incluindo-se doenca
respiratoria, doenga entérica, nefrite, queda na producdo de ovos e falhas reprodutivas em
machos e fémeas (CAVANAGH; GELB, 2008).

A manutencdo e o aumento da lucratividade na industria avicola dependem
grandemente da sanidade do plantel em producdo, sendo esse um grande desafio ao segmento,
visto que os animais sdo usualmente confinados sob altas taxas de lotagdo, favorecendo a
disseminag¢do de agentes infecciosos.

A maior parte dos estudos de epidemiologia e caracterizagdo molecular de ACoV
concentram-se em genes codificadores de proteinas estruturais do virus, especialmente as
proteinas de espicula (S) e de nucleocapsideo (N). Entretanto, a maior parte do genoma do

ACoV codifica proteinas ndo estruturais, que sdo expressas pelo genoma do virus nas células
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por ele infectadas. Assim sendo, tem-se a caracterizacdo molecular e, consequentemente,
inferéncias epidemioldgicas dela derivadas baseadas em uma pequena parte do genoma viral.
Por pouco se conhecer a diversidade dos genes codificadores de proteinas néo
estruturais em linhagens brasileiras de ACoV e, consequentemente, seus desdobramentos para
o conhecimento dos ACoVs e sua epidemiologia molecular, o presente trabalho concentrou-se
na caracterizacdo molecular dos genes codificadores da proteina ndo estrutural 2 e da protease
papaina-like (contida no gene da proteina ndo estrutural 3), em isolados de ACoV genotipados

pelo sequenciamento da regido codificadora da subunidade s1 da proteina de espicula viral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O IBV, atualmente, esta classificado na ordem Nidovirales, familia Coronaviridae,
subfamilia Coronavirinae, género Gamacoronavirus (anteriormente denominado grupo 3 do
género Coronavirus) e espécie Coronavirus aviario (ICTV, 2013). Assim, atendendo a
nomenclatura atualmente adotada pelo ICTV, o presente trabalho adotard a designagao
Coronavirus aviario (ACoV) ao tratar do virus causador da Bronquite Infecciosa das Galinhas
(BIG).

Trata-se de um virus altamente pleomorfico, envelopado com cerca de 120nm de
didmetro (CAVANAGH, 2007), composto por quatro proteinas estruturais: proteina de
espicula (S), de envelope (E), de membrana (M) e de nucleocapsideo (N) (MASTERS, 2006).
Os principais alvos de estudos em ACoV sdo as proteinas S e N, e seus respectivos genes
codificadores.

A proteina S ¢ um dimero composto pelas subunidades S1 (amino-terminal) e S2
(carboxi-terminal), com cerca de 90kDa cada. S1 ¢é responsavel pela formacdo do bulbo da
espicula viral, estd diretamente associada a interacdo com receptores celulares e a resposta
imune do hospedeiro, sendo, por isso, empregada para determinar o sorotipo/genotipo viral
(CAVANAGH, 2007). A proteina N, por sua vez, liga-se ao genoma do virus e participa dos
processos de transcricao e tradu¢do do RNA viral (MONTASSIER, 2010).

A andlise dos genes codificadores de S1 e N tem se mostrado um método rapido e
acurado para monitorar as variantes do virus que emergem sob os pontos de vista fenotipico e
epidemioldgico, devido a participagdo das proteinas expressas pelos mesmos nos processos
virais de replicacdo e imunidade, particularmente importantes na relagdo entre o virus e seu
hospedeiro (MONTASSIER, 2010).

Entretanto, por haver uma quantidade maior de estudos disponiveis sobre diversidade
molecular de genes codificadores de proteinas estruturais, tem-se, atualmente, uma predi¢ao
da evolu¢do do ACoV baseada em uma pequena parte de seu genoma, ja que a maior de seu
genoma codifica proteinas ndo estruturais (MONDAL; CARDONA, 2004).

As proteinas ndo estruturais (Nsps) sdo expressas em cé€lulas infectadas pelo ACoV.
Embora suas fungdes ainda ndo estejam totalmente esclarecidas, sabe-se que os genes que as
codificam (genes 1, 3a, 3b, 5a e 5b) compde a maior parte de genoma viral (MASTERS,
2006).
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O genoma do ACoV ¢ composto por RNA de fita simples e sentido positivo, com cerca
de 27,6kb (CAVANAGH, 2007). Os virus que possuem esse tipo de genoma expressam
poliproteinas que sdo clivadas por proteases virais ou celulares, para formar proteinas
maduras estruturais e nao estruturais. Essa estratégia gera associagcdes evolutivas,
organizacionais e funcionais entre diferentes dominios proteicos (GRAHAM et al., 2005),
originando alvos interessantes de investiga¢ao simultanea.

O processo de transcricdo do genoma do ACoV, mais especificamente, ocorre de
maneira descontinua e, durante o mesmo, sao detectadas 6 espécies de RNAs mensageiros
(mRNA): uma espécie que inclui a totalidade do genoma (27,6kb) e cinco mRNAs
subgenomicos (2-7kb). Todos os 6 mRNAs possuem uma sequéncia lider ndo traduzida de 64
nucleotideos (nt), idéntica a extremidade 5° do genoma viral (MONDAL; CARDONA, 2004).
Este processo depende da acdo da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), enzima viral
cujo gene esta localizado na regido aberta de leitura 1 (ORF1) (GRAHAM et al., 2005;
MASTERS, 2006).

A ORFI, também referida como gene da poliproteina replicase, compde dois ter¢os do
genoma de todos os coronavirus (YU et al., 2012), e codifica as poliproteinas la e lab, que
sdo processadas por proteases virais, durante e apds o processo de transcri¢dao, originando
produtos proteicos intermediarios € maduros ndo estruturais (CAVANAGH, 2007; GRAHAM
et al., 2005).

Quanto a localizagdo dos genes codificadores de dominios proteicos na ORF1 do
ACoV, tém-se a seguinte distribui¢do: 10 dominios na ORFla (nsp2 a nspll) e 5 na ORF1b
(nsp12 a nsp16) (SAWICKI; SAWICKI; SIDDELL, 2007; ZIEBUHR; SNIJDER, 2007). Em
outras espécies de coronavirus, acrescenta-se na extremidade 5’ da ORF1la o gene codificador
da nspl (ZIEBUHR; SNIJDER, 2007), ausente no ACoV. Na figura 1 tem-se uma

representacdo esquematica do genoma do ACoV.
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Figura 1- Representacdo esquematica da organizacdo do genoma do Coronavirus aviario (representacéo
fora de escala)

Replicase 1a 3 Me mbram Sr\uclcm_apsld

vy Replicase 1b
‘Splkl w Gene -
o l : l I I l l I 1 1 L ' ' | FUTR
2
SUTR np msp3(PLP)  msp4 (Mpro) m;»s =P o8 mol nsp11/12 nsp 13 nsp 14 mplb Envelope

nsp 15

Fonte: JACKWOOD; HALL; HANDEL, 2012).

Legenda: A sigla nsp refere-se aos genes de proteinas ndo estruturais.
A sigla PLP refere-se ao dominio codificador da protease papaina-like, contida no gene da
Nsp3.
A sigla Mpro refere-se ao dominio codificador da Main protease, contida no gene da nsp4.

A proteina ndo estrutural 2 (Nsp2) €, portanto, uma das primeiras proteinas do
repertorio gendmico do ACoV e tem sido apontada como crucial para os primeiros estagios da
infeccao viral (YANG et al., 2009). Embora sua fun¢do exata permaneca desconhecida (YU et
al., 2012) foi demonstrado que a Nsp2 possui residuos hidrofobicos, que parecem atuar no
ancoramento do complexo replicase junto ao aparelho de Golgi da célula infectada
(HAGEMEIJER et al., 2010).

Apesar de alguns estudos terem demonstrado que a Nsp2 ndo ¢ necessaria a replicagdao
de coronavirus (GRAHAM et al.,, 2005), estudos mais recentes, conduzidos com o
coronavirus causador da hepatite murina (MHV), um Betacoronavirus, demonstram que a
Nsp2 desempenha papel fundamental na patogenia viral e que mutagdes no gene que a
codifica levam a diferencas na viruléncia e patogénese de um mesmo genoétipo viral inoculado
em diferentes 6rgaos (ROTH-CROSS et al., 2009). Esses achados tornam a Nsp2 um alvo
interessante para investigagdes genotipicas que possam colaborar para inferéncias fenotipicas
também em ACoV.

Nas ultimas duas décadas, novos dominios proteicos funcionais que atuam durante a
replicagio do ACoV foram reconhecidos ao longo do gene da poliproteina replicase
(MONDAL; CARDONA, 2004), tendo-se destacado: a protease papaina-/ike (Plpro),
localizada na Nsp3; a protease principal (main proease - Mpro), incluida na nsp5; ¢ a RNA-
polimerase RNA dependente (RdRp), localizada nos genes nspll e nspl2 (THOR et al.,
2011).

Diversas proteases relacionadas a enzimas celulares semelhantes a papaina (proteases

“papaina-/ike” - Plpro) foram descritas em virus RNA de sentido positivo.
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Por comparagdo de sequéncias génicas, para o ACoV, foram descritos dois dominios
ativos de Plpro: Pllpro, localizado entre os nucleotideos 4243 e 5019 (aminoéacidos 1239 a
1497), que atuaria na clivagem da porcdo amino-terminal da poliproteina lab e,
potencialmente, atuaria na regulacao de reacdes na célula hospedeira a infeccdo; e P12pro,
localizado entre os nucleotideos 4681 e 5553 (aminoacidos 1385 e 1675), sem funcdo descrita
(LIM; NG; LIU, 2000; MONDAL; CARDONA, 2004).

Contudo, a medida em que diferentes espécies de coronavirus foram investigadas,
verificaram-se diferengas importantes entre as Plpro e seus padrdes de processamento
proteolitico (THIEL, 2007).

