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RESUMO 

 
BARBOSA, C.M. Análise filogenética dos coronavírus aviários isolados em diferentes regiões 

do Brasil. 2019. 70f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 
O desmatamento e as mudanças de ambiente causadas pelo homem levam a drásticas alterações 

dos padrões de migração das aves. A contínua perda e fragmentação do habitat ao longo dos 

corredores das grandes rotas migratórias criam gargalos, resultando em superpopulação e 

aglomerados de espécies contribuem para aquisição e carreamento de diferentes patógenos ao 

longo destas rotas, incluindo os coronavirus (CoVs). Maiores vírus de RNA conhecidos, os 

CoVs possuem grande capacidade de se adaptar a novos hospedeiros e nichos ecológicos, sendo 

a emergência dos vírus causadores da SARS e da MERS, a partir de vírus de morcegos, os 

exemplos mais notáveis. Apesar de sua relevância e da complexidade destes agentes, são 

escassos os estudos de detecção e caracterização genética destes vírus, em especial em aves 

selvagens. Desta forma este trabalho visa detectar, analisar e discutir a diversidade destes 

agentes em aves nos locais de parada e invernada de aves migratórias. Para tal, 852 amostras 

aviárias provenientes de diferentes regiões do Brasil foram submetidas a extração de RNA total 

seguida das reações de Transcrição Reversa (RT), Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e 

Nested-PCR, com primers que têm como alvo uma região do ORF 1ab codificante do gene da 

RpRd viral, e os resultados foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose. Deste 

total, 15 apresentaram resultados positivos para CoVs sendo que em 5 delas foi possível a 

confirmação por sequenciamento pelo método de Sanger. Adicionalmente, outras 6 amostras 

de CoVs de um estudo anterior*, foram analisadas visando dar continuidade nos estudos de 

caracterização viral. Na análise filogenética das sequências da região da ORF 1ab destas 11 

amostras, 3 delas se agruparam com o gênero dos Deltacoronavírus. Este grupo tem especial 

importância por ter um reconhecido potencial de transmissão e emergência de aves para 

mamíferos, a exemplo do PorCoV HKU15, associado a surtos fatais em suínos. As 8 demais 

amostras foram agrupadas com o gênero dos Gammacoronavírus, ao qual pertence o vírus 

causador da doença da Bronquite Infecciosa em galinhas, o mais conhecido CoV aviário, 

causador de grandes perdas econômicas, que se desenvolve no trato respiratório, reprodutor, 

gastrointestinal e rins. Com a finalidade de obter sequências também de outras regiões do vírus, 

foi possível a submissão de 6 destas amostras à plataforma Ion Torrent S5™ System. Duas 

delas resultaram em sequências das regiões N e 3’UTR, que não somente confirmaram o 



 
 

 
 

agrupamento destas amostras com o gênero dos Gammacoronavirus, mas também 

demonstraram a proximidade destes ao vírus causador da Bronquite Infecciosa em galinhas. 

Este trabalho demonstrou presença de Coronavírus em amostras de aves silvestres e domésticas 

em diversos pontos das rotas migratórias brasileiras e a caracterização de algumas destas 

amostras, colaborando assim para o entendimento da epidemiologia deste agente. 

 
“Coronavírus em aves silvestres e domésticas provenientes de diferentes regiões do Brasil” * 

 

 

 

PALAVRAS-CHAVE: Coronavírus. Aves silvestres. Aves domésticas. Aves migratórias. 
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ABSTRACT 

 
BARBOSA, C.M. Phylogenetic analysis of avian coronaviruses isolated in different regions of 

Brazil. 2019 70p. (Ph.D. thesis in Biotechnology). Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 
Deforestation and man-made changes in the environment lead to drastic changes in bird capture 

patterns. Continuous habitat loss and fragmentation along the corridors of major migratory 

routes creates bottlenecks, resulting in overpopulation and clusters of species contributing to 

the acquisition and creation of different pathogens in recent periods, including CoVs. Largest 

known RNA viruses, CoVs have a great ability to adapt new hosts and ecological niches, being 

the SARS and MERS viruses, both that emerged from bat viruses, the most notable examples. 

Despite the relevance and complexity of these agents, studies on the detection and genetic 

characterization of these viruses are scarce, especially in wild birds. Thus, this paper aims to 

detect, analyze and discuss the diversity of these agents in birds at migratory bird stop and 

wintering sites. Despite the relevance and the complexity of these agents, studies on the 

detection and genetic characterization of these viruses are scarce, especially in wild birds. Thus, 

this work aims to detect, analyze and discuss the diversity of these agents in birds at migratory 

stop and wintering sites. Therefore, 852 avian samples from different regions of Brazil were 

subjected to total RNA extraction followed by Reverse Transcription (RT), Polymerase Chain 

Reaction (PCR) and Nested-PCR reactions, with primers targeting one region. ORF 1ab coding 

for the viral RpRd gene, and the results were visualized by agarose gel electrophoresis. Of this 

total, 15 showed positive results for CoVs and in 5 of them it was possible to confirm by 

sequencing by the Sanger method. Additionally, 6 other CoV samples from a previous study * 

were analyzed to continue viral characterization studies. In the phylogenetic analysis of the 

ORF 1ab region sequences of these 11 samples, 3 of them were grouped with the 

Deltacoronavirus genus. This group is of particular importance because it has a recognized 

potential for transmission and emergence from poultry to mammals, such as PorCoV HKU15, 

associated with fatal swine outbreaks. The remaining 8  samples were grouped with the genus 

Gammacoronavirus, to which belongs the virus that causes infectious bronchitis disease in 

chickens, the best known avian CoV, which causes great economic losses, which develops in 

the respiratory, reproductive, gastrointestinal and kidney tract. . In order to obtain sequences 

also from other regions of the virus, it was possible to submit 6 of these samples to the Ion 

Torrent S5 ™ System platform. Two of them resulted in sequences from the N and 3'UTR 



 
 

 
 

regions, which not only confirmed the grouping of these samples with the Gammacoronavirus 

genus, but also demonstrated their proximity to the infectious bronchitis virus in chickens. This 

work demonstrated the presence of coronaviruses in wild and domestic bird samples in several 

points of the Brazilian migratory routes and the characterization of some of these samples, thus 

contributing to the understanding of the epidemiology of this agent. 

 

 
“Coronavirus in wild and domestic birds from different regions of Brazil” * 

 

 

 

KEYWORDS: Coronavirus. Wild birds. Domestic birds. Migratory birds. Brazil. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil ocupa uma posição de destaque no cenário mundial em termos de biodiversidade 

de aves, sendo inclusive rota de muitas espécies migratórias, que se deslocam, regular e 

sazonalmente, entre seu local de reprodução e uma ou mais áreas distintas. Ao longo destes 

trajetos, as aves utilizam diversas áreas para descanso e alimentação, que são de grande 

importância para manutenção do seu ciclo de vida e, consequentemente, de suas populações 

(REED et al., 2003). Um exemplo disso são os maçaricos e batuíras provenientes da América 

do Norte, que vêm ao país durante o verão e retornam aos seus locais de reprodução (Estados 

Unidos e Canadá) quando o inverno chega (VALENTE et al., 2011). 

Diversos aspectos das migrações a longas distâncias contribuem para aquisição de 

patógenos por estes animais, dos quais podem ser citados o estresse associado às migrações, 

um conhecido fator de risco por causar imunossupressão aumentando, portanto, a 

susceptibilidade às doenças infecciosas (REED, 2003), o desmatamento e as mudanças de 

ambiente causadas pelo homem que causam drásticas mudanças aos padrões de migração. A 

contínua perda e fragmentação do habitat nos locais de parada ao longo dos corredores das 

grandes rotas migratórias criam gargalos, resultando em superpopulação e aglomerados de 

espécies. Represamentos artificiais de água podem ainda alterar esses corredores de migração 

criando novos pontos de parada para aves aquáticas. (PINTO, 2002).  

 Se, por um lado, os hospedeiros migratórios podem transportar patógenos para 

diferentes áreas, por outro, temos os hospedeiros residentes, que podem atuar como 

amplificadores locais bem como transmitir doenças circulantes no local estas aves recém-

chegadas. Neste cenário, as aves residentes atuam como reservatórios nas suas respectivas 

populações e transmitindo-os a outros hospedeiros (VERHAGEN, 2014).  

Líder mundial na exportação de carne de frango, o Brasil produziu 13.000.000 toneladas 

somente em 2017, sendo a avicultura uma das atividades que mais contribuem para o PIB do 

país (ABPA, 2018). Por esta razão, a introdução de novas doenças aviárias pode ser 

catastrófica, não só em termos da conservação da biodiversidade, mas também econômico, a 

exemplo do ocorrido nos Estados Unidos em 2015, quando uma epidemia de influenza aviário 

de alta patogenicidade matou mais de 43 milhões de aves em 15 estados diferentes com grande 

impacto nos anos que se seguiram. Coincidentemente, as regiões sul e sudeste do Brasil são as 

maiores produtoras de aves, de corte e de postura (ABPA, 2018), e também onde se encontram 

os principais pontos de parada de aves migratórias do país (ICMBio, 2016). 
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Um dos patógenos de grande importância que podem ser dispersos por estas aves são os 

Coronavírus (CoVs), uma família de vírus envelopados com RNA de fita simples (ssRNA) e 

senso positivo, conhecidos desde meados de 1930 (CAVANAGH, 2007). Entre os CoVs 

aviários, o mais conhecido e que causa maiores perdas é o Gammacoronavirus causador da 

Bronquite Infecciosa, que inicialmente infecta o trato respiratório, onde se restringe às células 

ciliares e produtoras de muco. Posteriormente, concentrações similares de vírus são 

encontradas nos pulmões e sacos aéreos e, com a perda dos cílios do epitélio, é comum o 

aparecimento de infecções bacterianas secundárias. Este vírus pode ainda se desenvolver ainda 

em outras células epiteliais como os rins (causando nefrite grave), oviduto, testis e trato 

gastrointestinal: esôfago, proventrículo, duodeno, jejuno, Bursa de Fabrícius, tonsilas cecais, 

reto e cloaca (FENG et al., 2012). 

Os CoVs são conhecidos pela capacidade de se adaptar a novos hospedeiros e nichos 

ecológicos (CHAN et al., 2013). Além grupo dos Gammacoronavirus uma grande variedade 

de cepas e genótipos de Deltacoronavirus já foram detectados em aves (WOO et al., 2012).  

Pertencente a este grupo, o PorCoV HKU15, foi associado a surtos fatais em suínos revelando 

o potencial de transmissão de aves para mamíferos e emergência dos CoVs (LAU et al., 2018). 

Apesar de sua relevância, são escassos os estudos de detecção e caracterização genética dos 

CoVs, em especial em aves selvagens. Este trabalho tem o propósito de detectar estes agentes 

e mediante análise filogenética de suas sequências nucleotídicas, analisar e discutir a 

diversidade viral encontrada, colaborando para o entendimento da epidemiologia dos CoVs.  

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Rotas Migratórias  

 

Todos os anos, bilhões de aves deixam suas áreas de reprodução quando as condições 

se apresentam desfavoráveis, em busca de locais que propiciem maior disponibilidade de 

alimento e habitat onde possam realizar a manutenção de processos biológicos, para depois 

retornarem às suas áreas de origem em rotas naturais de migração que superam o sistema 

geopolítico, ultrapassando as fronteiras entre países e continentes (JAHN et al., 2013).  

Para a melhor compreensão dos padrões de rotas migratórias, criou-se o conceito de 

“flyways”, regiões geográficas onde uma determinada espécie (ou um grupo delas) completa 

todas as etapas de seu ciclo anual (reprodução, muda, pontos de parada, pontos de invernada, 

etc.) (CMS, 2014). Nas Américas, quatro “flyways” são reconhecidas: Atlântica, do Mississipi, 
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Atlântica Central e do Pacífico, todas chegando ao território brasileiro (ICMBio, 2014) (Figura 

1).  

 

Figura 1 Rotas migratórias nas américas. Em verde- Rota Atlântica; em roxo- Rota do Mississipi, em amarelo- 

Rota Atlântica; em azul- Rota do Pacífico (Fonte: http:// www.lakeregionaudubon.org). 

 

Quando chegam ao Brasil, essas rotas se subdividem e são renomeadas formando as 5 

grandes rotas brasileiras (Figura 2) (ICMBio, 2016): 

• Rota Atlântica: percorre toda costa brasileira, do Amapá até o Rio Grande do Sul; 

• Rota Nordeste: tem início na Baía de São Marcos (MA) e no Delta do Parnaíba e segue pelo 

interior do Nordeste até a costa da Bahia;  

• Rota do Brasil Central: divisão da Rota Atlântica na altura da foz do Rio Amazonas e 

Arquipélago de Marajó, percorrendo os Rios Tocantins e Araguaia, passando pelo Brasil 

Central e atingindo o Vale do Rio Paraná na altura de São Paulo;  

• Rota Amazônia Central/Pantanal: rios Negro, Branco e Trombetas passando pela região 

de Manaus e Santarém, seguindo respectivamente pelo vale dos Rios Madeira e Tapajós, até o 

Pantanal;  

• Rota Amazônia Ocidental ou Cisandina: adentra o país pelos vales dos Rios Japurá, Içá, 

Purus, Juruá e Guaporé, passando pelo Pantanal. 

 

http://www.lakeregionaudubon.org/
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Figura 2 Principais Rotas migratórias no Brasil. Rota Atlântica representada em vermelho; a Rota Nordeste, em 

amarelo; a Rota do Brasil Central (ou dos Rios Xingu e Tocantins), em roxo; a Rota Amazônia Central/Pantanal 

(ou Cisplatina), em laranja e a Rota da Amazônia Ocidental, em verde. (ICMBio, 2016). 
 

As aves que chegam ao país são provenientes da América do Norte e Groenlândia 

(migrantes boreais), ou em áreas no sul da América do Sul e Antártida (migrantes austrais) 

(LANE et al., 2011) entretanto, de modo geral, as espécies da ordem Charadriiformes tem suas 

rotas migratórias na região costeira do país das quais temos maior volume de informações. 

