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RESUMO

No ultimos anos, a avicultura brasileira posicionou o pais como o terceiro maior
produtor mundial de perus, entretanto o setor permanece em acentuado crescimento e
tem uma grande importancia econdmica, movimentando cerca de 10 milhdes de ddlares
por ano. A industria avicola brasileira obteve novos mercados, mostrando novas
perspectivas no comércio internacional. O Coronavirus dos Perus (Turkey Coronavirus,
“TCoV) é um virus envelopado, com RNA de fita simples, ndo segmentado, com sentido
positivo e pertence a ordem Nidovirales, familia Coronavirus e género Coronavirus (grupo
lll). Trata-se de um agente causador de enterites altamente transmissiveis, gerando
grandes perdas econdmicas no Brasil e no mundo. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar o processo de apoptose celular e a variabilidade molecular em tecidos de
embrides de perus experimentalmente infectados com TCoV (primeiro isolado brasileiro,
2007). A infecgéao experimental foi desenvolvida por meio da inoculagéo viral na cavidade
amnidtica de embrides de perus com 23-25 dias de incubagdo por nove vezes
consecutivas. Foi empregada a técnica de imunoistoquimica no intuito de detectar os
marcadores apoptoticos Anexina V, Caspase 2, Caspase 3, p53 e ainda a deteccdo de
apoptose com o emprego do kit TUNEL. Foi realizado o sequenciamento do virus original
e suas passagens em ovos embrionados a fim de detectar mutacdes decorrentes das
passagens virais. O TCoV propagou em ovos embrionados de perus (Melleagridis
gallopavo) apresentando vacuolizagdo dos enterocitos e congestdo como lesdes
histopatolégicas. A analise das lesdes macroscopicas mostrou congestdo moderada,
acumulo de liquidos e processo inflamatério. A apoptose foi identificada pelo uso do kit
comercial TUNEL e mostrou a presenga viral no intestino bem como a ocorréncia de
apoptose celular nos enterécitos. Os resultados demonstraram marcagao positiva para
Anexina V, Caspase 2, Caspase 3, p53, exatamente como descrito por outros autores
para outros Coronavirus. Analisando as sequéncias foi detectada a ocorréncia de trés
mutagcdes nunca descritas e 19 mutagdes de ocorréncia comum no TcoV. Por fim, a
presente investigacado é de extrema importancia para a sociedade cientifica, uma vez que
suas descobertas podem abrir espaco para futuras pesquisas contribuindo para um
melhor conhecimento da patogenicidade do Coronavirus.

Palavres chaves: Coronavirus dos Perus (TCoV), apoptose celular, variabilidade
genética, glicoproteina S.



ABSTRACT

The Brazilian poultry industry represents third world producer of turkeys, in last
years, whereas the sector is in growth and has a large economic importance moving
around 10 million of dollars per year. Brazilian’s industry obtained new markets, showing
new perspectives into the international trade. Turkey Coronavirus (TCoV) is an agent that
causes high transmissible enteritis, causing great economic lost, in Brazil and worldwide. It
is an enveloped virus, with single strand RNA, non segmented, positive sense, belongs to
Nidovirales order, Coronaviridae family and Coronavirus group Ill. The present work
evaluated the apoptosis process and the molecular variety in turkey embryo tissues
experimentally infected by turkey Coronavirus (first isolated in Brazil, 2007). The
experimental infection was performed trough viral inoculation into amniotic cavity in
embryonated turkey eggs with 23-25 days of incubation for nine times consecutivelly.
Immunohistochemistry was performed to detect the apoptotic factors Annexin V, Caspase
2, Caspase 3, p53 and apoptosis detection by TUNEL kit. The sequencing of original virus
and the respective passages developed to detect mutations acquired through passages.
TCoV propagated in turkey eggs (Melleagridis gallopavo) presenting enterocytes
vacuolization and congestion as histopathologic lesions. Analysis of macroscopic lesions
showed mild congestion, liquid accumulation and inflammation process. The apoptosis
identification performed applying the commercial kit TUNEL shown the viral presence in
intestinal tissue, as well, the cellular apoptosis occurrence. The results demonstrated
positive signals to annexin V, caspase 2, caspase 3 and p53, exactly how described in
others authors to others Coronavirus. Regarding to the sequences, it was detected the
occurrence of three mutations never described before and 19 mutation of common
occurrence in TCoV. Finally, the present investigation is of extreme importance to scientific
society, because its discoveries can open spaces to future assays contributing to a better
known of coronavirus pathogenicity.