Mais recentemente, em alguns Betacoronavirus € nos Gammacoronavirus (incluindo-se
o ACoV), verificou-se a existéncia de uma unica Plpro ativa, correspondente a PI2pro das
demais espécies de coronavirus. Em ACoV, especificamente, verificou-se a existéncia de
sequéncias homologas as da Pllpro na Pl2pro, mas estas sequéncias foram consideradas
codificantes de sitios inativos, por ndo incluirem porgdes essenciais a atividade proteolitica.
Esses achados sugerem que devem haver diferencas na regulagdao dos processos mediados por
Plpro entre diferentes linhagens filogenéticas de coronavirus (THIEL, 2007), ressaltando a
importancia dos mesmos como alvos para novos estudos.

Em SARS-CoV ja se sabe que Plpro, juntamente com a Mpro, atua na clivagem das
poliproteinas la e lab para a formagdo de suas 16 Nsps maduras, que incluem: helicase,
nuclease, polimerase entre outras (TAN; LIM; HONG, 2005). Além disso, demonstrou-se a
acdo deubiquitinaria Plpro em coronavirus (CLEMENTZ et al., 2010). A ubiquitina ¢ uma
pequena proteina regulatoria de eucariotos, tem-se especulado que Plpro possa atuar na
interacdo do ACoV com a célula infectada. Esses indicios somam-se a dados obtidos de
ensaios in vitro que sugerem que essa protease ¢ capaz de inibir a produgdo de interferon tipo
1 (ZHENG et al., 2008) e modular a expressdo de TNF e a-IL e IL-6 (ERIKSSON et al.,
2008) em células infectadas pelo MHV. A multifuncionalidade verificada de Plpro, cuja
importancia se destaca pelo fato de incluir agdes essenciais a replicagdo viral, tem feito com
que a mesma despontasse como alvo de estudos de terapia antiviral (CHOU et al., 2012).

Quanto a variabilidade genética, em comparagdes realizadas entre linhagens heterologas
de ACoV, demonstrou-se que Plpro esta dentre as regidoes do genoma mais divergentes,
comparando-se com outros dominios da ORFlab, como Mpro e RdRp. Incluem-se nos
achados de variabilidade no gene da replicase, achados de recombinagdo entre linhagens de
campo e vacinais em ACoV. Essas diferencas na variabilidade genética verificada entre

diferentes dominios da ORFlab devem, provavelmente, decorrer de divergéncias na pressao
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seletiva que incide sobre os esses genes e seus referidos produtos. Assim sendo, ¢ possivel
que variagdes destes genes possam conferir vantagens adaptativas a linhagens de ACoV.
Apesar de ndo se ter verificado uma associagdo entre a variabilidade génica encontrada e
aspectos geograficos, temporais ou sorotipicos, esses dados indicam a possibilidade de haver
fenotipos do complexo replicase mais vantajosos ao processo de selecdo viral (MONDAL;
CARDONA, 2004).

Em um estudo que visou investigar o papel da ORFlab nos processos de patogenia
viral, um ACoV de linhagem virulenta, pertencente ao sorotipo/gendtipo M41, teve um
grande residuo (8.4kb) da regido final da OR1ab substituido pelo segmento correspondente,
obtido de linhagem arquetipica de ACoV avirulenta Baudette. Foi possivel demonstrar in
vivo e in vitro uma redu¢do da viruléncia do ACoV recombinado, comparando a linhagem
virulenta M41, tendo-se apontado, portanto, o gene da replicase como um dos determinantes
de patogenicidade em ACoV (ARMESTO; CAVANAGH; BRITTON, 2009).

Independentemente da discussdo quanto ao seu papel na patogenicidade em diferentes
linhagens de ACoV, andlises de recombinagdo em sequencias completas de genoma de ACoV
apontaram que os genes da Nsp2 e Nsp3 estdo entre os alvos gendmicos mais sujeitos a
eventos de recombinacdo (THOR et al., 2011). Esses achados reforcam a importancia de se
investigarem essas regides menos conservadas, a fim de levantar mais informagdes que
colaborem para o conhecimento sobre a evolucao e epidemiologia do ACoV.

E evidente, portanto, o estreito conhecimento sobre a diversidade molecular de genes
codificadores de proteinas ndo estruturais de linhagens brasileiras de ACoV, e da escassez de
estudos também em ambito mundial. O presente trabalho pretende contribuir nesta secao da
virologia basica do ACoV para que se possam compreender de um modo mais amplo as bases
moleculares da evolugdo e epidemiologia viral, com o intuito de colaborar no delineamento e
avaliacdo de medidas profilaticas a bronquite infecciosa das galinhas.

Assim sendo, esperou-se com o presente estudo ampliar o conhecimento sobre a
diversidade genética do ACoV, sob um ponto de vista multigénico, com especial atencao aos

gendtipos brasileiros e suas particularidades.
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3 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo investigar a diversidade molecular dos genes
codificadores das proteinas Nsp2 e protease Papaina-/ike (contida na Nsp3), em isolados
Brasileiros de ACoV, genotipados pelo sequenciamento do gene codificador da subunidade

S1 da proteina de espicula viral.
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4 MATERIAL E METODO

Os materiais e 0s métodos empregados no presente trabalho estdo apresentados nos
topicos a sequir.

4.1 MEDIDAS DE PREVENCAO A CONTAMINAGCAO EM PCR

Todas as etapas anteriores a amplificacdo de DNA (preparacdo de amostras para o
isolamento viral em ovos embrionados, extragdo de RNA, a transcrigdo reversa (RT), preparo
da primeira PCR e de reagentes para neste-PCR) foram realizadas em laboratoério exclusivo,
empregando equipamento restrito, separadamente da manipulacdo de material amplificado
(distribuicdo de produtos de PCR para reacdo de neste-PCR, eletroforese e purificacdo de

ampliages), evitando-se contaminagdes.

4.2 CONTROLES POSITIVOS E NEGATIVOS

Para todas as reacdes, foram empregadas como controles positivos uma amostra vacinal
do sorotipo Massachussetts e o isolado CRG 133 3% passagem (acervo do Laboratério de
Biologia Molecular Aplicada a Sorologia — LABMAS). Como controle negativo, foi
empregada agua tratada com 0,1% dietilpirocarbonato (&gua DEPC), incluindo-se um controle

negativo a cada 5 amostras investigadas.
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4.3 TRANSCRICAO REVERSA, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DOS GENES
EM ESTUDO

As amostras virais investigadas foram submetidas a extracdo de RNA total com
TRIzol® Reagent (Invitrogen™, California, USA) de acordo com as instrug¢des do fabricante.

O RNA extraido foi, entdo empregado para a reacdo de transcricdo reversa (RT)
utilizando-se transcriptase reversa MMLV ® (Invitrogen™.- Life Technologies™, Foster City,
CA) e Random Primers® (Invitrogen™.- Life Technologies™, Foster City, CA), conforme as
instrucdes do fabricante.

Nas reacbes de amplificacdo de DNA foi utilizado o Go Taq® Green Master Mix
(Promega™, Madison, WI), de acordo com as instru¢des do fabricante.

A presenga de produtos de amplificacéo foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo.

Nos casos em que ndo foi verificada a presenca de produtos inespecificos de
amplificagdo, o produto amplificado foi purificado empregando-se o reagente EXoSap-1T®
(Affymetrix™, USB® Products, Ohio, USA). J4 para as reaces em que bandas inespecificas
foram observadas, o produto amplificado de interesse foi cortado do gel de agarose,
empregando-se lamina estéril de bisturi, e conduziu-se sua purificacdo do gel de agarose com
o kit lllustra GFX™ (GE Healthcare™, Buckinghamshire, UK), sendo todas as etapas
conduzidas em conformidade com as orientacGes dos respectivos fabricantes.

Os produtos de amplificacdo purificados foram, entdo, submetidos ao sequenciamento
bidirecional, minimamente em duplicatas, empregando-se o Big Dye™ 3.1 (Applied
Biosystems™, Foster City, CA), no sequenciador automético ABI-3500® (Applied
Biosystems™, Foster City, CA), também se atendendo as orientacdes do fabricante.

Para as amostras e/ou fragmentos cujo sucesso na obtencdo de sequencias ndo foi
satisfatorio, alternativamente, realizou-se: extracdo de RNA total com o Direct-zol™ (Zymon
Research Coporation, Irvine, CA), reacao de transcrigdo reversa com o Maxima H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Pittsburg, PA) e PCR com a Phusion Green
Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific, Pittsburg, PA). Como
alternativa, ainda, foi realizada a RT empregando-se o primer anti-senso especifico ao

fragmento de dificil obtencéo.
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4.4 AMOSTRAS SELECIONADAS PARA O ISOLAMENTO VIRAL

Foram empregadas nesse estudo amostras de campo, procedentes do Brasil, previamente
diagnosticadas como positivas para a presenca de RNA de ACoV, pela equipe do Prof. Dr.
Paulo Eduardo Branddo do Laboratério de Biologia Molecular Aplicada e Sorologia
(LABMAS-VPS-FMVZ-USP). O fluxograma apresentado na Figura 2 apresenta as principais

etapas do processo de triagem realizado para as amostras utilizadas no presente estudo.