Esses animais reproduzem-se no ártico e, com a proximidade do outono boreal, cerca de trinta 

espécies migram para a América do Sul, chegando à costa brasileira, concentrando-se em um 

pequeno número de locais onde permanecem de setembro a maio (ARAÚJO et al., 2018). Do 

ponto de vista das doenças infecciosas, essas áreas são muito importantes pois são locais de 

aglomeração de diversas espécies (aviárias ou não), provenientes de diferentes localidades 

(NEWTON, 2007). 

 

2.2. Vírus Aviários 

 

Devido ao seu comportamento de bandos e habilidade de voar longas distâncias, as aves 

são reservatório de um grande número de vírus emergentes e podem potencialmente disseminá-

los de forma eficiente para outras espécies, aviárias ou não, e seres humanos (MILEK et al., 
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2018). Aqui vamos citar alguns dos mais frequentes, entre eles os flavívírus, influenza e 

rotavírus. 

Os membros da família Flaviviridae que incluem os vírus da Encefalite de Saint Louis 

(SLEV), Vírus da Encefalite Japonesa, Vírus Iguape, Rocio, em especial, oVírus da Encefalite 

do Oeste do Nilo (WNV). Estes Flavivírus têm aves silvestres como amplificadoras e os seres 

humanos como hospedeiros acidentais, sendo principalmente transmitidos por mosquitos 

ornitofílicos, destacando-se o gênero Culex (MICHEL et al., 2018). 

O WNV foi primeiramente isolado na província de West Nile, Uganda, em 1937 

(SMITHBURN et al., 1953). Sua patogenicidade foi considerada leve a moderada até que, em 

1999, o vírus causou um grande surto em Nova York, nos EUA, levando à morte um grande 

número de aves e foi relacionado a casos humanos de encefalite fatal (EYEPOOSH et al., 

2019). No Brasil, anticorpos contra WNV foram detectados pela primeira vez no ano de 2010, 

em amostras provenientes de aves migratórias e o isolamento foi realizado em 2019 em 

amostras de sistema nervoso central de um cavalo (LOPES et al., 2014). 

Além dos vírus de potencial zoonótico, entre os Flavivírus há também aqueles que, 

apesar de nunca terem sido relatados como causadores de doenças humanas, infectam aves 

domésticas e podem levar a perdas econômicas (LEI et al., 2017). O Tembusu, um vírus 

descoberto inicialmente do mosquito Culex tritaeniorhynchus na Malásia em 1955 e vem 

causando importantes perdas econômicas na China, em especial nas criações de patos, desde 

sua introdução naquele país, no ano de 2010, até os dias de hoje (YU et al., 2018). Em aves, 

este vírus causa grande inflamação ovariana, levando à queda de postura. A infecção por este 

patógeno foi já relatada em gansos (HUANG et al., 2013), galinhas (LIU et al., 2012) mosquitos 

(TANG et al., 2018), pardais (TANG et al., 2015), pombos (LIU et al., 2012) e ratos (LI et al., 

2013). Além disso, ainda que não tenham sido relatados casos de doença em seres humanos, 

anticorpos contra Tembusu foram detectados no soro de  71,9% (n=95/132) dos trabalhadores 

da indústria de patos analisados no estudo de (TANG et al., 2015). Estes resultados indicam 

que o vírus está expandindo sua gama de hospedeiros, e pode representar uma ameaça inclusive 

à saúde pública. 

Outro vírus importante vírus é o Influenza, um membro da família Orthomyxoviridae. 

Aves aquáticas como gaivotas, patos e maçaricos são hospedeiros naturais dos vírus influenza 

do tipo A (IVA), que podem ser classificados, com base na sua virulência e apresentação clínica 

em aves, em altamente patogênicos e de baixa patogenicidade (VENKATESH et al., 2018). 
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Apesar da maioria das estirpes do IVA não representarem um risco para a saúde 

humana, algumas estirpes como o H7N9 e o H5N1, cruzaram a barreira das espécies e 

resultaram em infecções humanas (LYCETT et al., 2019). 

 O genoma segmentado destes vírus permite eventos de recombinação quando 

diferentes linhagens infectam o mesmo hospedeiro (VENKATESH et al., 2018). Estirpes 

recombinantes foram identificadas na maioria dos casos de pandemias e em diversos surtos de 

aves domésticas (NGA et al., 2019). 

Ainda entre os agentes virais possivelmente carreados por aves estão os rotavírus. 

Membros da família Reoviridae, são uma das principais causas de gastroenterite aguda em 

crianças e em várias espécies de mamíferos e aves, ainda que infecções interespecíficas não 

sejam frequentes. Em aves, foram detectados os grupos de rotavírus A, D, F e G  (McNULTY 

et al. 1980; McNULT 2008; TROJNAR et al. 2010; JOHNE et al. 2011).  Os rotavírus do grupo 

A (RVA) estão principalmente associados à diarreia em humanos, vários mamíferos e aves 

(BESERRA et al., 2014). 

2.3. Coronavírus aviários 

 

Entre os patógenos de grande importância que podem ser dispersos por aves, destacam-

se os CoVs, uma família de vírus envelopados com RNA de fita simples (ssRNA) e senso 

positivo, conhecidos desde meados de 1930 (CAVANAGH, 2007). 

O grande marco no estudo desses vírus foi a emergência da Síndrome Respiratória Aguda 

Severa (SARS), em 2002, um vírus que surgiu de morcego, na China, sofreu recombinações, e 

passou a acometer seres humanos, matando mais de 700 pessoas entre 2002 e 2004 em todo o 

mundo (CDC, 2004).  

Até então, o conhecimento sobre Coronavírus em aves se limitava basicamente a três 

espécies: galinhas domésticas (Infectious Bronchitis Virus- IBV), perus (Turkey Coronavirus - 

TCoV) e faisões (Pheasants Coronavirus – PhCoV) todos bastante próximos em sequência e 

antigenicamente. Após o reconhecimento da capacidade dos CoVs de realizar shifts, iniciou-se 

uma corrida para identificar novos CoVs animais e, assim, diversas novas espécies ficaram 

conhecidas (WOO et al., 2012). 

 O IBV é, por definição, um CoV de aves domésticas, causador de uma das doenças 

aviárias que mais causam perdas econômicas em todo o mundo (FELLAHI et al., 2015).  Todas 

as galinhas são susceptíveis à infecção pelo IBV, e os sinais respiratórios incluem dispneia, 

tosse, estertores e secreção nasal. As aves geralmente ficam prostradas e empoleiradas. Outros 
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sinais incluem fezes amolecidas e aumento no consumo de água. A estirpe do vírus determina 

a patogênese da doença, ou seja, o grau e a duração das lesões em diferentes órgãos. O trato 

respiratório superior é o local primário da infecção, mas o vírus também pode se replicar nos 

sistemas reprodutivo, renal e digestivo (BANDE et al., 2016).  

 O controle da doença é baseado principalmente na vacinação, mas o vírus sofre 

mudanças antigênicas constantes que, por vezes, pode resultar em uma proteção incompleta 

(CAVANAGH, 2007). 

 Embora as galinhas sejam o hospedeiro primário dos IBVs, diversos estudos 

identificaram vírus similares ao IBV (IBV-like) em patos, gansos e pombas. Como há poucas 

sequências completas disponíveis desses vírus semelhantes ao IBV em espécies de aves 

diferentes de galinhas, a taxonomia exata desses vírus IBV-like é constantemente alterada 

(CHEN et al., 2013; ZHUANG et al., 2015).   

Na China, em 2013 foi reportado um novo Gammacoronavírus similar ao IBV circulando 

em patos. Esse novo vírus, apesar de bastante próximo do circulante em galinhas, parece ser 

dominante entre patos silvestres e domésticos no país e não foi possível o isolamento quando 

inoculado em ovos embrionados de galinha (ZHUANG et al., 2015).  

Em 2014, um novo Gamacoronavírus similar ao TCoV foi detectado como causador de 

uma doença fulminante em galinha d’angola (Numida meleagris) na França. Essa doença, 

também chamada doença X, é relatada há décadas no país e é caracterizada por enterite aguda, 

prostração intensa e uma taxa de mortalidade bastante alta, chegando a dizimar criações inteiras 

(LIAIS et al., 2014). Ainda em 2014, um novo Deltacoronavírus foi detectado através de 

metagenômica na Baía de Delaware, nos Estados Unidos, em um Vira-Pedras (Arenaria 

interpress) (HONKAVUORI et al., 2014). 

 Outros estudos também sugerem que há uma diversidade de coronavírus que circulam 

em aves silvestres, como no estudo realizado por CHU et al. (2011) em Hong Kong entre 

novembro de 2009 e janeiro de 2010, que coletaram e analisaram 658 amostras de fezes frescas 

de aves dos pântanos de Mai Po. Noventa e nove (15,0%) destas amostras foram positivas por 

RT-PCR para CoVs. No Camboja, swabs cloacais foram coletados de 263 aves silvestres e 

resultados positivos pela mesma técnica foram obtidos em 13,0% dos animais testados 

(CHEUNG et al., 2009). Em 2010, MURADRASOLI et al. (2010) detectaram a presença de 

Gammacoronavírus em 64 aves silvestres na região da Beríngia (entre a Sibéria e o Alasca). 

Nestes estudos, todos os Coronavírus identificados pertenciam aos grupos Gamma e 

Deltacoronavírus.   
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Em estudo com aves aquáticas australianas foram encontrados, em animais da ordem dos 

Charadriiformes,  Gammacoronavirus muito mais correlacionados com CoVs de pato do que 

aos tipicamente encontrados nesta ordem. No mesmo estudo, foram encontrados 

Deltacoronavirus em patos e garças com cerca de 20% de diferença quando comparado às 

sequências de CoVs já conhecidos (CHAMINGS, 2018). 

No Brasil, estudos sobre a presença de CoVs em aves silvestres ainda são bastante 

escassos. Em um dos estudos realizados, foram coletadas amostras de 25 diferentes espécies 

de aves no zoológico de Bauru das quais 8 amostras foram positivas para Gammacoronavirus 

sendo duas pertencentes a Galliformes, duas a Ciconiiformes, uma Gruiforme e uma 

Sphenisciforme (CARDOSO et al., 2011). Em um segundo estudo, aves de um Centro de 

Triagem de Animais Silvestres de Campinas (São Paulo, Brasil) foram positivas para 

Deltacoronavírus e um ainda não reconhecido Betacoronavírus (DURÃES-CARVALHO et 

al., 2015). Mais recentemente em 2019 um estudo realizado pelo nosso grupo mostrou a 

circulação de CoVs em aves silvestres e domésticas relacionadas a rota migratória Atlântica 

(BARBOSA et al., 2019). 

Esses dados evidenciam que os coronavírus aviários possuem uma distribuição mais 

ampla e maior número de hospedeiros do que se pensava anteriormente e sugerem que as aves 

selvagens desempenham um papel fundamental na epidemiologia dos CoVs. 

2.4. Taxonomia 

 

Os CoVs são o maior grupo de vírus descritos dentro da ordem dos Nidovirales, a qual 

pertencem as subordens Abnidovirinae, Arnidovirinae, Cornidovirineae, Mesnidovirineae, 

Monidovirinae, Ronidovirineae e Tornidovirinea. Dentro da subordem Cornidovirineae, há a 

família Coronaviridae que, por sua vez, é dividida em duas subfamílias, Letovirinae (que 

compreende vírus de anfíbios) e Orthocoronavirinae com os vírus de animais de sangue quente 

(ICTV, 2019). 

Atualmente a classificação da subfamília Orthocoronavirinae é dividida nos gêneros 

Alfa, Beta, Gama e Delta coronavírus (Figura 3). 
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Figura 3 Representação esquemática da taxonomia dos CoVs de acordo com o ICTV (Fonte: ICTV, 2019). 

 

 Os gêneros que reconhecidamente afetam aves são os Gammacoronavírus e os 

Deltacoronavírus. O primeiro, é subdividido em dois subgêneros: Cegacovírus, que 

compreende um vírus de Baleias Beluga, e Igacovírus, englobando todos os 

Gammacoronavírus aviários, semelhantes ou não ao IBV. Os Deltacoronavírus, por sua vez, 

subdividem-se em quatro subgêneros: Andecovírus, Moordecovírus e Herdecovírus exclusivos 

de espécies que afetam aves e Buldecovírus, ao qual estão inclusos vírus aviários, suínos e 

murinos (ICTV, 2019).  

2.5 Estrutura do Virion 

 

Os CoVs são vírus bastante pleomórficos, com diâmetro entre 120 e 160nm, conforme 

mostrado em estudos por microscopia eletrônica (Figura 4) com presença de envelope, que é 

constituído por dupla camada de lipídeos e proteínas estruturais. A superfície do virion, repleta 

de projeções, causam a aparência semelhante a uma coroa que dá nome ao vírus (corona, 

derivado do grego κορώνα, significando coroa) (WOO et al., 2010). 
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Figura 4 Microscopia eletrônica colorida de um Coronavírus humano 229E (Fonte: Micrografia de F. A. Murphy, 

University of Texas Medical Branch, Galveston, Texas, <disponível em: https://www.utmb.edu/virusimages/>,  

acesso em: 09/09/2019). 

 

Os CoVs possuem capsídeo helicoidal simétrico formado pela proteína de 

nucleocapsídeo (N), envolvida por um envelope lipídico no qual a glicoproteína de membrana 

(M) e outras pequenas proteínas transmembrânicas (E) estão embebidas. As glicoproteínas 

Spike (S) se ancoram no envelope lipídico e se estendem radialmente, formando espículas de 

aproximadamente 20nm de comprimento (WOO et al., 2010; FEHR & PERLMAN, 2016). 

Alguns CoVs apresentam ainda uma proteína extra, a hemaglutinina esterase (HE), presente no 

envelope viral (HURST et al., 2010). Conforme esquematizado na figura 5, estas são as quatro 

principais proteínas estruturais dos CoVs, que serão melhor descritas a seguir. 

 

  
Figura 5 Esquematização da estrutura de um Coronavírus. N- Proteína de Nucleocapsídeo, M- Proteína de 

Membrana, HE- Hemaglutinina Esterase, E Proteína de Envelope (Modificado de: ESCORS et al., 2001). 