Key Words: Turkey Coronavirus (TCoV), cellular apoptosis, genetic variability, Spike
Glycoprotein.
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1. CONSIDERACOS GERAIS



1.1. Consideragoes sobre o virus

O género Coronavirus pertence a familia Coronaviridae, da ordem Nidovirales (LIU

et al., 2005; STEPHENSEN et al., 1.999). Coronavirus séo pleomorficos, envelopados,

com didmetro variando entre 140-150nm, e espiculas superficiais de aproximadamente

20nm (LOA, et al., 2006; LIU et al., 2005; LIN et al., 2004; GUY, 2000; BRESLIN, et al.,

1999a; BRESLIN et al., 1999b) as quais sao responsaveis por um aspecto de coroa solar

da particula viral quando observado a microscopia eletrbnica (LIN, et al., 2002). O

genoma, com 27 kb, é composto por RNA linear, ndo segmentado (LIU et al., 2005;

STEPHENSEN et al., 1.999; VERBEEK & TIJSSEN, 1991), de fita simples e sentido

positivo, com CAP na extremidade 5' e cauda poliadenilada na extremidade 3' (CAO, et

al., 2008a; CAO, et al., 2008b; GOMAA et al., 2008a; LIU et al., 2005; LOA et al., 2004;

LIN et al., 2002; GUY, 2000).

Coronavius sao divididos em trés grupos, com base em caracterizagado genotipica e

sorolégica (WOO et al., 2009, GOMAA et al., 2008a). Os grupos | e Il contem virus de

mamiferos, enquanto o grupo Il € composto por Coronavirus aviarios (BRESLIN et al.,

1999a). O grupo | compreende o Coronavirus Humano (HCoV 229E), Virus da

Gatroenterite Transmissivel (TGEV), Coronavirus Canino e Peritonite Infecciosa Felina. O

virus da Hepatite Murina, Coronavirus Humano (HCoV OC43) e Coronavirus Bovino



(BCoV) sao alguns dos membros do grupo Il (VELAYUDHAN et al., 2003; CAVANAGH et
at., 2001; BRESLIN et al., 1999b). O grupo lll foi inicialmente composto pelo Virus da
Bronquite Infecciosa (IBV) e Coronavirus dos Perus (TCoV). Recentemente diversos
Coronavirus de aves tem sido descritos e adicionados a este grupo como codornas
(CIRCELLA et al, 2007) e faisdes (CAVANAGH, 2002).

A organizacdo gendmica do TCoV é 5'UTR-Replicase-S-3-E-M-5-N-3'UTR-poliA,

comforme representado na figura 01.

Figura 01: Organizagdo genémica do Coronavirus dos Perus, caracterizada por uma
regiao nao traduzida na extremidade ' (5'UTR), seguida dos genes da replicase (gene 1),
glicoproteina S (Spike, gene 2), genes 3a, 3b e 3c (proteina E, Envelope Viral), proteina
de Matriz (gene 4), genes 5a e 5b, proteina do Nucleocapsideo (gene 6) e outra regido
nao traduzida na extremidade 3' (3'UTR).

O genoma dos Coronavirus é dividido em duas porc¢des, a por¢ao 5' proximal do
genoma esta envolvida na traducéo de uma poliproteina nédo estrutural, responsavel pelo
processamento e replicagdo do genoma e pela transcricio de RNAs mensageiros

subgendmicos (GOMAA et al., 2008a). A porcao 3' terminal é responsavel pela sintese

das proteinas estruturais (GOMAA et al., 2008a). As trés proteinas estruturais séo a Spike



(S; 90-180 kD), a proteina de matriz (M; 20-35 kD) e a proteina do nucleocapsideo (N; 50-

60kD) (CAO et al, 2008a; GOMAA et al., 2008a; GOMAA et al., 2008b; LOA et al., 2006;

LIU et al., 2005; LIN et al., 2004; VELAYUDHAN et al., 2003; GUY, 2000; BRESLIN et al.,

1999a; BRESLIN et al., 1999b; STEPHENSEN et al., 1999). Um quarto tipo de proteina, a

Hemaglutinina-Esterase (HE) esta presente em alguns membros do grupo Il (GOMAA et

al., 2008b; VELAYUDHAN et al., 2003), ndo ocorrendo nos Coronavirus aviarios (grupo

ll1), sendo, desta forma, um dos critérios para a separagéo do grupos.