Figura2- O fluxograma das principais etapas do processo de triagem realizado
para as amostras utilizadas no presente estudo

Pools de orgaos Pools de Contetdo Entérico

Maceragao
Suspensao (20% v/v)
Rompimento celular (-80°C e 56°C, 3x)
Clarificagéo (5.000 xg/15min a 4°C)

Sobrenadante = Amostra
(Congelamento -20°C)

Estracao de RNA total

Hemi nested PCR de
triagem
(Cavanagh et al., 2002)

Negativas .
Positivas
(e com >20ng/uL)
Destino
Conveniente

Congelamento -800C
Isolamento em ovos
embrionados

Fonte: (AYRES, G.R.R., 2014).
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As amostras foram, entdo, compostas de pools de 6rgaos (trato respiratério, rins e trato
reprodutivo) e de conteddo entérico, colhidos de 5 aves alojadas em um mesmo lote
(compreendendo-se por lote o conjunto de animais alojados em um mesmo espaco fisico).
Foram testadas apenas as amostras mantidas sob adequada refrigeracao (4°C) até sua chegada
ao laboratdrio e que tenham sido recebidas bem acondicionadas, sem mistura de contetidos de
amostras distintas e devidamente identificadas.

Uma vez aprovadas quanto sua conservacdo, as amostras foram maceradas e utilizadas
para 0 preparo de suspensdes a 20% (volume/volume) em agua-DEPC, em tubos livres de
nucleases. As suspensdes foram, entdo, submetidos a 3 ciclos de congelamento a -80°C e
descongelamento a 56°C, e clarificadas a 5.000xg durante 15 minutos a 4°C, tendo-se tomado
0 sobrenadante como amostra para as etapas seguintes.

O processo de congelamentos e descongelamentos, utilizado para liberar os virus das
células possivelmente infectadas, ndo foi aplicado as amostras virais empregadas como
controles positivos, nem as suspensdes de conteldo entérico, nem as amostras de virus
isolados (liquido alantoide obtido dos ovos embrionados empregados no isolamento). Nessas
amostras o congelamento e descongelamento sucessivo é desnecessario, dada a auséncia de
tecido conjuntivo e outros tecidos, e poderia comprometer a integridade do RNA viral.

As suspensdes de contetdo entérico foram clarificadas conforme descrito para a
suspensdo de 6rgdos, também tomando-se o sobrenadante como amostra.

O cDNA (obtido conforme descrito no item 3.2) foi utilizado em uma reacdo de
triagem, para deteccdo de RNA de Gammacoronavirus, previamente descrita (CAVANAGH
etal., 2002).

Foram eleitas para a tentativa de isolamento em ovos embrionados aquelas amostras que
resultaram em amplicons com mais altas concentracbes de DNA (estimada com Low DNA
Mass Ladder, Invitrogen™ by Life Technologies™, California, USA), apresentando
minimamente 20ng de DNA por microlitro de reacdo. As amostras eleitas foram
imediatamente acondicionadas a -80°C, até 0 momento de seu envio para isolamento viral.

O envio dessas amostras aos laboratérios particulares onde foram realizadas as
tentativas isolamento viral em ovos embrionados foi feito em caixas térmicas empregando-se
gelo reciclavel previamente congelado a -80°C por 24 horas, tendo sido confirmado o
recebimento das mesmas ainda congeladas na chegada ao seu destino, antes de iniciarem-se

o0s procedimentos visando o isolamento do ACoV.
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4.5 ISOLAMENTO DE ACoV EM OVOS EMBRIONADOS

Visando aumentar as possibilidades de obtencdo de ACoV isolados em altos titulos,
optou-se por remeter as amostras eleitas para o isolamento em ovos embrionados a
laboratorios particulares que sabidamente realizam esse procedimento rotineiramente.

Resumidamente, para o isolamento viral em ovos embrionados, cada amostra de campo
(suspensédo de pool de drgdos) foi inoculada em 5 ovos embrionados na 1% passagem. Nas
passagens subsequentes, os indculos foram compostos pelo pool de conteudo alantoide
esgotado desses 5 ovos inoculados (ETERRADOSSI; BRITTON, 2011). O pool de fluido
alantoide obtido da 3% e ou 5° passagem (de acordo com a disponibilidade) foi tomado como
amostra para amplificacdo dos genes em estudo, sendo diretamente empregado na extracéo de
RNA. O sucesso do isolamento de ACoV foi verificado pela detecgdo de RNA viral por RT-
hemi-nested PCR (CAVANAGH et al., 2002).

Assim sendo, de acordo com a disponibilidade de recursos e visando a obtencdo do
maior numero possivel de isolados de ACoV, 31 amostras foram enviadas para tentativa de
isolamento viral. As remessas de amostras foram feitas em 3 lotes distintos.

O 1° lote conteve 7 amostras (pools de 6rgdos macerados e congelados e remetidos a -
80°C) a um laboratério do Estado de S&o Paulo.

0 2° e 3° lotes de amostras foram enviados a um novo laboratério localizado no Estado
de Minas Gerais, cuja equipe técnica recomendou que as amostras fossem acondicionadas em
glicerol absoluto e mantidas de -20°C a -80°C, para melhor preservar a viabilidade das
particulas virais. Optou-se pelo acondicionamento em glicerol e congelamento a -80°C.

O 2° lote de amostras submetido ao laboratério conteve 13 amostras, cujas condicOes de
conservacéo incluiram a conservagéo em glicerol a -80°C, imediatamente apds a deteccéo do
RNA viral. Por fim, o 3° lote conteve 11 amostras das quais 5 haviam sido colhidas nas
mesmas condicBes previamente descritas para o 2° lote, e 6 foram colhidas frescas e
conservadas em glicerol absoluto e mantidos a -80°C imediatamente apds a necropsia

(visando otimizar o sucesso de isolamento).
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4.6 AMPLIFICACAO DOS GENES S, NSP2 E NSP3

Para a amplificacdo e sequenciamento parcial da subunidade S1 do gene de espicula (s)
empregaram-se 0s primers previamente descritos (WORTHINGTON; CURRIE; JONES,
2008) e primers para a amplificacdo da regido S1 completa, cujas sequéncias foram
gentilmente cedidas pela equipe Prof. Dr. Mark Jackwood (Jackwood’s Laboratory, Poultry
Diagnostic and Research Center, University of Georgia, USA) sendo as sequéncias
nucleotidicas dos primers: senso (5> TGA AAC TGA ACA AAA GAC 3’), e anti-senso (5’
CCA TAA GTA ACA TAA GGR CRA 3’). Para esse ultimo par de primers empregou-se 0
seguinte ciclo de PCR: 1 ciclo a 94°C por 5min, 11 ciclos a 94°C/30s — 47,5°C/30s —
68°C/5min, 24 ciclos a 94°C/30s — 45°C/30s — 68°C/5min e 1 ciclo a 68°C por 15min.

Para a amplificacdo dos genes da proteina ndo estrutural 2 (Nsp2) e da proteina ndo
estrutural 3 (Nsp3), contendo o gene da protease papaina-like (Plpro), foram desenhados 0s
primers apresentados no quadro 1.

Os primers foram desenhados a partir de sequéncias informativas e ndo redundantes
obtidas do GenBank alinhadas com a ferramenta Clustal W incluido no software Bioedit
7.0.9.0 (HALL, 1999), buscando-se regides gendémicas conservadas para os alvos em estudo.
As sequéncias de nucleotideos eleitas para potencial ancoragem de primers foram entdo
analisadas e escolhidas com o auxilio da ferramenta online NetPrimer (disponivel em:
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).

Para o primers apresentados no quadro 1 empregou-se o seguinte ciclo consensual de
PCR: 1 ciclo a 94°C por 4min, 11 ciclos a 94°C/30s — 45°C/30s — 68°C/5min, 24 ciclos a
94°C/30s — 42°C/30s — 68°C/5min e 1 ciclo a 68°C por 15min.



Quadro 1-  Primers desenhados para amplificagdo dos genes das proteinas ndo estruturais 2 (Nsp2)
e 3 (Nsp3) com suas respectivas posi¢des 5°-3° (com relagdo a sequéncia de ACoV
Beaudette, GenBank #NC_001451) e o fragmento amplificado esperado, estimado por
alinhamentos realizados no Clustal W incluido no software Bioedit 7.0.9.0 (HALL,
1999)

Primer Sequéncia ( 5'-3") Posicdo (nt) |Fragmento (pb)
nsp2-S1 GCAGACATACAATAGACAGTGAC 503-525 166
nsp2-Al TGAAGCCAAAGTATTTCAGT 949-968
nsp2-S2 GAAGACATCTTTGGTGTCTC 820-839 443
nsp2-A2 CTTGCAAGACAAGTTCC 1246-1262
nsp2-S3 CTGGCYATTTTTGARRATGT 1117-1136 449
nsp2-A3 TCACCACTCYTAAAGACATA 1546-1565
nsp2-S4 GGCATGCGAAAYGAYYTAACD 1453-1473 440
nsp2-A4 TCAGTAARTGMAGACCAMACATC 1870-1892
nsp2-S5 GTGAACCATTYAAGTTYYTD 1740-1759 457
nsp2-AS AGCARHAGTTGRAAACAR 2179-2196
nsp2-S6 AGTYGTTGAYTTYTGTGM 2071-2088 663
nsp2-A6 TCRTARAYCACAGHGAGC 2721-2733
nsp2-A senso CRGAGATAAATGATGGAC 1651- 1669 681
nsp2-A anti-senso TCAAACCAAACTTCATCGC 2312 - 2331
nsp2-B senso AYTGTTTTCAACTATTGCTGG 2185 - 2206 377
nsp2-B anti-senso AGACMCTATAATCWTCATC 3041 - 3060
nsp3-C senso AGCATTGGATGARTTTAAAGAG 3810-3832 714
nsp3-C anti-senso GCYTCTGCAAGAAAACC 4506 -4523
nsp3-S1 GATGTTGAGGAYRAAGAARTYCTCT | 4186-4210 506
nsp3-Al TTTGWRTAYTGHRTYTTAAAATG 4669-4691
nsp3-D senso GGTTTTCTTGCAGARGC 4506 - 4523 396
nsp3-D anti-senso CTACAGCATTTTCATCAC 4884 - 4902
nsp3-S2 CTTAAGARGYGYGTDWCNTGYAA | 4573-4595 455
nsp3-A2 AGRTTRGMARCATCTTCYTTTA 5006-5027
nsp3-S3 GCTTTTGAYAATYTKGCTMA 4870-4889 220
nsp3-A3 RGDGACANTYTYYTTTCAAARTG 5667-5689 -

Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).

