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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DAS ESTIRPES LaSota E SAO JOAO DO
MERITI DO VIRUS DA DOENGA DE NEWCASTLE

RESUMO - O virus da doenga de Newcastle (VDN) é o agente causador de
uma das mais importantes enfermidades em aves e representa uma ameaca
para a industria avicola. O VDN é membro da familia Paramyxoviridae,
subfamilia Paramyxovirinae, género Avulavirus. Sao virus envelopados, nao-
segmentados dotados de genoma RNA de fita simples sentido negativo,
associado a doenga do trato respiratério, digestivo e nervoso das aves. O
controle da DN se baseia em biosseguranca, uso de vacinas e deteccao
precoce de lotes infectados. No presente estudo foi feito o sequenciamento do
genoma completo da estirpe vacinal lentogénica (LaSota) e de um isolado de
campo brasileiro patogénico (APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75) do VDN, seguido
de analise filogenética. Os resultados revelaram que o genoma das estirpes
LaSota e APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 estao constituidos respectivamente
por um total de 15.186 e 15.192 nucleotideos, seis genes na ordem 3'-NP-P-M-
F-HN-L-5'. Para a estirpe LaSota o local de clivagem da proteina de fusao (F)
apresenta a sequéncia de aminoacidos correspondentes as encontradas em
estirpes nao virulentas do VDN, oposto ao que acontece com a estirpe APMV-
1/Chicken/Brazil/SIJM/75, no qual o sitio de clivagem da proteina F apresenta a
sequéncia de aminoacidos correspondente as encontradas nas estirpes
virulentas do VDN. O genoma completo da estirpe LaSota ndo apresentou
grandes diferengcas gendmicas, de forma que na analise filogenética ficou
evidenciado que esta estirpe esta classificada no gendtipo Il, ja a estirpe
APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 apresentou grandes diferengas gendmicas nas
sequéncias deduzidas de aminoacidos de suas principais proteinas estruturais,
de forma que na analise filogenética do genoma completo foi demonstrado que
esse virus esta classificado no gendtipo V. Os dados obtidos a partir do
presente estudo podem contribuir consideravelmente para se entender a
evolugdo genémica do VDN no Brasil e no continente Americano, ja que
estirpes virulentas ndo foram mais isoladas no Brasil apés 1975, enquanto que
continuaram a ser isoladas na América do Norte.

Palavras-chave: Virus da Doengca de Newcastle, genoma completo, analise
filogenética, estirpe brasileira



MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF LaSota AND SAO JOAO DO MERITI
STRAINS OF NEWCASTLE DISEASE VIRUS

ABSTRACT - Newcastle disease virus (NDV) is the agent that causes one of
the most important diseases in birds and represents a threat to industrial
aviculture. NDV is a member of the Paramyxoviridae family, Paramyxovirinae
subfamily, Awvulavirus genus. Viruses consist of single-stranded, non-
segmented, negative-sense, RNA, associated with diseases in respiratory tract,
digestive and nervous in birds. The ND control is based on biosafety, use of
vaccines and early detection of infected batches. Here we present the complete
genome sequence and phylogenetic analysis of a lentogenic strain (LaSota)
and a velogenic strain (APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75) of NDV. The results
revealed that the genome of LaSota and APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 are
constituted respectively by a total of 15,186 and 15,192 nucleotides and six
genes in the order 3'-NP-P-M-F-HN-L-5’. The cleavage site of fusion protein (F)
in LaSota strain shows the amino acid sequence found in non-virulent NDV
strains, as opposed to happen with APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 strain, the
cleavage site of the F protein has the amino acid sequence corresponding to
that found in virulent strains of NDV. The complete genome of LaSota strain
showed no genomic differences and the phylogenetic analysis evidenced that
this strain is classified in genotype Il. The APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 strain
there are large differences in the genomic sequences and in the deduced amino
acid sequences of its major structural proteins, so the phylogenetic analysis of
the complete genome was demonstrated that this virus is classified in genotype
V. This study can contribute significantly to understand better the genomic
evolution of NDV in Brazil and in Americas, such as these strains with genotypic
and phenotypic characteristics were no longer isolated in Brazil after 1975,
while continued to be isolated in North America.

Keywords: Newcastle disease virus, complete genome, phylognetic analysis,
brazilian strain
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I. INTRODUGAO

A doenca de Newcastle (DN) € uma doenga viral, aguda, altamente
contagiosa que acomete todas as espécies aviarias, com sinais respiratérios
(tosse, espirro, estertores) frequentemente seguidos por manifestacdes
nervosas e por diarreia e edema da cabecga. A DN infecta mais de 200 espécies

de aves domésticas e silvestres, 27 das 50 ordens existentes da classe Avis.

A DN é considerada em todo o mundo uma das mais importantes
doencgas virais em aves nao so devido a sua alta mortalidade e gravidade, mas
também por causa do grande impacto econdmico que pode resultar, fazendo
parte da lista das enfermidades emergenciais do cdédigo zoosanitario
internacional da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), e sendo de
notificagcdo obrigatoria, impde restricdes e embargos comerciais as areas e

paises onde os surtos ocorrem.

Ademais, tal enfermidade tem sido, até hoje, um dos problemas
sanitarios mais importantes, seja pelas perdas diretas na produgédo, seja pela
imposigao de barreiras na comercializagdo de produtos avicolas em diferentes

partes do mundo.

No Brasil, apds o primeiro registro da ocorréncia no inicio da década de
50, a DN permaneceu endémica nos plantéis avicolas comerciais brasileiros,

durante quase 20 anos que se seguiram a esse surto.

Na década de 70, a doenga ressurgiu sob uma forma altamente
patogénica, conhecida como Newcastle Viscerotrdpica. No periodo de 1970 a
1975 foram registrados focos dessa forma mais severa da doenga em todo o
pais. Nos anos subsequentes e, mais especificamente até 1995, foram
registrados varios surtos e/ou casos da DN em aves reprodutoras e de
producdo e também em aves de fundo de quintal, acarretando prejuizos
consideraveis a avicultura do Brasil, inclusive no comércio de exportagcao de

produtos avicolas.
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Gradualmente, os surtos de DN, foram diminuindo e sendo limitados a
aves caipiras ou de fundo de quintal, tendo sido registrado em 2001 um ultimo
foco da doengca no Estado de Goias em galinhas caipiras, o qual foi

prontamente controlado.

No ano seguinte, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) realizou um amplo levantamento soro-epidemiolégico no territério
brasileiro, ndo encontrando evidéncias da ocorréncia da infec¢cao pelo virus da
doenca de Newcastle (VDN), o que levou, em 2003, a declaragao do pais livre
da DN pelo Brasil com reconhecimento pela OIE. Apds isso, decorreram alguns
anos sem a ocorréncia de novos casos da DN, mas, em 2006, foi reportado o
ultimo surto dessa doenga em frangos caipiras e de consumo familiar na regiao
sul do pais, sendo que até o momento ndo mais foram reportados surtos da DN

no Brasil.

Um aspecto interessante é que até 1995, a maioria dos focos da DN
foram notificados com base na avaliagéo clinica e/ou anatomo-patolégica das
aves acometidas, sem que fosse feito o isolamento e caracterizagao do agente
etiolégico. No entanto, na década de 70, foi isolada a estirpe APMV-
1/Chicken/Brazil/SJM/75 do VDN a partir de focos de uma forma mais severa
da DN ocorridos no Brasil. Essa estirpe foi caracterizada posteriormente como
altamente patogénica, tendo ainda sido demonstrado que essa estirpe produzia
lesbes graves e elevada mortalidade em galinhas livres de patdégenos
especificos (SPF), enquanto que para outras espécies de aves, tais como
perdizes (Rhinchotus rufescens), codornas (Nothura maculosa), patos (Anas
platyrhynchos), pombos (Columba livia), periquitos (Melopsittacus undulatus),
gansos chineses (Anser cygnoides) era capaz apenas de se replicar sem
causar efeitos patogénicos. Nesses estudos, foi também constatado que
ocorria apos a infecgao experimental dessas aves nao galiformes a eliminagao
e a transmissao desse virus para galinhas SPF colocadas em contato, as quais

sofriam a forma mais grave da infecgao e apresentavam alta mortalidade.

Além disso, alguns estudos epidemiolégicos tém revelado que
determinadas estirpes circulantes do VDN, tém sido responsaveis por surtos da

DN em alguns paises da América do Sul, embora exista pouca informagao
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disponivel sobre a epidemiologia e evolugao dessas estirpes do VDN, nessa
regiao ou até mesmo em outras regides da América Central e do Norte. Isso
tudo evidencia a importancia de se considerar aqui a necessidade de elucidar
um possivel papel da estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75 na epidemiologia
e evolugao das estirpes similares do VDN, que circularam ou ainda circulam na

América do Sul, e possivelmente nas Américas Central e do Norte.

Portanto, a identificacdo de estirpes do VDN tem uma importancia muito
grande no diagndéstico da doenga, principalmente em paises onde diferentes
tipos de vacinas formuladas com estirpes atenuadas sao utilizadas, como é o
caso do Brasil, onde ha quase 50 anos sdo usadas esses tipos de estirpes
vacinais, com destaque para a estirpe vacinal LaSota do VDN. A despeito
disso, existe pouca informagao disponivel sobre a epidemiologia molecular e a
evolucdo dessas e de outras estirpes do VDN em nosso pais, o que realca a
importancia de que seja feita uma vigilancia epidemiolégica molecular
constante, j4 que uma consideravel diversidade genética tem sido detectada
entre as estirpes do VDN em outras partes do mundo, as quais podem partilhar

parametros temporal, geografico, antigénico e ou epidemioldgico.

Dessa forma, e contando com o aprimoramento dos novos
procedimentos para o sequenciamento de nucleotideos, denominados de
tecnologias de sequenciamento de nova geragao (NGS), surgiu uma alternativa
poderosa para estudos de genbmica estrutural e funcional de varios
organismos. Essas tecnologias promovem o sequenciamento de DNA em
plataformas capazes de gerar informagao sobre milhdes de pares de bases em
um unico procedimento, tornando mais acessivel a determinagdo das
sequéncias nucleotidicas de genomas completos de diferentes tipos de

organismos.

Ademais, tendo em vista que apenas existem partes do genoma do
VDN, isto é, os genes das proteinas de matriz (M) e glicoproteina de fuséo (F)
de isolados brasileiros do VDN sequenciadas e publicadas nos bancos de
dados e de tudo o que foi descrito anteriormente e, sobretudo, em vista da
importancia desse agente etioldgico, o presente estudo se propde a sequenciar

0 genoma de uma estirpe vacinal (LaSota) de uso comercial no Brasil e de um
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isolado de campo brasileiro patogénico (APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75) do
VDN da década de 70, com o intuito de se comparar e caracterizar estas duas
estirpes com relagdo as suas propriedades genémicas e correlaciona-las
filogeneticamente com outras estirpes desse mesmo virus, cujos genomas

completos encontram-se disponiveis no Banco de Sequéncias Gendmicas.
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Il. REVISAO DE LITERATURA

21. A Doenca de Newcastle

2.1.1. Histérico e aspectos gerais

A DN, também conhecida como pseudo-peste aviaria, pneumoencefalite
aviaria ou desordem neuro-respiratéria, faz parte das enfermidades
emergenciais listadas no Cddigo Zoosanitario Internacional da Organizagéo
Mundial de Satde Animal — OIE. E considerada em todo o mundo, uma das
mais importantes doencgas virais em aves nao s6 devido a sua alta mortalidade
e gravidade, mas também por causa do grande impacto econdmico que resulta
na obrigatoriedade de notificagdo aos érgdos competentes, impondo restricbes
e embargos comerciais as areas e paises onde os surtos ocorrem com sérias
consequéncias socioecondémicas e/ou de saude publica (OIE, 2008; BRASIL,
2007).

O primeiro surto da DN no mundo foi relatado em 1926, na llha de Java,
na Indonésia e também no mesmo ano em Newcastle, na Inglaterra
(ALEXANDER, 1997, SEAL et al., 2000). No Brasil, o primeiro surto da DN
ocorreu simultaneamente em duas regides, em Belém do Para e em Macapa,
por volta de 1953 (SANTOS et al., 1954), sendo que o isolamento viral foi
realizado por CUNHA e SILVA em 1955. A entrada do VDN no pais foi
atribuida a importagcdo de carcagas de aves contaminadas procedentes dos
EUA para hotéis da capital paraense (CUNHA e SILVA, 1955). Essa amostra
de virus foi designada de M33 e caracterizada biologicamente (OLIVEIRA et
al., 2000).

Posteriormente, foram assinalados surtos esporadicos nos Estados do
Rio de Janeiro e Minas Gerais, que foram rapidamente controlados através de
vacinagao e medidas profildticas complementares (SANTOS et al.,, 1954).
Apods o 1° impacto na década de 50 no Brasil, embora endémica, foi observada

apenas esporadicamente, acometendo plantéis de pequena expressao,
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controlando-se rapidamente os focos através de vacinagdo e medidas
profilaticas complementares. A enfermidade da DN ressurgiu na década de 70,
sob a forma newcastle viscerotropica (altamente patogénica). No periodo de
1970 a 1975 a DN teve uma prevaléncia de 10.7% (1350 focos) na industria
avicola do Estado Minas Gerais e de catorze Estados do Brasil. Nos vinte anos
posteriores varios focos da DN ocorreram no pais, porém com menor

intensidade.

Apos alguns anos sem a ocorréncia de novos casos da doenca, em
2006, foi isolada uma estirpe do APMV-1 em frangos de consumo familiar na
regido sul do pais. Medidas de controle, entre as quais sacrificio das aves,
quarentena, barreiras sanitarias, isolamento e desinfeccdo da area acometida
foram tomadas, restringindo a propagag¢ao do VDN (FLORES, et al., 2006).
Porém, segundo alguns autores, a DN continua endémica no Brasil, bem como
em toda a América do Sul, servindo, por isso, como fonte constante de
disseminagao do virus, principalmente por meio do trafico de aves silvestres
(SEAL, et al., 1998; CLAVIJO et al., 2000).

A DN causa uma variedade de sintomas que vao desde uma doenca
subclinica, problemas respiratérios leves e diminuicao da produgdo de ovos,
até uma infeccdo respiratéoria aguda (tosse, espirro e estertores)
frequentemente seguida por manifestacbes nervosas, diarreia e edema da
cabeca (ALDOUS e ALEXANDER, 2001). Mortalidades com estirpes
patogénicas podem rapidamente exceder 90% em galinhas e perus, porém em
aves silvestres, como perdiz, codorna, avestruz, psitacideos e aves domeésticas
como patos, marrecos e gansos, a infecgdo pode nao apresentar nenhuma
sintomatologia (ALEXANDER, 2009).

Em um estudo sobre a prevaléncia do VDN em frangos de corte no
Brasil, Orsi et al. (2010) demonstraram a presenga de virus circulante, de
estirpes nao virulentas, em regides do pais onde ndo ha vacinacdo. A
soropositividade e o isolamento do virus nos Estados onde nao é feita a
vacinagao contra a DN pode ser explicada pelo alto numero de passaros que
se concentram em algumas regides e a possivel proximidade entre criagao de

diferentes tipos de aves ou até mesmo por falhas no manejo sanitario nas
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granjas.

2.1.2. Patologia

A DN é considerada uma das maiores causas de perdas econbémicas da
avicultura mundial, e para alguns autores € uma das doengas animais mais
importantes (ALEXANDER, 2001). E uma enfermidade viral aguda, notificavel,
altamente contagiosa que acomete aves silvestres e comerciais. Os sinais
clinicos podem variar entre quadros gastrointestinais agudos, acompanhados
de anorexia, letargia e cianose, até conjuntivite, edemas, diarreia (fezes
esverdeadas) e doencga respiratoria aguda com exudatos em trato respiratorio
superior e dispneia, ou ainda doenga crénica do sistema nervoso central com
opistétono, torcicolo, tremores e paralisia de membros (ZANETTI, 2005).