A regido 5'UTR é representada por uma sequéncia correspondente a 428

aminoacidos, muito conservada e rica em GC (Citosina-Guanina) na extremidade 5' do

genoma (GOMAA et al.,, 2008a). Imediatamente em seguida encontra-se o gene 1, de

aproximadamente 19 kb, que possui duas ORFs (1a e 1b) e expressa uma poliproteina

que é clivada em 16 produtos na maioria dos Coronavirus (CAO et al., 2008a; CAO et al.,

2008b; WOO et al., 2009; GOMAA et al., 2008a), porém IBV e TCoV caracterizam-se por

apresentarem 15 proteinas nao estruturais (GOMAA et al., 2008a), como demonstrado na

quadro 01.



Quadro 01. Proteinas n&o estruturais formadas apés a clivagem da poliproteina 1a 1b e

suas fungdes.

NSPS | Abrev. Nome Fungao Autores
NSP1 | P87 Inexistente em IBV e TCoV. Perdida GOMAA et al., 20082
durante a evolugao viral.
NSP2 |P87 Desconhecida GOMAA et al., 20082
NSP3 |PL" |Protease tipo Clivagem da poliproteina 1a1b. GOMAA et al., 2008a;
Papaina WOO et al., 2008;
CAO et al., 2008a;
NSP4 |HD Dominio Hidrofébico | Acredita-se que compdem um dominio GOMAA et al., 2008a
transmembrana hidrofébico que
desempenha um papel importante no
processo de replicagdo e tradugéo.
NSP5 |3CLP |Protease tipo Clivagem da poliproteinataib . GOMAA et al., 2008a;
Quimiotripsina 3 Compdem, juntamente com nsps 4 e nsps | WOO et al., 2008;
6, um dominio transmembrana hidrofébico | CAO et al., 20083;
que desempenha um papel importante no | CAO et al., 2008b
processo de replicagéo e tradugéo.
NSP6 |HD Dominio Hidrofébico | Compdem, juntamente com nsps 3 e nsps | GOMAA et al., 20082
5, um dominio transmembrana hidrofébico
que desempenha um papel importante no
processo de replicagdo e tradugéo.
NSP7 Desconhecida
NSP8 Desconhecida
NSP9 Desconhecida
NSP10 |GFL | Dominio tipo Fator | E rico em cisteina e histidina e compde um | GOMAA et al.,20082
de Crecsimento dominio ligante de metal.
NSP11 Pequeno peptideo de 23 aa que cliva o GOMAA et al., 2008a;
produto C-terminal de 1a.
NSP12 |RdRp |RNA polimerase Replicagéo e Transcrigdo gendmica. GOMAA et al., 2008a;
dependente de RNA WOO et al., 2009;
CAO et al., 20083;
CAO et al., 2008b
NSP13 | Hel Dominio NTPase / Desenrola o RNA dupla fita para replicagdo | GOMAA et al., 2008a;
Helicase gendmica. WOO et al., 2009;
CAO et al., 2008a;
CAO et al., 2008b
NSP14 |Exon |Exoribonuclease Associado ao metabolismo de RNA como | GOMAA et al., 20083;
N recombinagé&o e rearranjo. CAO et al., 20082




NSP15 | Nendo | Endorribonuclease | Cliva RNA dupla fita em sequéncias GOMAA et al., 2008a;
especifica para contendo uridilato, atividade essencial para | CAO et al., 20083;
uridilato produgéo da progénie viral. CAOQO et al., 2008b