38

A figura 3 apresenta um fluxograma dos procedimentos realizados para a obtencdo das

sequencias dos genes nsp2, nsp3 e s1.



Figura 3- Fluxograma das principais etapas do processo de amplificacdo, sequenciamento e
analise das sequencias obtidas para os genes nsp2, nsp3 e s1, para cada um dos
isolados de ACoV estudados
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Comparacio da topologia das
amostras nas arvores

Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).

4.7 ANALISE DOS RESULTADOS

As sequencias nucleotidicas resultantes das reacGes de sequenciamento tiveram sua

qualidade  analisada  com  auxilio do  aplicativo Phred (online  em
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/), prosseguindo na analise apenas sequéncias com
escores superiores a 20 (indicando um erro inferior a 1 base a cada 100 sequenciadas)
(EWING; GREEN, 1998). Adicionalmente, discrepancias e possiveis erros de interpretacao
foram verificados com auxilio do programa FinchTV 1.5.0 (©Copyright 2013 PerkinElmer).
Com o auxilio da ferramenta Cap-Contig, incluida no programa Bioedit 7.0.9.0 (HALL,

1999), as sequencias parciais de cada gene de cada amostra, foram alinhadas e comparadas,
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obtendo-se sequencias consensuais finais. Essas, por sua vez, foram verificadas com auxilio
da ferramenta BLASTn (online em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

As sequencias finais obtidas foram, entdo, alinhadas e comparadas com sequéncias
homologas extraidas do GenBank, empregando-se o CLUSTAL W, incluido no programa
Bioedit 7.0.9.0 (HALL, 1999), ou o Muscle, incluido no MEGA 6 (TAMURA et al., 2013),
tendo-se escolhido os melhores alinhamentos obtidos.

Por fim, arvores filogenéticas das referidas sequéncias foram construidas segundo o
algoritmo neighbor-joining de distancia com o modelo evolutivo Maximum Composite
Likelihood, com 1000 repeti¢des de bootstrap, utilizando-se o programa MEGA6 (TAMURA
et al., 2013). Valores de bootstrap superiores a 50 e o agrupamento de pelo menos 3
sequéncias foram tomados como necessarios para o estabelecimento de um cluster ou
linhagem de ACoV. As arvores obtidas foram analisadas individualmente e em conjunto, a
fim de se investigar, sob o ponto de vista multigénico, a filogenia das sequéncias obtidas.

As identidades médias entre as sequencias e seus respectivos desvios padrdo foram

calculados com o programa Microsoft® Office Excel® para Mac 2011 versdo 14.4.3.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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RESULTADOS



5 RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTO DE ACoV
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Nao houve sucesso no isolamento de nenhuma das 7 amostras enviadas ao laboratério

do Estado de Sdo Paulo. Dentre as amostras remetidas ao laboratério do Estado de Minas

Gerais, foi possivel isolar ACoV em 2 das 13 amostras que compuseram o 2° lote e 2 das 11

amostras que compuseram o 3° lote.

No quadro 2 estdo resumidas as informacGes relativas as amostras submetidas para

isolamento de ACoV:

Quadro 2- Resumo das informagdes referentes as amostras que foram submetidas aos laboratdrios
especializados para isolamento viral em ovos embrionados
Amostrapara
t_entativa de 5:2;(&22 Orgao Laboratério Conservagao Resultado
isolamento
CRG 8 07/12 AR | Aparelho Reprodutivo SP Congelamento -800 C apés a triagem Nio isolado
CRG9 07/12PT Pulmao e traquéia SP Congelamento -800 C apos a triagem Nio isolado
CRG 10 07/12R Rim SP Congelamento -800 C apos a triagem Nio isolado
CRG 11 10/12P Pulmao SP Congelamento -800 C apo6s a triagem Nao isolado
CRG 12 10/12R Rim SP Congelamento -800 C apos a triagem Nio isolado
CRG 13 11/12P Pulmao SP Congelamento -800 C apo6s a triagem N3o isolado
CRG 14 11/12R Rim SP Congelamento -800 C apos a triagem Nio isolado
CRG 15 71/13 Pulmio e traquéia MG Congelamento -800 C apds a triagem Naio isolado
CRG 16 71/13 Rim MG Congelamento -800 C apos a triagem Nio isolado
CRG 17 73/13 Rim MG Congelamento -800 C apés a triagem N3o isolado
CRG 18 73/13 Conteudo entérico MG Congelamento -800 C apos a triagem Nio isolado
CRG 19 81/13 Conteudo entérico MG Congelamento -800 C apés a triagem Nio isolado
CRG 20 81/13 Aparelho Reprodutivo MG Congelamento -800 C apo6s a triagem Nao isolado
CRG 21 81/13 Rim MG Congelamento -800 C apos a triagem Nio isolado
CRG 22 85/13 Pulmaio e Traquéia MG Congelamento -800 C apo6s a triagem Isolado
CRG 23 85/13 Rim MG Congelamento -800 C apos a triagem Isolado
CRG 24 88/13 Rim MG Congelamento -800 C apos a triagem Nio isolado
CRG 25 88/13 Traquéia MG Congelamento -800 C apos a triagem Nio isolado
CRG 26 88/13 Aparelho Reprodutivo MG Congelamento -800 C apés a triagem Nio isolado
CRG 27 91/13 Aparelho Reprodutivo MG Congelamento -800 C apos a triagem Naio isolado
CRG 28 C12/13 Pulmao MG Imediatamente colocada em glicerol e -800C | Nao isolado
CRG 29 C02/13 Pulmao MG Imediatamente colocada em glicerol e -800C | Nao isolado
CRG 30 113/13 Pulmao MG Colocada em glicerol e -800C apds a triagem Isolado
CRG 31 C15/13 Traquéia MG Imediatamente colocada em glicerol e -800C N3o isolado
CRG 32 129/13 Traquéia MG Colocada em glicerol e -800C apos a triagem|  N&o isolado
CRG 34 122/13 Rim MG Colocada em glicerol e -800C apos a triagem|  N&o isolado
CRG 35 118/13 Rim MG Colocada em glicerol e -800C apos a triagem|  Nao isolado
CRG 36 C10/13 Rim MG Imediatamente colocada em glicerol e -800C Nio isolado
CRG 37 C18/13 Intestino MG Imediatamente colocada em glicerol e -800C | Nao isolado
CRG 38 128/13 Tonsila MG Colocada em glicerol e -800C apds a triagem Isolado
CRG 39 C05/13 Aparelho Reprodutivo MG Imediatamente colocada em glicerol e -800C N3o isolado

Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).
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Como € possivel observar no quadro 2 houve um baixo sucesso no isolamento de
amostras de ACoV, e, aparentemente, a conservacdo a -80°C parece ter colaborado mais para
0 sucesso de isolamento do que o acréscimo do glicerol nesse processo.

Adicionalmente aos 4 isolados obtidos, o presente trabalho dispds de 6 ACoV isolados
do acervo do Coronavirus Research Group (CRG), liderado pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo
Brand&o, sendo esses denominados: CRG 11, 12, 13, 14, 15 e 133. As informagdes acerca dos

isolados estdo resumidas no quadro 3.

Quadro 3- ACoVs isolados em ovos embrionados empregados
no presente estudo
I solado Procedéncia Amostrgempregada Observagao
para o isolamento

CRG-I11 3rd Granja 1 Conteudo entérico Acervo CRG
CRG-I1 5th Granja 1l Contetdo entérico Acervo CRG
CRG-12 3rd Granja 1 Pulmao e Traquéia Acervo CRG
CRG-I2 5th Granja 1 Pulmio e Traquéia Acervo CRG
CRG-I13 3rd Granja 1 Rim Acervo CRG
CRG-I3 5th Granja 1 Rim Acervo CRG
CRG-14 3rd Granja 2 Contetdo entérico Acervo CRG
CRG-I4 5th Granja 2 Contetdo entérico Acervo CRG
CRG-15 3rd Granja 2 Pulmao e Traquéia Acervo CRG
CRG-I5 5th Granja 2 Pulmio e Traquéia Acervo CRG
CRG-122 3rd Granja 5 Pulmio e Traquéia Isolado MG
CRG-123 3rd Granja 5 Rim Isolado MG
CRG-130 3rd Granja 6 Pulmao Isolado MG
CRG-133 3rd Granja 7 Aparelho Reprodutivo | Acervo CRG
CRG-138 3rd Granja 8 Tonsila Isolado MG

Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).

5.2 SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS OBTIDAS

Embora possam ocorrer variagbes na anotagdo precisa dos genes no genoma dos
ACoVs, de acordo com as insercdes e/ou delecGes que podem ser encontradas nas diversas
linhagens dos virus, os genes em estudo estdo anotados conforme o quadro 4 (tomando-se
como referéncia a anotacdo do genoma completo do ACoV da linhagem Beaudette, com
nimero de acesso no GenBank NC_01451). Vale ressaltar ainda, que o posicionamento dos
alinhamentos também pode variar de acordo com divergéncias entre as sequencias alinhadas.

Empregando-se as sequencias geradas no presente trabalho e sequencias homdlogas

recuperadas do GenBank, foram construidas arvores filogenéticas para nucleotideos e
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aminoacidos (conforme descrito no item 4.7). Entretanto, apenas as arvores de nucleotidicas
foram incluidas, por apresentarem topologia equivalente as de aminoécidos e por estarem as
primeiras mais bem resolvidas e com maiores valores de bootstrap sustentando cada nd. Além
disso, vale informar que estdo inseridas no corpo do texto apenas as arvores mais relevantes
para a apresentacdo dos resultados alcancados. Arvores complementares estdo incluidas no
topico anexos (item 9 do presente documento).