A manifestacéo clinica e a mortalidade variam segundo a patogenicidade da
amostra do virus e a espécie aviaria infectada. Infecgbes pelo VDN ja foram
estabelecidas em pelo menos 241 espécies de aves, representando 27 das 50
ordens da classe (ALEXANDER et al., 2004).

O VDN é mais severo em galinhas, guinés, faisbes, codornas e pombos,
pode ser encontrado em uma forma mais branda em perus, patos e gansos; ser
carreado por passaros, canarios, psitacideos e outras aves silvestres; podendo,
ainda, ndo apresentar qualquer sinal clinico da doenga (Center for Infectious
Disease Research e Policy — CIDRAP, 2003). Muitos subtipos sorolégicos do
VDN tém sidos isolados de aves aquaticas silvestres assintomaticas, por isso
acredita-se que as aves silvestres sdo os reservatérios naturais do virus, e que
possuem um importante papel como agentes transmissores na disseminagao
da doencga para aves domésticas (ALEXANDER, 1995; DEIBEL, 1985).

Tradicionalmente a patogenicidade pode ser medida por testes biologicos e
variar como muito alta, intermediaria e muito baixa, e ser classificada,
respectivamente como velogénica, mesogénica e lentogénica (JONES, 2006).
Atualmente, métodos moleculares baseados na reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR), sequenciamento de nucleotideos, e dedugédo da sequéncia
de amino&cidos no sitio de clivagem da glicoproteina de fuséo (F) também tém
sido utilizados para determinar a viruléncia de novos isolados (JESTIN e
JESTIN, 1991; SEAL, 1996; ALEXANDER, 2003; WISE, 2004).
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Testes de inoculagdo em pintos de 1 dia de idade e em ovos embrionados
de galinha, livres de patogenos especificos (SPF), tais como indice de
patogenicidade intracerebral (IPIC), indice de patogenicidade intravenosa
(IP1V), ou tempo médio de morte embrionaria (TMME), permitem caracterizar e
classificar o VDN em cinco patétipos bem definidos. Por patétipo entende-se o
grau de patogenicidade do virus e, portanto, severidade da doenga causada
por determinada estirpe de virus.

Estirpes altamente patogénicas do VDN pertencem aos patétipos
determinados: viscerotrépico e velogénico ou também conhecida como “forma
de Doyle” que causa a doenca severa e fatal com alta mortalidade em galinhas
€ 0s principais sintomas sao apatia, diarreia esverdeada e lesbes hemorragicas
principalmente nos intestinos; neurotropico e velogénico ou “forma de Beach”
que provoca problemas respiratérios como espirros e corrimento nasal ou ruido
dos pulmdes, inchamento da cabecga e face, fraqueza, sintomas nervosos como
torcicolo, paralisia das pernas e tremores musculares e finalmente ocorre a
mortalidade, a qual pode chegar até a 100% das aves; outros patétipos menos
patogénicos sdo os virus classificados como mesogénicos ou “forma de
Beaudette”, que podem causar apenas leves sintomas respiratérios nas aves,
queda de postura em poedeiras e atualmente podem ocorrer também sintomas
nervosos, mas a mortalidade das aves € normalmente baixa e mais comum em
aves jovens; lentogénicos ou “forma de Hittchner” sdo comumente usadas
como estirpes vacinais e podem causar sintomas respiratoérios brandos em
aves jovens dependendo da estirpe vacinal utilizada; ha ainda um ultimo tipo,
ndo patogénico, conhecido como entérico assintomatico, que nao causa
sintomas ou lesbes nas aves e também tem sido utilizado como vacina.

Portanto, nem todas as estirpes do VDN causam a doenca (BEARD, 1984).

2.2. 0O agente etiolégico da Doenca de Newcastle

2.2.1. Classificagao

O VDN pertence a Ordem Mononegavirales, a Familia Paramyxoviridae
que é subdividida em duas subfamilias: Pneumovirinae, composta de um unico

género, o Pneumovirus, incluindo os pneumovirus aviarios; e a subfamilia
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Paramyxovirinae, na qual estdo incluidos trés géneros, dentre eles o
Avulavirus, tendo o virus da Doenga de Newcastle - Paramyxovirus Aviario Tipo

1 (APMV1 — “Avian Paramyxovirus Type 1”) como representante (Figura 1).

. RPV/

—

Morbillivirds

Figura 1. Classificagdo dos membros da familia Paramyxoviridae (adaptado de COLLINS,
2001).

De acordo com a OIE, da qual o Brasil é signatario, “A Doenga de
Newcastle” € uma doencga infecciosa das aves causada por um Paramyxovirus
aviario do sorotipo 1 (APMV-1), que apresenta um dos seguintes critérios de
viruléncia: apresentar indice de Patogenicidade intracerebral (IPIC) em aves

jovens, da espécie Gallus gallus, SPF de um dia de idade, maior que 0,7; ou a
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presenca de mais de um aminoacido basico (arginina ou lisina) no sitio de
clivagem da glicoproteina de fusao (F0), que pode ser demonstrada através de
sequenciamento de nucleotideos do genoma viral, uma sequéncia codificadora
de aminoacidos basicos na posi¢cao carboxi-terminal da proteina F2, sendo
fenilalanina na posicdo 117 da extremidade amino-terminal da proteina F1.
Nesse caso, o termo “multiplos aminoacidos basicos” usado para caracterizar a
proteina F das estirpes mais virulentas do VDN, refere-se aos trés ultimos
residuos de arginina ou lisina entre as posi¢cdes 113 e 116 dessa mesma
proteina (ALEXANDER, 2003). Estes critérios é que caracterizam a ocorréncia
de doencga, definindo assim as areas que oferecem risco ou nao de levarem e
introduzirem a doenga em regides ou paises considerados ndo endémicos.
Com isso determina-se também o estabelecimento de barreiras sanitarias no
comércio interno e externo de aves e subprodutos avicolas, acarretando em
enorme prejuizo econdmico aos paises com notificacdo da DN (OIE, 2004).

Baseado na anadlise da sequéncia de nucleotideos do gene que codifica
a (glicoproteina de fusdo (F), dezesseis gendtipos diferentes foram
identificados, sendo dispostos em dois grandes grupos (classes | e Il). A classe
| contém um gendtipo unico, os virus sao encontrados no mundo todo e tém
sido isolados principalmente de aves aquaticas e marinhas. Ja, a classe Il
constituida por estirpes virais que sao divididas em dezesseis gendtipos, sendo
os gendtipos V, VI, VII e VIII predominantes e circulantes no mundo todo
(MILLER et al., 2009; MILLER et al., 2010; DIEL et al., 2012a; DIEL et al.,
2012b) (Figura 2).

Ainda no género Awvulavirus existem outros sorotipos, Paramyxovirus
Aviarios Tipo 2 ao 9. Além destes existem ainda estirpes denominadas
Paramyxovirus Tipo 1 provenientes de pombos (PPMV-1 - “Pigeon
Paramyxovirus Type 17). Essas estirpes sdo variantes do APMV-1 que apdés
sucessivas passagens em outras espécies de aves, sofreram um mecanismo
de adaptacdo aos pombos, tornando-se nao-patogénicas a essa espécie
(ALEXANDER, 2009) (International Commitee on Taxonomy of Viruses - ICTV,
2010).



(a)

25

Classe I Classe 11
QL

Lineage 1

Figura 2. Analises filogenéticas classificam os VDN em duas classes: | e Il. Na classe |
0s virus sdo encontrados principalmente em aves silvestres aquaticas. A classe Il é dividida em
16 gendtipos, | ao XVI, e os virus encontrados principalmente em galiformes. (a) Virus da
classe I. (b) Virus da classe Il (Adaptado de MILLER et al., 2010).

2.2.2. Caracteristicas estruturais e genéticas

Os virions do VDN sao envelopados, pleomorficos, muitas vezes
esféricos de aspecto rugoso e se apresentam com um didmetro entre 100 a
500 nandbmetros. Seu genoma é composto por RNA de fita simples, n&o
segmentado, de polaridade negativa e contendo cerca de 15,2 kilobases
(ALEXANDER, 2003; ARNS et al., 2007; SAMSON, 1988), sendo sempre
dispostos em multiplos de seis, 0 que configura a chamada “rule of six”, fato
que se aplica a replicagdo otimizada deste agente (PEETERS et al., 2000;
HUANG et al., 2004; CZEGLEDI et al., 2006; KATTENBELT et al., 2006; CHO
et al., 2007).
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O genoma deste virus codifica seis proteinas estruturais importantes: a
proteina de nucleocapsideo (NP), a fosfoproteina (P) e a grande proteina (L),
que sdo associadas ao nucleocapsideo; a glicoproteina de fusdo (F), que se
constitui nas menores projegcdes na superficie das particulas virais; a
glicoproteina hemaglutinina-neuraminidase (HN), responsavel pela atividade da
hemaglutinina e neuraminidase, sendo que estas ultimas formam os dois tipos
de projegdes vistas na superficie das particulas virais; e a proteina de matriz
(M) (YUSOFF e TAN, 2001) (Figura 3).

Matriz (M)

Hemaglutinina-neuraminidase (HN)

Proteina de fuséo (F) R Nl - % / Y Fosfoproteina (P)

2~ Nucleoproteina (NP)

Grande proteina (L)

Genoma viral

Iniciagao alternativa

f RNA fita simples, sentido negativo
C
>—NNH P HEH F H 6N 5

leader v I . - rauler

k mRNA

Figura 3. Esquema do genoma do Virus da Doenca de Newcastle e organizacao
estrutural das proteinas. Estdo destacadas as seis proteinas estruturais principais: a proteina
de nucleocapsideo (NP); a fosfoproteina (P); a grande proteina polimerase (L); a proteina de
matriz (M); a glicoproteina hemaglutinina-neuraminidase (HN) e a glicoproteina de fuséo (F).

Disponivel em: http://viralzone.expasy.org/all by species/556.html. Acesso em 15/11/2013.

As proteinas estruturais de envelope, a glicoproteina HN e a
glicoproteina F tém papéis importantes na relacdo com o hospedeiro, pois


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/556.html
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conferem a fungao de adesao e fusédo da particula viral a membrana celular do
hospedeiro.

A glicoproteina HN é responsavel pela adsor¢do do virus a receptores
contendo acido sialico e também possui atividade de neuraminidase (MIRZA et
al., 1994). Esta proteina encontra-se ancorada a membrana viral pela
extremidade hidrofébica N-terminal e € o principal alvo antigénico da resposta
imune do hospedeiro (IORIO et al., 1991). Sua estrutura tridimensional ainda
ndo esta bem elucidada, mas usando anticorpos monoclonais (MAbs) foram
identificados quatro sitios antigénicos distintos que parecem estar associados
com regides conservadas e imunodominantes da proteina HN nas posi¢gdes
193-201, 345-353, 513-521 e 494-569 (NAGY et al., 1990; NISHIKAWA et al.,
1986). A regido entre os residuos 345 a 353 constitui 0 unico epitopo linear da
proteina, sendo os demais dependentes de modificagdes pds-traducionais
(ALAMARES et al.,, 2005). Outro achado relevante é que os epitopos que
induzem anticorpos neutralizantes sao exclusivamente localizados no dominio
globular, a partir do residuo 47 (PEETERS et al, 2001).

A glicoproteina F é sintetizada em uma forma precursora, a FO, e s6 tem
capacidade de fusdao apds a clivagem em dois polipeptidios, F1 e F2.
Entretanto, além da clivagem de FO, ainda é fundamental a acdo de HN para
que ocorra a fusdo (LEEUW e PEETERS, 1999; MERZ et al., 1981). A proteina
HN é a responsavel pela promocdo do mecanismo de fusdo mediado pela
proteina F, o qual possibilita a penetracdo do virus em células hospedeiras. A
demonstracao dessa dependéncia confirmou a hipétese de que a viruléncia do
VDN é multigénica (HUANG et al., 2004).

A proteina de nucleocapsideo (NP) € uma das mais importantes
proteinas do VDN. Essa proteina mantém uma relacéo estreita com o0 genoma
viral durante a replicacdo do virus, através da sintese de nucleocapsideo
RNAse resistente, proporcionando protecdo as novas particulas virais
sintetizadas em agao conjunta com as proteinas P e L. Quanto a proteina M,
ela esta presente em maior quantidade no interior do virus, com a funcao de

organizar a morfogénese do virion (KHO, 2001).
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2.2.3. Replicacao

O RNA gendmico de todos os virus de RNA fita negativa tem de servir a
duas fungdes: primeiro como substrato para a sintese de mRNAs (RNA
mensageiros), e segundo como substrato para a sintese da fita positiva
antigendémica. Virus de RNA fita negativa codificam e carregam propria RNA
polimerase, porém os mMRNAs s6 sao sintetizados depois que os virus infectam
as células (LAMB, 1996).

A replicagao viral ocorre no citoplasma da célula hospedeira e a adesao
da particula viral a célula se da por intermédio da suas proteinas de superficie,
HN, que é uma proteina multifuncional e o principal determinante antigénico
dos paramixovirus. HN é responsavel pela adsor¢cdo do virus as moléculas de
acido sialico contidas na superficie celular e por sua clivagem (atividade
neuraminidase), analogamente ao papel da proteina neuraminidase (NA) do
virus influenza, para prevenir a auto agregagao das particulas virais durante o
brotamento na membrana plasmatica. Além disso, HN possui atividade
promotora da proteina F (LAMB, 2007).

A penetracdo do virus ocorre devido a fusdao do envelope viral e a
membrana plasmatica celular, em pH neutro, causada pela proteina F. Como
consequéncia, o nucleocapsideo ¢é liberado no citoplasma e, depois de entrar e
sofrer o desnudamento, RNAs virais encapsulados sao transcritos pela RNA
polimerase RNA-dependente associada ao nucleocapsideo para produzir
MRNAs, que serdo traduzidos em proteinas virais. Estes catalisam a replicagao
do RNA através da sintese de fitas antigendmicas. A replicagédo produz mais
fitas genGmicas para adicionais transcricbes e tradu¢des de genes virais, e
para a montagem, com proteinas estruturais, de particulas virais progenitoras
(LAMB, 2007). O ciclo total de replicagcdo do VDN esta esquematizado na
Figura 4.
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Prima
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Figura 4. Representagéo esquematica do ciclo de vida dos paramixovirus (Adaptado de LAMB,
2007).

Além da fusdo viral celular, a proteina F inserida na membrana
plasmatica de células infectadas pode causar sincicios, mediante a fusdo com
células vizinhas, ao longo da infeccdo. Este efeito citopatico pode levar a
necrose do tecido in vivo e imagina-se tratar de um mecanismo de
disseminagao viral (LAMB 2007).

No caso do VDN, a proteina F também €& importante por estar
correlacionada a viruléncia do virus. Linhagens virais com mais de um residuo
de aa basico no sitio de clivagem FO sao consideradas virulentas e
rapidamente se disseminam pelo hospedeiro, enquanto que linhagens virais
com a molécula FO contendo apenas um unico residuo de aa basico sao
avirulentas e tendem a permanecerem restritas ao trato respiratério onde a
protease secretada pode ser encontrada (NAGAI, 1977).

A proteina F € um homotrimero que é sintetizada como um precursor
(FO). Para ser biologicamente ativa, ela precisa ser clivada pela protease da

célula hospedeira no sitio de ativagao da clivagem. A clivagem libera o novo N-
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terminal de F1, formando assim a proteina biologicamente ativa, que consiste
de cadeias de dissulfetos ligados F1 e F2 (é importante ressaltar que F1 e F2
nao sido dominios separados na estrutura atdmica de F e, portanto, ndo sao
partes individuais da proteina).