NSP16 | MT 2'-O-ribose- Aividade Metiltransferase. GOMAA et al., 2008a;
metiltransferase CAO et al., 2008a;

CAO et al., 2008b

NSP: Proteina Nao Estrutural

O gene 2 expressa a glicoproteina S (Spike), cuja sequéncia nucleotidica é a mais

variavel em todo o genoma (GOMAA et al., 2008a; LOA et al., 2006) e suas projecdes séo

grandes dao o aspecto caracteristico de coroa solar ao virion (LOA et al., 2004). Possui

aproximadamente 3,6 kb e é clivada em duas subunidades S1 (N-terminal) e S2 (C-

terminal) no sitio composto por Arg-Arg-Ser localizado entre o aminoacido 542 e 543

(GOMAA et al.,, 2008a). A subunidade S2 forma a haste da espicula, responsavel pela

fusdo de membranas e formacgao de sincicios. A subunidade S1 forma o bulbo da proteina

S, € mais variavel que a subunidade S2 e apresenta a fungéo biolégica de ligagdo do

virus as células pela fusdo do envelope viral com a superficie celular (CAVANAGH, 2005).

Por formar o bulbo da proteina S, a subunidade S1 contém a maior parte de sitios

antigénicos, portanto o segmento do genoma que a codifica € mais exposto a pressdes

seletivas imunoldgicas e, sendo assim mais propenso ao encontro de polimorfismo que os

demais genes e proteinas dos Coronavirus.

A glicoproteina S contém neutralizantes e/ou epitopos grupo especificos (LOA et

al., 2006a; LOA et al., 2006b) e é responsavel pela ligagdo ao receptor e, consequente,

fusdo do virus a membrana celular do hospedeiro (GOMAA et al.,, 2008a). Também é



responsavel pela viruléncia e o tropismo por tecidos especificos (VERBEEK & TIJSSEN,
1991).

Um gene monocistronico e um gene dicistrénico codifica a proteina do envelope (E)
nos grupos | e Il, respectivamente (CAVANAGH et al., 2001). No grupo lll, onde se insere
o TCoV, este gene é tricistrbnico e a proteina E é codificada pela terceira Regido de
Leitura Aberta (Open Reading Frame — ORF) do gene (3c) (LOA et al, 2006; LOA et al.,
2004; CAVANAGH et al.,, 2001). A proteina E € uma porina que desempenha papel
importante na permeabilidade celular (GOMAA et al., 2008a).

As proteinas M e N sado altamente conservadas entre as diferentes espécies
(GOMAA et al., 2008a; LOA et al., 2006a; LOA et al., 2006b). A proteina da Matriz pode
estar relaionada na patogénese viral (VERBEEK & TIJSSEN, 1991). A proteina do
Nucleocapsidio € a unica que nao fica aderida a membrana bilipidica do hospedeiro
(VERBEEK & TIJSSEN, 1991), é altamente imunogénica e compde a estrutura do
nucleocapsidio viral (LOA et al., 2004).

O gene 5 ¢ dicistrénico, possuindo duas ORFs (GOMAA et al., 2008a), que
também é considerado uma peculiaridade dos CoVs do grupo Il (LOA et al., 2004;
CAVANAGH, 2001). A similaridade do gene 3, o gene 5 ndo tem suas funcdes bem
esclarecidas. Sabe-se que ndo sdo essenciais a replicacdo viral e especula-se que
possam desempenhar um papel importante na patogénese de Coronavirus de espécies

aviarias (LIN et al., 2004).



A regido 3'UTR esta localizada préxima ao gene 6 (Nucleocapsideo), é altamente

conservada e apresenta importancia na diferenciagdo das principais estirpes, uma vez

que Indiana e Minnesota apresentam 502 nucleotideos, enquanto NC95 apresenta 349

(GOMAA et al., 2008a; BRESLIN et al., 1999b). Esta regiao é importante na iniciacao da

sintese da fita negativa de RNA (BRESLIN et al., 1999b).