Quadro 4-  Anotacdo dos genes nsp2 e nsp3 (com seus respectivos dominios ativos conhecidos), com
relacdo ao genoma do ACoV Beaudette (nimero de acesso no GenBank NC_001451)

Gene Dominio nut_:lt_eo_tideo nucl_eotideo Comprimento am_i n_oécido amir_wécido Comprimento
inicial final (nucleotideos) inicial final (aminoacidos)

nsp2 - 529 2.547 2.019 177 849 673

Dominio 2.548 3.027 480 850 1.009 160

Acidico

PL1 3.028 3.594 567 1.010 1.198 189

nsp3 ADRP 3.595 4.053 459 1.199 1.351 153

PL2 4.054 4.944 891 1.352 1.648 297

? 4.945 5.934 990 1.649 1.978 330

Y 5.935 7.326 1.392 1.979 2.442 464

sl - 20.368 22.020 1.653 6.614 7.165 551

Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).

No quadro 5 estdo apresentadas as sequencias de genoma completo recuperadas do
GenBank e que foram empregadas na reconstrucdo das arvores filogenéticas. Essas
sequencias foram eleitas depois da reconstrucdo de diversas arvores filogenéticas para os 3
genes aqui estudados (sl1, nsp2 e nsp3), tendo-se excluido aquelas redundantes e pouco

informativas.



Quadro 5-  Lista das sequencias recuperadas do GenBank e empregadas na reconstrucdo das
arvores filogenéticas, com seus respectivos nimeros de acesso
Numer o de acesso Denominagao Observagao
no GenBank (#)
NC001451 Mass/Beaudette ACoV_Ref Linhagem Beaudette (arqgetipica? de_ ACoV, sorotipo
Massachusetts, sequencia referéncia do GenBank
GQ504724 Mass/Mass41/41 Linhagem virulenta de ACoV sorotipo Massachusetts
GQ504725 Mass41-attenuated Linhagem vacinal de ACoV sorotipo Massachusetts
FJ904713 IBV/Mass/06 Linhagem de campo de ACoV sorotipo Massachusetts
GQ504720 Ark/Arkansas-DP1/81 Linhagem virulenta de ACoV sorotipo Arkansas
GQ504721 Ark-attenuated Linhagem vacinal de ACoV sorotipo Arkansas
GQ504722 GA98/CWL047/98 Linhagem virulenta de ACoV sorotipo Georgia
GQ504723 GA98-attenuated Linhagem vacinal de ACoV sorotipo Georgia
EU714028 CK/CK/ZI971/91 Linhagem asiatica de campo de ACoV_ sor_otipo
Massachusetts, associada a proventriculite.

GU393333 FL/FL18288/91 Linhagem de campo de ACoV sorotipo Florida

FJ904719 Conn/Conn46/91 Linhagem de campo de ACoV sorotipo Connecticut
AY641576 Peafowl/GD/KQ6/03 Linhagem de campo de ACoV sozotipo Massachusetts

isolada de pavao
JE274479 ck/CH/LHJO07VII Linhagem asiatica de campo de ACoV, sorotipo
Massachusetts

FN430414 ITA/90254/05 Linhagem QX de ACoV

FN430415 NGA/A116E7?06 Linhagem QX de ACoV

EU637864 CK/CH/LSD/05I Linhagem asiatica de campo de ACoV
JF330898 ck/CH/LHB/100801 Linhagem asiatica de campo de ACoV
DQ646405 TW2575/98 Linhagem asiatica de campo de ACoV
NC_010800 TCoV_Ref Coronavirus de perus, sequencia referéncia do GenBank
EU022526 TCoV-ATCC Coronavirus de perus, linhagem ATCC

Fonte: (AYRES, G. R. R,, 2014).

5.2.1 Gene sl
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Foi possivel realizar a genotipagem, pelo sequenciamento da regido S1, de quase todos

os isolados obtidos, exceto pelo isolado CRG 138 3% passagem. Destaca-se o isolado CRG 133

3% passagem, para o qual foi possivel obter a 98,06% da sequencia completa deS1. Para a

maioria dos isolados, foi possivel obter sequencias do inicio e do final do gene sl1, restando

uma laguna intermediaria para que se pudesse gerar uma sequencia Unica. Os resultados

obtidos estdo compilados no quadro 6.

As arvores filogenéticas reconstruidas demonstram que praticamente todos os isolados

obtidos pertencem ao genétipo brasileiro de ACoV, previamente reportado (VILLARREAL et

al., 2010). O isolado CRG 122 3% passagem foi o (nico que se agrupou com amostras do

gendtipo Massachusetts, incluindo-se a amostra vacinal empregada comercialmente aqui no

Brasil (aqui denominada Ma05 vacina) sequenciada nesse trabalho.
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A figura 4 apresenta a arvore filogenética referente ao segmento do gene s1 consensual
a todas as amostras sequenciadas. Como as topologias se mantém para os diversos segmentos
sequenciados (correspondentes a diferentes segmentos do referido gene), arvores
reconstruidas com segmentos maiores de S1 estdo incluidas nos apéndices (Apéndices A, B e
C).

Figura4-  Arvore filogenética par o gene s1, para os nucleotideos 20.387 a 20.746 (em relagio ao
primeiro nucleotideo do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no GenBank
NC_001451) construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo evolutivo
Maximum Composite Likelihood, com 1000 repeticGes de bootstrap. Os losangos (¢)
indicam as amostras sequenciadas no presente trabalho

sy’ CRG 2 3

¢ CRG |2 5
® CRG I5 5t
® CRGI5 3
6o CRG 14 5t
® CRG 14 31
® CRG 13 31
® CRG I1 55t
|® CrRG 11 31

® CRG 135
1 ® CRG 130 3
JX182783_UFMG/1141
-® CRG 123 3
® CRG 133 3
6l IX182774_UFMG/13.1
711JX182776_UFMG/12.1
88JX182778_UFMG/11.1
JX182787_UFMG/283
GQ504720_Ark/Arkansas-DPI1/81
100GQ504721_Ark-attenuated
FN430415_NGA/A116E7/06
JF330898_ck/CH/LHB/100801
DQ646405_TW2575/98
EU637854_CK/CH/LSD/05I
FN430414_|TA/90254/05
10pGQ504722_GA98/CWLOA47/98

GQ504723_GA98-attenuated
AY641576_Peafowl/GD/KQ6/03
JX182771_UFMG/PM3
GQ504724_ Mass/Mass41/41
GU393333_FL/FL18288/91

94 FJ904719_Conn/Conn46/91
- NC_001451_Mass/Beaudette_ ACoV_Ref(2)
73 GQ504725_Mass41-attenuated
EU714028_CK/CH/ZJ971/91
FJ904713_IBV/Mass/06
JF274479_ck/ICH/LHLI/O7VII
¢ CRG 122 3
< Ma05 vacina

1

[00]

— NC_010800_TCoV_Ref
100~ EU022526_TCOV-ATCC

—
0.1

Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).



47

Para as sequencias incluidas na arvore apresentada na figura 4, a identidade média entre
0s nucleotideos foi de 73,75% (+16,78%). Excluindo-se as sequencias de coronavirus de
perds (TCoV), bastante divergentes das sequéncias obtidas de ACoVs encontrados em
galinhas, a identidade verificada se elevou para 77,58% (com desvio padrdo de 12,65%).

Quando todas as amostras brasileiras foram consideradas, verificou-se uma identidade
média de 81,43% (+£13,09). E, por fim, quando apenas as sequencias que compuseram 0

gendtipo brasileiro foram analisadas, a identidade nucleotidica média foi de 82,09% (+£13,48).

Quadro 6-  Anotagdo das sequencias obtidas para o gene sl, e as respectivas
porcentagem de cobertura em relacdo ao gene completo, tomando-se por
base o genoma do ACoV linhagem Beaudette (nimero de acesso no
GenBank NC_001451). Para alguns isolados obtiveram-se sequencias da 3*
(3rd) e 5% (5th) passagens em ovos embrionados

Gee | 1adado | MUCleSide0 | rudotido | Comprimento | C TG
PL 2 completa)

20.354 21.094 740 43,95%

CRG-11 3rd 21.150 21.984 834 50,48%?
20.354 21.094 740 43,95%

CRG-115th 21.150 21.993 843 51,03%(:
20.353 21.044 691 40,92%

CRG-12 3rd 21.150 21.992 842 50,97%‘:
20. 20. 42 7,959

CRG-12 5th |— 3 —— e o o
20.351 21.014 663 39,10%

CRG-13 3rd 21.329 21.993 664 40,19‘;;
20.353 21.017 664 39,299

CRG-I3 5th 21.150 21992 842 50:97;:
20.354 21.092 738 43,83%

ol CRG-14 3rd 21.318 21.977 659 39,89‘2
20.353 21.032 679 40,19%

CRG-14 5th 21.150 21.975 825 49,94;:
20. 21.121 7 45,589

CRG-I5 3rd 22.23? 21.986 622 4?3?2
20.346 20.988 642 37,53%

CRG-15 5th 21.150 21.976 826 50,00;;
20.346 21.055 709 41,599

CRG-122 3rd |—7==3 21.966 827 50:06;;
0,

] e e S

CRG-1303rd| 20.386 20.683 297 17,98%

CRG-1333rd| 20.353 21.988 1.635 98,06%
. 20.353 21.142 78 46,859

Ma05 (vacina) -2 21.480 252 15:2;2

Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).
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5.2.2 Gene nsp2

Quanto as sequencias obtidas para o gene nsp2, foi possivel obter as sequencias

completas para 6 dos ACoV isolados estudados (Quadro 7).