A ativacao proteolitica de FO envolve agéo sequencial de duas enzimas,
uma protease que cliva o lado carboxilico de um residuo de arginina, e uma
carboxipeptidase que remove residuos basicos. FO com mais de um residuo de
aa basico no sitio de clivagem facilita a agdo de proteases intracelularmente, e
assim, interfere na habilidade destas em clivar a proteina de diferentes
patotipos, resultando numa infeccdo sistémica fatal (GOTOH, 1992;
OGASAWARA, 1992).

Paramixovirus que possuem proteina F com um unico residuo basico de
aa no sitio de clivagem, geralmente ndo sao clivados quando crescem em
culturas de tecidos celulares e, por isso, apenas um unico ciclo de crescimento
€ obtido. Contudo, o precursor FO que é expresso na superficie celular e
incorporado aos virus liberados pode ter sua clivagem ativada pela adigdo de
protease exdgena, permitindo multiplas rodadas de replicagédo (LAMB, 2007).

Ainda no que diz respeito a replicagdo do VDN, Domingo (2002)
demostrou que devido a baixa fidelidade da enzima polimerase (transcriptase),
ha certamente a possibilidade de formagao de novos genomas e novos virions,
relacionados, porém distintos, caracterizando o que se denomina quasispecies.
O conjunto de multiplos genomas gerados na condi¢gdo de quasispecies esta
relacionado com a sobrevivéncia e a evolugdo dos RNA virus, caracterizada
pela concomitancia da ocorréncia de mutagdes e maior adaptabilidade viral as
pressdes seletivas, especialmente do sistema imune do hospedeiro, gerando
assim variagdo no genoma viral, por mutagdo espontadnea ou por mecanismo
de fuga da resposta imune (PERALES et al., 2005; SNOECK, 2008).

2.3. Hospedeiros do Virus da Doenga de Newcastle

A doencga ataca com maior frequéncia os galinaceos de todas as idades
e particularmente galinhas e perus, de preferéncia nos meses frios. A

susceptibilidade diminui na proporcdo em que as aves ficam mais idosas. Os
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palmipedes (pato, ganso) e o pombo (Columba livia) sdo pouco susceptiveis. O
VDN pode atacar outras aves, como o cisne (Cygnus olor), o pardal (Passer
domesticus), a perdiz (Rhynchotus rufescens), a codorna (Nothura maculosa),
o corvo (Corvus corax), a pomba-rola (Streptopelia turtur), a coruja (Tyto alba),
o mergulhdo (Mergus octosetaceus), o faisdo (Crossoptilon mantchuricum), a
avestruz (Struthio camelus) e outras aves. Convém lembrar que poucas
espécies de aves seriam refratarias a uma infeccdo maciga com o VDN.
Conforme Paulillo e Doretto Junior (2009), o VDN é capaz de infectar,
experimentalmente ou naturalmente, mais de 241 espécies de aves,
representando 27 das 50 ordens de aves existentes.

O VDN tem sido declarado como agente infectante em varias espécies
animais. Além das aves, o virus pode infectar espécies de répteis
(principalmente serpentes), e mamiferos (PAULILLO e DORETTO JUNIOR,
2009). O ser humano ¢é sensivel, e a infeccdo se manifesta em forma de
conjuntivite. Ha, entretanto, casos de infecgbes generalizadas nas quais os

sintomas possam ser dor de cabeca, mal-estar e calafrios.

2.4. Epidemiologia da Doenca de Newcastle

A DN é considerada uma doencga de distribuicdo mundial, com areas
endémicas e areas consideradas livres da doenca. O VDN possui a capacidade
de se difundir por todo o mundo por meio de aves susceptiveis, pessoas,
equipamentos, ar, racido e até por espécies nao aviarias, entre as quais,
pequenos roedores, insetos e artropodes, que transitam entre as aves
infectadas e as nao infectadas susceptiveis (LANCASTER, 1964; LANCASTER
e ALEXANDER, 1975; ALEXANDER, 1991; ALEXANDER, 1997). Durante o
curso da infeccdo por uma estirpe velogénica do VDN, a maioria das aves
excreta grande quantidade de virus nas fezes, que se constituem no principal
meio de disseminagédo do VDN entre as aves (NISHIZAWA et al., 2007).

No final do ano de 1960, uma panzootia de DN atingiu varios paises no
Oriente Médio, provavelmente devido ao intenso comércio de espécies de
psitacideos oriundos principalmente da América do Sul, da América Central e
do Sudeste da Asia, transportados por avides, e atingiu todos os continentes e

muitos paises até o ano de 1973. Uma terceira panzootia emergiu inicialmente
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do Oriente Médio, em 1970, onde a principal forma de difusdo deu-se através
da exposicao, competicdo e comercializagdo de pombos e a sua presenga foi
confirmada em mais de vinte paises, incluindo aqueles da Europa, no Canada,
nos EUA, Hong Kong e no Suddo. Em alguns paises, a doenga acometeu
outras aves silvestres assim como a avicultura comercial sob a forma de
doenca neurotrépica (McNULTY et al., 1988).

Na Inglaterra, em 1984, uma amostra viral isolada de pombos foi
responsavel por vinte surtos da doenga em frangos de corte, como resultado da
ingestdo de ragao contaminada com VDN, o mesmo também ocorreu com um
lote de faises (ALEXANDER, 1988; ALEXANDER et al., 1984).

As aves silvestres sdo consideradas reservatorio natural de estirpes do
VDN, com capacidade de causar a doenca e podem estar envolvidas nos
surtos que ocorrem em aves domeésticas (CAMENISCH et al., 2008). A alta
densidade populacional e a localizagao de plantéis em areas de concentragao
de aves silvestres ou ainda, proximo a rotas de aves migratérias ou mesmo o
trafico de animais silvestres tém sido responsaveis pelo aumento significativo
da DN (VERNOERD, 2000; SEAL et al., 1998; CLAVIJO et al., 2000).

No Brasil, ha registros de deteccdo de anticorpos especificos e de
isolamento do VDN em aves silvestres no Estado do Rio de Janeiro e de
Pernambuco, sendo que essas espécies de aves foram consideradas
reservatorios desse virus para as aves de produgdao comercial (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2003; SILVA et al.,, 2006). Além disso, em outro estudo no
municipio de Galinhos, Estado do Rio Grande do Norte, foi detectada a
presencga de estirpes do VDN de baixa patogenicidade em suabes cloacais de
aves migratérias (ARAUJO et al., 2010).

As principais vias de transmissdo do VDN em criagcbes de aves
domésticas ocorrem por aerossois provenientes de aves infectadas
diretamente ou indiretamente através do contato com produtos contaminados
por esses aerossobis. Quanto a infeccdo de seres humanos pelo VDN a
transmissao ocorre a partir do contato com aves infectadas.

No Brasil ndo ha relatos de infeccdo pelo VDN em humanos, porém
trabalhos relatam que virus vacinais ou de campo podem infectar o homem e

manifestar sinais clinicos como: cefaleia, lacrimejamento, edema de palpebra e
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consequentemente conjuntivite (HERNANDEZ, 1987; BEARD e HANSON,
1984).

O VDN é capaz de sobreviver no meio ambiente, agua e matéria
organica, dependendo das condi¢cbes de temperatura e umidade, por um longo
periodo de tempo e quase indefinidamente em materiais congelados. As vias
de eliminacdo do virus se dao através de secrecdes exsudativas do trato
respiratorio e das fezes. A transmissao do virus através dos ovos causa a
morte embrionaria, e poucos sao os embrides infectados que alcancam a
eclosdo. Entretanto, esses poucos pintos que saem dos incubatorios
constituem um importante fator na disseminagdo da doenga (ALEXANDER,
2003).

Os sitios naturais de predilecdo viral sdo essencialmente o aparelho
respiratorio e o tubo digestério; contudo, as mucosas conjuntival e cloacal
também funcionam como sitios de infeccdo (ALEXANDER, 2003).

2.5. Medidas de controle da Doenga de Newcastle
2.5.1. Vacinacgao

Aliada as medidas de biosseguridade que as granjas devem possuir, a
vacinagdo é o instrumento mais eficiente no controle e prevencdo da DN
(ALEXANDER, 2009). Usualmente, para aves de corte, recomenda-se uma
vacinagao na agua de beber aos 10 a 12 dias e uma revacinagao aos 30 a 35
dias de idade. Ja no caso das galinhas poedeiras, além destas duas
vacinagoes citadas, ha necessidade de que se vacinem aos 90 ou 120 dias,
através da via intramuscular profunda, no peito (MALAVAZZI, 1999).

No Brasil, os esfor¢cos para a profilaxia da DN estdo orientados para a
imunizagdo ativa, mediante o emprego convencional de vacinas vivas de
carater lentogénico, sendo empregadas, sobretudo as estirpes B1 e LaSota. No
entanto, algumas estirpes vacinais ndo sao indicadas para aves de um dia.
Outras, ndo sao apropriadas para serem administradas pela via spray.
Alternativamente, para a primeira vacinagao, as estirpes B1, Ulster ou VG-GA,
que sao mais atenuadas podem ser utilizadas. Por outro lado, a estirpe LaSota,

por ser menos atenuada, deve ser utilizada para a segunda vacinagao (JORGE
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et al., 2002; NUNES et al., 2002).

No geral, o calendario vacinal deve ser regulamentado e planejado pelo
plano nacional de defesa sanitaria de cada pais. A avaliagcao de fatores como a
presenca da imunidade passiva; estado imune; via de aplicagdo; estado
nutricional; tamanho dos lotes; presenga ou n&o de outros agentes
patogénicos; condi¢cdes de instalagdo e clima; historico e custo da vacina sao

inevitaveis para o desenvolvimento do programa vacinal (ALEXANDER, 2009).

2.5.2. Monitoramento sorolégico

Em areas onde nao se utilizam programas de vacinagao, e/ou, em area
onde a DN esta erradicada, os testes sorologicos podem ser utilizados como
meio de diagnodstico. Porém, os resultados positivos podem nao refletir a
manifestacdo da doenga (THAYER, 1986).

A redugao gradual na ocorréncia da enfermidade € devido a controles
intensivos na criagdo comercial, por meio de programas de vacinagao
eficientes, além dos esfor¢cos do governo federal, através do Plano Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA). Entretanto, a DN continua endémica no Brasil, bem
como no restante da América do Sul, servindo, por isso, como fonte constante
de disseminacao do virus, principalmente por meio do trafico de aves silvestres
(SEAL et al., 1998; CLAVIJO et al., 2000; OIE, 2008).

A avaliagcéo da resposta imune humoral é considerada um dos fatores
mais importantes para monitoramento de programas vacinais da DN. Brentano
et al. (2000) afirmaram que o levantamento sorolégico é de extrema
importancia na avaliacdo das condi¢cbes sanitarias de plantéis, definindo a
eficacia de programas de vacinagao e a real situagao do virus no ambiente.

O Departamento de Saude Animal (DSA) do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) tem desenvolvido acbes para evitar o
ingresso da doenca no Brasil. O MAPA realiza vigilancia sanitaria sobre o
material genético no ponto de ingresso (portos, aeroportos e fronteiras), bem
como controle de importacdo de aves destinadas a reposigdo genética e
vigilancia ativa para influenza aviaria e DN, em aves migratérias, plantéis

avicolas comerciais e de subsisténcia (BRASIL, 2007).
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A vacinagdo e melhoria das condigbes zootécnicas, para criadores de
aves caipiras, o isolamento sanitario de criagcdes industriais das aves de vida
livre e a vigilancia sorologica constante poderiam contribuir para redugdo do
problema (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2005).

2.6. Diagnéstico Laboratorial

A DN, segundo a OIE, € uma doencga de notificagdo compulséria. O
laboratério de referéncia para diagnéstico do VDN é o Laboratério Nacional
Agropecuario (LANAGRO), que é uma unidade do MAPA localizada em
Campinas, Sdo Paulo. A confirmagdo deve ser feita pelo isolamento e
identificacdo do agente viral e através de testes de patogenicidade como:
indice de Patogenicidade Intracerebral (IPIC), indice de Patogenicidade
Intravenosa (IP1V) e o Tempo Médio de Morte Embrionaria (TMME) (BRASIL,
2007). Reacgbes sorologicas positivas servem para fazer o imunodiagnostico e
ainda detectam casos subclinicos da infec¢do pelo VDN (THAYER, 1986).

Os sinais clinicos e as lesbes causadas pela infecgdo n&o sao
caracterizados como patognomodnicos para a DN, s6 o diagndstico laboratorial
€ confirmatdério. O isolamento e identificacdo viral sdo considerados o método
de diagnostico definitivo (ALEXANDER, 2003).

O isolamento viral é realizado em ovos embrionados SPF com 9 a 11
dias de incubacgao, através da inoculagdo da amostra na cavidade corion-
alantoide. Apés 48 horas, ou apés a morte dos embrides, o liquido cérion-
alantoide é colhido e analisado pelo teste de hemaglutinacdo (HA). Com
resultado positivo prossegue-se com o teste de inibicdo da hemaglutinacao
(HI), que fornecendo um resultado positivo leva a realizagdo da técnica de
neutralizagdo viral e teste de caracterizacdo de patogenicidade, através de
inoculagdo em ovos embrionados e aves (ALEXANDER, 2003; OIE, 2008).

Uma ampla variedade de testes soroldgicos foi desenvolvida para
detectar anticorpos contra o VDN, entre eles a imunodifusdo radial, hemdlise
radial, neutralizacdo em placa e HI (ALEXANDER e MANVELL, 2002) e mais
recentemente os ensaios imunoenzimatico em fase solida (ELISA: “Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay”) (RICTHZENHAIN et al., 1993; CZIFRA et al.,
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1996; SOUSA et al., 1999; SILVA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013).

O teste de HI, entretanto, é tradicionalmente utilizado como prova
padrao na detecg¢do de anticorpos contra o VDN em aves (SOUSA et al., 1999).
No entanto, o teste de HI tem valor limitado para deteccao de anticorpos devido
a sua baixa sensibilidade e reatividade cruzada de subtipos (THAYER, 1986;
ROWE et al.,, 1999; PEIRIS et al., 2007; PRABAKARAM et al.,, 2009).
Pesquisadores mostraram que o teste HI pode ter a sensibilidade aumentada
com o uso da subunidade HN ao invés do virus inteiro (ROWE et al., 1999).

Além disso, o ELISA, através do método indireto, tem sido muito usado
no lugar do teste de HI, para o monitoramento e estudos de soro prevaléncia
da DN, principalmente devido a possibilidade de processamento de um grande
numero de amostras de soro (RICHTZENHAIN et al., 1993; SOUSA et al.,,
1999; YUSOFF e TAN, 2001; SILVA et al.,, 2009). O ELISA é ainda o teste
sorolégico mais utilizado na avicultura para outros agentes etiolégicos por sua
maior sensibilidade, especificidade, rapidez e maior facilidade de padronizagao
(THAYER, 1986).

Outro meio de diagnéstico € a deteccédo e identificacdo do VDN por
técnicas moleculares. Nesse sentido, ensaios para a detec¢gao do genoma do
VDN tém sido descritos na literatura como a hibridizagao de acidos nucléicos e
andlise de RNA gendmico viral. Podem ser empregados varios tipos de RT-
PCR, tais como a PCR convencional e a PCR em tempo real, que podem ser
seguidas por analises como RFLP e sequenciamento (GOHM et al., 2000;
ALDOUS et al., 2000; KANT et al., 1997; PHAM et al., 2004; PHAM et al., 2005,
YUSOFF e TAN, 2001).