TCoV acomete preferencialmente perus jovens na segunda semana de vida

causando desidratagdo (LIN et al., 2002), enterite aguda, diarréia, anorexia, penas

arrepiadas, reducdo de ganho de peso, reducdo de crescimento (LOA et al., 2006;

VILLARREAL et al., 2006; LOA et al., 2004; VELAYUDHAN et al., 2003; LOA et al.,

2002c; LIN et al., 2002; CAVANAGH et al.,, 2001; LIN et al., 2001; LOA et al., 2001),

resultando em perda econdmica devido a baixa conversao alimentar (LOA et al., 2006;

GUY, 2000), morbidade variavel e alta mortalidade (VELAYUDHAN et al., 2003).

A enterite causada por coronavirus foi responsavel pelo surto em perus de maior

importancia no estado norte-americano de Washington na década de 40 (CAVANAGH et

al.,, 2001) e em Minesota entre os anos de 1.951 e 1.971, sendo erradicada em 1.976.

Reapareceu em Indiana em 1.996, no estado de Carolina do Norte em 1.997 (LOA et al.,

2006a; LOA et al., 2006b; VELAYUDHAN et al., 2003; LIN et al., 2002, CAVANAGH et al.,

2001) e em outros estados norte-americanos no mesmo periodo (LOA et al., 2006; LIN et

al., 2002), bem como em Quebec, no Canada (GOMAA et al., 2008a). As principais

estirpes de TCoV receberam o nome dos estados americanos onde ocorreram o0s



primeiros surtos, ou seja, Minesota, Indiana e Carolina do Norte.

O Coronavirus dos perus também tem sido designado como um dos agentes
causais da Sindrome da Enterite e Mortalidade dos Perus (Poultry Enteritis and Mortality
Syndrome — PEMS). A PEMS é considerada uma doenga ocasionada porco-infecgéo, que
inclui virus e bactérias enteropatogénicas, como o TCoV, Turkey Astrovirus, Adenovirus,
Rotavirus, Reovirus (VILARREAL et al., 2006), Escherichia coli (VILARREAL et al., 2006;
CAVANAGH et al., 2001), e Salmonella spp. (VILARREAL et al., 2006).

A disseminacao do virus ocorre por meio do movimento de pessoas, veiculos e
equipamentos (CALIBEO-HAYES et al., 2002) nos criatérios de perus e acredita-se que
alguns insetos possam atuar como vetores mecénicos como é o caso do besouro
Alphitobius diaperinus (WATSON et al., 2000) e a mosca Musca domestica (CALIBEO-
HAYES et al., 2002). A transmissdo mecanica em insetos pode ocorrer de duas formas, o
agente pode ser transportado na cuticula ou exoesqueleto do inseto ou pode ser ingerido
pelo inseto sendo eliminado ainda em formas viaveis (WATSON et al.,, 2000). Desta
forma, a prevencgao e o controle se tornam dificeis exigindo a implementagcdo de normas
rigidas de biosseguranca e medidas agressivas durante os surtos como desocupacéao e
descontaminacao das instalagées (CALIBEO-HAYES et al., 2002), uma vez que néo ha
vacinas ou medicamentos efetivos para prevenir a doenga (LOA et al., 2006a; LOA et al.,
2006b; LOA et al., 2002b, LOA et al., 2002c).

Segundo Lin et al. (2002), as infecgbes por TCoV causam rapidas mudangas no
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epitélio da mucosa intestinal dos perus. As maiores alteragcées s&o o aspecto granulado

das células epiteliais, perda das microvilosidades, marginacdo da cromatina nuclear,

diminuicdo da celularidade da lamina propria (VILLARREAL et al., 2006; LIN et al., 2002)

hiperativacdo das células das glandulas intestinais, descamagao das ceélulas epiteliais,

exsudacdo mucosa e edema da submucosa (CASTANHEIRA et al., 2007). Estas

alteragdes na mucosa causam diminuicao da absorcao intestinal e acumulo de fluido e

gases na luz intestinal, que resultam em diarréia (VILLARREAL et al., 2006; LIN et al.,

2002).