2.5.1 Proteína de nucleocapsídeo (N) 

 

O nucleocapsídeo é uma ribonucleoproteína helicoidal longa e flexível constituído de uma 

única fosfoproteína, a proteína N. Ela é composta de dois domínios separados: um domínio N-

terminal (NTD) e um domínio C-terminal (CTD) (Figura 6). In vitro, ambos os domínios são 

capazes de ligar-se ao RNA mas cada um deles se utiliza de um mecanismo diferente para 

realizar essa ligação, sugerindo que para uma ligação ideal ao RNA, são necessárias 

contribuições dos dois domínios (HURST et al., 2010; FEHR; PERLMAN, 2016). 

https://www.utmb.edu/virusimages/
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Com massa variando entre 45 e 60kDa, a proteína N é sintetizada em grandes quantidades 

durante a infecção, sendo capaz de se ligar ao ssRNA de forma inespecífica mas demonstrando 

uma crescente afinidade pelo genoma viral. A interação entre a proteína N e o RNA é mediada 

por sinais de contidos nas sequências leader. Durante o ciclo viral, diversas cópias da proteína 

N interagem com o RNA genômico e RNAs subgenômicos, indicando que há um papel dessa 

proteína na transcrição e tradução (MCBRIDE; VAN ZYL & FIELDING, 2014). 

Os CoVs adquirem seu envelope lipídico durante o brotamento do nucleocapsídeo através 

das membranas do retículo endoplasmático, associando-se às proteínas do envelope, em 

especial à proteína M. É esta associação que leva à incorporação do nucleocapsídeo em vírus 

envelopados (NARAYANAN et al., 2000). Múltiplas cópias da fosfoproteína N interagem 

intimamente com as moléculas de RNA genômico e subgenômico participando, juntamente 

com a proteína M, da condensação do genoma e empacotamento (JAYARAM et al., 2006).  

Além do seu papel estrutural, a proteína N também demonstrou estar ligada a outros 

processos durante a infecção, incluindo a transcrição de mRNA, replicação e modulação da 

célula hospedeira (CHAN et al., 2013).  

Por ser bastante imunogênica, essa proteína ainda tem importância como um marcador para 

diagnóstico, sendo um alvo comum para clonagem e geração de proteínas recombinantes. LU 

et al. (2011) demonstrou que, no CoV causador da SARS (SARS-CoV), a proteína N pode 

controlar o ciclo celular da célula hospedeira mantendo-a em fase S através da regulação da 

atividade da CDK-ciclina e ainda suprimir a transcrição de fatores celulares de resposta ao 

estresse, além de ter atividade antagonista aos interferons β. 

 Os CoVs podem também interferir na transdução de sinais celulares através da fosforilação 

da proteína N em um estágio tardio da infecção, o que pode contribuir no mecanismo de evasão 

do sistema imunológico do hospedeiro (KOPECKY-BROMBERG et al., 2007; MCBRIDE, 

VAN ZYL & FIELDING, 2014). 

 

 

Figura 6 Esquematização da Proteína de nucleocapsídeo (N) de um CoV (GÓES, 2012). 
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2.5.2 Proteína de Membrana (M) e de Envelope (E)  

 

As proteínas E e M são pequenas proteínas transmembrânicas que, em conjunto com a 

proteína S, formam o envelope dos CoVs. Apesar de serem bastante conservadas em todos os 

CoVs suas sequências são excessivamente curtas para torná-las alvos de estudos filogenéticos 

(CHAN et al., 2013). 

Quando expressas em conjunto, essas proteínas formam partículas semelhantes aos 

virions em tamanho e formato, demonstrando que as proteínas M e E são requisitos mínimos 

para a formação do envelope (NARAYANAN et al., 2000) 

A proteína M é a mais abundante proteína estrutural no virion e, ao que tudo indica, dá 

ao vírus seu formato arredondado. Com 25 a 30 kDa, é bastante pequena e possui 3 domínios 

transmembrânicos. Possui um pequeno ectodomínio glicosilado N-terminal e um endodomínio 

C-terminal muito maior (Figura 7), que se estende 6 a 8 nm dentro da partícula viral. Suas 

principais funções são dar forma à partícula viral e sua ligação à proteína N, conectando-se ao 

nucleocapsídeo (FEHR; PERLMAN, 2016).  

 KUO et al (2016) demonstrou que a proteína M tem papel central na morfogênese do 

virion, organizando os componentes da membrana viral através de interações entre proteínas 

M e com a proteína N, que leva ao processo de montagem do virion em si.  

Sabe-se ainda que, no CoV causador da SARS, a proteína M é capaz de suprimir a 

produção de interferons do tipo I. Essa supressão da resposta antiviral inata representa uma 

medida contra a imunidade inata do hospedeiro, o que poderia ter papel significativo na 

patogênese da SARS (SIU et al., 2014). 

Encontrada em pequenas quantidades no virion, a proteína E, por sua vez, possui 

tamanho pequeno, variando entre 8 e 12 Kda, sendo bastante divergente entre os CoVs, mas 

possuindo uma estrutura comum: um ectodomínio N-terminal e um endodomínio C-terminal 

(Figura 6), com atividade como canal de íons. Ao contrário das demais proteínas estruturais, 

alguns CoVs podem sobreviver sem a presença desta proteína. (WOO et al., 2010). 

 A proteína E facilita ainda a montagem e liberação das partículas virais e, apesar de 

sua função como canal de íons não ser essencial na replicação viral, mostrou-se bastante 

importante na patogenicidade de vírus da SARS (KUO et al., 2016). Além de ser capaz de 

induzir apoptose em células infectadas com o Vírus da Hepatite Murina (MHV) (MAEDA et 

al., 2001). 

Essas glicoproteínas interagem ainda com as fosfoproteínas N, participando do processo 

de empacotamento do RNA, e forma um complexo com as proteínas S e HE, podendo estar 
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associada a determinação do sítio intracelular de ligação do vírus ao complexo de Golgi 

(SATIJA & LAL, 2007). 

 

Figura 7 Esquematização das Proteínas Envelope (E) e de Membrana (M) de um Coronavírus (GÓES, 2012). 

2.5.3 Proteína de espícula (S)  

 

A proteína S é uma grande proteína trimérica, transmembrânica com 180 a 200 kDa de 

massa, com um domínio N-terminal, possuindo de 21 a 35 sítios de glicosilação, responsável 

pela ligação ao receptor hospedeiro, e um domínio C-terminal, responsável pela fusão à célula 

hospedeira. A proteína S (figura 8) é considerada uma proteína de fusão de classe I e, na maioria 

dos CoVs é dividida em duas subunidades: S1 e S2 (KUO et al., 2016). 

 A subunidade S1 divide-se em 2 subdomínios, HR1 e HR2, sendo que ambos 

funcionam como domínios de ligação ao receptor (RBDs) e se ligam a uma grande variedade 

de proteínas e açúcares. Trata-se do sítio de maior divergência entre os CoVs, enquanto a 

subunidade S2, mais conservada, carrega a maquinaria responsável pela fusão à célula 

hospedeira (BELOUZARD et al., 2012). 

 O domínio N-terminal de alguns coronavírus pode ligar-se a porções de carboidratos 

como o ácido neuramínico 9-O-acetilado (coronavírus bovino, BCoV e coronavírus humano 

HCoV-OC43), enquanto o domínio C-terminal se liga a receptores proteicos (HEALD-

SARGENT & GALLAGHER, 2012).  

 Outra importante função da proteína S está relacionada à fusão do envelope viral à 

membrana da célula hospedeira. Vírus envelopados podem entrar diretamente na célula após a 

ligação ao receptor ou através de endocitose, onde a fusão se dá com a membrana endossomal. 

Nos dois casos essa fusão se dá através de grandes mudanças conformacionais da proteína S 

causadas por diferentes e complexos mecanismos como acidificação do pH e ativação 

proteolítica (BELOUZARD et al., 2012) 
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Figura 8 Esquematização da Proteína Spike (S) de um coronavírus, com suas subunidades (S1 e S2) e 

subdomínios de S2 HR1 e HR2(GÓES, 2012). 

 

 Devido a semelhanças estruturais entre os domínios N-terminais de CoVs e proteínas 

de células hospedeiras, tem sido sugerido que o domínio N-terminal surgiu a partir de um 

domínio galactina-like hospedeiro incorporado por um CoV ancestral (PENG et al., 2011).  

 O domínio N-terminal é dispensável em alguns CoVs como o HcoV 229E. No CoV 

Respiratório Porcino (PRCoV), uma outra variante natural do vírus da Gastroenterite 

Transmissível (TGEV) parece ter tido o domínio N-terminal deletado da proteína Spike levando 

a um shift no tropismo celular da forma entérica (TGEV) para a forma respiratória (PRCoV). 

Dependendo da espécie de CoV, o domínio de ligação ao receptor (RBD) pode ser encontrado 

no domínio N-terminal, no domínio C-terminal ou ambos (GRAHAM & BARIC, 2010).  

 O pareamento da proteína S pelo receptor na superfície celular é, portanto, o que 

determina o tropismo do vírus pela célula. Para infectar novos tecidos em um mesmo 

hospedeiro ou até mesmo diferentes espécies, os CoVs devem se adaptar ao receptor do novo 

hospedeiro através de mutação ou recombinação com outro coronavírus que já seja capaz de 

infectar essa nova espécie (WU et al., 2012). 

2.5.4 Hemaglutinina esterase (HE) 

 

 Alguns Betacoronavírus apresentam ainda a hemaglutinina esterase (HE) em seus 

envelopes. Apesar de aparentemente não essencial, essa proteína pode atuar na adsorção, 

inserção e liberação dos vírus aumentando a virulência (SATIJA et al., 2007). 
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2.6 Genoma 

 

Conforme mostrado na figura 9, após a ORF1, há uma série de ORFs que variam de 

acordo com o vírus. A montante de cada ORF encontra-se sempre uma pequena sequência 

repetitiva chamada TRS (UJIKE et al., 2014)  . 

 

  

Figura 9 Estrutura do genoma dos coronavírus (Fonte: UJIKE et al., 2014). 

 

A porção 5' do genoma viral contém o gene da replicase, que codifica diversas 

atividades enzimáticas. Esse gene é codificado em dois grandes ORFs, ORF 1a e 1b, que são 

traduzidos em dois grandes peptídeos, pp1a e pp1ab, através de um mecanismo 

de frameshifting que envolve um pseudo-nó formado no RNA genômico (figura 10) 

(HAGEMEIJER et al., 2012) 

Esse mecanismo de frameshift é importante pois permite a criação de diversas proteínas 

de um genoma relativamente pequeno. Enquanto o ribossomo traduz o mRNA ele pode 

deslocar para frente ou para trás. Uma vez que cada códon é criado por 3 aminoácidos 

consecutivos, esse deslocamento leva a um novo frame de leitura com sequencias de 

aminoácidos diferentes e, portanto, uma proteína diferente (SATIJA et al., 2007).  

As proteínas estruturais ficam codificadas no terceiro terço do genoma, na ordem S-E-

M-N em todos os CoVs (nos que expressam a proteína HE, ela permanece codificada na 

posição 5' à proteína S) (UJIKE et al., 2014) (Figura 10). 
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Figura 10 Organização genômica de vários gêneros CoVs. Os dois primeiros terços do o genoma contém os Open 

Reading Frames (ORF) 1a e 1b, que codificam as proteínas replicase / transcriptase (verde). O terço restante do 

genoma codifica quatro proteínas estruturais: proteínas Spike (S), Envelope (E), Membrana (M) e Nucleocápside 

(N) (Laranja). Alguns Betacoronavírus apresentam um gene adicional, a Hemaglutinina-Esterase (HE) (Laranja). 

O genoma de cada gênero ou espécie possui um conjunto de proteínas acessórias exclusivas (vermelho) (Fonte: 

UJIKE et al., 2014). 

 

2.7 Ciclo de Replicação  

 

A ligação inicial do virion à célula hospedeira é iniciada com as interações entre a 

proteína S e seu receptor. O vírus ganha acesso ao citosol através da clivagem proteolítica 

ácido-dependente da proteína S, seguida pela fusão das membranas viral e celular. Essa 

clivagem da proteína S ocorre em dois sítios da região S2 da proteína: a primeira separa a os 

domínios RBD e de fusão da proteína S e o segundo expõe o peptídeo de fusão (HEALD-

SARGENT & GALLAGHER, 2012). 

A fusão, em geral, ocorre em endossomos acidificados, mas em alguns CoVs (como o 

MHV) pode ocorrer na membrana plasmática. O peptídeo de fusão exposto, se insere na 

membrana e é seguido pela junção de duas repetições de S2, formando um feixe de seis hélices 

antiparalelas. A formação deste feixe permite a liberação do genoma viral no citoplasma 

(SATIJA et al., 2007).  

Uma vez no citoplasma, inicia-se a tradução do gene da replicase, a partir do genoma 

de RNA do virion. O genoma viral atua como mRNA e as regiões ORF 1a e 1b são diretamente 

traduzidas pelos ribossomos gerando as poliproteínas pp1a e pp1ab (figura 11). Para gerar as 

duas proteínas a partir de um mesmo ORF, o vírus se utiliza de uma sequência “escorregadia” 
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(5′-UUUAAAC-3′) e um pseudo-nó que causa o frameshifting ribossomal do frame do ORF 

rep1a para o frame rep1b (KUO et al., 2016). 

 
 

Figura 11 Representação esquemática do genoma do Vírus da Hepatite Murina (MHV) mostrado como exemplo. 

As ORFs são representadas por caixas, indicadas pelo número (acima) e pela proteína codificada (siglas abaixo). 

As regiões que codificam os principais domínios nas poliproteínas de replicase pp1a e pp1ab são mostradas em 

cinza escuro.  A sequência de líder 5’ é representada por uma pequena caixa vermelha. A seta entre a ORF 1a e 

1b representa o sítio de frameshifting ribossomal. A cauda poli (A) é indicada por “A (n)”. Setas vermelhas 

indicam as localizações das sequências reguladoras da transcrição (TRSs). No panel inferior, há o processamento 

das poliproteínas replicase e relação estrutural entre o RNA genômico e os mRNAs subgenômicos. As setas 

indicam locais de clivagem da PL1pro (verde), PL2pro (vermelho) e Mpro (azul). As localizações das proteínas 

não estruturais (nsp's) são indicadas pelo seu número (Fonte: PLANT & DINMAN, 2008).  