As técnicas moleculares de diagnostico tém despontado como uma
alternativa interessante em comparacdo a metodologia convencional de
caracterizagao viral, oferecendo vantagens em relagao ao tempo de execugao
e ao custo (VIANNA et al., 2000). No manual da OIE a partir de 2000 a técnica
de PCR passou a ser aceita e considerada padrao para diagndstico da DN,
através da avaliacdo da sequéncia de nucleotideos codificadora da sequéncia
de aminoacidos presentes na regido de clivagem da proteina F do VDN
(CREELAN et al., 2002).
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A analise parcial da sequéncia de aminoacidos da proteina F feita por Orsi
et al. (2010) de isolados brasileiros do VDN mostrou ser uma ferramenta
poderosa para elucidar a diversidade das estirpes que circulam no pais. Os
sitios de clivagem da proteina F encontrados nestes isolados foram GKQ|GR,
GRQ|GR, GKQ|GA e GRT|GR, sem aminoacidos dibasicos nas posi¢des 112
e 115, juntamente com uma lisina, em vez de fenilalanina no residuo 117,
indicando que todos os virus isolados apresentam caracteristicas de estirpes
avirulentas ou de viruléncia baixa, de acordo com os padrbes da OIE
(ALEXANDER, 2003).

A RT-PCR permite uma amplificacao seletiva de um pedag¢o do material
genético. Essa técnica tem sido muito utilizada no diagnostico de doengas
genéticas humanas, devido a sua capacidade de detectar mudangas passiveis
de ocorrer em um segmento especifico do genoma (JESTIN e JESTIN, 1991).
Estes avangos biotecnolégicos e o melhor entendimento da patogenicidade do
VDN tém permitido o uso de procedimentos alternativos aos ensaios realizados
in vivo para a caracterizagcao de estirpes bem como da viruléncia do VDN
(ALDOUS et al., 2000).

Com isso, tornou-se possivel responder utilizando apenas um teste
molecular, a trés importantes questbes: a presenca ou auséncia do virus;
determinacao da patogenicidade, em face da existéncia de uma grande
correlagao entre biologia molecular e os indices dos testes in vivo e utilizagao
dos dados encontrados em estudos de epidemiologia molecular (ALDOUS e
ALEXANDER, 2001).

Sendo o VDN um RNA virus, a RT-PCR ¢é o ponto de partida para a
maioria das técnicas moleculares a serem utilizadas para diferenciagao de suas
estirpes. Por meio da transcricdo reversa, o RNA viral passa a DNA
complementar (cDNA), que pode ser utilizado na PCR. Posteriormente,
associado a outras técnicas moleculares tais técnicas permitem uma completa
caracterizacdo da estirpe viral, como por exemplo, o sequenciamento do
genoma viral (ALDOUS e ALEXANDER, 2001).

A identificacdo de estirpes virais tem uma importancia muito grande no

diagndstico da doencga, principalmente em paises onde diferentes tipos de
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vacinas vivas sdo utilizados (BALLAGI-PORDANY et al., 1996). Consoante,
revelam Aldous e Alexander (2001), em artigo de revisdo sobre técnicas
moleculares utilizadas no diagnéstico do VDN, apesar da ocorréncia de
mutagbes randdémicas espontaneas e da existéncia de uma grande
variabilidade genética, as técnicas moleculares certamente serdo dominantes
para a detecgao, diferenciacéo e caracterizagao do VDN. Enfatizam ainda que,
problemas decorrentes da variabilidade genética e mutagbes poderdo ser
solucionados por meio da utilizagdo de oligonucleotideos iniciadores e sondas

altamente especificas.

2.7. Sequenciamento de Genomas

Desde a descoberta da estrutura do DNA por Watson e Crick, ja se
passaram mais de 50 anos. O DNA é responsavel por armazenar as
informagdes genéticas de um organismo, a partir de ent&do iniciou-se uma
busca por se obter e decodificar a informacao localizada nos cromossomos
(MIR, 2004).

O sequenciamento rapido de genomas tem sido um dos grandes
desafios da gendmica, ciéncia que estuda a estrutura e funcionamento do
material genético de uma espécie (CHAN, 2005).

Enormes progressos tém sido feitos nos ultimos anos na obtengao de
sequéncias de um genoma completo. Desde o sequenciamento dos primeiros
genomas completos (Haemophilus influenzae e Mycoplasma genitalium). O
surgimento de novas tecnologias de sequenciamento denominadas
sequenciamento de nova geracdo (NGS), tem contribuido para que a
informagéo contida na sequéncia completa de genomas e genes de interesse
aumente cada vez mais (CHAN, 2005; MIR, 2004).

A tecnologia NGS surgiu como uma alternativa poderosa para estudos de
gendmica estrutural e funcional. Essas tecnologias promovem o
sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informagao sobre
milhdes de pares de bases em um unico procedimento. O estudo destas
informacdes nos permite entender aspectos integrados da biologia desses
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organismos, inter-relacionar sequéncia, estrutura de proteinas, padrdes de
expressao génica, interagbes e fungdo de proteinas individuais e complexos
proteinas-acidos nucléicos, entender a historia evolucionaria de um organismo
e direcionar modificagdes cientificas de sistemas bioldgicos, além de apoiar

aplicagdes nas areas de medicina, agricultura e tecnologia (LESK, 2008).

2.8. Tecnologias de sequenciamento

Tecnologias de sequenciamento podem ser classificadas como o
conjunto de instrumentos, materiais, protocolos e métodos que estédo
envolvidos na coleta, preparagdo e isolamento da amostra para o
sequenciamento e a montagem da sequéncia final (CHAN, 2005). Um longo
caminho €& percorrido até o processo final de montagem e analise da
sequéncia, normalmente dividida em duas fases relacionadas: uma fase
experimental de bancada e uma fase de analise computacional.

Dentre as varias tecnologias que estdo surgindo, podem-se citar as
plataformas Solexa da lllumina, lon Torrent e lon Proton da Life Technologies,
além de outras que comegam a ser utilizadas como a Helicos da Heliscope, o
PACBIO RS da Pacific Bioscience (CARVALHO e SILVA, 2010).

Estes métodos promoveram aumento exponencial na quantidade de
dados gerados, dobrando a quantidade de bases submetidas em bancos
publicos de sequéncias como NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a cada 18
meses. O NCBI em fevereiro de 2014, conta com mais de 75 milhdes de
sequéncias de nucleotideos depositadas. Assim, a disponibilidade dos NGS e o
avanco nas plataformas de bioinformatica tém revolucionado o estudo de

genomas e transcriptomas.

As tecnologias de sequenciamento de DNA em larga escala disponiveis
no mercado diferem principalmente quanto ao mecanismo quimico empregado
no processo, ao volume de dados gerados, a precisao de bases, a tecnologia
de operagdo, ao tamanho de fragmento gerado por leitura e ao custo
operacional; sendo que a escolha dessa tecnologia deve se basear
principalmente no suprimento de dados necessarios para a abordagem
experimental (MACLEAN et al., 2009).



7

DNA

\
\

40

2.8.1. Plataforma lllumina®

A lllumina® desenvolveu uma tecnologia de sequenciamento com base

em terminadores reversiveis. Nesta plataforma, como no método de Sanger, o

sequenciamento € realizado por sintese usando DNA polimerase e

nucleotideos marcados com diferentes fluoroéforos (SANGER, et al., 1977). A

grande inovagdo desta técnica é a clonagem dos fragmentos in vitro

diretamente em uma superficie solida de vidro, superficie de clonagem,

processo conhecido como PCR de fase sdélida (FEDURCO et al., 2006;

TURCATTI et al., 2008). A superficie consiste de uma lamina de vidro na qual

as extremidades dos fragmentos sao ligados. No processo de sequenciamento
os fragmentos de DNA tém suas extremidades (5" e 3’) ligadas a adaptadores

(Figura 5a) e fixados a superficie de clonagem, de modo que a extremidade 3’

figue sempre livre para servir na iniciagdo da reagao de sequenciamento dos
fragmentos imobilizados no suporte (Figura 5b) (CARVALHO e SILVA, 2010).
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Figura 5. Processo inicial de sequenciamento na plataforma lllumina (Adaptado de
CARVALHO e SILVA, 2010).

A grande quantidade de adaptadores fixos na superficie de clonagem
facilita a hibridizagdo do adaptador livre (3’) e sua sequéncia complementar

fixa, proximo ao clone inicial durante o ciclo de anelamento. No ciclo de
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anelamento o fragmento forma uma estrutura em “ponte” na superficie de
sequenciamento (Figura 5¢ e 5d) e apds o fornecimento de reagentes
necessarios a extensao ocorre (PCR), formando a fita complementar também
em “ponte”. (METZKER, 2010).

No chamado ciclo de desnaturagdo (por elevagao da temperatura) as
fitas sdo separadas e linearizadas (Figura 6e), o ciclo de anelamento é repetido
por 35 vezes (Figura 6f) fazendo com que as mil copias geradas de cada
fragmento se agrupem formando um cluster (conjunto) de sequenciamento
(Figura 6g). Apos esta etapa, nucleotideos terminadores marcados sao

fornecidos para as reagdes que ocorrem dentro do cluster (Figura 6h).

{ 1! i | "laj

i I Fyo§ :“ll I i\ L - Clusters I
] ' !

) i L

Figura 6. Processo intermediario de sequenciamento na plataforma lllumina (Adaptado de
CARVALHO e SILVA, 2010).

A alta densidade de clusters formada possibilita que o sinal de
fluorescéncia gerado com a incorporacdo de cada um dos nucleotideos
terminadores tenha uma intensidade suficiente para a detecgdo confiavel
(METZKER, 2010). Na etapa seguinte, com a incorporagdo de nucleotideos
terminadores marcados e excitagao a laser (Figura 6h), € gerado um sinal que
€ captado por dispositivos de leitura e interpretado como um dos quatro

possiveis nucleotideos marcados (Figura 7i, 7j, 7k), e o processo € repetido
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para cada nucleotideo que compde a sequéncia. A leitura das bases é feita
pela analise sequéncial das imagens capturadas (Figura 71) em cada ciclo de
sequenciamento. Em geral, leituras de 200 bases s&o obtidas em cada cluster
(SHENDURE e JI, 2008; METZKER, 2010).
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Figura 7. Processo final de sequenciamento na plataforma lllumina (Adaptado de CARVALHO
e SILVA, 2010).

A partir de tudo o que foi descrito anteriormente, sobretudo, a
importancia do agente etiolégico no contexto da sanidade avicola, este estudo
fez o sequenciamento completo do genoma das estirpes LaSota e APMV-
1/Chicken/Brazil/SIM/75 do VDN, com o intuito de avaliar a diversidade
genética e caracteriza-las filogeneticamente, na tentativa de estudar o seu

possivel papel na evolugéo das estirpes do VDN.
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lll. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Sequenciar, montar, comparar e analisar filogeneticamente os
genomas completos de estirpe vacinal LaSota e Sao Jodo do Meriti
do virus da doenca de Newcastle proveniente de um surto de DN na
década de 70

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Determinar o genoma completo e as sequéncias deduzidas de
aminoacidos das proteinas estruturais da estirpe LaSota e Sdo Joao do
Meriti do VDN.

3.2.2. Comparar os genomas e as sequéncias deduzidas de aminoacidos das
proteinas da estirpe LaSota e Sao Jodo do Meriti do VDN com os
genomas e sequéncias proteicas deduzidas de outras estirpes do VDN
classificadas nos principais genétipos desse virus, procurando relacionar
suas caracteristicas para se entender melhor a evolugao do VDN.

3.2.3. Contribuir com estudos de filogenia, epidemiologia e diversidade
genética da estirpe LaSota e Sdo Jodo do Meriti do VDN.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras virais

Uma suspensao contendo a amostra da estirpe vacinal LaSota originada
de uma vacina comercializada no Brasil e outra suspens&o contendo o isolado
de campo APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 do VDN foram diluidas a 1:10, em
meio Eagle e 0,1mL foi inoculado na cavidade alantoide de ovos embrionados
SPF com 9 a 11 dias de incubacéao, para multiplicagao viral. Apés 24 horas de
incubacao a 37,5°C realizou-se 0 exame de ovoscopia para a identificagdo e
retirada de embrides mortos em decorréncia de causas inespecificas.
Decorridas 40 horas de incubacao e prévio resfriamento a 4°C, por 18 horas, a
suspensao de liquido corion alantoide infectado (LCAi) foi colhida e
imediatamente centrifugada a 3000xg, 4°C por 30 minutos, eliminando-se os
debris celulares. O volume total de LCAIi contendo as estirpes virais foram

aliquotados e estocados a -70°C.

4.2. Extragao do RNA viral

O procedimento de extracdo do RNA viral foi realizado, a partir do liquido
coérion alantoide infectado (LCAi) com estirpe LaSota e o isolado de campo
APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 com o auxilio do reagente comercial Trizol LS
Reagent (Invitrogen), seguindo-se as recomendacdes do fabricante, com
algumas adaptacgdes, abaixo explanadas.

A extracado foi feita a partir de 500uL de LCA infectado com a estirpe
LaSota e o isolado de campo APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75, adicionando-se
500uL de Trizol LS Reagent (Invitrogen) e mais 100uL de uma mistura de
cloroférmio e alcool isoamilico, na propor¢ao 24:1. Em seguida, a mistura foi
homogenizada com ajuda do vortex e deixada em repouso em banho de gelo
por 5 minutos sendo ao final desse passo, centrifugadas em 12000xg por 15
minutos a 4°C. A fase liquida, em volume de aproximadamente 500uL, foi
transferida para outro microtubo de 1,5mL, no qual foram adicionados o0 mesmo
volume de alcool isopropilico (500uL). Essa mistura foi agitada, delicadamente,

por inversao e deixada por 20 minutos a -70°C (precipitagdo do RNA).



45

No passo seguinte, centrifugou-se a 12000xg por 15 minutos a 4°C. Ao
final dessa etapa, descartou-se o sobrenadante (alcool isopropilico) e
adicionou-se 1mL de etanol 75%, homogeneizando-se manualmente, e em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 7.500xg por 5 minutos a
temperatura de 4°C, descartando-se, ao final o sobrenadante. As amostras
foram colocadas para secar a temperatura ambiente e ressuspendidas em
12uL de agua ultra pura tratada com DEPC (dietil pirocarbonato 0,1% p/v) e
mais 1uL de inibidor de ribonuclease. O RNA viral das amostras LaSota e
APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 foram quantificados utilizando-se o aparelho
Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies) com o kit Qubit™ RNA Assay Kit

(Invitrogen®) seguindo-se as recomendagdes do fabricante

4.3. Construcao das bibliotecas de RNA

As Dbibliotecas de RNA das estirpes LaSota e APMV-
1/Chicken/BrazilSIJM/75 do VDN foram preparadas de acordo com o protocolo
TruSeq® RNA Sample Preparation v2 (illumina®) de acordo com as
recomendagdes do fabricante com algumas adaptagdes, descritas abaixo.

O primeiro passo foi a fragmentacéo enzimatica do RNA total das estirpes
LaSota e APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 e posterior ligacdo de random
primers para se proceder com a sintese da primeira fita de cDNA, utilizando-se
para isto a enzima transcriptase reversa (SuperScript/Invitrogen, EUA); apos a
sintese da primeira fita de cDNA procedeu-se a sintese da segunda fita, tendo
ao final do processo um cDNA dupla fita. Apds este passo faz-se a reparacgao
das extremidades 3’ e 5. Nesta etapa as extremidades 3" e 5 do cDNA
fragmentado, que estdo nao-coesivas, serdo reparadas usando o reagente
End-Repair Mix da lllumina. O End-Repair Mix tem atividade exonuclease, que
removera as pontas das extremidades 3’ e atividade polimerase que
completara as extremidades 3’ do cDNA fragmentado, ao final do processo
teremos o cDNA fragmentado e com as extremidades coesivas.

ApoOs a etapa de End-Repair um unico nucleotideo A (adenina) € aderido
a extremidade 3’ do cDNA fragmentado e reparado, este processo previne que
este fragmento de cDNA se ligue erroneamente a outro fragmento de cDNA
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durante a ligacdo dos adaptadores, ja que a extremidade 3’ do adaptador
apresenta um unico nucleotideo T (timina), que é complementar ao fragmento
de cDNA que foi adenilado. Esta estratégia garante uma baixa formagéo de
quimeras. S6 assim entdo os adaptadores, com barcodes especificos, sao
ligados nas extremidades dos cDNAs fragmentados, preparando-os para a
hibridizagao na lamina de sequenciamento.