O tropismo estrito do TCoV por epitélio intestinal e epitélio da bursa de Fabricius é

uma diferenga biolégica importante entre TCoV e IBV. Muitas estirpes enterotrépicas de

IBV tém sido identificadas, entretanto todas elas replicam in vivo em epitélio respiratério e

intestinal (GUY, 2000). TCoV e IBV também apresentam outras diferengcas importantes

em relagdo ao crescimento in vitro. O IBV pode ser propagada em membrana ou cavidade

alantodica de ovos embrionados de galinha ou ainda crescer em culturas celulares de

galinha. O TCoV nao apresenta esta caracteristica, ele tem sido propagado em ovos

embrionados de perus através de inoculagdo na cavidade amniotica (LOA et al., 2002;

CAVANAGH et al., 2001; GUY, 2000; BRESLIN et al., 1999), apresentado crescimento

nas células do epitélio intestinal (enterécitos da porgao superior da vilosidade intestinal) e

epitélio da bursa de Fabricius (epitélio folicular e interfolicular) (CAVANAGH et al., 2001;

GUY, 2000). Diversas tentativas de propagacao do TCoV em cultivo celular continuo
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foram realizadas. Foi descrita, por Dea et al. (1990) e Verbeek e Tijssen (1991), a
propagacédo de TCoV em células HRT-18, células estas, derivadas de adenocarcinoma
retal humano, porém estudos posteriores ndo obtiveram sucesso em repetir tal
propagacéao (LOA et al., 2002; GUY, 2000; BRESLIN, 1999a).

A detecgdo do Coronavirus diretamente do tecido intestinal tem sido realizada
através da microscopia eletrénica (EM), imunofluorescéncia indireta (IFA), ELISA (LOA et
al., 2006b; CASTANHEIRA et al., 2007; VELAYUDHAN et al., 2003; BRESLIN et al,,
1999) e técnicas moleculares como RT-PCR e PCR multiplex (CASTANHEIRA et al.,,
2007; CAVANAGH et al., 1997). A determinagéo das diferengas antigénicas é realizada
por meio da EM, inibicado da hemaglutinacéo (HI) e virus neutralizagdo (VN) (BRESLIN et
al., 1999).

A enterite dos perus associada ao Coronavirus tem sido causa de grandes perdas
econdmicas aos produtores de perus (LOA et al.,, 2006; LOA et al., 2002b; LOA et al.,
2001). A importancia econdmica e social da avicultura brasileira coloca o setor em
evidéncia no ambito nacional e internacional. Nesse sentido, o agronegdcio avicola
brasileiro movimenta em torno de 10 bilhdes de ddélares ao ano, representando quase 2%
do PIB do pais, além de empregar milhdes de pessoas direta e indiretamente. A produgéo
de perus vem crescendo nos ultimos anos de maneira acentuada, demonstrando um
acréscimo de 23% em 2005 sobre a producao de 2002. Em um estudo econdmico mais

recente, concluiram que foram destinadas para o mercado interno 161 mil toneladas de
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carne de perus do total produzido e para o mercado externo 110,4 mil toneladas, gerando
uma receita cambial de US$ 152,3 milhdes decorrentes das exportagdes (AVISITE, 2006).

Em face da ndo sazonalidade do consumo de seus subprodutos, o Brasil
consolidou a posi¢cao de segundo maior produtor e exportador de perus, sendo superado
apenas dos Estados Unidos, sendo responsavel por 5,1% da produgdo mundial. No
aspecto de comercializagao internacional, o pais abriu novos e importantes mercados,
criando novas perspectivas de crescimento e participagdo no cenario mundial (AVISITE,

2006).

1.2. Apoptose em doengas virais

Inimeros virus possuem como parte do seu arsenal a habilidade de modular as
principais etapas dos processos de morte celular programada, ou apoptose. Esta se
caracteriza como um processo fisiolégico importante para eliminacdo de células
danificadas que n&o podem ser recuperadas (SUZUKI et al., 2008). Diante desta
constatacao, é extraordinario pensar que um microrganismo com estrutura fisico-quimica
simples pode regular os processos liticos celulares em seu favor. Os virus ja
demonstraram ao longo dos séculos, a alta capacidade de regular integralmente o
sistema de defesa celular do hospedeiro, fato exemplificado pelas epidemias de AIDS,

Pneumonia asiatica (SARS), poliomielite e variola. Certos virus possuem a habilidade de
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induzir apoptose celular, especialmente os virus de RNA, incluindo a familia

Coronaviridae. Nesse sentido, a apoptose induzida por virus trata-se de um processo

complexo e importante na patogénese de infecgbes virais. Ela pode ser prejudicial ao

hospedeiro, e ocorre comumente em infecgdes virais liticas.