 

 Na maioria dos casos, o ribossomo desenrola a estrutura do pseudo-nó, e continua a 

tradução até encontrar o códon de parada. Ocasionalmente, o pseudo-nó bloqueia a tradução 

no ribossomo, fazendo-o pausar na sequência “escorregadia”, fazendo o frame de leitura 

retroceder um nucleotídeo, no chamado -1 framehift, resultando na tradução de pp1ab (PLANT 

& DINMAN, 2008). 

 As poliproteínas pp1a e pp1ab contêm as proteínas não estruturais (nsps) 1-11 e 1-

16, respectivamente (com exceção dos gammacoronavírus que contêm uma nsp1 a menos). 

Estas poliproteínas são subsequentemente clivadas nos nsps individuais por duas ou três 

proteases que clivam as poliproteínas de replicação. São as proteases tipo papaína (PLpro), 

uma protease de tipo serina e a protease principal, ou Mpro (FEHR & PERLMAN, 2016).  

 

 Em resumo, essas poliproteínas são então lisadas levando à formação de 15 proteínas 

não-estruturais no AvCoV (CAVANAGH, 2007) ou 16 nos demais coronavírus, todas 
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necessárias à replicação e transcrição, que se arranjam em vesículas de membrana dupla, dentro 

das quais a síntese de RNA genômico e subgenômico ocorre (DE GROOT et al., 2013).  

 Em seguida, muitas das nsps se reúnem no complexo replicase-transcriptase (RTC) 

para criar um ambiente adequado para a síntese de RNA e, finalmente, realizar a replicação e 

transcrição do RNA sub-genômico. Um exemplo dessas nsps é a nsp12, que codifica a enzima 

RNA-Polimerase-RNA-dependente (RpRd) (KUO et al., 2016). 

 Após a tradução e montagem dos complexos de replicase viral inicia-se a síntese de 

RNA viral produz RNAs genômicos e sub-genômicos, ambos de cadeia negativa. Os RNAs 

genômicos servem como mRNAs para os genes estruturais e acessórios a jusante das proteínas 

de replicação (BELOUZARD et al., 2012).  

Muitas sequências de ação cis são importantes para a replicação desses RNAs virais. 

Dentro da região 5'UTR do genoma há sete estruturas steam-loop. A região 3'UTR contém 

steam-loops, um pseudo-nó e uma região hipervariável.  Acredita-se que essas estruturas 

tenham o propósito de regular a síntese de RNA, embora exatamente quais estágios são 

regulados e seu mecanismo de ação preciso ainda são desconhecidos (FEHR & PERLMAN, 

2016). 

A maior peculiaridade a respeito da replicação dos CoVs está na forma como os 

seguimentos TRS da sequência leader e os que precedem os genes ao longo do genoma se 

fundem durante a produção de RNAs sub-genômicos. Originalmente, pensou-se que o processo 

ocorreria durante a síntese de cadeia positiva, mas agora é acredita-se ocorrer ainda durante a 

extensão descontínua de cadeia negativa RNA. Essa habilidade de mudança de posição na fita 

de RNA da RpRd dos CoVs leva à uma elevada capacidade de recombinação homóloga e não-

homóloga, podendo predispor essa subfamília a eventos de shift e drift gênicos (BELOUZARD 

et al., 2012).  

A montagem do virion ocorre no interior de vesículas, que se fundem a membrana 

plasmática, liberando novos vírus. Diferentemente de outros vírus de RNA, a replicação dos 

CoVs ocorre quase inteiramente no citoplasma da célula infectada (figura 12). Após a 

replicação e síntese de RNAs sub-genômicos, as proteínas estruturais virais, S, E e M são 

traduzidas e inseridas no retículo endoplasmático (ER) onde os genomas virais recebem os 

capsídeos por ligação à proteína N  e emergem pelas membranas do ER contendo proteínas 

estruturais virais, formando virions maduros (BERGMANN, LANE & STOHLMAN, 2006).  
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Figura 12 Ciclo celular dos coronavírus causadores da SARS e da MERS (FEHR; PERLMAN, 2016). 

 

 Após a montagem, os virions são transportados para a superfície celular em vesículas 

e liberados por exocitose. Não se sabe se os virions usam a via tradicional para o transporte de 

grandes cargas do Retículo de Golgi ou se o vírus realiza um caminho único para sua saída 

(FEHR & PERLMAN, 2016).  

 Em vários coronavírus, a proteína S só se acopla ao virion na superfície celular, onde 

faz a mediação entre a célula infectada e células adjacentes não infectadas. Esse processo leva 

à formação de células gigante multinucleadas, que permite ao vírus espalhar a infecção sem ser 

detectado pelo sistema imunológico (HEALD-SARGENT & GALLAGHER, 2012). 

2.8 Receptores 

 

O reconhecimento de receptores por vírus é o primeiro e essencial passo de infecções 

virais de células hospedeiras. O ancoramento da proteína S media a entrada na célula 

hospedeira ligando-se ao receptor na superfície celular e realizando a fusão entre as membranas 

viral e celular (WU et al., 2012). 

Os CoVs reconhecem uma grande variedade de receptores hospedeiros, não 

necessariamente relacionados com os gêneros em que estão classificados (Tabela 1). Por 

exemplo, mesmo o HCoV-NL63 pertencendo ao gênero Alpha e o SARS-CoV pertencendo ao 

gênero Beta, ambos reconhecem o mesmo receptor, a enzima conversora de angiotensina 2 



 
 

32 
 

(ACE 2). Por outro lado, ainda pertençam ao gênero Alpha, HCoV-NL63, TGEV e PRCV 

reconhecem receptores diferentes:  TGEV e PRCV reconhecem a aminopeptidase N (APN). 

Da mesma forma, SARS-CoV e MERS-CoV, ambos pertencendo ao gênero Beta, reconhecem 

receptores diferentes- MERS-CoV reconhece o receptor Dipeptidyl Peptidase 4 (DPP4) 

(GRAHAM & BARIC, 2010). 

 No geral, os CoVs seguem um padrão extremamente complexo de reconhecimento 

de receptores: CoVs podem utilizar tanto um quanto ambos os domínios de S1 como RBDs; 

CoVs com S1 bastante similares e do mesmo gênero podem reconhecer receptores diferentes, 

da mesma forma que CoVs com S1 bastante diferentes e de gêneros diferentes podem 

reconhecer o mesmo receptor; CoVs podem reconhecer tanto receptores proteicos quanto 

açúcares (BELOUZARD et al., 2012). 

Diversas linhas de pesquisa estabeleceram o reconhecimento de receptores como uma 

das maiores barreiras interespecíficas.  Estudos demonstraram que o SARS-CoV não infecta 

células de ratos de forma eficiente devido à falta de afinidade com o receptor ACE2 murino. 

Em contraste, quando as células dos roedores foram induzidas a expressar receptores ACE2 

humanos, a infecção ocorreu.  Da mesma forma, o SARS- CoV não foi capaz de infectar 

eficientemente células de morcego. Entretanto, o RBD viral foi substituído por um RBD 

sintético de vírus de morcegos, a infecção ocorreu (GRAHAM & BARIC, 2010; HEALD-

SARGENT & GALLAGHER, 2012).  

2.5 Diversidade de Hospedeiros 

 

A inespecificidade da RpRd dos CoVs, sua mudança aleatória de sequência molde e seu 

grande genoma fazem com que os CoVs possuam não somente uma grande variedade de cepas 

e genótipos, como também resultam em novas espécies. Assim elas podem ser capazes de se 

adaptar a novos hospedeiros e nichos ecológicos, inclusive podendo passar a acometer seres 

humanos. Esta característica da RpRd dos CoVs causa taxas de mutação da ordem de 1 para 

1000 a 10000 nucleotídeos replicados, tornando-os bastante maleáveis. A mudança aleatória 

de sequência-molde durante a replicação do RNA dos CoVs é única e leva a uma frequência 

de recombinação homóloga bastante alta e, como possuem o maior genoma entre todos os vírus 

de RNA conhecidos, os CoVs possuem uma plasticidade extra para acomodar e modificar 

genes (CHAN et al., 2013). 
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Suspeita-se que os CoVs tenham surgido há mais de 300 milhões de anos, 

correspondendo no tempo à coevolução e codivergência das espécies de morcegos e aviários 

(MILEK & BLICHARZ-DOMANSKA, 2018).  Sua diversificação subsequente foi um produto 

de diferenças na ecologia de seus hospedeiros, sendo os CoVs aviários a mais provável fonte 

de genes dos grupos Gamma e Deltacoronavírus enquanto vírus de morcegos teriam originado 

os grupos Alpha e Betacoronavírus (Figura 13) (WERTHEIM, et al. 2013) 

 

Figura 13 Modelo de evolução dos Coronavírus onde os morcegos seriam a fonte de genes de Alphacoronavírus 

e Betacoronavírus e as aves a fonte de genes de Gammacoronavírus e Deltacoronavírus (Fonte: WERTHEIM, et 

al. 2013). 

 

 Atualmente, são conhecidos CoVs em uma grande variedade de animais, causando 

doenças respiratórias, entéricas, hepáticas e neurológicas de gravidade variável. O primeiro 

CoV descoberto foi o causador da doença da bronquite infecciosa, isolado de embriões de 

galinha em 1937, seguido do Vírus da Hepatite Murina (MHV) e outros Coronavírus de 

mamíferos em 1940 e dos CoVs humanos HCoV-229E e HCoV-OC43 em 1960 (WERTHEIM 

et al., 2013). O surgimento do SARS-CoV em 2002, representou uma nova era na história da 

pesquisa dos CoVs, gerando interesse na pesquisa CoVs nos mais diversos animais. Um 

importante achado foi a identificação de morcegos como o reservatório natural do vírus, assim 

como o papel das civetas e outros mamíferos como hospedeiros intermediários e 

amplificadores do SARS-CoV (WOO et al., 2010).  

Além da SARS, há outros exemplos de transmissão de CoVs entre espécies não 

relacionadas. O CoV bovino (BCoV) e o CoV humano HCoV-OC43 são bastante similares, 

com 99% de identidade e provavelmente protagonizaram um fenômeno de shift bastante 

recente. O BCoV também apresenta 99,5% de similaridade com um CoVs isolado de uma 
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alpaca com enterite e com ruminantes silvestres. Além disso, o CoVs canino (CCoV), 

o CoVs felino (FCoV) e o CoVs suíno da Gastroenterite Transmissível (TGEV) mostram 

evidências de recombinação entre si, indicando que, em algum momento, estiveram presentes 

no mesmo hospedeiro. Recombinações entre o CCoV-I e o FCoV-I com um terceiro 

CoV desconhecido geraram os CoVs CCoV-II e FCoVI-I. O CCoV-II, por sua vez passou a 

infectar suínos, transformando-se no TGEV. Essas relações foram esquematizadas na figura 14 

(PERLMAN S.; NETLAND J., 2009). 

 

  
 

Figura 14 Exemplos de transmissão de coronavírus entre hospedeiros não relacionados. a) O Coronavírus de 

morcego (BtCoV), semelhente à SARS, se adaptou à transmissão entre animais silvestres como a civeta e, 

posteriormente, passou a replicar-se eficientemente no homem, podendo ser transmitido pessoa para 

pessoa. b) O Coronavírus humano OC43 e o Coronavírus bovino BCoV se originaram em uma mesma espécie. 

O BCoV também cruzou a barreira entre espécies e passou a infectar diversos outros animais, como a alpaca e 

outros ruminantes silvestres. c) O Coronavírus Felino I (FCoV-I) e o Coronavírus Canino I (CCoV-I) 

provavelmente possuem um ancestral comum. CCoV-I se recombinou com um Coronavírus desconhecido 

gerando o Coronavírus Canino II (CCoV-II) que, por sua vez, recombinou-se com FCoV-I gerando 

o Coronavírus Felino II (FCoV-II) e ainda passou a infectar suínos, resultando no Vírus da Gastroenterite 

Transmissível (TGEV) (Fonte: PERLMAN S.; NETLAND J. 2009). 
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 Em um evento ainda mais recente, o Coronavírus da Síndrome Respiratória do 

Oriente Médio (MERS-CoV) emergiu com uma taxa de mortalidade superior a 35%, matando 

mais de 700 pessoas de 27 países incluindo todo o Oriente Médio, Europa, Norte da África e 

Ásia (CHAFEKAR et al., 2018). Estudos demonstram que, mais uma vez, trata-se de um evento 

de spillover de um vírus originário de morcegos, que passou a acometer camelídeos e chegou 

ao homem (DUDAS et al., 2018). 

 Outro evento recente, desta vez envolvendo diretamente CoVs aviários, foi a 

emergência do Deltacoronavírus Porcino (PDCoV, também chamado HKU15). Este CoV foi 

identificado inicialmente em porcos em Hong Kong no final dos anos 2000, espalhando-se pelo 

mundo causando grandes perdas econômicas (LAU et al., 2018). Estudos mostraram que o  

PDCoV está mais intimamente relacionado ao CoV de pardal HKU17 (LI et al., 2015). A 

análise parental do genoma mostra que esses dois vírus são subespécies da mesma espécie com 

superior a 96% de identidade de aminoácidos nos domínios usados para demarcação de 

espécies, indicando que um evento de transmissão interespécies de aves a mamíferos deve ter 

ocorrido há relativamente pouco tempo (LAU et al., 2018). Curiosamente, as proteínas S do 

CoV de passariforme Bulbul  HKU11 e Munia CoV HKU13 mostram maior identidade de 

sequência com a proteína S do PDCoV do que a do CoV de pardal HKU17 (70,2% e 71,2% vs. 

44,8%), sugerindo que houve uma recombinação previa à emergência desse CoV suíno (WOO 

et al., 2012). 