Apos a ligagao dos adaptadores ha o enriquecimento dos fragmentos de
cDNA através da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) para enriquecer os
fragmentos de cDNA que apresentam adaptadores ligados nas duas
extremidades, 3’ e 5. A PCR é feita utilizando-se primers que se anelam as
extremidades dos adaptadores, garantindo que apenas os fragmentos de cDNA
ligados aos adaptadores sejam amplificados. Para evitar que ocorra distor¢ao
da representacdo da biblioteca, o numero de ciclos utilizados na PCR é o
minimo possivel, em média 10 ciclos.

Ao final deste processo a biblioteca esta pronta e deve ser validada e
quantificada antes que seja feito o sequenciamento da mesma. A validagao das
bibliotecas de cDNA das estirpes LaSota e APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 foi
feita através de eletroforese capilar no Agilent Bioanalyzer com o chip
DNA1000, para isto foi utilizado 1uL da biblioteca e seguidas as
recomendacgdes do fabricante. A quantificacdo das bibliotecas foi feita através
de uma quantificacdo absoluta gPCR, utilizando-se o aparelho 7500 Real Time
PCR System (Applied Biosystems), seguindo-se as recomendacées do Illumina

Sequencing Library gPCR Quantification Guide.

4.4. Sequenciamento do genoma do VDN

O sequenciamento das bibliotecas de cDNA das estirpes LaSota e APMV-
1/Chicken/Brazil/SJM/75 do VDN foi realizado utilizando a plataforma lllumina®,
equipamento HiscanSQ. Para isto foram utilizados os kits Paired-End Cluster
Generation Kit v3 (lllumina®) e TruSeq™ SBS Kit v3 - 200 Cycles (lllumina®) e

os procedimentos adotados seguiram as recomendacgdes do fabricante.
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4.5. Analise das Sequéncias e Anotagao genémica

Ao término do sequenciamento as bibliotecas das estirpes LaSota e
APMV-1/Chicken/Brazil/lSUIM/75 foram separadas e os arquivos .bcl gerados
foram transformados em formato fastq, utilizando-se o programa CASAVA
1.8.3.(lllumina). As sequéncias fastq das estirpes virais LaSota e APMV-
1/Chicken/Brazil/SIJM/75 foram transferidas para o programa CLC Genomics
Workbench 6.0.5 o qual inicialmente avaliou a qualidade das sequéncias com
posterior trimagem/corte das regides onde foram identificadas leituras com
baixa qualidade (Phred score < 20). Apds esta etapa, foi realizado o
procedimento de clusterizagdo ou montagem pelo algoritimo (De Novo
Assembly — com os parametros padrao de montagem) com a finalidade de
gerar a sequéncia consenso de cada estirpe (estimadas em 15.000pb), a fim de
permitir a anotagdo gendmica. Para a anotagdo do genoma das estirpes
LaSota e APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 foi utilizado o programa Prokka 1.5.2
(Prokka: Prokaryotic Genome Annotation System —

http://vicbioinformatics.com/)

4.6. Alinhamento das sequéncias e Analise Filogenética

Para o alinhamento, comparagao e agrupamento das sequéncias foram
realizadas duas abordagens complementares: a primeira levou em
consideragdo o0 genoma completo das estirpes LaSota e APMV-
1/Chicken/Brazil/SIJM/75 e para a segunda, foram escolhidos dos genes HN e
F, utilizando-se as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos das estirpes
LaSota e APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 e outras estirpes de referéncia da
classe | e Il do VDN referentes a estes genes, tendo utilizado o software
ClustalW, versao 1.83 (THOMPSON et al., 1994) dentro do programa BioEdit
v7.2.0.

As sequéncias completas dos genomas das estirpes LaSota e APMV-
1/Chicken/Brazil/SIJM/75 foram utilizadas para a construgdo do dendograma e
para definir a classificacdo destas estirpes, em relacdo a outras estirpes de
referéncia da classe | e Il do VDN. As analises filogenéticas foram conduzidas
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usando-se o programa MEGAS5 (MEGA versao 5) (TAMURA et al, 2011) e a
histéria evolucionaria foi inferida utilizando-se o método de Maximum Likelihood
e Tamura-Nei Parametro (TAMURA e KUMAR, 2002), com valores de 1000
para bootstrap e foram expressas com base no numero de nucleotideos
substituidos. Os codons incluidos foram 1st+2nd+3rd+non-coding. Todas as
posicoes contendo gaps e dados perdidos foram eliminadas através da opgao
complete deletion. Os nomes usados no dendograma representam os nomes

dados as estirpes virais no GenBank.

4.7. Analise das distancias filogenéticas das estirpes do genétipo V

A distancia filogenética entre a estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 e
as estirpes do gendtipo V foi conduzida usando-se o programa MEGAS (MEGA
verséo 5) (TAMURA et al, 2011) e a histdria evolucionaria foi inferida utilizando-
se o0 método de Maximum Likelihood e Tamura-Nei Parametro (TAMURA e
KUMAR, 2002), com valores de 1000 para bootstrap.

4..8. Anadlise de selegao positiva dos genes F e HN do genétipo V

As analises de selegcdo positiva dos genes F e HN dos isolados
representantes do gendtipo V foram feitas através do calculo da taxa média de
substituicdes sinbnimas (dS) e de substituicdes nao sinbnimas (dN) (dS-dN)
usando o programa MEGAS5 (MEGA versao 5) (TAMURA et al., 2011). Além
disso, para detectar residuos especificos dentro dos genes F e HN sob forte
pressao seletiva foi calculada a dN-dS por cédon em relacdo a entropia da
sequéncia de aminoacidos. A entropia da sequéncia de aminoacidos foi

calculada utilizando-se o programa BioEdit v7.2.0.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise dos genomas e proteinas deduzidas

5.1.1. Estirpe vacinal lentogénica LaSota

O genoma completo da estirpe vacinal lentogénica LaSota apresentou
um tamanho de 15.186pb, similar aos outros paramixovirus aviarios do tipo 1
(APMV-1) da classe Il, classificados como gendtipos antigos, ou seja, que
foram isolados entre 1930-1960 (CZEGLEDI et al., 2002). Ainda, este genoma
revelou a presencga de seis regides abertas de leitura (ORF) que codificam seis
diferentes proteinas, nucleoproteina (NP), a fosfoproteina (P), proteina de
matriz (M), a proteina de fusdo (F), a hemaglutinina-neuraminidase (HN) e a
grande proteina (L) (3'-N-P-M-F-HN-L-5"). A porcentagem de G+C deste
genoma viral é de 46,27%. O tamanho, a posi¢ao, e as caracteristicas destes

seis genes estdo na Figura 8.
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Figura 8. Esquema do genoma da estirpe vacinal lentogénica LaSota, em bases, mostrando a
posi¢édo dos seis genes codificadores das proteinas virais.

Todas as seis principais proteinas e o genoma completo da estirpe
vacinal lentogénica LaSota, apresentaram pelo programa BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 99% de similaridade na sequéncia de
nucleotideos com as estirpes VG/GA clone 5 (EU289029), B1 Takaaki
(AF3758230), VG/GA (EU289028), B1 (AF309418), LaSota C5 (KC844235) e

LaSota (JF950510), que pertencem a classe Il gendtipo Il, entre outros que

estdo mostrados na Figura 9 e 10.
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Figura 9. Visualizacdo dos “scores” do genoma completo da estirpe vacinal lentogénica
LaSota, que foram obtidos pelo programa BLASTn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi).

As estirpes virais pertencentes a classe Il, gendtipo Il, incluem virus
caracterizados como de baixa viruléncia e que s&o utilizados no mundo todo
como vacinas atenuadas na prevencao da DN, como exemplo temos a estirpe
LaSota, sequénciada neste trabalho, e as estirpes B1 e VG/GA.

Outro ponto importante que deve ser considerado na caracterizagao da
viruléncia dessa estirpe € o sitio de clivagem da proteina F, ja que este é bem
utilizado como determinante da patogenicidade do VDN em galinhas
(MORRISON et al., 1993; LI et al., 1998; PANDA et al., 2004). Em nosso
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estudo foi identificado que o sitio de clivagem da proteina F da estirpe vacinal
lentogénica LaSota contém a sequéncia '"?G-R-Q-G-R|L'"". Constata-se que
nao estdo presentes nesta sequéncia mais de um residuo de aa basicos entre
as posic¢des 112-116, o que é caracteristico de estirpes avirulentas do VDN.

Apesar das infecg¢des por estirpes virulentas do VDN se constituirem em
uma preocupagado maior; as estirpes de baixa viruléncia podem e, as vezes
causam, perdas econémicas em matrizes por queda na producio de ovos e por
lesbes de aerossaculite em frangos.

Descrigdes de doengas respiratorias tardias entre as 4 e 7 semanas na
Australia (SCOTT et al.,, 1999) onde nao € utilizada vacina sdo semelhantes
aos relatos de doencgas respiratorias nos Estados Unidos e outros paises local
em que a vacinagdo é amplamente utilizada. Na Australia os isolamentos
correspondem as estirpes de campo de baixa viruléncia porém em outros
paises os isolamentos sao parecidos as estirpes de vacinas que sao utilizadas
(WEHMANN et al., 1999).

Em um estudo sobre a patogenia da DN em frangos SPF, infec¢gdes com
estirpes lentogénicas ndo produziram uma infecgdo entretanto, acido nucléico
viral foi encontrado no miocardio e sacos aéreos. Infecgdes lentogénicas
podem comprometer estes tecidos e produzir infeccbes secundarias e/ou
diminuicdo na produtividade. Parece razoavel especular que esse fato esteja
ligado ao fendbmeno da recombinagdo genética presente em populagbes e
subpopulagdes de particulas virais do VDN que infectam diferentes
hospedeiros de aves.

A proposito, existe alguma evidéncia de que estirpes patogénicas, do
VDN, provenientes de outras espécies, somente demonstram sua verdadeira
patogenicidade apdés sua primeira passagem em frangos de corte
(ALEXANDER, 1997), ou apds sua adaptagao ao novo hospedeiro. Resultados
semelhantes foram descritos por Islam et al. (1994), que indicam o aumento da
patogenicidade de amostras mesogénicas ou patogénicas do VDN, isoladas de
codornas e passadas para galinhas; inducédo essa possivel gracas a aquisicao
de propriedades de neurotropismo e pantropismo através da passagem
intracerebral em galinhas susceptiveis.

A quantidade de vacina viva produzida e usada no Brasil, conforme
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dados relatados por Orsi et al. (1999; 2001), aliado ao baixo re-isolamento do
virus vacinal no territério nacional e a grande variagdo na viruléncia dos
diferentes isolados do VDN, indicam a necessidade de mais pesquisa sobre
esta tematica. Fatores que promovem a ocorréncia da doenga em aves
vacinadas podem ser divididos em dois grupos: 1) Fatores que diminuem a
resisténcia do hospedeiro a infecgdo; e 2) Mudanga do virus que permite
tornar-se uma barreira imunologica (PANSHIN et al., 2002). Apesar da redugao
gradual da DN no pais nos ultimos anos para alguns autores (SEAL, et al,
1998; CLAVIJO et al., 2000, OIE, 2008) a DN continua endémica no Brasil,
servindo de fonte de disseminagao de virus, principalmente pelo trafico de aves
silvestres; por isso a importancia de monitora-las através do sequenciamento

de genomas completos.

5.1.2. Isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75

O genoma completo do isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75
apresentou um tamanho de 15.192pb, é similar aos de outros paramixovirus
aviarios do tipo 1 (APMV-1) (numero de acesso GenBank: KJ123642)

. Ainda, este genoma revelou a presenga de seis genes que codificam
seis diferentes proteinas, nucleoproteina (NP), a fosfoproteina (P), proteina de
matriz (M), a proteina de fusdo (F), a hemaglutinina-neuraminidase (HN) e a
grande proteina (L) (3'-N-P-M-F-HN-L-5"). A porcentagem de G+C do genoma
viral do isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 é de 46,2%. O tamanho, a
posicao, e as caracteristicas destes seis genes e suas sequéncias intergénicas

estio na Tabela 1.

As sequéncias leader 5 e da terminagdo 3 do isolado APMV-
1/Chicken/Brazil/SJM/75 consistem de 114 e 55 nucleotideos respectivamente,
e revelaram ser iguais as que estdo presentes em todas as estirpes do VDN
(KRISNAMURTHY e SAMAL, 1998). Além disso, as sequéncias intergénicas
(Sls), que ndo transcrevem mRNA, variam em tamanho de 1 a 47 nucleotideos
(Tabela 1). As sequéncias de nucleotideos do gene inicial (Gl), do gene final
(GF) e das Sls no genoma do VDN afetam a eficiéncia da transcricao dos seis
genes (RASSA et al., 2000; YAN e SAMAL, 2008).
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Tabela 1. Caracteristicas genémicas e aminoacidos deduzidos da estirpe
APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75

Gene Sequéncia Tamanho 5 Tamanho % 3 Tamanho
intergénica  Nucleotideos UTR ORF(nt) G+C UTR aminoacidos
(S (nt) deduzidos (aa)
NP 2 1.752 66 1.470 50,5 216 503
P 1 1.451 83 1.188 52,7 180 395
M 1 1.241 34 1.095 48,2 112 364
F 31 1.792 46 1.662 449 84 553
HN 47 2.002 91 1.716 46,1 195 571
L - 6.703 11 6.615 442 77 2.204
Genoma - 15.192 - 46,2 - -

Todas as seis principais proteinas da estirppe APMV-
1/Chicken/Brazil/SJM/75 invariavelmente, mostraram moderada (88-90%) a alta
(97-99%) similaridade com as sequéncias de aminoacidos de outras estirpes
representantes de cada gendtipo do VDN que ja foram bem caracterizadas
(Tabela 2). Tal fato indica que o minimo de mudanga na sequéncia de
nucleotideo das estirpes do VDN pode ter um profundo efeito na

patogenicidade deste agente.
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Tabela 2. Comparacgao das sequéncias de nucleotideo e aminoacido entre a estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75 e as estirpes
representantes de cada gendtipo da classe |12

Gendtipo: I Il 1] v Vv VI VII VIII IX

Estirpe: Ulster LaSota/46  JS/7/05/Ch Herts/33 Largo/71 Fontana/72 ZJ1 QH4 JS/1/02
(AY56291) (AY845400) (FJ430159) (AY741404) (AY562990) (AY562988) (AF431744) (FJ751919) (FJ436306)
% (aa) % (@aa) % (@aa) % (@aa) % (@aa) % (@aa) % (aa) % (aa) % (aa)
(nt) (nt) (nt) (nt) (nt) (nt) (nt) (nt) (nt)

Gene

NP 90 94 87 93 89 94 91 96 98 99 92 97 90 96 92 96 89 93

P 85 83 84 84 87 85 88 88 96 95 90 89 88 86 89 88 85 83

M 88 90 85 89 88 920 91 94 97 98 91 95 88 94 89 93 88 91

F 88 91 86 89 88 92 90 94 96 96 91 96 89 93 90 95 88 92

HN 86 90 84 88 87 88 89 90 96 96 9 94 89 92 89 93 87 90

L 89 95 86 92 89 95 91 96 98 99 92 97 90 95 92 97 89 95

Genoma 87 - 84 - 87 - 89 - 97 - 91 - 88 - 90 - 87 -

20 alinhamento foi feito utilizando o programa ClustalW
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O genoma completo da estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 & similar
a estirpe previamente sequenciada Largo/71 pertencente a classe Il genétipo V
e que foi isolada pela primeira vez na Florida, de galinhas, tendo-se suspeitado
que a sua introdugdo nos EUA ocorreu a partir da entrada de aves exéticas
provenientes da América Central ou da América do Sul (WALKER et al., 1973).
As maiores similaridades entre as duas estirpes foram identificadas nos genes
NP e L com 98% de similaridade de nucleotideos e 99% na sequéncia
deduzida de aminoacidos. No entanto, nessa mesma analise comparativa, as
maiores diferengcas puderam ser observadas nas sequéncias génica e de
aminoacidos correspondente a proteina P (similaridade de 96% na sequéncia

de nucleotideos e 95% na sequéncia de aminoacidos) (Tabela 2).