Quadro 7-  Anotacdo das sequencias obtidas para o gene nsp2, e as respectivas
porcentagem de cobertura em relacdo ao gene completo, tomando-se por
base 0 genoma do ACoV linhagem Beaudette (nUmero de acesso no
GenBank NC_001451). Para alguns isolados obtiveram-se sequencias da 3°
(3rd) e 5% (5th) passagens em ovos embrionados

Gene Isolado nugle_o_tideo nuclgotideo Comprimento O(A;n(:erggzzgu;g
inicial final (pares de bases)

gene completo)
CRG-I11 3rd 503 1.892 1.389 67,51%
CRG-I1 5th 503 3.035 2.532 100,00%
CRG-12 3rd 503 2.295 1.792 87,47%
CRG-I2 5th 504 2.227 1.723 84,10%
CRG-I3 3rd 503 3.045 2.542 100,00%
CRG-13 5th 503 1.565 1.062 51,31%
CRG-14 3rd 503 2.251 1.748 85,29%
CRG-14 5th 503 2.318 1.815 88,61%
CRG-I5 3rd 503 1.892 1.389 67,51%
nsp2 CRG-I5 5th 503 2.909 2.406 100,00%
CRG-122 3rd 503 2.988 2.485 100,00%
CRG-123 3rd 503 3.034 2.531 100,00%
CRG-130 3rd 515 969 454 21,79%
1.117 2.880 1.763 70,83%
CRG-133 3rd 503 3.044 2.541 100,00%
503 1.582 1.079 52,15%
CRG-138 31— 3.036 1377 43,98%
. 503 1.572 1.069 51,66%
Ma05 (vacina) 5o 3.049 1.455 47,20%

Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).

Em decorréncia das multiplas sequencias homdlogas obtidas para cada um dos isolados
estudados, foi possivel verificar a ocorréncia de subpopulacfes virais para uma mesma
linhagem isolada. Para que fosse atribuida uma degeneragdo em um sitio, foram estabelecidos
0s seguintes criterios: (1) s foram considerados nucleotideos sequenciados com maximo
escore Phred e cujo pico visualizado no eletroferograma (com auxilio do FichTV) estivesse
resolvido e (2) apenas polimorfismos verificados em 2 ou mais sequencias obtidas (e que

atendam aos critérios de qualidade) foram considerados.
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As sequencias nucleotidicas contendo sitios de polimorfismo foram anotadas de acordo
com as recomendagdes da IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) para
indicacdo de degeneracdo de nucleotideos. As sequéncias que informam sobre os sitios de
degeneracdo serdo empregadas para o deposito em bancos de dados.

Ainda com relacdo aos sitios de degeneracdo, foi possivel verificar que, para esses sitios
de polimorfismo, havia uma populacdo viral dominante (ocorrendo em maior frequéncia),
assim sendo, além da anotacdo com os nucleotideos degenerados, foi realizada uma anotacao
apenas com nucleotideos sequenciados em maior frequéncia. Essas sequencias foram
designadas como dominantes, e foram empregadas na reconstrucdo das arvores filogenéticas e
para os calculos de identidades entre as sequencias.

A figura 5 apresenta a arvore filogenética obtida a partir das sequencias completas
obtidas para o gene nsp2. Para as sequencias incluidas na reconstrucdo dessa arvore, a
identidade nucleotidica média foi de 92,28% (+ 4,37%). Quando apenas as sequéncias obtidas
no presente trabalho foram consideradas, a identidade nucleotidica média foi de 96,96%
(£4,5%).

Adicionalmente, no item apéndices, estdo apresentadas uma arvore filogenética
incluindo todas as sequencias obtidas para os isolados brasileiros de ACoV (Apéndice D) e
uma arvore reconstruida a partir das maiores sequencias obtidas (Apéndice E), que incluem
parte da regido 5° do genoma (anterior a ORFla) e a porcdo inicial do gene nsp3

(correspondendo ao dominio acidico).
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Figura5-  Arvore filogenética par o gene nsp2, para os nucleotideos 529 a 2.547 (em relacgéo
ao primeiro nucleotideo do genoma ACoV Beaudette - nimero de acesso no
GenBank NC_001451) construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo
evolutivo Maximum Composite Likelihood, com 1000 repeticdes de bootstrap. Os
losangos (#) indicam as amostras sequenciadas no presente trabalho
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Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).

Na arvore reconstruida, € possivel verificar que a maioria dos isolados brasileiros de
ACoV foram um grupamento exclusivo, suportado por um valor de bootstrap de 91. Esse
grupamento constitui um subgrupo de um cluster maior de sequencias (suportado por um

valor de bootstrap de 100), que inclui o isolado CRG 122 3? passagem, linhagens vacinais e
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atenuadas de ACoVs dos sorotipos Arkansas e Georgia, além da linhagem vacinal do sorotipo
Massachusetts e a linhagem CK/CH/ZJ971/91 (#EU714028).

E interessante observar o agrupamento, para o gene nsp2, de linhagens de ACoV
bastante distintas na genotipagem pelo gene s1, como as linhagens do sorotipo Georgia e
Arkansas. Sob esse aspecto, cabe destacar o isolado CRG 122 3% passagem, que para sl
agrupou-se com linhagens de ACoV pertencentes ao sorotipo Massachusetts, e para nsp2, a
aproximou-se dos demais isolados brasileiros (0 mesmo valendo para a sequencia
CK/CH/ZJ971/91, #EU714028).

Além disso, é possivel observar que o isolado CRG 133 3% passagem, pertencente ao
genotipo brasileiro de ACoV (a analise do gene sl1), segregou-se de maneira independente
com relagdo ao gene nsp2.

Na arvore apresentada no apéndice D, é possivel observar o padrdo de segregacdo do
isolado CRG 138 3% passagem (para o qual ndo se obteve sequencia de S1). E interessante
observar que esse isolado também se segregou de maneira independente do cluster brasileiro,
de modo semelhante ao observado para CRG 133 3% passagem.

Adicionalmente as sequencias restritas ao gene da Nsp2, foi possivel obter sequencias
contiguas a regido inicial do gene nsp3, incluindo grande parte do dominio acidico de nsp3.
Curiosamente, verificou-se uma delecdo de 30 nucleotideos (do nucleotideo 2.918 ao 2.947)
na regido inicial de nsp3, para os isolados CRG I1 5% passagem, CRGI3 3? passagem, CRG
122 3% passagem, CRG 123 3% passagem e CRG 138 3% passagem. Essa mesma delecdo foi
também observada nas sequencias de Ma05 vacina, Mass4l-attenuatted (#GQ504725),
CK/CH/ZJ971/91 (#EU714028), Ark-attenuated (#GQ504721), Ark/Arkansas-DPI/81
(#GQ504720) e Peafowl/GD/KQ6/03 (#AY641576). Excecdo dentre os isolados brasileiros
foi o isolado CRG 133 3% passagem, que ndo apresentou essa delecdo de 30 nucleotideos. A
arvore de distancia construida para o segmento final de nsp2 e inicial de nsp3 (nucleotideos
1.956 a 2.993, em relacdo ao genoma Mass/Beaudette-ACoV Ref, #NC_0151) esta
apresentada no apéndice E. Também para essa regido contigua aos genes nsp2 e nsp3, foi
possivel verificar que o isolado CRG 133 3% passagem, mantém um padrdo independente de

segregacéo.
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5.2.3 Gene nsp3

A regido codificadora da protease Papaina-like constituiu o alvo, no gene nsp3, de maior
interesse para o presente trabalho. Entretanto, justamente esse segmento do gene se revelou
uma regido bastante desafiadora para a obtenc¢do de amplicons e para o sequenciamento.

Foi possivel obter a sequencia completa do dominio da protease papaina-like para os
isolados CRG I1 para a 3% e 5° passagens (3" e 5™), CRG 13 5% passagem, CRG 15 5°
passagem, CRG 123 3% passagem e CRG 133 3% passagem. Embora ndo tenha havido o
sequenciamento total do gene codificador da papaina-like para os outros isolados, foi possivel
sequenciar partes do mesmo, incluindo-se segmentos contiguos a ele, tanto anteriores
(correspondendo ao dominio da ADP-ribose 1 fosfatase), quanto posteriores (correspondentes
a uma regido génica de funcdo desconhecida). O quadro 8 contém a anotacdo das sequencias
obtidas para o gene nsp3, destacando-se a porcentagem de cobertura para o dominio

codificador da protease papaina-like.

Quadro 8- Anotagdo das sequencias obtidas para o gene nsp3, com relagcdo ao genoma
do ACoV linhagem Beaudette (nimero de acesso no GenBank NC_001451).
Para alguns isolados obtiveram-se sequencias da 3% (3rd) e 5% (5th)
passagens em ovos embrionados. A porcentagem de cobertura do dominio
codificador da protease papaina-like também esta apresentado

Gene Isolado nuc_:lgo_tideo nuclgotideo Comprimento (?md?efsgb;ort;{ag
inicial final (pares de bases)

completa)

CRG-I1 3rd 3.684 5.632 1.948 100,00%
CRG-I1 5th 3.680 5.626 1.946 100,00%
CRG-12 3rd 4.180 5.664 1.484 85,75%
CRG-12 5th 3.658 4.807 1.149 84,51%
CRG-13 3rd 3.615 4.410 795 39,96%
4.567 5.013 446 42,31%

CRG-I3 5th 3.623 5.012 1.389 100,00%
CRG-14 3rd 3.761 4.335 574 31,54%
4.570 5.630 1.060 41,98%
nsp3 CRG-14 5th 4.402 5.617 1.215 60,83%
CRG-15 3rd 4.181 5.618 1.437 85,63%
CRG-I5 5th 3.630 5.620 1.990 100,00%
CRG-I122 3rd 4.182 5.660 1.478 85,52%
CRG-123 3rd 3.617 5.625 2.008 100,00%
CRG-130 3rd 4.569 5.019 450 42,09%
CRG-133 3rd 3.634 5.674 2.040 100,00%
CRG-138 3rd 3.664 4.377 713 36,25%
. 3.649 4.387 738 37,37%
Ma05 (vacina) =753 5.020 617 60,72%

Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).
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A éarvore filogenética reconstruida a partir das sequencias completas do gene plpro esta
apresentada na figura 6. A identidade nucleotidica média verificada para as sequencias
incluidas nessa arvore foi de 88,6% (com um desvio padrédo de 5,7).