2.9 Metagenômica 

 

Os vírus podem ser identificados por uma ampla gama de técnicas, baseadas 

principalmente em comparações com vírus previamente conhecidos. Historicamente, as 

técnicas diagnósticas incluem microscopia eletrônica, cultura de células, inoculação em 

animais de laboratório e sorologia, mas esses métodos têm limitações. Por exemplo, muitos 

vírus não podem ser cultivados, excluindo o uso de isolamento em cultivo celular e técnicas 

sorológicas, e só podem ser caracterizados por métodos moleculares (TEMMAM et al., 2014). 

Embora as técnicas de PCR tenham permitido a descoberta de muitos vírus, é necessário 

o conhecimento prévio da sequência de vírus semelhantes. É neste sentido que a metagenômica 

se faz útil, enquanto uma abordagem que permite a identificação de microrganismos pouco 

conhecidos, tornando-se uma ferramenta alternativa para o estudo da taxonomia viral através 

da tecnologia de Sequenciamento de Nova Geração (NGS) (ONSUMAKINDE et al., 2018). 
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São chamados de NGS métodos de sequenciamento massivos que, ao contrário do método 

de Sanger, não dissociam a incorporação dos nucleotídeos da separação dos fragmentos e 

aquisição dos dados, permitindo que dezenas de milhares a bilhões de pares de bases sejam 

lidos simultaneamente (SLATKO, GARDNER & AUSUBEL, 2018). 

A primeira das tecnologias comerciais inclusas nesta categoria foi o pirosequenciamento, 

com a plataforma 454-Roche®, introduzida em 2004. Essa tecnologia utiliza a detecção 

luminescente de um pirofosfato liberado após a incorporação de um nucleotídeo (MARDIS, 

2008), produzindo sequências relativamente longas de 400 kb (chamadas de “leituras” ou 

“reads”), alta capacidade de geração de dados (throughput) mas com grande desvantagem na 

leitura de regiões homo poliméricas (LUO et al., 2012). 

Nos anos que se seguiram, outras duas plataformas surgiram: a Illumina™ e SOLiD® 

(Sequencing by Oligo Ligation Detection). Com uma tecnologia denominada Solexa™, a 

Illumina utiliza nucleotídeos rotulados com fluorescência reversível (MARDIS, 2008), tendo 

como vantagem principal o alto throughput e sequências entre 150 e 300 pb mas apresenta 

problemas na leitura de sequências com alto teor GC (SLATKO, GARDNER & AUSUBEL, 

2018). A plataforma SOLiD®, por sua vez, trabalha em função da hibridização de sondas 

fluorescentes e gera um grande volume de informação, entretanto, limitada a leituras bastante 

pequenas com apenas 75pb (MARDIS, 2017). 

Em 2011, a plataforma Ion Torrent™ foi introduzida, com uma tecnologia conceitualmente 

diferente, que detecta as pequenas alterações no pH causadas pelos íons H+  liberados durante 

a incorporação do nucleotídeo correto no microambiente ao redor de esferas contendo as 

moléculas de DNA amplificadas clonalmente (McCOMBIE, McPHERSON & MARDIS, 

2018). Essa plataforma oferece leituras de tamanho próximo a 200 pb, menor do que as leituras 

fornecidas por algumas versões da Illumina e pelo 454-Roche, o que é a maior desvantagem 

da técnica. Entretanto, a traz melhorias na detecção de homopolímeros, uma vez que, a cada 

nucleotídeo incorporado, apenas um íon H+ é liberado, levando a uma proporção direta que 

pode ser medida de forma mais acurada do que nas tecnologias com detecção por imagem 

(SLATKO, GARDNER & AUSUBEL, 2018). Outra vantagem, é a possibilidade de 

personalização na escolha dos reagentes e chips de sequenciamento, o que adequa melhor a 

técnica ao orçamento disponível e ao objetivo do pesquisador. 

Apesar destas plataformas serem baseadas em princípios bastante diversos, seus fluxos de 

trabalho são conceitualmente similares. A primeira etapa ocorre com a preparação da 

biblioteca, quando é realizada a fragmentação aleatória do DNA, seguida da reação de ligação 

dos adaptadores. Em seguida, tem início a fase de PCR, ou seja, uma amplificação prévia na 
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qual os amplicons derivados de um determinado fragmento da biblioteca são agrupados em um 

único local em um substrato plano, ou na superfície de microesferas (McCOMBIE, 

McPHERSON & MARDIS, 2018). 

As gerações mais recentes de plataformas, entretanto, se diferenciam pela capacidade de 

sequenciar moléculas únicas, sem a exigência da etapa de amplificação de DNA, em 

tecnologias agrupadas na categoria de Sequenciamento de Moléculas Únicas (Single Molecule 

Sequencing- SMS) (HEATHER & CHAIN, 2016). Nesta categoria está incluso o PacBio 

Biosciences®  (Pacific Biosciences), que utiliza uma tecnologia de Single Molecule Real Time 

(SMRT), na qual células de fluxo especiais que abrigam poços individuais com fundos 

transparentes, contendo uma única polimerase fixa na parte inferior (chamado de guia de ondas 

de modo zero-ZMW). Cada ZMW permite que uma única molécula de DNA (previamente 

circularizada na preparação da biblioteca) progrida. Quando as bases são incorporadas pela 

polimerase, sua marcação produz um pulso de luz que a identifica (LEVENE et al., 2003; 

ARDUI et al., 2018). 

Outra plataforma que também utiliza tecnologia SMS é a MinION® (Oxford Nanopore 

Technologies), na qual uma diferença de potencial é aplicada em uma membrana contendo 

milhares de poros, cada um contendo uma molécula de enzima que serve como biosensor 

(DEAMER et al., 2016). No momento em que uma molécula de DNA atravessa esses poros 

gera uma corrente que é modificada com uma intensidade diferente por cada nucleotídeo (A, 

C, T ou G), tornando possível sua identificação. Essa tecnologia tem como característica um 

hardware extremamente compacto, que possibilita seu uso a campo (MANTERE, KERSTEN 

& HOISCHEN, 2019). 

Essas tecnologias trazem como vantagens, o fato de excluírem a etapa de amplificação da 

biblioteca, o que resulta em uma cobertura mais uniforme, e a produção de grandes leituras, 

superiores a 10kb (VanDIJK et al., 2018). No entanto, essas plataformas ainda possuem taxas 

de erro mais altas, podendo formar regiões quiméricas. Outra limitação está na etapa análise 

uma vez que o alto volume de dados gerado demanda ferramentas de bioinformática superiores 

(SEDLAZECK, et al., 2018; MANTERE, KERSTEN & HOISCHEN, 2019). 

Muitas abordagens foram previamente aplicadas na tentativa de otimizar análises 

metagenômicas para detecção de vírus, foram utilizadas como base diferentes tipos de amostra, 

protocolos e plataformas de sequenciamento em trabalhos (TEMMAN et al., 2014; 

CONCEIÇÃO-NETO et al., 2015). Por haver uma enorme miríade de possibilidades, nenhuma 

tentativa foi totalmente eficaz na padronização pois diferentes técnicas devem ser combinadas 

na dependência da amostra a ser analisada e objetivos do estudo (NOOJI et al., 2018).   
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Diversos trabalhos foram realizados para estudo do viroma aviário através de 

metagenômica em amostras de aves domésticas (ZHANG et al., 2014; SHANG et al., 2018; 

CHOI, LEE & SUL, 2015).  Estudos deste mesmo tipo em amostras de aves silvestres, por sua 

vez, se provam mais desafiadores por fatores como a variedade de espécies das quais estas 

amostras são provenientes e de vírus encontrados, viabilidade, contaminantes, dificuldade na 

obtenção das amostras, baixa quantidade de amostra disponível, baixa carga viral que estes 

animais normalmente apresentam etc. (TEMMAN et al., 2014) 

 Exemplos de trabalhos que incluem detecção viral através de metagenômica em amostras 

de aves silvestres são o trabalho realizado por Honkavuori et al. (2014), que foi capaz de 

detectar novos CoVs e Astrovírus em fezes de aves migratórias da baia de Delaware através da 

plataforma 454-Roche®;  a pesquisa feita por Souza et al. (2019), que encontraram novos 

Astrovírus e Calicivírus em aves migratórias no estado de Pernambuco, Brasil, com a 

plataforma Illumina™  e Vibin et al. (2018) que desenvolveram uma metodologia baseada na 

plataforma IonTorrent™ para detecção metagenômica e caracterização de vírus em amostras de 

fezes de aves selvagens australianas, obtendo sucesso, inclusive, na detecção de CoVs. 

Monitorar o estado do viroma dos reservatórios aviários contribui no controle e prevenção 

de surtos de doenças virais emergentes ou re-emergentes. Estudos de filogenia que associam 

geográfica com a variabilidade viral permitem melhor entendimento da epidemiologia e 

eventuais transmissões interespecíficas. Essa compreensão ganha especial importância quando 

relativos a vírus que, assim como os CoVs, possuem conhecido potencial para acumular 

mutações e efetuar shifts gênicos.   

 

3 OBJETIVOS 

 

a) Detectar a presença de coronavírus por Nested RT-PCR em amostras de swab traqueal e 

cloacal provenientes de aves migratórias e residentes de diferentes regiões brasileiras. 

b) Sequenciamento do genoma completo dos coronavírus detectados através de plataformas de 

sequenciamento de nova geração. 

c) Analisar e discutir as sequências nucleotídicas de coronavírus obtidas, mediante análises 

filogenéticas. 

d) Discutir aspectos da cadeia epidemiológica do agente, aspectos migratórios e sua interface 

com populações humanas e animais. 
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d) Correlacionar os dados obtidos às rotas de migrações de aves, à proximidade das regiões 

urbanas e de granjas avícolas, verificando o risco para saúde humana e animal.  

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os métodos e a sequência de atividades deste estudo estão esquematicamente 

apresentados na figura 15. 

 

 
 

Figura 15 Fluxograma das atividades realizadas visando a caracterização viral das amostras aviárias empregadas 

neste estudo. 

 

4.1 Amostragem  

 

Para este trabalho foram utilizadas 6 amostras de swabs orais e cloacais de aves 

silvestres e domésticas, positivas para a presença de coronavírus de acordo com o protocolo de 

triagem de Chu et al. (2006) e confirmadas por sequenciamento nucleotídico (Sanger) (tabela 

2).  O emprego destas amostras visa complementar os estudos desenvolvidos no projeto de 

mestrado intitulado “Coronavírus em aves silvestres e domésticas provenientes de diferentes 

regiões do Brasil” (BARBOSA, 2015) (Tabela 1).  
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Tabela 1 Amostras positivas para coronavírus provenientes do projeto de mestrado intitulado “Coronavírus em 

aves silvestres e domésticas provenientes de diferentes regiões do Brasil” (BARBOSA, 2015), de acordo com o 

ano e localidade. 

 

Número 

da 

Amostra 

Identificação Local de Coleta Hospedeiro Ano de 

Coleta 

1 DPV 5 Parque do Ibirapuera (São Paulo) Anser cygnoides 2015 

2 DPV 10 Parque do Ibirapuera (São Paulo) Anser cygnoides 2015 

3 DPV 16 Parque do Ibirapuera (São Paulo) Anser cygnoides 2015 

4 PNLP 100 Parque Nacional da Lagoa do Peixe 

(Rio Grande do Sul) 

Calidris alba 2009 

5 PNLP 115 Parque Nacional da Lagoa do Peixe 

(Rio Grande do Sul) 

Rynchops niger 2009 

6 PNLP 159 Parque Nacional da Lagoa do Peixe 

(Rio Grande do Sul) 

Calidris fuscicollis 2009 

 

 

Ao número amostral, foram adicionadas mais 852 aves, coletadas entre os anos de 2016 

a 2019 gentilmente cedidas pela equipe de campo do Laboratório de Virologia Clínica e 

Molecular. Elas foram provenientes das regiões nordeste, sudeste e sul do Brasil e estão listadas 

na tabela 2. 

 

Tabela 2 Localidades e número de amostras analisadas e resultados das análises de Nested-PCR das amostras 

coletadas durante o presente estudo. 

 

Local Número de amostras testadas 

Panaquatira (Maranhão) 45,3 % (386/852)  

Mairiporã (São Paulo) 10,2% (87/852) 

Ilha Comprida (São Paulo) 21,4% (182/852) 

Parque Nacional de Jurubatiba (Rio de Janeiro) 12,3% (105/852) 

Parque Nacional da Lagoa do Peixe (Rio Grande do Sul) 10,7% (91/852) 

Total 100% (852) 

  

4.2- Extração de Material Genético Total 

 

Após a coleta, os swabs foram eluídos em em criotubo contendo 500μL de Viral 

Transport Media (VTM) (2.000U de penicilina G, 2,5μg de estreptomicina, 6μg de 

gentamicina, 25μg de Anfotericina B, 1,0% de albumina bovina, 20% de glicerina) e 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido. Durante a preparação para extração, as 

amostras são descongeladas lentamente em geladeira e homogeneizadas em vórtex.  

A extração das amostras foi realizada no Laboratório "Prof. Dr. Klaus Eberhard 

Stewien", de Biossegurança nível 3+  no Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 
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São Paulo (USP), utilizando o equipamento de extração automatizada MagMAX™ Express 

(Applied Biosystems®) e o kit de reagentes MagMAX™ Total Nucleic Acid Isolation Kit para 

extração de material genético total .  

 Para tal, são preparadas 6 placas: à primeira foram adicionados 300µL de Lysis Buffer 

e, que foram incubados por 10 minutos e adicionados de 40µL de beads magnéticas. Na 

segunda e terceira placas foram colocados 150µL de Buffer 1. À quarta e quinta placas foram 

adicionados 150µL de Buffer 2 e, finalmente, à sexta placa foram adicionados 75µL de Elution 

Buffer. 

 O Lysis Buffer adicionado à amostra realiza a lise das células e membranas presentes 

na amostra, enquanto o robô utiliza uma placa magnética sob a microplaca para que as esferas 

metálicas (beads) ligadas ao material genético, não sejam removidas durante as lavagens. 

Foram realizadas duas lavagens, sob agitação (900 G por 2 minutos, à temperatura 

ambiente), nas placas 2 e 3 contendo Buffer 1, e outras duas lavagens sob agitação (900 G por 

2 minutos, à temperatura ambiente) nas placas 4 e 5, contendo Buffer 2. 