Em adicdo a isso, a sequéncia deduzida de aminoacidos da proteina F
da estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75 apresentou elevada similaridade
com a estirpe Largo/71 (96%), apesar de que com relagdo as estirpes
Fontana/72 (gendtipo VI) e QH4 (gendtipo VIII) as similaridades foram também
elevadas e corresponderam a 96 e 95%, respectivamente (Tabela 2).

Comparagbes com as sequéncias deduzidas de aminoacidos das
proteinas que se constituem nos principais antigenos (F e HN) da estirpe
APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75 e as sequéncias dessas mesmas proteinas de
outras estirpes representantes dos oito gendtipos da classe Il do VDN mostrou
similaridade mais baixa com a estirpe LaSota (89% F e 88% HN) e Ulster (91%
F e 90% HN) (Tabela 2). Esta diferenca esta de acordo com o estudo de Miller
et al. 2010, no qual foi observada uma grande diversidade genética entre os
gendtipos I, Il e V do VDN. Ainda, essa diferengca deve ser levada em
consideragao, pois atualmente as vacinas mais utilizadas para controle da DN
sao feitas a partir de estirpes classificadas no genétipo Il, como as estirpes
vacinais LaSota e B1 e as estirpes classificadas no gendtipo I, como a estirpe

Ulster.

Atualmente, um programa de vacinagao permanente para o VDN esta
em vigor no Brasil e, durante os ultimos anos, a vacinagéo de aves comerciais
tem sido regularmente constatada, utilizando-se com grande frequéncia a

estirpe LaSota, pertencente ao gendtipo Il. Contudo, € bem conhecido que
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todas as estirpes do VDN pertencem a um unico sorotipo, o APMV-1, o qual
oferece protecdo cruzada ou parcial contra estirpes altamente virulentas
pertencentes a diferentes gendtipos do VDN (NAYAK et al., 2012).

Apesar dessa protegao cruzada que pode ser oferecida pela vacinagéao,
alguns relatos sugerem que a vacinagao com uma estirpe mais semelhante ao
virus de desafio no campo, contribui significativamente para a eliminagcédo desse
patogeno viral (MILLER et al., 2007). Portanto, faz-se extremamente
necessario conhecer detalhadamente quais gendétipos do VDN estéao circulando
ou ja circularam em aves comerciais e tentar projetar vacinas que sejam

intimamente relacionadas ao VDN isolado.

O teste de patogenicidade previamente realizado com o isolado APMV-
1/Chicken/Brazil/SIJM/75 demonstrou que esta estirpe deve ser classificada
como altamente virulenta e velogénica para galinhas, ja que o TMME foi de 48h
e 0 ICPI de 1.78 (LIMA et al., 2004). Em adi¢do a isso, a sequéncia deduzida
de aminoacidos do sitio de clivagem da proteina de fusdo apresenta alta
proporcdo de aminoacidos basicos, caracteristica de estirpes altamente
virulentas (PEETERS et al., 1999).

Nesse sentido, deve-se destacar que o sitio de clivagem da proteina F é
bem caracterizado como determinante da patogenicidade do VDN em galinhas
(MORRISON et al., 1993; LI et al., 1998; PANDA et al., 2004). Estirpes
virulentas do VDN tipicamente contém um sitio de clivagem que apresenta
mais de um residuo de aminoacido basico (R-X-K/R-R|F), o qual é reconhecido
por proteases do tipo furina, presentes na maioria das células do organismo

hospedeiro.

Em nosso estudo foi identificado que o sitio de clivagem da proteina F
da estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 contém a sequéncia '"?R-R-Q-K-
R|F'"". Constata-se que estdo presentes quatro aminoacidos basicos entre as
posicdes 112-116 dessa sequéncia, o que € -caracteristico de estirpes
virulentas do VDN, como havia sido demonstrado quando essa estirpe foi
usada na infeccdo experimental de galinhas SPF, embora tenha sido
demonstrado nesses mesmos estudos que esse virus ndo cause nenhuma

patogenicidade para aves de outras espécies (CAMPIONI et al., 2012,
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MARTINS et al.,, 2012, DENADAI et al.,, 2011, CARRASCO et al., 2008,
NISHIZAWA et al, 2007, PAULILLO et al., 2005, LIMA et al., 2004).

A presencga do residuo de fenilalanina (F) na posigdo 117, foi associada
como um possivel papel na indugdo dos efeitos neuropatolégicos que certas
estirpes do VDN podem causar em hospedeiros susceptiveis (KATTENBELT,
et al., 2006; LAMB et al., 2007).

Além disso, a sequéncia completa deduzida de aminoacidos do gene F
do isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 foi analisada e comparada com

diferentes estirpes que pertencem aos genotipos | a IX (Tabela 3).

Nessa analise ficou evidenciado que os sete epitopos neutralizantes da
proteina F, que sao criticos, tanto para estrutura como fungdo dessa mesma
proteina e que estdo posicionados em residuos individuais D72, E™4, A75, K'8,
A, 3% em conjunto com a sequéncia de aminoacidos
S7ILRLKESIAATNEAVHEVTDG'"!, s&do conservados (LIU et al., 2003;
YUSOFF et al., 1989; TOYODA et al., 1987). Detectou-se também uma
elevada conservagao nos doze residuos de cisteina localizados nas posigcdes
25,76, 199, 338, 370, 394, 399, 401, 424 e 523 (SCAL, 2004).

Nos sitios deduzidos de N-glicosilagdo da proteina F (Asn-X-Ser/Thr ou
N-X-S/T) onde X pode ser qualquer aminoacido menos acido aspartico ou
prolina, localizados nas posigdes 8N-R-T87 191N-K-T193 366N.T-S368 447N.-|-G449,
47IN-N-S%73 e 54IN-N-T%*3 (PANDA et al., 2004; CHEN et al., 2001), com
excegdo do residuo '"¥'N-N-T'93 no qual houve a insergdo de um N na posi¢do
192 da proteina F. Essas caracteristicas de conservagao da proteina F sdo
comuns de ocorrer nos isolados classificados como gendtipos recentes, isto &,
que surgiram depois de 1960, englobando os gendtipos V-VIII e X, os quais
apresentam genoma com tamanho de 15,192 nucleotideos (nt) (15,186 nt + 6
nt na regi&o n&o codificante 5 ou NCR do gene NP) (CZEGLEDI et al., 2002).

Contudo, a andlise da sequéncia deduzida de aminoacidos da proteina
F, residuos de aminoacidos 1-553, revelou seis substituicbes unicas, que nao
foram encontradas em estirpes de nenhum outro gendétipo do VDN (Tabela 3).

Quatro desses aminoacidos estao localizados na porgao N-terminal da proteina
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F, S"Y%-P, Q¥-P/L, N'9ST, E*2-D, enquanto que as outras duas

substituigoes L5'9—1/V e V522 A foram encontradas na estrutura da proteina F.

De acordo com a viruléncia das estirpes do VDN, a sequéncia da
proteina monomérica HN possui uma diferenga no tamanho da sequéncia de
aminoacidos, ou seja, podem ser encontradas proteinas HN constituidas por
571, 577, 581 ou 616 aminoacidos (ROMER-OBERDORFER et al., 2003). O
gene HN do isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75, apresentou 1.716 nt e a
sua sequéncia deduzida de aminoacidos revelou ser composta por 571 aa, o
que é caracteristico de estirpes virulentas do VDN (LIU et al., 2003; ROMER-
OBERDORFER et al., 2003; TSAI, et al., 2004; MILLER et al., 2009).

Neste estudo, diferentes sequéncias da HN pertencentes aos genotipos
I-IX com diferentes tamanhos, foram alinhadas a estirpe APMV-
1/Chicken/Brazil/SIM/75 (Tabela 3). Os resultados das anadlises desses
alinhamentos mostraram que todos os epitopos neutralizantes previamente
descritos para a proteina HN, como '®LSGCRDHSH?0' R263 D287 K321
332(GR333 MEDEQDYQIR3?, K35, N481, D494, 513RITRVSSS52!, G/D%9 (YUSOFF
et al., 1988; IORIO et al.,, 1989; IORIO et al., 1991) apresentaram, para a
estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75, modificagdes em trés destes epitopos

neutralizantes R263 5K, K321 SR, 3925V,

Os trés aminoacidos essenciais E4%', R4'6, Y526 para ligagdo ao receptor
da célula alvo da infecgado pelo VDN (CRENNELL et al., 2000; CONNARIS et
al.,, 2002) e o sitio de atividade da neuraminidase representado por um
conjunto funcional de trés argininas nas posicdes 23*NRKSCSI/V/L?40
(JORGENSEN et al.,, 1987) assim como as regides 3"“FXXYGGV/L/M320,
39¥GA/SEGRI/NVIL*®  envolvidas na atividade hemaglutinante (LAMB e
LOLAKOFSKY 1996) foram parcialmente conservados, apresentando apenas

uma troca de aminoacido na posigédo S*0—A.

Em adicdo a isso, foram também preservados os treze residuos de
cisteina no ectodominio da sequéncia linear 123, 172, 186, 196, 238, 247, 251,
344, 455, 461, 465, 531, 542 (SCAL, 2004) e os onze acidos sialicos presentes
no local de ligagdo ao receptor da proteina HN, R74, |175 E258 Y299 Y317 E401
R416, R498 Y526 R516 ES547 (CONNARIS et al, 2002).
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Entretanto, a analise da sequéncia de aminoacidos da proteina HN da
estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 contém oito residuos de aminoacidos
especificos, D*—S/G, N®°-G/S, P'MS, V6| ASBLT/ V73
N437 S T/S/A, 1395V, que ndo foram encontrados em estirpes de nenhum outro
gendtipo do VDN (Tabela 3).

Além do local de clivagem da proteina de fusdo, tem sido relatado que
outros cinco genes no genoma viral pode ter um efeito sobre a patogenicidade
viral (PANDA et al., 2004; DORTMANS et al., 2010; DORTMANS et al., 2011).
A analise da sequéncia deduzida de aminoacidos da estirpe APMV-
1/Chicken/Brazil/SIJM/75 revelou a falta de mutagdes nos genes P e L, que tém
sido implicados na viruléncia do VDN (DORTMANS et al., 2010; DORTMANS
et al, 2011.) Isto sugere a existéncia de outras regides ainda néao
caracterizadas que podem contribuir para aumentar a viruléncia da estirpe
APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75, principalmente porque esta estirpe produziu
lesbes graves e alta mortalidade em galinhas SPF, enquanto que em outras
espécies de aves é capaz de se replicar sem efeitos patogénicos (PAULILLO et
al., 2005, LIMA et al., 2004).
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Tabela 3. Residuos de aminoacidos unicos na sequéncia deduzida da proteina F e HN do isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75

em comparagao com as estirpes representantes de cada gendtipo da classe I, classificados como gendétipos antigos e recentes.

Residuo de aminoacido e sua posi¢cdo

Sequéncia deduzida de aa da proteina F

Sequéncia deduzida de aa da proteina HN

10 28 107 452 510 522 | 47 75 111 136 328 373 437 505
APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 S Q N E L Vv D N P Vv A \Y N I
Genétipos antigos

Ulster I P P T D I A S G S I T I T Vv

LaSota Il P P T D I A S G S I T I T Vv

JS/7/05/Ch 1 P P T D I A S G S I T I T \Y

Herts/33 v P L T D I A S S S I T I T \Y

JS/1/02 IX P P T D \Y A S G S I T I T \Y
Genétipos recentes

Largo/71 Vv P L T D I A G S S I T I T Vv

Fontana/72 VI P L S D I A S S S I T I T Vv

ZJ Vil P L S D I A S S S I T I T Vv

QH4 VIl L P T D I T S S S I T I T \Y
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5.3. Analise filogenética

A classe Il dos isolados do APMV-1 pode ser dividida em dois tipos de
genodtipos. Os gendtipos considerados antigos que surgiram entre 1930-1960,
como genaotipos I-IV e IX e os gendtipos considerados recentes, que emergiram
ap6s 1960, como os gendtipos V-VIII e X (CZEGLEDI et al., 2002).

A inferéncia filogenética da sequéncia de nucleotideos completa do
genoma do isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 e da estirpe vacinal
lentogénica LaSota, acrescida de mais 123 sequéncias de genoma completo
do VDN (depositadas no GenBank) pertencentes a classe | e classe I

(gendtipos I-X) pode ser vista na Figura 10.

Nesta analise a estirpe vacinal lentogénica foi caracterizada como
pertencente ao gendtipo Il, e o isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 como
pertencente ao gendtipo V. Um outro ponto que confirma a caracterizagao do
isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 é a substituicdo V''®—| presente no
sitio de clivagem da proteina F, o que é caracteristico de estirpes deste
genotipo (LOMNIEZI et al., 1998; WEHMANN et al., 2003), que pertence ao
conjunto de gendtipos recentes. Outra caracteristica importante e que causou
uma mudancga dramatica, responsavel pela evolugdo dos antigos gendétipos em
recentes, foi a substituicdo do residuo E'%—G na proteina F (YU et al., 2001),
a qual pode ser observada no isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75.
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97; Newcastle disease wrus isolate Muscovy duck/China{FujianyFP1/02 (FJ872531)
Newcastle disease wirus isolate BP01 (JN599167)

Newcastle disease virus strain WF00G (FJ754273)

Newcastle disease wrus strain WF00D (FJ754272)

Newcastle disease virus isolate YZCQ/Liaoning/0B (JX867334)

Newcastle disease wrus strain chicken'TC/'22011 (KC461214)

Newcastle disease vrus strain hina’/JSX1/2010 (> )
Newcastle Disease wrus strain 2J1 (AF431744)

Goose paramyxovrus SFO2 (AF473851)

Newcastle dsease Wrus FMW (GU564339)

Newcastie disease vrus isolate chicken/China/Guangxi9/2003 (JF343539)
Newcastle disease virus strain WF00C (FJ754271)

Newcastie disease wus straln SR203 (EU167540)

Newcastie disease wus strain GM from China (DQ486859) Genotype VIl
Newcastle disease vwius isolate ND/O3018 (JF343538)

Newcastle disease wrus strain ND/03/018 (GQ338309)

Newcastle disease virus sirain chicken'Sukorejoi019/10 (HQ697255)
Newcastle disease virus sirain APMV-1/chicken/NL/ 15280893 (JNSB5837)
Newcaslle disease s strain 11
100 Newcastle disease vrus strain chickervBanjarmasin'010'10 (HQ687254)

100 — Newcaslle disease virus strain chicken/Sweden'97 (GUS585905)

Newcastie disease vrus strain Stoma/Astr/2755/2001 (AY865652)

Newcastie disease wus solate chicken/CP/Pakistan/2010 (JN682211)
Newcaslle dsease wrus sirain JKT1997 (UX383313)

Newcastle disease wus isolate GD450:2011 (KC152048)

Too || Newcastio discase virus isolate GD1003/2010 (KC152049)

100 L Newcastle disease virus isolate goose/Guangdong’2010 (KC551967) J
Newcastle disease virus isolate chicken'lU. S.(CA)1083(Fontana)/ 72 (AY562688) 7

Newcastle disease wrus strain Chicken_Sweden_85 (HQ839733)

Newcastle dsease virus Isolate Pi/Rus/Viadimir687/05 (JFE27026)

Pigeon paramyxovirus-1 (AJ880277)

100 (— Pigeon paramyxovrus-1 strain AV324/96 (GO429292)