A topologia observada para a arvore apresentada na figura 6, se mantém para as demais
arvores construidas para o gene nsp3, e que estdo apresentadas nos apéndices G, H e I. Dentre
0s apéndices, destaca-se 0 apéndice G, cuja arvore contempla um segmento de 1.939
nucleotideos do gene nsp3 (nucleotideos 3.777 a 5.715, em relagdo ao primeiro nucleotideo
do genoma do ACoV linhagem Beaudette #NC_00145).

Figura 6- Arvore filogenética para a porcéo codificadora da protease papaina-like contida no
gene nsp3, para os nucleotideos 4.054 a 4.944 (em rela¢do ao primeiro nucleotideo
do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no GenBank NC_001451) construida
pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo evolutivo Maximum Composite
Likelihood, com 1000 repeti¢Bes de bootstrap. Os losangos (¢) indicam as amostras
sequenciadas no presente trabalho
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Fonte: (AYRES, G. R. R., 2014).



54

Na arvore correspondente ao dominio plpro do gene nsp3 (Figura 6), é possivel perceber
que, assim como para 0 gene nsp2, a maioria dos isolados brasileiros de ACoV formam um
grupamento exclusivo, suportado por um valor de bootstrap de 82. Esse grupamento constitui
um subgrupo do cluster maior (suportado por um valor de bootstrap de 100), que inclui o
isolado CRG 133 3% passagem, linhagens vacinais e atenuadas de ACoVs dos sorotipos
Arkansas e Georgia, além da linhagem vacinal do sorotipo Massachusetts e a linhagem
CK/CH/ZJ971/91 (#EU714028). Assim sendo, vale ressaltar que o isolado CRG 133 3?
passagem, para o dominio plpro do gene nsp3, manteve o perfil topoldgico similar ao
observado para a &rvore do gene sl (Figura 4).

No apéndice H, é possivel observar que o isolado CRG 138 3% passagem também
agrupou-se no cluster dos demais isolados brasileiros, diferentemente do que foi observado

para o gene da Nsp2 (Apéndice D).
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Ao que se saiba, esse é o primeiro trabalho de investigacdo de genes codificadores de
proteinas ndo estruturais, especificamente nsp2 e nsp3, que inclui linhagens de ACoV
detectados na América Latina (especificamente no Brasil).

Analises genéticas prévias que tenham incluido a ORFla tém sido realizados com
linhagens Norte Americanas, Asiaticas, Africanas e Europeias de ACoV (PHILLIPS et al.,
2012, MONDAL; CARDONA, 2004, MCKINLEY et al., 2011, THOR et al., 2011, LIU et
al., 2013). Os resultados verificados para as analises filogenéticas das sequéncias obtidas do
GenBank estdo em acordo com aqueles previamente reportados, quanto a topologia das
linhagens de ACoV nas arvores filogenéticas e as identidades nucleotidicas médias.

Foi possivel notar que diferentes genes (e dominios génicos) da primeira janela aberta
de leitura (ORFl1a) do genoma dos ACoV podem demonstrar padrfes divergentes a analise
filogenética.

Para a maior parte dos ACoV sequenciados no presente trabalho, foi possivel observar
uma marcante proximidade genética com ACoV isolados nos Estados Unidos (virulentos e
atenuados), para as sequéncias de nsp2 e nsp3 (Figuras 5 e 6). Nos Estados Unidos, tém sido
relatadas elevadas identidades genéticas entre sequéncias da ORFlab (também conhecida
como complexo de replicacdo e transcricdo — RTC) obtidas de ACoVs isolados de amostras
de campo e ACoVs vacinais, independentemente do soro-genotipo viral. Por essa razdo, tém-
se sugerido um padrdo convergente para a evolucdo da ORFlab. (MONDAL; CARDONA,
2004). Os resultados aqui apresentados também demostram proximidade genética entre a
linhagem vacinal aqui sequenciada (Ma05 vacinal) e as linhagens brasileiras de ACoV.

Estudos de sequéncias gendmicas completas de ACoVs permitiram a deteccdo de
provaveis eventos de recombinagéo entre virus provenientes da Asia e dos Estados Unidos.
Os autores desse trabalho (THOR et al., 2011) minimizaram a possibilidade de os achados
decorrerem propriamente de eventos de recombinacdo. Segundo eles, a proximidade genética
observada para linhagens de ACoV dos Estados Unidos, China e Taiwan podem ser
explicados pela evolucédo a partir de uma ancestral comum, possivelmente um ACoV do soro-

genotipo Massachusetts (Mass) vacinal — atenuado.
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Essa hipdtese poderia explicar a similaridade verificada para sequéncias de nsp2 e nsp3
entre linhagens de ACoV aqui sequenciadas, americanas e CK/CH/ZJ971/97, uma vez que, no
Brasil, apenas vacinas produzidas com virus do sorotipo Massachusetts sao autorizadas pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Entretanto, essa hipdtese ndo
explica as discrepancias no padrédo de agrupamento verificado para as linhagens virais CRG
122 3% passagem, CRG 133 3% passagem e CRG 138 3? passagem.

O ACoV CRG 133 3% passagem agrupou-se com os demais virus sequenciados no
presente trabalho para os genes s1 e nsp3 (Figuras 4 e 6, respectivamente), mas apresentou um
padrdo independente de segregacgdo para o gene nsp2 (Figura 5).

Por sua vez, o CRG 122 3% passagem agrupou-se no cluster de virus brasileiros para
nsp3 e nsp2 (Figuras 5 e 6, respectivamente), mas foi divergente para S1, agrupando-se com
ACoVs pertencentes ao soro-genotipo Massachusetts, de linhagens vacinais e virulentas
(Figura 4).

Quanto ao isolado CRG 138 3% passagem, embora a genotipagem pelo gene s ndo tenha
sido obtida, foi possivel observar padrbes de segregacdo para 0S genes nsp2 e nsp3
semelhantes ao verificado para o isolado CRG 133 3% passagem (Apéndices D e H,
respectivamente), tendo-se agrupado com os demais isolados brasileiros para a arvore do gene
nsp3 e de maneira independente para 0 gene nsp2. Nesses casos, a possibilidade de terem
ocorrido eventos de recombinacdo ndo podem ser descartadas.

O genes nsp2, 3 e 16 foram apontados, juntamente com o gene s, como hotspots para
transferéncia de segmentos gendmicos (THOR et al., 2011). Assim sendo, para CRG 133 3?
passagem (e possivelmente para CRG 138 3% passagem), pode-se especular que se trate de
uma linhagem viral resultante de recombinacéo, cuja maior parte do genoma seria proveniente
de ACoV regionais (brasileiros), com possivel evento de recombinacdo do gene nsp2
(herdado de um ACoV ndo definido, mas proximo a linhagens virais orientais — africanas e/ou
asiaticas).

Para CRG 122 3% passagem, é possivel fazer inferéncia semelhante, assumindo-se a
recombinacdo de um genoma proveniente de linhagens virais regionais, com possivel
transferéncia do segmento S1, provavelmente proveniente de virus do soro-genotipo
Massachusetts.

Ja foi descrita, em condicOes de campo, a ocorréncia de recombinacdo natural entre
ACoVs patogénicos e vacinais, em linhagens chinesas do soro-genotipo Massachussetts (LI1U
et al., 2013). Esses achados suportam a hip6tese de as discrepancias verificadas nas topologias

das arvores para os diferentes genes serem decorrentes de eventos de recombinacao.
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Além disso, eventos de recombinacdo, somados as mutacdes pontuais e a selecdo
positivas ja foram relatados como base para a diversidade molecular encontrada em linhagens
brasileiras de ACoV (BRANDAO et al., 2009).

Para que se comprovem 0s mecanismos envolvidos na emergéncia e disseminacdo dos
ACoVs € necessario o sequenciamento de genomas completos de linhagens representativas
desses virus, entre outros estudos. Entretanto, a proximidade genética aqui verificada para
linhagens de ACoV provenientes de continentes distintos pode ser decorrente tanto do
acumulo de mutacBes pontuais, a partir de um ancestral comum, quanto da ocorréncia de
eventos de recombinacdo entre virus de campo e vacinais. 1sso porque esse padrao reticulado
de evolugdo tem sido descrito para os ACoVs (THOR et al., 2011; LIU et al., 2013;
JACKWOOD; HALL; HANDEL, 2012).

O conhecimento sobre os padrdes de evolucédo, que levam a diversidade verificada para
ACoVs, tem sido apontado como uma ferramenta no desenvolvimento de estratégias de
controle das infecgdes (LIU et al., 2013).

O sequenciamento do gene s tem constituido o principal método empregado para a
genotipagem de linhagens de ACoV. Sabe-se que ACoVs pertencentes a um mesmo Soro-
genotipo podem apresentar elevada variabilidade em outras regides genémicas, externas ao
gene s, especialmente ao longo da ORFla (AMMAYAPPAN et al., 2009; PHILLIPS et al.,
2012). Uma vez que os genes nsp2 e 3 ja tenham sido apontados como regides de frequente
transferéncia genémica (THOR et al.,, 2011), o sequenciamento e analise multigénica,
empregando-se 0s genes s, nsp2 e 3, podem constituir ferramentas Uteis para a detec¢do de
diversidade genética em ACoVs, quando o sequenciamento do genoma completo ndo estiver
disponivel.