Em seguida, a máquina realiza nova agitação a 900 G por 3 minutos na última placa, 

contendo o Elution Buffer, que inverte a polaridade das beads magnéticas, visando separar o 

material genérico aderido. 

  Finalmente, material extraído foi transferido para microtubos nuclease-free e 

armazenado em ultra-freezer (-80°C) até seu processamento. 

 

4.3 Transcrição Reversa 

 

Uma vez extraído, o RNA obtido foi submetido à reação de Transcrição Reversa, 

utilizando o “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” com a finalidade de se obter o 

DNA complementar (cDNA). Para cada reação, 10µL do RNA extraído de cada amostra foram 

utilizados e adicionados de 2µL de RT Buffer 10X, 2µL de Randon Primers (50 ng/µL), 4,2 

µL de água DEPC e 50 U de enzima “MultiScribe™ Reverse Transcriptase”. Essa reação foi 

então colocada no termociclador a 25ºC por 10 minutos, 37ºC por 120 minutos, 85ºC por 5 

minutos e resfriadas a 4ºC até serem retiradas. 

4.4 Triagem de amostras positivas para coronavírus 

 

Utilizando o protocolo de detecção genérica de coronavírus desenvolvido por Chu et al.       

(2011),  que utiliza como alvo o gene da RpRd presente no ORF 1 do genoma viral, foi realizada 
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uma Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de uma Nested-PCR originando um 

fragmento de 440 pares bases (pb). A sequência dos primers encontra-se na figura 16.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16 Sequência dos primers utilizados para as reações de PCR e Nested-PCR, para diagnóstico genérico de 

coronavírus, que têm como alvo o gene da RpRd (CHU et al. 2011). 

 

Para realizar o PCR, foram transferidos 3,0µL do cDNA de cada amostra aos poços de 

uma nova placa de 96 orifícios), 2,5µL de Buffer 10X, 1,25µL de MgCl2 (50mM), 0,5µL de 

dNTP (10µM), 2,5µL de PCR Primer Foward (10µM), 2,5µL de PCR Primer Reverse (10µM), 

0,125µL da enzima Taq™ DNA Polymerase e 12,625µL de água DEPC. A reação foi então 

colocada no termociclador a 94ºC por 2 minutos e 40 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 48ºC por 

30 segundos, 72ºC por 40 segundos, 72ºC por 7 minutos e mantido a 4ºC após o final dos ciclos. 

Já para a Nested PCR, em uma nova placa, foram colocados 2,0µL do produto de PCR, 

2,5µL de Buffer 10X, 1,25µL de MgCl2 (50mM), 0,5µL de dNTP (10mM), 1,25µL de Nested 

PCR Primer Foward (10µM), 1,25µL de Nested PCR Primer Reverse (10 pMol/µL), 0,125µL 

da enzima Taq™ DNA Polymerase e 16,125µL de água DEPC, submetidos às mesmas 

condições de tempo e temperatura descritas para a reação de PCR. 

Os materiais amplificados foram submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose 

a 2%, corado com brometo de etídeo, a 120 V por 60 minutos e visualizado sob luz ultravioleta.  

As amostras que apresentaram bandas de 440 pb esperadas na reação de Nested, foram 

consideradas positivas. 

 4.5 Sequenciamento pelo método de Sanger 

 

Para a purificação dos produtos da PCR e Nested nas amostras que não apresentaram 

bandas inespecíficas na eletroforese em gel de agarose foi realizado o protocolo do Kit ExoSap-

IT®(Affymetrix), enquanto naquelas que apresentaram bandas inespecíficas, o GeneJET™ Gel 
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Extraction Kit (Thermo Scientific) foi utilizado, ambos de acordo com as instruções do 

fabricante. 

As reações de sequenciamento foram realizadas utilizando o BigDye® Terminator 

v3.1Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) e colocadas no termociclador GeneAmp PCR 

System 9700. Em seguida, as amostras foram purificadas usando o BigDye X Terminator® 

Purification kit (Applied Biosystems) e aplicadas no sequenciador automatizado ABI PRISM 

3130XL DNA Sequencer (Applied Biosystems). A fim de confirmar quais sequências 

pertenciam de fato a coronavírus, elas foram submetidas ao Blast-n do GenBank, na página do 

NCBI (National Center for Biotechnology Information. Disponível em: 

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>. 

4.6 Isolamento em ovo embrionado  

 

As amostras positivas provenientes do projeto de mestrado intitulado “Coronavírus em 

aves silvestres e domésticas provenientes de diferentes regiões do Brasil” (BARBOSA, 2015) 

e utilizadas no protocolo piloto de caracterização dos Coronavírus foram inoculadas em ovos 

embrionados. Para o isolamento, ovos embrionados de galinha SPF (Specific Pathogens Free), 

com 9 dias foram visualizados ao ovoscópio para avaliação da viabilidade de embriões e 

integridade da casca, bem como para a delimitação da câmara de ar e identificação com o 

número da amostra correspondente. 

As amostras foram então centrifugadas a 10000G durante 5 min, adicionadas de 10% 

de estreptomicina e 5% de griseofulvina e incubadas por 1 hora em geladeira. Após antissepsia 

e perfuração de um orifício na casca, o volume de 100 µL de amostra tratada foi inoculado na 

cavidade amniótica e alantóide. Os ovos ficaram incubados em estufa 72 horas a 37,5 ºC e, em 

seguida foram refrigerados a 4 °C por 12 horas. Foram então coletados 1 ml do fluído alantóico, 

do qual 100 µL foram utilizados para a segunda inoculação (segunda passagem) em ovo 

embrionado repetindo-se o procedimento por um total de 3 passagens. 

Alíquotas das 3 passagens das 6 amostras foram extraídas, submetidas à reação de 

transcriptase reversa e reação de Nested PCR conforme protocolo de triagem descrito no item 

4.4. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.7 Preparação das amostras para sequenciamento na plataforma Ion Torrent S5™ System 

 

4.7.1 Filtração e purificação das amostras 

 

Inicialmente, as amostras foram passadas em filtro de 0,45 µm. Uma reação conteendo 

233 µL de amostra filtrada, 30 µL de Buffer DNase 10x, 25 µL Turbo™ DNase (Ambion®) 

(2U/µL) e 12 µL RNase Cocktail Enzyme mix (Ambion®) foi preparada resultando em 300 

µL volume final que foi incubado a 37 ºC por 2 horas. 

4.7.2 Extração do RNA 

 

Um volume de 750µL de Trizol® LS foram adicionados a cada tubo de amostra tratada 

com DNse/RNase, conforme descrito anteriormente. Após 5 minutos de incubação à 

temperatura ambiente, 200 µL de clorofórmio foram colocados na reação que foi então 

submetida ao vórtex por 15 segundos. Os tubos foram novamente incubados, desta vez em 

gelo, por 10 minutos e posteriormente centrifugados a 12.000G/4ºC por 15 minutos. 

O sobrenadante foi transferido à um novo tubo, ao qual foram acrescentados 500 µL de 

etanol gelado e submetida ao vórtex por 15 segundos. Em seguida 700µL desta mistura foram 

transferidos por vez para a coluna (RNeasy mini spin) e centrifugados a 12.000G por 30 

segundos. O filtrado (flow-through) resultante no tubo coletor foi descartado e o processo 

repetido até todo o volume da amostra ser passado pela coluna. 

O volume de 700 µL do Buffer RW1 foi então passado pela coluna, centrifugada a 

12.000G por 30 segundos (para lavar a coluna) e o filtrado descartado. 500 µL do Buffer RPE 

foram adicionados na coluna e centrifugados a 12.000G por 30 segundos, e o filtrado, 

descartado. Mais 500 µL do Buffer RPE foram adicionados à coluna e centrifugado a 12.000G, 

desta vez, por 2 minutos. 

A coluna foi colocada em um tubo novo, centrifugada na velocidade máxima por 1 

minuto e transferida para um microtubo de 1,5mL livre de nucleases. Para eluir o RNA preso 

à membrana da coluna, foram adicionados 50µL de água RNase-free e centrifugados a 12.000G 

por 1 minuto. 
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4.7.3 Transcrição reversa e síntese da segunda fita 

 

Para reação de transcrição reversa foi utilizado o “High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit” conforme protocolo descrito pelo fabricante.  Para a síntese da segunda fita 

de DNA, foi adicionado o volume de 0,5µL de 3’-5’ exo – Klenow DNA Polimerase (Ambion) 

em cada microtubo contendo cDNA recém-sintetizado que foi então incubado a 37ºC por 60 

minutos e 75ºC por 10 minutos. 

 

4.7.4 Quantificação do DNA 

 

 A quantificação do DNA foi realizada utilizando o fluorímetro Qubit™ 2.0 (Invitrogen). 

Para tal, em um microtubo específico, de parede fina transparente, 199µL de Qubit™ Working 

Solution foram adicionados a 1µL do DNA dupla-fita, agitados em vórtex por 3 segundos, 

incubados por 3 minutos e lidos no aparelho. Foram selecionadas amostras com concentração 

superior a 3,0ng/µL 

4.7.5 Preparo da Biblioteca 

 

4.7.5.1 Fragmentação do DNA 

 

 O passo inicial de preparo da biblioteca se dá pela fragmentação do DNA em dupla-

fita. Para isso, foi utilizado o “Ion Xpress™ Fragment Library Kit” (Thermo Fisher Scientific), 

utilizando 5 µL de Reaction Buffer, 10 µL de Enzyme mix, volume de amostra suficiente para 

100 ng de DNA e Água RNase-free suficiente para completar o volume final de 50 µL. A 

reação foi então submetida a incubação a 37 ºC por 10 minutos seguida da aplicação de 5 µL 

de Stop Buffer.  

 Seguindo a fragmentação, foi feita a primeira purificação com o kit AMPure XP 

(Beckman Coulter). Para isso, foram adicionados 99 µL de beads aos 55 µL resultantes da 

reação anteriormente descrita, homogeneizados, incubados em temperatura ambiente por 5 

minutos na bancada e em estante magnética por mais 3 minutos.  

 Foram colocados 500 µL de etanol a 70% preparado fresco a cada um dos tubos, que 

foram girados em 180º na estante e, após alguns segundos, girado novamente da mesma forma, 
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obrigando as beads ligadas ao DNA a passarem pela solução. O etanol foi então retirado pelo 

lado contrário aos pellets formados e aguardou-se até que ficassem completamente secos. 

Os tubos foram finalmente retirados da estante adicionados de 25 µL de Buffer de 

Eluição (presente no kit) e submetida ao vórtex. Quando os tubos foram recolocados na estante, 

as beads se ligaram às paredes do tubo, enquanto o DNA diluído foi recolhido e transferido a 

um novo tubo.   

4.7.5.2 Ligação dos adaptadores 

 

 A etapa seguinte foi realizada com o kit Ion Xpress™ Barcode Adapters (Thermo Fisher 

Scientific). Para este passo foram colocados os regentes 10µL de Buffer 10X, 2µL de 

adaptadores, 2µL de um dos barcodes (um para cada amostra), 2µL de dNTP mix, 49µL  de 

Água RNase-free, 2µL de DNA-ligase e 2µL  de Repair Polimerase, assim como os 25µL de 

amostra resultantes da etapa anterior. A reação foi colocada em termociclador a 25ºC por 15 

minutos, 72ºC por 5 minutos e 4ºC até ser retirada. Uma nova purificação foi realizada, com o 

kit AMPure XP® (Beckman Coulter) conforme descrito anteriormente, entretanto, utilizando 

120µL de beads. 

 

4.7.5.3 Seleção dos fragmentos por tamanho 

 

 O volume total obtido foi aplicado em um gel de agarose E-Gel™ SizeSelect™ 

(Thermo Fisher Scientific) a 100V por 30 minutos para separação dos fragmentos com cerca  

de 200pb. Uma vez que atingem os poços livres do gel, os fragmentos do tamanho desejado 

foram eluídos em 10µL  de água DEPEC e transferidos para tubos de 200µL.  

4.7.5.4 Amplificação fragmentos  

  

Utilizando primers que têm como alvo os adaptadores, foi realizado um PCR contendo 

10µL da amostra, 5,0µL de 5X Platinum PCR Buffer, 5µL de dNTP  (10µM), 1,0µL de PCR 

Primer Foward (10µM), 1,0µL de PCR Primer Reverse (10µM), 0,2µL da enzima Platinum II 

Taq™ Hot-start DNA Polymerase  e água DEPC até completar 25µL. A reação foi então 

colocada no termociclador a 94ºC por 2 minutos e 25 ciclos de 94ºC por 5 segundos, 60ºC por 

15 segundos, 68ºC por 15 segundos e mantido a 4ºC após o final dos ciclos. 
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4.7.5.5 PCR em emulsão e Sequenciamento  

 

 Para o preparo da PCR em emulsão foi utilizado o equipamento Ion Chef™ System com 

o kit Ion 540™. Foram diluídos 1µL de cada biblioteca em 24 µL de água nuclease-free e o 

total resultante foi aplicado nos tubos de amostra apropriados do kit. O aparelho foi preparado 

conforme as instruções do fabricante, dando início ao procedimento. Uma vez pronto, o chip 

foi transferido ao Ion S5™ System para o sequenciamento propriamente dito. 

 

4.7.6 Leitura dos dados 

 

4.7.6.1 Análise da qualidade dos dados e trimmagem das sequências de adaptadores  

 

 Os dados brutos foram recuperados do sequenciador no formato FastQ e submetidos ao 

“trimming” das sequências dos adaptadores e análise inicial da qualidade e cobertura das 

leituras utilizando o software FastQC v0.11.8 (PATEL & JAIN, 2012). 

 

4.7.6.2 Análise individual das leituras e montagem com genoma de referência  

 

As sequências listadas como as de maior identidade no serviço Blast-n do GenBank, 

(Disponível em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov>) com relação aquelas do ORF 1ab obtidas 

pelo sequenciamento pelo método Sanger, e que possuem genoma completo disponível, foram 

obtidas no banco de dados do GenBank (Disponível em: 

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>) e utilizadas como genoma de referência. A 

montagem foi realizada através do software Geneious Prime versão 2019.2.1 (Disponível em: 

<https://www.geneious.com/>). 