Newcastle disease virus isolate dove/Raly/2736/00 (GQ429233)

Pigeon paramyxourus 1 strain plCH/LLN/110713 (JX488552)

100 | Pigeon paramyxowrus 1 strain PPMV- I/B*mnm&o!&&m )801119)

Pigeon drus 1 st PPMV-1/Belgi (Doo1121)
Pigeon 1 strain PPMV-1/Belg 1998 (JX801110)
Newcastle disease wrus strain 0,025 (EF026579)
97 Newcastle disease virus strain 1.3 (EF026583) Genotype VI
1 strain PPMV. 1998 (JX801109)

Pigecn
Pigeon paramyxovirus 1 strain PPMV-! IiMumMIIlsu (E01111)
100 ( Pigeon paramyxovirus 1 strain plCHLGD/ 110947 (JX488556)
Pigeon paramyxowrus 1 strain pl/CH/LGD/ 110945 {JX486555)
Pigeon paramyxovirus 1 strain pt CH/LHLY 110813 (JX4858553)
100  Pigeon paramyxovrus 1 strain pl/CH/LHLY 110822 (JX488554)
Pigeon paramyxowrus 1 strain pl/ CHLIL 100605 (JX486551)
Newcastle disease wius isolate P4 (HM063425)
Newcastle disease wrus (solate W4 (HM063423)
Pigeon paramyxovirus 1 strain pUCH/LGD! 110208 (JX486550)
Pigeon paramyxovirus 1 strain pyCH/LIL 120404 (JX486557) J
@ Newcastle disease virus APMV-1/Chicken/Brazi/SIM75 1
Newcastle disease wrus |solate NDV-POS (HM117720)
100 Newcastle dsease vrus isolate 01/10 (JX974435)
] disease wius Isolate gamelowl/U.S. (CA)211472/02 (AY562987)
Newcastle dlsease Wrus strain APMV-1/chicken/Ca/2008/71 (JO247691)
Newcastie disease vrus isolate mixed species/U.S /Largo/71 (AY562990)
100 ~ Newcastle dsease virus isolate anhinga’l. S (FI)'44083/93 (AY562386)
100 [ Newcastle disease wrus isolate rAnninga (EF085682)

74

100 | Newcaslle disease Wrus strain cormorant/US(CAYD9704285/1997 (GQ288381)
100l Newcastie disease wrus strain cormorant/US(CA)92-23071/1897 (GQ288388)
Newcastle diseass wrus strain ¥ {GQ2a8386)
100 |- Newcasile disease virus strain 150/1995 (GQ288383)
Newcastlo disease vrus strain 1995
Newcastle disease wus sirain cormorant/Canada/98CNN3-V1125/1998 (0028&82)

Newcastle disease wrus strain (W1 18719-03(L (GQ288385)
9 Nowcastio discaso wrus strain AF2240-| (JXD12006)
700 Newcastie diseass vrus isolate QH1 (FJ751918) ]m Vi

100 Nvu:nlle disease vrus isolate QH4 (FJ751919)

Newcastle disease vrus strain NOV/2K36/ peacock/Chennal (HQO11508)
Nowcastio discase wrus isolate 2K3/ChonnaiTamil Nadu (FJ966162)
Newcastle disease virus isolate NDV-2/chickenNamakkal Tamil Nadu (GU187941) Gonotype IV

Nowcastlo discase wrus strain Ralien (EU293914)
Newcastle disease wrus strain Horts/33 (AY741404)
Newcastle disease virus strain JS/1/97/Ch (FJ436305)

Nowcastle disoase wrus stran FJ/1/85/Ch (FJ436304)
Newcastle disease vrus strain F4BES (FJ436302)

Newcastle disease virus strain JS/1/02/Du (FJ436306) Genotype 1X
Newcastle disease vrus isolate GD09-2 (HQ317394)

Newcastle disease virus strain HBNU/LSRC/F3 (KC246549)

Newcastle disease virus strain ZI'1/88/Ch (FJ436303)
— disease virus isolate JS/7/05/Ch (FJ430159) ] Gonatype It

77 Newcastle disesse virus isolate 99-1997PR-32 (AY935497) 1

Newcastle dsease virus isclate 01-1108 (AYS35489)
Newcastio disease virus isolate 99-1435 (AY935498)
Newcastie disease virus isolate 02-1334 (AYS35490)

100} Newcastle disease virus isolate 99-0855 (AYS35494)
100 |l Newcastle disease virus isolate 99.0888lo (AY935496)
Newcastle disease virus solate 990868 (AY935495)

11 | Neweastlo disease virus isolate 98-1154 (AYS35491)

Newcastie disease virus isolate 98-1249 (AY935492) Genotype !
99 Newcastle disease vrus isolate 98-1252 (AY935483)
100f | Newcastio disease vrus strain TS08-C (IX1106350

Newcastle disease vrus isolate |-2progenitor (AYS35500)
o0 ' Newcastie disease virus isolate |-2 (AY335499)

1
Newcastle disease vnus strain PHY-LMV42 (DQ097394)
Newcastle disease vrug strain BHG/Sweden/94 (GQ918280)
Newcastle disease virus isolate chicken/N. Ireland/Ulster/67 (AY562891)
Newcastie disease Wrus isolale RS (HM063424)

Newcastie disease wrus isolate D3 (HM063422)
Newcastie disease wius strain mallard/US(MD)/03-6322003 mozuan)

100
Newcastie disease Vs strain malland/US{OH)/04-411/2004 (GQ288377)
Newcastle disease vrus strain mallard/US (MN)YMNO0O-39/2000 (GQ288392)
©oo [T Newcastie disease vrus strain maliard/US(MN)/99-376/1999 (00286389) po——
Newcasile disease virus strain mallard/US (MN)00-32/2000 (GQ288390)

Nowcastio digease vrus strain mallard'US(OHY/86-233/1086 (GO288380)

Nowcastle disease virus sirain northern pintail US(OH)/87-486/1987 (GQ288378)
Nowcastle disease vrus strain mottied duck/US(TX)/01-130:2001 (GQ288391)
Newcastio dgoase vrus strain R28 (JX316216) ] Genatypo Il

Newcastle disease virus strain KBNP-C4152R2L (EU140955) ] Genotype Vil

100 - Newcastle disease virus strain NDV/Chicken/Egypt/1/2005 (FJ939313)

Newcastle disease Wrus strain APMV-1/chicken'U S.(TX/GB/ 1848 (GU978777)

99, Newcastie disease virus strain B1 isolato Takaaki (AF375823)

Nowcastlo disease virus strain LaSota (JF950510)

Nowcastlo disoaso wrus B1 (AF309418) Ganotypa il

98| | Nowcastio disease virus cONA to complote genomic RNA, clone 30 (Y18898)

Newcastlo disease vrus strain HXD1 (JF795531)

99 | Nowcastlo disoaso vrus strain LaSota 4

Newcastle disease virus strain LaSota (AY845400)

493-31/2008 (JX119193) INoclassifcation

disease virus strain chi Juanl
disoase vins isolate Toal/France/100011/2010 (J2013038)
| 100 Newcastle disease virus strain JS10 (HQD0B337) Cnas
100 | disoase vius strain DE-R49'98 (DQO97393)
1001 Nowcastle disoase vins isolate duck/U.S. /118535172001 (AY625266)

Newcastle disease vrus sirain cormorant/US(MN)/92-40140/1992 (GQ288387)
Class
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Figura 10. Analise filogenética baseada na sequéncia completa de nucleotideos do genoma
dos virus representando as Classes | e Il do VDN depositadas no GenBank. Sequéncias
representando os gendétipos I-X foram utilizadas. A histéria evolucionaria inferida utilizando-se o
método de Maximum Likelihood, matriz Tamura-Nei pardmetro, com bootstrap 1000. A analise
envolveu 123 genomas e foi conduzida no MEGAS5. As estirpes LaSota e APMV-
1/Chicken/Brazil/SJM/75 estao identificadas com um losango.

Os gendtipos V, VI, VIl e VIIl sdo os gendtipos predominantes e
circulantes em todo o mundo e contém apenas as estirpes virulentas do VDN.
Os virus pertencentes ao gendtipo V surgiram na América do Sul e Central em
1970 e causaram surtos na Europa nesse mesmo ano (BALLAGI-PORDANY et
al., 1996). Ademais, esses virus também causaram surtos na América do
Norte, na Florida (1971, 1993) e na Califérnia (1971, 2002) (WISE et al., 2004)
E ainda estdo circulando no México (ABSALON et al., 2012; PEROZO et al.,
2008).

A sequéncia completa do genoma do isolado APMV-
1/Chicken/Brazil/SJM/75 mostrou alta similaridade na composicido de
nucleotideos (97%) com a estirpe Largo/71, a qual foi isolada na Flérida,
Estados Unidos, em surtos da DN no inicio dos anos 1970 (Tabela 2). Esses
surtos afetaram, nessa ocasido, varias regides dos Estados Unidos e outros
paises como o México (WALKER et al., 1973). Na época as investigagdes
epidemiologicas apontaram para a probabilidade dessa estirpe e outras
assemelhadas isoladas desses surtos terem sido originadas a partir da
importacdo de aves exodticas da América do Sul (STUDILLO, 1972; ACHA e
SZYFRES, 2003).

O ponto interessante nesse caso, agora revelado pela analise molecular
e filogenética com base no genoma completo da estirpe APMV-
1/Chicken/Brazil/SIJM/75 & a coincidéncia do isolamento desse virus ter sido
proveniente de surtos ocorridos na década de 70 no Brasil, nos quais a doenca
ressurgiu sob uma forma altamente patogénica, conhecida como Newcastle
Viscerotropica, por atingir com severidade as visceras das aves infectadas,
sendo que no periodo de 1970 a 1975 foram registrados focos da doenga em
todo o pais (SEAL et al. 1998; CLAVIJO 2000; FLORES et al. 2006).
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Os resultados apresentados neste estudo indicam que o isolado APMV-
1/Chicken/Brazil/SIJM/75 pode-se constituir em um provavel ancestral das
estirpes do gendtipo V (Figura 10) que estdo circulando na América do Norte e
atualmente sdo responsaveis por inumeros surtos no México, Canada e
Estados Unidos (ABSALON et al., 2012; MILLER et al., 2009).

Corroborando com a afirmacéo acima foi feita a analise das sequéncias
deduzidas de aminoacidos das proteinas F e HN de todos os isolados do
genotipo V, que circulam atualmente em paises da América do Norte,
buscando assim descobrir quais as modificagdes que estes isolados sofreram
ao longo do tempo em relacdo ao APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 que se
constitui como um provavel ancestral dos isolados pertencentes ao genétipo V
(Tabela 4 e 5).

Na tabela 4, as distancias evolutivas entre 0 genoma completo da estirpe
APMV-1/Chicken/Brazil/SUIM/75 e as outras estirpes do gendtipo V, variou de
um minimo de 0.007 com um maximo de 0.089 (0.063 + 0.023), enquanto que
no genotipo V estes valores variaram 0.002-0.101 (0.052 + 0.027), mostrando
que existe uma intima relacdo com o isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 e
outras estirpes que circularam e ainda estao circulando, reforcando a hipétese

deste isolado ser um provavel ancestral dos isolados do gendtipo V.
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Tabela 4. Distancias filogenéticas entre a estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 e outros isolado representantes do gendtipo V.

Genétipo
Estirpe \'4
92- 18719- 19529-
2098/ 40140/ 44083/ 95DC02150/ 95DC2345/ D9704285/ 92- 98CNN3- 211472/ 03(USGS)/ 04(USGS)/

SJM 7 Largo/71 P05  01/10 1992 93 1995 rAnhinga 1995 1997 23071/1997 V1125/1998 02 2003 2005
SJM (0.001) (0.001) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.003) (0.002) (0.002) (0.003) (0.002) (0.003) (0.003)
2098/71 0.032 (0.001) (0.001) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002)
Largo/71 0.035 0.014 (0.001) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002)
P05 0.046 0.025 0.027 (0.001) (0.002) (0.003) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.003) (0.002) (0.003) (0.002)
01/10 0.052 0.032 0.034 0.021 (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.003) (0.002) (0.003) (0.003)
92-40140/1992 0.007 0.052 0.052 0.065 0.069 (0.001) (0.002) (0.001) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002)
44083/93 0.073 0.055 0.054 0.066  0.07 0.009 (0.002) (0.001) (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.003) (0.002) (0.002)
95DC02150/1995 0.073 0.057 0.057 0.069 0.073 0.038 0.043 (0.002) (0) (0.001) (0.001) (0.001) (0.003) (0.001) (0.001)
rAnhinga 0.074 0.057 0.056 0.068 0.072 0.006 0.005 0.043 (0.002) (0.002) (0.002) (0.002) (0.003) (0.002) (0.002)
95DC2345/1995 0.075 0.058 0.059 0.07 0.074 0.039 0.044 0.006 0.043 (0.001) (0.001) (0.001) (0.003) (0.001) (0.001)
D9704285/1997 0.075 0.059 0.059 0.071 0.075 0.041 0.046 0.011 0.045 0.011 0) (0.001) (0.003) (0.002) (0.001)
92-23071/1997 0.076 0.059 0.059 0.071  0.076 0.041 0.046 0.011 0.046 0.012 0.002 (0.001) (0.003) (0.002) (0.001)
3{;1(1:2‘5’7'?998 0.077 0.061 0.061 0.073 0.077 0.043 0.048 0.01 0.047 0.01 0.016 0.016 (0.003) (0.001) (0.001)
211472/02 0.078 0.061 0.063 0.063 0.067 0.095 0.097 0.099 0.099 0.101 0.1 0.101 0.101 (0.003) (0.003)
:)g;lt]g-esyzom 0.085 0.07 0.071 0.083 0.087 0.052 0.057 0.021 0.056 0.021 0.026 0.027 0.014 0.11 (0.002)

:)g(sjg-GS)IZOOS 0.089 0.072 0.072 0.083  0.088 0.053 0.057 0.026 0.056 0.027 0.021 0.021 0.031 0.1 0.04

Todos os resultados sao baseados na analise em pares de 16 sequéncias. As analises foram conduzidas usando o método de Maximum

Likelihood, KIMURA-2-Parametro no programa MEGA5 (TAMURA et al., 2011). Os valores entre parénteses sao os erros padrbes obtidos

através do método de bootstrap usando 1000 repeticoes.



Tabela 5. Residuos de aa unicos na sequéncia deduzida da proteina F e HN do isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75 em
comparagao com os isolados do Gendtipo V.
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Residuo de aminoacido e sua posi¢cdo

Sequéncia deduzida de aa da proteina F

Sequéncia deduzida de aa da proteina HN

28

106

107

452

509

510 517 522

47

111

266

328

373

437

APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75
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NDV/cormorant/Canada/98CNN3-V1125/1998
NDV/US(NV)/19529-04(USGS)/2005
NDV-P05
NDV/cormorant/US(CA)/92-23071/1997
NDV/cormorant/US(MN)/92-40140/1992
NDV/mixed species/U.S./Largo/71
NDV/comorant/US(CA)/D9704285/1997
NDV/cormorant/Canada/95DC02150/1995
NDV/cormorant/Canada/95DC2345/1995
NDV/cormorant/US(W1)/18719-03(USGS)/2003
NDV isolate rAnhinga

NDV isolate 01/10

NDV isolate gamefowl/U.S.(CA)/211472/02
NDV strain APMV-1/chicken/Ca/2098/71

NDV isolate anhinga/U.S.(F1)/44083/93
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Como pode ser visto na Tabela 5, no isolado APMV-
1/Chicken/Brazil/SIM/75 existem oito residuos de aminoacidos unicos na
proteina F (Q®—R/L/P, V%A, N'7LT, E*2-D/G, G-V, LS0LT/I/A,
V3171, V52,A/T) e seis na proteina HN (D* — S/ G, P — S, §%66 _, T,
A2 _, T V373 5 | N*¥¥7 — T). Algumas dessas modificagbes ocorreram na
porcdo N-terminal dessas proteinas, em locais onde foram mapeados os
principais epitopos neutralizantes (Figura 11 e 12) (YUSOFF et al., 1989;
IORIO et al., 1991).