Além disso, devido as potenciais consequéncias fenotipicas da ocorréncia de variantes
virais para 0s genes nsp2 e 3, 0 monitoramento da diversidade nesses alvos pode auxiliar na
melhor compreensédo acerca dos mecanismos de disseminacgéo e patogénese viral.

Quanto as identidades médias e desvios padrdes verificados para os genes estudados, 0s
resultados obtidos estdo em acordo com o0s previamente descritos. Apesar de 0s genes nsp2 e
3 serem apontados como regibes de elevada variabilidade intra sorotipica (AMMAYAPPAN
et al., 2009; PHILLIPS et al., 2012), na comparagéo entre linhagens de sorotipos divergentes
0 gene s continua a ser o alvo de maior variabilidade (PHILLIPS et al., 2012).

Néo foi verificado nenhum indicio de que 0s genes estudados possam servir como
marcadores de tropismo para as linhagens de ACoV estudadas, por ndo se ter verificado

diversidade génica correspondente ao tipo de 6rgao do qual o ACoV foi isolado.
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Entretanto, ficou clara a divergéncia de padrdo filogenético encontrada para 3 das
amostras aqui sequenciadas (CRG 122 3% passagem, CRG 133 3% passagem e CRG 138 3°
passagem), quanto a um dos genes estudados. Esses achados podem ser indicadores da
ocorréncia de recombinacao entre linhagens de ACoV de campo e linhagens vacinais, eventos
ja relatados anteriormente em outras regides geogréficas.

Além disso, foi possivel verificar que, em acordo com a literatura previamente
reportada, comparando-se diferentes soro-genotipos de ACoV, as sequéncias de gene s1 sdo
as mais divergentes (gene sl: 82,09% +13,48; gene nsp2: 96,96% +4,5; gene plpro: 99,57%
+2,35).

Os resultados alcangados contribuem para um conhecimento mais amplo da evolugéo
dos ACoV, e apontam o0s genes nsp2 e nsp3 como alvos também interessantes para estudos de
monitoramento epidemiolégico molecular desses virus.

E possivel que as discrepancias encontradas para algumas linhagens de ACoV sejam
resultantes de eventos de recombinacgdo entre ACoVs brasileiros, ACoVs vacinais ¢ outros
ainda ndo conhecidos. Entretanto, a comprovacao dessa inferéncia requer um maior
conhecimento sobre a diversidade dos genes nsp2 e nsp3 de ACoV e, idealmente, sobre a

diversidade de genomas completos dos ACoVs.
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSAO

Os genes codificadores da proteina ndo estrutural 2 (Nsp2) e da protease papaina-like
(Plpro - contida na Nsp3) e da proteina estrutural S1, segundo as regiGes génicas aqui
estudadas, ndo sao preditivos de tropismo e patogenicidade de amostras de ACoV. Entretanto,
os resultados aqui apresentados reforcam a circulagdo de um genoétipo brasileiro de ACoV,
para os trés genes estudados e apontam indicios de recombinacdo para estas regides

gendmicas.
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APENDICE A - ARVORE FILOGENETICA CONSTRUIDA COM A SEQUENCIA DO
GENE S1 DO ISOLADO CRG 133 3 PASSAGEM (FIGURA 7), COBRINDO 98,06% DO

GENE COMPLETO.

Figura 7. Arvore filogenética do gene s1, para os nucleotideos 20.368 a 22.257 (em relacdo ao
primeiro nucleotideo do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no GenBank
NC_001451) construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo evolutivo Maximum
Composite Likelihood, com 1000 repeticBes de bootstrap. Os losangos (¢) indicam as
amostras sequenciadas no presente trabalho
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APENDICE B - ARVORE FILOGENETICA CONSTRUIDA COM SEQUENCIAS
CONSENSUAIS PARA O INICIO DO GENE S1 (FIGURA 8).

Figura8. Arvore filogenética do gene s1, para os nucleotideos 20.368 a 21.046 (em relacio ao
primeiro nucleotideo do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no GenBank
NC_001451) construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo evolutivo
Maximum Composite Likelihood, com 1000 repeti¢cdes de bootstrap. Os losangos (*)
indicam as amostras sequenciadas no presente trabalho
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APENDICE C - ARVORE FILOGENETICA CONSTRUIDA COM SEQUENCIAS
CONSENSUAIS PARA A PORCAO FINAL DO GENE S1 (FIGURA 9).

Figura9. Arvore filogenética do gene s1, para os nucleotideos 21.336 a 22.247 (em relacio ao
primeiro nucleotideo do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no GenBank
NC_001451) construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo evolutivo
Maximum Composite Likelihood, com 1000 repeti¢cdes de bootstrap. Os losangos (*)

indicam as amostras
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APENDICE D - ARVORE FILOGENETICA PARA O GENE NSP2 RECONSTRUIDA
COM O SEGMENTO GENICO HOMOLOGO A TODAS AS SEQUENCIAS OBTIDAS
DOS ISOLADOS BRASILEIROS (QUE INCLUI PARTE DA REGIAO 5° NAO
TRANSCRITA DO GENOMA E A PORCAO INICIAL DA NSP2), ABAIXO
APRESENTADA NA FIGURA 10.

Figura 10.  Arvore filogenética do gene nsp2, para os nucleotideos 505 a 1.569 (em relagio ao
primeiro nucleotideo do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no GenBank
NC_001451) construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo evolutivo
Maximum Composite Likelihood, com 1000 repeticdes de bootstrap. Os losangos ()
indicam as amostras sequenciadas no presente trabalho
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APENDICE E - A ARVORE FILOGENETICA INCLUINDO AS MAIORES
SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS PARA O GENE NSP2 (INCLUINDO OS
SEGMENTOS CONTIGUOS DA REGIAO 5° NAO TRANSCRITA DO GENOMA,
ANTERIOR A NSP2, E O SEGMENTO INICIAL DE NSP3, CORRESPONDENTE AO
DOMINIO ACIDICO), ESTA APRESENTADA NA FIGURA 11.

Figura 11.  Arvore filogenética do gene nsp2, para os nucleotideos 503 a 2.992 (em relagéo ao primeiro
nucleotideo do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no GenBank NC_001451)
construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo evolutivo Maximum Composite
Likelihood, com 1000 repeticdes de bootstrap. Os losangos () indicam as amostras
sequenciadas no presente trabalho
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APENDICE F - ARVORE FILOGENETICA (FIGURA 12) INCLUINDO TODAS AS
SEQUENCIAS OBTIDAS PARA OS ISOLADOS BRASILEIROS DE ACOV E UMA
ARVORE RECONSTRUIDA A PARTIR DAS MAIORES SEQUENCIAS OBTIDAS, QUE
INCLUEM PARTE DA REGIAO 5° DO GENOMA (ANTERIOR A ORFlA), A
TOTALIDADE DO GENE NSP2 E A PORCAO INICIAL DO GENE NSP3
(CORRESPONDENDO AO DOMINIO ACIDICO).

Figura12.  Arvore filogenética para a regido continua dos genes nsp2 e nsp3, para 0s
nucleotideos 1.956 a 2.993 (em relacdo ao primeiro nucleotideo do genoma ACoV
Beaudette nimero de acesso no GenBank NC_001451) construida pelo algoritmo de
neighbor-joining e modelo evolutivo Maximum Composite Likelihood, com 1000
repeticbes de bootstrap. Os losangos (¢) indicam as amostras sequenciadas no
presente trabalho
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APENDICE G - ARVORE RECONSTRUIDA COM AS MAIORES SEQUENCIAS
OBTIDAS PARA NSP3, INCLUINDO PARTE DO DOMINIO CODIFICADOR DA
FOSFATASE 1 ADP-RIBOSE, A TOTALIDADE DO DOMINIO CODIFICADOR DA
PROTEASE PAPAINA-LIKE E PARTE DA REGIAO GENICA DE FUNCAO
DESCONHECIDA (FIGURA 13).

Figura13.  Arvore filogenética para o gene n nsp3, para os nucleotideos 3.777 a 5.715 (em
relacdo ao primeiro nucleotideo do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no
GenBank NC_001451) construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo
evolutivo Maximum Composite Likelihood, com 1000 repeticdes de bootstrap. Os
losangos (*) indicam as amostras sequenciadas no presente trabalho
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APENDICE H - ARVORE RECONSTRUIDA COM SEQUENCIAS OBTIDAS PARA
NSP3, INCLUINDO PARTE DO DOMINIO CODIFICADOR DA FOSFATASE 1 ADP-

RIBOSE E PORGCAO INICIAL DO DOMINIO CODIFICADOR DA PROTEASE
PAPAINA-LIKE (FIGURA 14).

Figura14.  Arvore filogenética para 0 gene n nsp3, para os nucleotideos 3.854 a 4.428 (em
relacdo ao primeiro nucleotideo do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no
GenBank NC_001451) construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo
evolutivo Maximum Composite Likelihood, com 1000 repeticdes de bootstrap. Os
losangos (*) indicam as amostras sequenciadas no presente trabalho
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APENDICE | - ARVORE RECONSTRUIDA A PARTIR DAS SEQUENCIAS OBTIDAS
PARA NSP3, INCLUINDO PARTE DO DOMINIO CODIFICADOR DA PROTEASE
PAPAINA-LIKE E PARTE DA REGIAO GENICA DE FUNCAO DESCONHECIDA

(FIGURA 15).

Figura 15.  Arvore filogenética para 0 gene n nsp3, para os nucleotideos 4.660 a 5.108 (em
relacdo ao primeiro nucleotideo do genoma ACoV Beaudette nimero de acesso no
GenBank NC_001451) construida pelo algoritmo de neighbor-joining e modelo
evolutivo Maximum Composite Likelihood, com 1000 repeticdes de bootstrap. Os
losangos (#) indicam as amostras sequenciadas no presente trabalho
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