Para avaliar outros vírus que pudessem ter sido também detectados na metagenômica, 

os dados já tratados foram submetidos ao software Kraken 2 (WOOD & SALZBERG, 2014). 

 

4.7.6.3 Análise filogenética  

 

As relações filogenéticas para cada uma das sequências virais obtidas foram realizadas 

através do programa MEGA X (KUMAR et al., 2015). As árvores foram então construídas com 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.geneious.com/
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o mesmo software utilizando o método de Neighbor joining com os modelos de substituição 

definidos para cada sequência através do Bayesian Information Criterion (BIC). Foram ainda 

estipulados os valores de bootstrap a partir de 500 repetições. 

5 RESULTADOS 

 

5.1 Resultados do isolamento em ovos embrionados  

 

As amostras utilizadas no protocolo de caracterização dos coronavírus descrito no ítem 

4.6, foram inoculadas em ovos embrionados e os géis de agarose resultantes da análise por 

Nested-PCR das 3 passagens encontram-se representados nas figuras 17 e 18.  

 

 

 
Figura 17 Gel de agarose relativo à reação de Nested PCR de alíquotas retiradas dos ovos embrionados 

inoculados, passagens 1 e 2. Último poço à direita contém o controle de reação da PCR BCoV.   

 

 

 

Figura 18 Gel de agarose relativo à reação de Nested- PCR de alíquotas retiradas dos ovos embrionados 

inoculados, passagem 3. Último poço à direita contém o controle de reação da PCR BCoV. 
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 Face aos resultados apresentados, conclui-se que não houve sucesso no isolamento dos 

coronavírus presentes nestas amostras, razão pela qual o método de Sequenciamento de Nova 

Geração foi escolhido. 

5.2- Triagem de amostras coletadas neste estudo 

 

Foram analisadas 852 amostras pelo protocolo de triagem (CHU et al., 2011) resultando 

em 1,7% (15/852) de positivas na Nested-PCR das quais o sequenciamento nucleotídico pelo 

método de Sanger foi possível (Tabela 3). 

 

 

Tabela 3 Número de amostras coletadas durante este estudo de acordo com a procedência, resultados das análises 

de Nested-PCR pelo protocolo de triagem para Coronavírus (CHU et al., 2011) e sequenciamento nucleotídico 

pelo método de Sanger. 

 

Local 
Número de amostras 

testadas 

Positivas Nested-

PCR 

Positivas 

Sequenciamento 

Sanger 

Panaquatira (Maranhão) 45,3% (386/852) 13,3% (2/15) 0% (0) 

Mairiporã (São Paulo) 10,2% (87/852) 53,3% (8/15) 60% (3/5) 

Ilha Comprida (São Paulo) 21,4% (182/852) 0% (0) 0% (0) 

Parque Nacional de Jurubatiba (Rio 

de Janeiro) 
12,3% (105/852) 

0,2% (3/15) 
40% (2/5) 

Rio Grande do Sul (Parque 

Nacional da Lagoa do Peixe) 
10,8% (92/852) 

13,3% (2/15) 
0% (0) 

Total 852 15 5 

 

 As amostras cujo sequenciamento nucleotídico pelo método de Sanger foi possível 

pertenciam às espécies Anas bahamensis e Calidris fuscicollis (provenientes do Parque Nacional de 

Jurubatiba- Rio de Janeiro) e Amazona aestiva e Anodorhynchus hyacinthinus (Mairiporã- São Paulo) 

(Tabela 4). 
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Tabela 4 Amostras positivas para coronavírus sequenciadas pelo método de Sanger no presente estudo, de acordo 

com o ano e localidade. 

 

Número 

da 

Amostra 

Identificação Local de Coleta Hospedeiro Ano de 

Coleta 

1 

 

PNRJ 46 Parque Nacional de Jurubatiba (Rio 

de Janeiro) 

 

Anas bahamensis 2019 

2 PNRJ 49 Parque Nacional de Jurubatiba (Rio 

de Janeiro) 

 

Calidris fuscicollis 2019 

3 Maripora 03 Mairiporã (São Paulo) 

 

Amazona aestiva 2017 

4 Maripora 08 Mairiporã (São Paulo) Anodorhynchus 

hyacinthinus 

 

2016 

5 Maripora 27 Mairiporã (São Paulo) Anodorhynchus 

hyacinthinus 

2016 

 

   

As amostras PNRJ 46 e PNRJ 49, provenientes do Parque Nacional de Jurubatiba no 

Rio de Janeiro, as amostras DEP5, DEP10 e DEP16, coletadas no Parque do Ibirapuera em São 

Paulo e PNLP 100, PNLP 115 e PNLP 159, de aves do Parque Nacional da Lagoa do Peixe no 

Rio Grande do Sul fazem parte de uma mesma rota migratória, a chamada Rota Atlântica. Já 

as amostras Maripora 03, Maripora 08 e Maripora 27, foram coletadas na cidade de Mairiporã, 

no interior de São Paulo, onde se encontra um fragmento de Mata Atlântica que é parte da Rota 

do Brasil Central. A relação da localidade das amostras sequenciadas positivas para 

coronavírus detectadas no presente estudo e provenientes do projeto de mestrado (BARBOSA, 

2015) e rotas migratórias de aves silvestres encontra-se representada na figura 19. 
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Figura 19 Mapa demonstrando a elação da localidade das amostras sequenciadas positivas para coronavírus às 

principais rotas migratórias do Brasil. Amostras detectadas no presente estudo encontram-se representadas por 

quadrados vermelhos. Amostras provenientes do projeto de mestrado intitulado “Coronavírus em aves silvestres 

e domésticas provenientes de diferentes regiões do Brasil” (BARBOSA, 2015), estão sinalizadas por círculos 

amarelos (Fonte: ICMBio, 2016- modificado). 

 

A árvore filogenética do gene da RpRd foi construída a partir das sequências parciais 

de 440pb originadas deste sequenciamento nucleotídico está apresentada na figura 20. 
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Figura 20. Árvore filogenética referente à sequência de 440pb da região codificante da RpRd do ORF1ab dos 

Coronavírus utilizando o método de Neighbor joining. Valores de bootstrap a partir de 500 repetições com valores 

superiores a 70 encontram-se acima dos respectivos nós. Amostras pertencentes ao projeto de mestrado intitulado 

“Coronavírus em aves silvestres e domésticas provenientes de diferentes regiões do Brasil” (BARBOSA, 2015), 

estão representadas por círculos. Sequências referentes às detecções realizadas durante o presente estudo estão 

representadas por triângulos. 
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5.3 Quantificação de DNA 

 

As amostras que demonstraram sequências nucleotídicas no sequenciamento pelo 

método de Sanger foram novamente extraídas, desta vez utilizando Trizol® e colunas RNAeasy 

mini spin, com a finalidade de obter amostras melhor purificadas e com concentração superior.  

 Uma vez que a plataforma Ion S5 ™ System exige concentração mínima inicial (input) 

de 100ng de DNA, foram selecionadas amostras com concentração superior a 3,0ng/µL. As 

quantificações estão listadas na tabela 5. 

 

Tabela 5 Quantificação do DNA das amostras utilizando o fluorímetro Qubit™ 2.0 (Invitrogen). Amostras 

demonstrando valores superiores a 3,0ng/µL. As amostras marcadas com asterisco foram escolhidas para o 

Sequenciamento de Nova Geração.  

 

Amostra Concentração (ng/mL) 

DEP05 0,5 

DEP10 0,9 

DEP16 3,7* 

PNLP100 0,3 

PNLP115 2,7* 

PNLP159 0,8 

PNRJ46 13,0* 

PNRJ49 3,9* 

Mairiporã 03 3,9* 

Mairiporã 08 4,15* 

Mairiporã 12 3,2 

 
5.3.1 Relatório de qualidade da corrida na plataforma Ion S5 ™ System  

O DNA das amostras selecionadas foi utilizado para preparo da biblioteca e foi 

submetido ao PCR por emulsão no Ion Chef™ System com o kit Ion 540™ e Sequenciamento 

propriamente dito na plataforma Ion S5™ System. Os dados iniciais de qualidade destas leituras 

encontram-se na tabela 6. 
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Tabela 6 Relatório de corrida indicando qualidade do Sequenciamento de Nova Geração contendo o número de 

bases e de leituras com histograma do tamanho das leituras geradas por amostra. 

 

Amostra Número de Bases Número de 

Leituras 

Histograma do tamanho das 

Leituras 

DEP16 

 

354,239,701 2,053,284 

 

PNRJ46 

 

27,990,872 162,805 

 

PNRJ49 

 

3,919,497,072 22,530,753 

 

Mairiporã 3 

 

5,327,299,340 31,087,096 

 
Mairiporã 8 

 

2,391,857,988 16,386,626 

 
Mairiporã 12 

 

706,890,781 4,025,012 

 

 

5.4 Análise inicial das leituras 

 

Os vírus detectados mediante a análise inicial pelo software Kraken 2, conforme 

descrito no item 4.7.6.2 (WOOD & SALZBERG, 2014) nesta etapa estão listados na tabela 7. 

 

Tabela 7 Vírus detectados pelo software Kraken 2 (WOOD & SALZBERG, 2014) nas leituras geradas por 

amostra. 

Amostra Vírus Aviários 

DEP16 

 

Adenovírus 

Rotavírus  

Coronavírus 

 

PNRJ46 

 

Herpesvírus 

Adenovírus 

Rotavírus  

Flavivírus 

Coronavírus 

 

PNRJ49 

 

Influenza A 

Rotavírus  

 

Mairiporã 3 

 

Herpesvírus 

 

Mairiporã 8 

 

Herpesvírus 

Parrot Bornavívus 4 

 

Mairiporã 12 

 

Herpesvírus 

Parrot Bornavívus 4 
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5.4.1 Montagem dos genomas  

As sequências listadas como as de maior identidade no serviço Blast-n do GenBank, 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com relação aquelas do ORF 1ab obtidas pelo sequenciamento 

pelo método Sanger, e que possuem genoma completo disponível foram selecionadas e 

utilizadas como genoma de referência (Tabela 8).  

 

Tabela 8 Relação da identificação da amostra com o número de acesso no GenBank das sequências de 

Coronavírus aviários selecionadas como genoma de referência, número dos nucleotídeos com relação ao genoma 

de referência e as respectivas posições em que se encontram.  

 

Amostra Genomas de  

Referência 

Contigs Montados Regiões 

DEP16 

 

MK359255 

 

 

LC364345 

LC364342 

 

26232pb a 26639pb 

 

 

- 

- 

 

Gene N 

PNRJ46 

 

MK359255 

LC364345 

LC364342 

 

26173pb a 27408pb 

- 

- 

Gene N e Região 

Não Codificante 

Terminal (3’UTR) 

PNRJ49 

 

MK359255 

LC364345 

LC364342 

 

- 

- 

- 

 

Mairiporã 3 

 

MK359255 

LC364345 

LC364342 

 

- 

- 

- 

 

Mairiporã 8 

 

MK359255 

LC364345 

LC364342 

 

- 

- 

- 

 

Mairiporã 12 

 

MK359255 

LC364345 

LC364342 

- 

- 

- 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5.5 Análise filogenética das sequências do gene N e Região Não Codificadora Terminal 

(3’UTR) 

As sequências geradas pelas amostras DEP16 e PNRJ46 foram alinhadas a sequências 

da região N de coronavírus disponíveis no GenBank. A árvore filogenética resultante encontra-

se na figura 21. 

 

 

 
Figura 21 Árvore filogenética referente às sequências da região codificante da proteína N de Gammacoronavírus 

e Deltacoronavírus utilizando o método de Neighbor joining. Valores de bootstrap a partir de 500 repetições com 

valores superiores a 70 encontram-se acima dos respectivos nós. Sequências referentes às detecções realizadas 

durante o presente estudo estão representadas por triângulos. 

 

A região sequenciada na amostra PNRJ46 também inclui a Região Não Codificadora  

Terminal (3’UTR). Para análise desta região foram selecionadas sequências desta região de 

Gammacoronavírus disponíveis no GenBank. A árvore filogenética referente ao alinhamento 

da região 3’UTR encontra-se na figura 22. 
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Figura 22 Árvore filogenética referente às sequências da região Não Codificante Terminal (3’UTR) dos 

Gammacoronavírus utilizando o método de Neighbor joining. Valores de bootstrap a partir de 500 repetições com 

valores superiores a 70 encontram-se acima dos respectivos nós. Sequências referentes às detecções realizadas 

durante o presente estudo estão representadas por triângulos. A sequência utilizada como genoma de referência 

para montagem está sinalizada por um losango. 

6 DISCUSSÃO 

 

Objetivando avaliar a melhor metodologia para a análise e caracterização filogenética 

dos CoVs aviários presentes em aves silvestres, as amostras detectadas durante projeto de 

mestrado intitulado “Coronavírus em aves silvestres e domésticas provenientes de diferentes 

regiões do Brasil” (BARBOSA, 2015), foram inoculadas em ovos embrionados (ítem 5.1), 

entretanto, sem sucesso conforme pode ser observado nas figuras 17 e 18. 

Diversos autores não obtiveram sucesso no crescimento de CoVs de aves silvestres em 

ovos embrionados como mostrado nos trabalhos de  Mudrassoli et al. (2010), Zhuang et al. 

(2015) e (JONASSEN et al., 2017) por isso, é possível que alguns Coronavírus encontrados em 

aves silvestres utilizem receptores espécie-específicos sendo incapazes de infectar ovos de 

galinha eficientemente. 

Uma explicação consiste na baixa carga viral presente nas amostras. A grande maioria 

das aves coletadas encontram-se saudáveis em seu habitat e, quando são encontrados vírus, a 

carga viral geralmente é bastante baixa. Este fator é agravado pelo tempo decorrido entre a 

coleta e a análise além das múltiplas vezes que essas amostras foram descongeladas, o que 

reduz a quantidade de vírus viáveis.  

Outra hipótese é a quantidade de passagens, que talvez não tenham sido suficientes. 