Na proteina F, quatro das oito mutagbes estdo concentradas numa
regido altamente variavel, posicdo 25-115, sugerindo que as mutagdes
observadas nos outros isolados surgiram ao longo do tempo com as respostas
imunes do hospedeiro. Pode-se supor que essas substituicdes, tenham
resultado em desvio antigénico e mudancgas na conformacgao da proteina (Xu et
al., 2008).

A proteina F é responsavel pela fusdo célula-célula, hemdlise e
penetragcdo do virus no hospedeiro, sabe-se que esta proteina apresenta sete
epitopos neutralizantes que sao criticos tanto para a funcdo quanto para a
estrutura da mesma, e que mudancas nestes epitopos podem levar a
mudangas conformacionais que podem contribuir possivelmente para o

aumento da viruléncia ou evasao imune.

Na proteina HN encontramos seis modificagdes concentradas
principalmente na porgdo C-terminal. Em um estudo prévio, GRAVEL e
MORRISON (2003) demonstraram que substituicdes de aminoacidos na porgao
C-terminal da proteina HN sao responsaveis pelo aumento ou diminuicdo da
atividade de adsorcao/fixacdo do virus a determinados receptores de células
alvo. A possibilidade que outras mutacbes na mesma regido, ou numa regiao
que tenha funcao relacionada, pode também contribuir para a viruléncia ou

evasao imune.



Hidrofilia
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Hopp & Woods Scale Mean Hydrophilicity Profile
Scan-window size = 13
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Figura 11. Perfil de hidrofilicidade da sequéncia de aa da proteina F da estirpe APMV-
1/Chicken/Brazil/SJM/75 mostrando os principais epitopos neutralizantes.
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Figura 12. Perfil de hidrofilicidade da sequéncia de aa da proteina HN da estirpe LaSota (linha
vermelha) e APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 (linha azul) mostrando os principais epitopos
neutralizantes.

Tal fato é que estas modificacbes (nos genes F e HN) podem

desempenhar um papel na viruléncia ou surgimento de mutagdes, as quais

podem levar a formagdo de estirpes virulentas, na qual o virus possa

permanecer sob forma latente em algumas espécies de aves e desencadear a
doencga em outras (ALEXANDER et al., 1985; MONNE et al., 2006).
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Confirmando este fato, o isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75,
apresenta este comportamento dispar para o VDN, isto é, a capacidade de
promover, apds a infeccdo experimental, rapidamente o 6bito de aves da
espécie Gallus gallus, enquanto que outras espécies de aves nado galiformes
nao apresentam quaisquer sinais clinicos uma vez infectadas, apesar de estas
aves poderem excretar o genoma viral por mais de 20 dias (CAMPIONI et al.,
2012, MARTINS et al., 2012, DENADAI et al., 2011, CARRASCO et al., 2008,
NISHIZAWA et al, 2007, PAULILLO et al., 2005, LIMA et al., 2004). Dai, a
importancia de que sejam realizados estudos adicionais com outras estirpes
autdctones do VDN no Brasil para se alcangar uma melhor compreenséo da
dindmica do processo infeccioso induzido pelo VDN em uma determinada

regiao ou pais.

A razao para essas diferengas de patogenicidade entre estirpes do VDN
para diferentes espécies de aves tem sido investigada, e a analise molecular
da patogénese dos paramixovirus também € alvo de estudos, de forma que
desvendar as minimas diferencas existentes entre estes inumeros genomas,

que sao altamente similares, é de crucial importancia.

A capacidade de uma estirpe para induzir a forma mais severa da
doenca de Newcastle esta estreitamente relacionada com a presenca de
proteases virais que sejam capazes de clivar algumas estruturas polipeptidicas
desse mesmo virus (NAGAI et al., 1976; ALEXANDER et al., 1984; SEAL et al.,
2005).

No entanto, a especificidade de hospedeiro ndo € uma caracteristica
tipica de APMV-1, uma vez que um grande numero de espécies hospedeiras
sdo susceptiveis a diferentes estirpes do VDN (ALEXANDER, 1997; SEAL et
al., 2005). Portanto, pode-se inferir que os surtos do VDN podem ocorrer sob
condicbes de campo se uma estirpe patogénica € introduzida em uma area

nunca desafiada por esse agente etiologico (ALEXANDER, 1995).

Além disso, outros fatores e marcadores presentes em outras proteinas
do VDN, como a proteina HN e o complexo da polimerase (proteina L) podem

também exercer atividades no sentido de conferir maior viruléncia, ou



70

inversamente, maior atenuagao a uma dada estirpe do VDN (KIM et al., 2011;
KIM et al., 2012).

Considerando que a taxa de variagdo de nucleotideos €& de
aproximadamente 1% por década, em condi¢des naturais de campo e em
periodos de epizootias (CZEGLEDI et al., 2002; WEHMANN et al., 2003), a
acumulagdo de substituicdes unicas encontradas entre a estirpe APMV-
1/Chicken/Brazil/SIM/75 e os isolados do gendtipo V €& compativel com a
hipétese de que a estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 € um provavel
ancestral original das estirpes do gendtipo V, e que estas estirpes, isoladas

recentemente, continuam a sofrer alteracées gendmicas pontuais (Tabela 4).

Ademais, como mencionado anteriormente, a acumulacdo de multiplas
substituicbes de aa nas proteinas F e HN pode ser resultado da press&o imune,
a qual pode contribuir para o aumento da distancia filogenética entre a estirpe
APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 e os outros isolados do gendtipo V. A presenga
dessa pressao seletiva em residuos especificos de aa sdo reconhecidos como
evolucao adaptativa (HAN et al., 2008; MILLER et al., 2009).

5.2. Analise de ocorréncia de selegao positiva e recombinag¢ao nos
isolados do genétipo V

A acumulacdo de multiplas substituicbes de aa nas proteinas F e HN,
pode ser resultante de mecanismos de pressao seletiva imunoldgica e, dessa
forma, essas mutagdes passariam a contribuir para um aumento da distancia
filogenética entre as diversas estirpes do VDN. Ademais, a pressdo desta
selecdo, em residuos especificos de aminoacidos sao reconhecidas como
evolugao adaptativa de um dado patégeno (HAN et al., 2008; MILLER et al.,
2009). E necessario portanto, descobrir qual estirpe viral esta circulando e
tentar desenvolver vacinas relacionadas aos virus circulantes, pois elevadas
distancias antigénicas e filogenéticas entre as vacinas e as estirpes circulantes

podem facilitar a evolugédo de VDN virulentos (MILLER et al., 2007).
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Com a finalidade de caracterizar a evolugéo das estirpes do gendtipo V
do VDN, foram investigados, através da aplicacdo do teste de selecao positiva
(SCHNEIDER e STEPHENS, 1990), os efeitos causados pelas substituicbes
multiplas de aa que ocorreram nas proteinas F e HN das demais estirpes do
gendtipo V em relagao a estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75, uma vez que
algumas regides dessas proteinas contém importantes epitopos virus-

neutralizantes.

Para fazer uma melhor identificacdo de regiées ou posi¢cdes especificas
dentro dos genes e das proteinas correspondentes F e HN que estao sob
selegdo positiva, foram calculadas em relagdo a cada coédon as diferengas
entre dN-dS e em relagdo a cada residuo de aminoacidos foi determinado o

valor da entropia.

Os resultados estdo apresentados nas figuras 13 e 14, nas quais séo
plotados os valores das diferencas dN-dS contra os valores da entropia para
cada um dos aminoacidos da proteina F e da proteina HN. Ficou evidenciado
nessas analises que as posi¢cdes de coédons com valores de dN-dS positivos
também apresentaram valores positivos de entropia para os residuos de
aminoacidos correspondentes, e estavam predominantemente localizadas em
regides previamente identificadas como sitios antigénicos de virus-
neutralizacdo ou, no caso da proteina HN, com epitopos de interagcdo com

anticorpos inibidores da hemaglutinacéo.

Assim, apesar de a propor¢ao média dS/dN para toda a sequéncia de
nucleotideos dos genes F e HN nao ser sugestiva de que tenha ocorrido uma
alta taxa evolutiva entre estas estirpes do gendétipo V, foram encontradas fortes
evidéncias da ocorréncia de selegdo positiva em determinadas regides dos
genes e das proteinas correspondentes F e HN, 0 que sugere que as estirpes

do gendtipo V estdo passando por um processo de selegao.
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dN-dS vs ENTROPIA
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Figura 13. Valores de entropia e diferenga entre ndo-sinénimos (dn) e sindnimos (ds) por cada
posicdo de aminoacido da proteina F. Ambos os valores foram calculados utilizando-se o
alinhamento de todos os isolados do gendétipo V.
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Figura 14. Valores de entropia e diferenga entre ndo-sindnimos (dn) e sindnimos (ds) por cada
posi¢do de aminoacido da proteina HN. Ambos os valores foram calculados utilizando-se o
alinhamento de todos os isolados do genétipo V.

Neste ponto, uma questdo intrigante que surge é em relagdo aos
fatores que podem atuar no sentido de contribuir para criar uma pressao de
selecado positiva sobre essas estirpes do VDN, implicando na evolugao das
mesmas dentro do gendtipo V. Nesse caso, as mutacdes selecionadas como
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positivas poderiam levar estes isolados a escapar das respostas imunes do
hospedeiro, que tenham sido infectados previamente com estirpes desse

mesmo gendtipo.

Além disso, evidéncias da ocorréncia de pressao de selegao positiva
foram descritas para outros RNA virus e de forma analoga, foi demonstrado
que esse processo seletivo afetou mais os residuos de aminoacidos
pertencentes a estrutura de sitios antigénicos importantes desses virus e
contra os quais a protecdo cruzada parcial € induzida apés a infeccao ou
vacinagdo (GRENFELL et al., 2004; HAYDON et al., 2001; HURST, 2002), o
que portanto parece acontecer de forma similar com as estirpes do gendtipo V

do VDN registradas nesse estudo.

Um dado relevante que deve ser destacado é que a estirpe APMV-
1/Chicken/Brazil/SIM/75 e as estirpes isoladas na América do Norte,
especialmente a estirpe Largo/71, que foi identificada pela primeira vez na
Flérida no ano de 1971, apresentaram intima relagao filogenética. Isso pode
reforcar a suspeita feitas pelos estudos epidemiolégicos realizados por ocasiao
desses surtos de DN nesse pais e que afirmavam que a estirpe Largo/71 foi
introduzida nos EUA através da importacdo de aves exdticas portadoras do

VDN, provenientes da América Central ou da América do Sul.

Em adigdo a isso, um outro ponto importante € que, desde 1998 e
também durante os ultimos anos, tém sido isoladas estirpes do VDN de
infeccoes em aves de produgdao comercial no México, Honduras e Estados
Unidos (OIE, 2003) e as analises filogenéticas desses isolados mais recentes
do VDN resultaram numa relagdo epidemiologica estreita com as estirpes da
América do Norte, América Central e América do Sul que estdo agrupadas no
gendtipo V (PEDERSEN et al., 2004). Tal fato destaca a importancia desse
estudo, e também apontam para a relevancia de se fazer uma continua
vigilancia de aves comerciais € ndo-comerciais para a detecgao e identificacéo

genotipica mais precoce do VDN.

Devido a natureza altamente contagiosa do VDN e a similaridade de
sintomas clinicos deste agente com outros altamente patogénicos, como por

exemplo a influenza aviaria, um constante monitoramento e rapido diagndstico
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€ crucial para o controle e erradicagao de aves infectadas. Uma vigilancia
epidemioldgica ativa em aves silvestres e comerciais contribui para aumentar

nossa compreensao sobre a predominancia e evolugéo do VDN.

A rapida detecgdo e diferenciagdo € um desafio, devido a alta
diversidade genética entre os VDN e também porque muitas vezes amostras
vacinais e endémicas sao frequentemente indistinguiveis sorologicamente. A
rapida diferenciagdo de estirpes de baixa viruléncia derivadas de vacinas e
novos isolados altamente virulentos do VDN precisam ser investigados. Em
adicdo, analises filogenéticas revelam que as estirpes de baixa viruléncia e

elevada viruléncia estao continuamente envolvidas.

Neste estudo, realizou-se o sequenciamento completo do genoma da
estirpe LaSota, que apresentou 99% de similaridade com estirpes publicadas
no GenBank, classificadas como pertencente a classe Il gendétipo Il, no qual a

predominancia é de estirpes vacinais avirulentas.

Ja a analise das distancias evolutivas do genoma completo e a das
proteinas virais da estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SIJM/75 e outras estirpes
pertencentes a classe | e classe Il (gendtipos 1-X) do VDN demonstraram que
este isolado é diferente, dos outros gendtipos tipicos do VDN e pertence ao
genodtipo V, encontra-se estreitamente relacionado a estirpe americana

Largo/71 e a outros isolados recentes da América do Norte.

Apesar de o isolado APMV-1/Chicken/Brazil/SJM/75, nao estar
circulando atualmente entre os plantéis avicolas do Brasil e 0 nosso pais estar
ha cerca de 7 anos livre de surtos da DN, frequentemente, isolados virulentos
do VDN tém sido responsaveis por surtos de DN em outros paises da América
do Sul e Norte, evidenciando a importancia de que seja realizada uma
vigilancia epidemiolégica molecular continua a fim de se conhecer de forma
mais acurada a filogenia e a evolugao tanto das estirpes circulantes como as
isoladas ha mais tempo, e possam assim ser definidas medidas mais efetivas

de controle da Doenga de Newcastle.
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VI. CONCLUSOES

6.1. O genoma de uma estirpe LaSota usada atualmente em vacinas
comerciais, apresentou 99% de similaridade com estirpes do VDN
publicadas no GenBank, e que sdo classificadas na classe Il e no
gendtipo Il, o qual é constituido predominantemente por estirpes
vacinais avirulentas, indicando também, a despeito de sua longa
utilizagdo, apresenta pequena variabilidade.

6.2. O sequenciamento completo do genoma da estirpe APMV-
1/Chicken/Brazil/SJM/75 mostrou que esta estirpe pertence a classe I
genotipo V do VDN.

6.3. As distancias evolutivas do genoma completo e a comparagdo das
sequéncias de nucleotideos e deduzidas de aminoacidos das proteinas
virais da estirpe APMV-1/Chicken/Brazil/SIM/75 com relacdo a outras
estirpes pertencentes a classe | e classe Il (gendtipos [-X) do VDN
demonstraram que este isolado € diferente, da maioria dos outros
genotipos tipicos do VDN.

6.4. O isolado APMV-1/Chicken/Brazil/lSIM/75 estd estreitamente
relacionado a estirpe americana Largo/71 e a outros isolados do
genotipo V do VDN mais recentemente isolados na Ameérica do Norte,
sugerindo que estes virus estdo filogeneticamente relacionados, em
adicdo a associagado temporal dos isolados mais antigos da década de
70 desse mesmo gendtipo V do VDN.

6.5. Ha distingdes relevantes na comparagdo gendmica e na composigao
proteica da estirpe vacinal LaSota e do isolado APMV-
1/Chicken/Brazil/SJM/75, sobretudo no que concerne a proteina HN e
alguns de seus epitopos indutores de anticorpos virus neutralizantes.

6.6. Considerando-se que isolados circulantes do gendtipo V do VDN, tém
sido responsaveis por surtos da DN em outros paises das Américas do
Sul, Central e do Norte, fica evidenciada a importancia de que seja
realizada uma vigilancia epidemiolégica molecular continua a fim de se
conhecer de forma mais acurada a filogenia e a evolugédo tanto das
estirpes circulantes como as isoladas ha mais tempo para que medidas
mais efetivas de controle da Doenca de Newcastle possam ser
definidas.
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