Uma vez que estes vírus não são provenientes de galinhas, eles não estão adaptados aos ovos 
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desta espécie. Quando são efetuadas mais passagens, há a possibilidade que o vírus se adapte 

e passe a crescer, entretanto, esse procedimento causaria a seleção dos vírus mais adaptados às 

células de galinha e o sequenciamento do produto deste procedimento talvez não venha a 

refletir a estirpe viral que de fato se encontra em circulação nos animais silvestres. 

A fim de ampliar o número amostral, 852 amostras de aves silvestres foram submetidas 

ao protocolo de triagem (CHU et al., 2011) resultando em 1,7% (15/852) de positivas na 

Nested-PCR, item 5.2, todas pertencentes às regiões Sul e Sudeste do país (Figura 19).  É 

possível que essa diferença se deva aos diferentes graus de urbanização de cada região. Regiões 

mais urbanizadas tendem a ter pontos de descanso e alimentação mais escassos e menores, 

levando à concentração de animais de diferentes espécies, incluindo animais sinantrópicos e 

domésticos, provenientes de diferentes locais em um mesmo espaço, o que predispõe às 

infecções virais como os CoVs.  

A presença de CoVs nas regiões Sul e Sudeste levam ainda a uma outra preocupação: 

elas são as principais responsáveis pelas criações de frangos de corte e galinhas poedeiras, 

respectivamente.  

Em 5 amostras do presente estudo foi possível sequenciamento nucleotídico do 

fragmento de ORF1ab (relativo à RpRd) pelo método de Sanger.  

Essas sequências foram somadas às 6 sequências obtidas no projeto de mestrado (BARBOSA, 

2015) para inferência filogenética.   

As sequências DPV5 e DPV10, ambas provenientes de amostras Gansos-africanos 

(Anser cygnoides) (Figura 23) do Parque do Ibirapura em São Paulo se mostraram pertencentes 

ao gênero Deltacoronavirus. Elas foram relacionadas a um clado que inclui somente CoVs de 

espécies de aves aquáticas como a Garça-real (Egretta picata) (Número de Acesso: 

MG764118) e a Garça chinesa (Ardeola bacchus) (Número de Acesso: JN788847). 

 

 

Figura 23 Imagem de um Ganso Chinês (Anser cygnoides), espécie da qual as amostras DPV5 e DPV10, positivas 

para Deltacoronavirus,,  e a amostra DPV16, positiva para Deltacoronavirus foram provenientes  (Fonte: 

<https://www.wikiaves.com.br/>). 

 

https://www.wikiaves.com.br/
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O CoV encontrado na amostra de Talha-mar (Rynchops niger) (Figura 24) proveniente 

do Parque Nacional da Lagoa do Peixe, no Rio Grande do Sul (Identificação PNLP115) 

também foi associada ao gênero Deltacoronavirus. O clado ao qual esta amostra pertence é 

formado por CoVs de diferentes espécies.   Os Talha-mares (Rynchops niger) reproduzem-se 

na região central do Brasil e migram para a costa durante o inverno, percorrendo longas 

distâncias todos os anos, o que pode contribuir para disseminação dos CoVs. 

 

 

Figura 24 Imagem de um Talha-mar (Rynchops niger), espécie da qual a amostra PNLP115, positiva para 

Deltacoronavirus, foi coletada  (Fonte: <https://www.wikiaves.com.br/>). 

 

As amostras Mairiporã07 e Mairiporã23 foram coletadas de Araras-Azuis-Grandes 

(Anodorhynchus hyacinthinus) (Figura 25 A) enquanto Mairiporã03 pertence a um Papagaio-

verdadeiro (Amazona aestiva) (Figura 25 B), todas pertencentes à família Psittacidae. Estes 

animais eram mantidos em cativeiro em um mesmo sítio localizado na cidade de Mairiporã, 

em São Paulo.  Os CoVs encontrados nestes animais são muito semelhantes entre si, entretanto 

divergentes dos demais, apesar de pertencerem ao gênero dos Gammacoronavirus. Esta 

divergência provavelmente se deve à falta de sequências disponíveis do GenBank desta região 

de CoVs, de aves pertencentes à família Psittacidae ou próximas, para comparação. 

 

 

Figura 25: A. Imagem de uma Arara-Azul-Grande (Anodorhynchus hyacinthinus) espécies das quais as amostras 

Mairiporã07 e Mairiporã23, positivos para Gammacoronavirus neste estudo  foram coletadas B. Imagem de um 

Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) espécie da qual a amostra Mairiporã03, também positiva para 

Gammacoronavirus foi proveniente (Fonte: <https://www.wikiaves.com.br/>). 

 

 DPV16 e PNRJ49 pertencem a um Ganso-Africano (Anser cygnoides) (Figura 22) e 

uma Marreca-toicinho (Anas bahamensis) (Figura 26), respectivamente. Essas espécies são 

https://www.wikiaves.com.br/
https://www.wikiaves.com.br/
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pertencentes à ordem dos Anseriformes, mas possuem habitats diferentes: enquanto o Ganso-

Africano vive em lagos de água doce, a Marreca-toicinho prefere lagos de água salobra, 

geralmente em regiões costeiras. 

Os CoVs encontrados nestas amostras são próximos e formam um clado dentro do 

gênero Gammacoronavirus, juntamente a outros CoVs de aves aquáticas como o Ganso-de-

Faces-Negras (Branta bernicla) (Número de Acesso: GU396678), o Ganso Canadense (Branta 

canadensis) (Número de Acesso: MK359255) e uma espécie de frango d’água 

(Porphyrulla alleni) (Número de Acesso:KM093892). 

 

 

Figura 26: Imagem de um animal da espécie Anas bahamensis (Marreca-toicinho), espécie da qual a amostra 

PNRJ49, positiva para Gammacoronavirus, foi coletada (Fonte: <https://www.wikiaves.com.br/>). 

 

As amostras PNRJ49 e PNLP159 pertencem à espécie Calidris fuscicollis (Maçarico-

de-Sobre-Branco) (Figura 27 A) enquanto a amostra PNLP100 foi coletada de um Calidris 

alba (Maçarico-Branco) (Figura 27 B), todas aves da ordem dos Charadriiformes. Estas aves 

se reproduzem na região norte dos EUA e ao sul do Canadá, migrando para a América do Sul 

no inverno (ARAÚJO, 2018). Os CoVs encontrados nestas aves pertencem ao gênero dos 

Gammacoronavirus e agruparam-se em um clado contendo CoVs de outras aves desta mesma 

ordem como o vira-pedras (Arenaria interpres) (Número de Acesso: MG764137) e o 

Maçarico-das-Rochas (Calidris ptilocnemis) (Número de Acesso: GU396687).  

 

 

https://www.wikiaves.com.br/
https://www.wikiaves.com.br/wiki/vira-pedras
https://www.wikiaves.com.br/wiki/vira-pedras
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Figura 27: A. Maçarico-de-Sobre-Branco (Calidris fuscicollis). B. Maçarico-Branco (Calidris alba) espécie 

migratórias das quais foram provenientes as amostras PNRJ49 e PNLP159, respectivamente,, ambas positivas 

para Gammacoronavirus  (Fonte: <https://www.wikiaves.com.br/>). 

 

 Uma vez que não obtivemos sucesso no isolamento em ovos embrionados e que as 

análises realizadas no projeto de mestrado (BARBOSA, 2015) foram ineficazes na 

amplificação do gene S e de outras regiões do ORF1ab mais variáveis, optou-se pela 

metagenômica, utilizando plataformas de Sequenciamento de Nova Geração. Estas tecnologias 

não requerem conhecimento prévio da sequência genômica do agente para detectá-lo o que nos 

era conveniente devido ao baixo número de sequências completas de coronavírus de aves 

silvestres disponíveis no GenBank e, entre as que há, a variabilidade é muito grande 

inviabilizando o desenvolvimento de primers para diversas regiões. 

Conforme descrito no ítem 4.7.2, 11 amostras foram novamente extraídas utilizando o 

volume total de amostra disponível no método de Trizol® e coluna com a finalidade de obter a 

maior concentração de RNA possível, entretanto, apenas 6 amostras (DEP16, PNRJ46, 

PNRJ49, Mairiporã03, Mairiporã08 e Mairiporã12) apresentaram concentração de material 

genético suficiente para atingir os requisitos mínimos de detecção da plataforma Ion Torrent 

S5™ System.   

De acordo com o discutido anteriormente, a carga viral presente neste tipo de amostra 

é muito baixa e o tempo que ficaram armazenadas foi claramente um fator importante, uma vez 

que as amostras mais antigas mostraram, em geral, menores concentrações de material genético 

(ítem 5.3).  

  Apesar da baixa concentração inicial, os dados de qualidade de leituras se mostraram 

satisfatórios e foram submetidos ao software Kraken 2. Este software realiza o alinhamento de 

cada leitura individualmente com um banco de dados formado a partir das amostras virais 

disponíveis no GenBank. Nos resultados é possível observar uma grande quantidade de vírus 

diferentes em coinfecção. A presença de pelo menos um dos vírus conhecidos por causarem 

imunossupressão em aves tais como Adenovírus, Herpesvírus, Bornavírus e Influenza A foi 

https://www.wikiaves.com.br/
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observada em todas as amostras sequenciadas. Estas coinfecções podem ter levado à queda de 

imunidade que levou à infecção pelos CoVs. Foram ainda detectados Flavivírus e Rotavírus, 

possíveis zoonoses. Esses resultados demandam futuros estudos para montagem e tipagem 

destes vírus. 

 Apesar de apenas duas das amostras terem apresentado leituras de CoVs, foi realizada 

a tentativa de montagem contra genomas de referência (Tabela 8, ítem 5.4.1) em todos os 

conjuntos de dados. Corroborando com a análise inicial, duas das amostras testadas, DEP16 e 

PNRJ46 resultaram em contigs. 

 Novamente, a baixa concentração viral é a provável explicação para o número de 

resultados. Outro fator limitante são as poucas sequências completas de CoVs de aves silvestres 

disponíveis no GenBank, uma vez que o Kraken 2 as utiliza como banco de dados.  

A sequência da amostra DEP16 gerou um fragmento parcial da região codificante da 

proteína N entre as posições 26232pb e 26639pb do genoma de referência MK359255. A 

amostra PNRJ46, por sua vez, gerou um fragmento parcial da região codificante e da região 

3’UTR entre 26173pb a 27408pb do genoma de referência MK359255. As duas sequências da 

região N agruparam-se no mesmo clado, confirmando serem pertencentes aos 

Gammacoronavirus. 

 A sequência da região 3’UTR gerada pela amostra PNRJ46, por sua vez, mostrou 

novamente uma correlação próxima com CoVs de aves aquáticas, incluindo uma espécie de 

frango d’agua (Porphyrio martinica) e Pinguim-Rei (Aptenodytes patagonicus). Está região é 

altamente variável entre os gêneros de CoVs, somente permitindo o alinhamento de CoVs 

semelhantes aos de Gallus gallus (antigo vírus da Bronquite Infecciosa) o que permite a 

inclusão desta amostra neste grupo. 

Estas sequências geradas pela montagem pertenciam ao gene N e à região 3’UTR. Uma 

vez que a replicação dos CoVs envolve a produção de RNAs subgenômicos que englobam o 

gene a ser traduzido mais todos os genes e sequências que o seguem e as sequências N e 3’UTR 

são a porção final do genoma, estas são as regiões de maior concentração, o que explicaria 

serem as únicas a serem adequadamente sequenciadas. 

Tanto a região codificadora da região N quanto a região 3’UTR são consideradas 

regiões moderadamente variáveis. Este fator é uma vantagem pois sequências de regiões 

excessivamente conservadas podem ser de pouca utilidade na análise filogenética, devido a 

mutações limitadas. Por outro lado, se a região do genoma viral for altamente variável, a 

detecção poderá ser dificultada bem como a comparação com outras sequências. De fato, essas 

regiões já foram sugeridas para tipagem de Gammacoronavirus tais como Chen et al. (2013), 
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que sugeriu o gene codificante proteína N para diagnóstico e análise filogenética em amostras 

de pato e a região 3’UTR é amplamente utilizada para diferenciação entre vírus semelhantes 

ao Gammacoronavírus de galinhas (CAVANAGH et al., 2001; CALLISON et al., 2006).  

Em resumo, os dados obtidos mostram evidências de que aves silvestres podem carrear 

coronavírus entre diferentes sítios migratórios no Brasil. Estes CoVs pertencem aos grupos 

Delta e Gammacoronavírus e estão presentes, em especial nas regiões Sul e Sudeste do país. 

Outros vírus foram detectados na análise metagenômica, incluindo Influenza A, Rotavírus, 

Flavivírus, Adenovírus, Herpesvírus e Bornavírus e podem representar potenciais ameaças à 

saúde humana e animal, requerendo estudos futuros.  

Os gêneros Alpha e Betacoronavírus não foram incluídos por serem muito divergentes 

das amostras aviárias nesta região. Por se tratar de uma região bastante divergente entre os 

gêneros, apenas Gammacoronavírus foram representados 

7 CONCLUSÃO  

 

Através deste estudo, conclui-se que: 

a)  Foi demonstrada a presença de coronavírus em amostras de aves silvestres e 

domésticas em diversos pontos das rotas migratórias brasileiras. 

b) Não foi possível realizar o sequenciamento do genoma completo, entretanto, as 

regiões sequenciadas permitiram a classificação de Deltacoronavírus e Gammacoronavírus 

bem como a tipagem deste último. 

 

c) Estudo filogenético das sequências obtidas demonstraram que as amostras de 

coronavírus detectadas estão agrupadas com outras descritas em aves, em diversas localidades 

do mundo, diferenciaram-se em clados que contém apenas elas.  Todos as amostras em que 

foram detectados CoVs pertenciam a aves que circulam ou residem em pontos de parada e 

invernada das rotas migratórias brasileiras do Atlântico e do Brasil Central.  

Apesar dos Coronavírus encontrados não representarem risco direto à saúde humana, 

eles podem causar doenças em aves e, no caso dos Deltacoronavírus, possivelmente em outros 

animais. A proximidade das regiões urbanas e de granjas avícolas, portanto é um fator que deve 

considerado nos programas voltado à sanidade avícola em nosso país. 
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