Varios Coronavirus, que ocorrem nos animais e no homem, promovem uma

infeccao litica aguda e a morte celular é ocasionada por apoptose, desse modo, a

apoptose pode representar o mecanismo de injuria celular induzida pelo Coronavirus

(RUGGIERI et al., 2007). Embora a morte celular apoptética limite a distribui¢gdo do virus,

a mesma é prejudicial as células infectadas ao promover a destruicdo celular e tissular.

Desse modo, quando o Coronavirus esta associado a gastroenterites, a apoptose de

células da mucosa epitelial pode estar envolvida na patogenia induzida pela infec¢ao por

Coronavirus (RUGGIERI et al., 2007), o que torna relevante o estudo dos mecanismos de

inducao de apoptose pelo TCoV para uma melhor compreensao de sua patogenia.

Neste sentido, a maioria dos processos bioquimicos que ocorrem durante o

processo de apoptose celular é mediado por proteases, e as mais importantes sdo as

denominadas caspases (cysteine-dependent aspartate-specific protease), que sao

capazes de catalizar etapas da morte celular devido a clivagem de substratos em sitios

especificos contendo acido aspartico (LIU et al., 2001). J&4 foram descritos inumeros

modelos virais que utilizam esse mecanismo, e mais recentemente, para a SARS (BORDI

et al., 2006). Atualmente ja foram descritos 13 tipos distintos de caspases nos mamiferos,



14

caracterizados por uma absoluta especificidade enzimatica pelos seus substratos,

principalmente os que possuem aspartato em sua composi¢cédo bioquimica. As caspases

descritas nos processos de apoptose sao: 2, 8, 9, 10, e 12 (iniciadoras), assim como 3, 6,

7, e 14 (efetoras). As caspases 1, 4, 5 e 11 possuem atividade inflamatéria (JONES et al.,

2000). A ativagcédo deste mecanismo depende basicamente de dois caminhos, intrinseco e

extrinseco, como ilustra a Figura 2.
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Figura 02: Mecanismos extrinsecos de morte celular programada. Sinais de estresse
convergem para p53 e ativam varias proteinas cinases e/ou acetiltransferases, que
fosforilam ou acetilam p53, respectivamente. Estas modificagcbes pds-transcricionais
geralmente resultam em estabilizacdo e ativagédo de p53 no nucleo, onde p53 interage
com sequéncias especificas de DNA ligando-se a regidbes de genes alvos. A ativacao
transcricional conduz a diversas respostas celulares como apoptose, parada do ciclo
celular ou reparo do DNA. P53 ainda pode agir fora do nucleo induzindo apoptose através
da ligacdo com a proteina anti-apoptotica BCL-2.
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1.2.1. Mecanismos de apoptose

* Mecanismo extrinseco: Geralmente ocorre pela ativagéo de receptores de morte

celular na sua maioria mediado pelo fator de necrose tumoral (TNF). Essa ligacdo, como

ilustra a figura 02 resultam em complexos de sinalizagdo para induzir a morte celular,

ativando pro-caspase 8 que apés a clivagem gera a caspase 8, que ativa diretamente a

caspase 3 (JONES et al., 2000).

* Mecanismo intrinseco: Ocorre geralmente pela translocacao de componentes

pro-apoptose, como as moléculas de BCL-2, Bid e/ou Bax, no interior das mitocdndrias

levando a alteragao de permeabilidade da membrana citoplasmatica iniciando o processo

de morte celular programada (JONES et al., 2000).

O Coronavirus induz apoptose via caspase-dependente, a qual € ativada pela

interacdo entre a proteina viral e a superficie celular e pode ser detectada pela

mensuragao da atividade da caspase em células infectadas com o virus (SUZUKI et al.,

2008). Suzuki et al. (2008) e Ruggieri et al. (2007) observaram aumento da atividade da

caspase em células infectadas com Coronavirus eqiino (ECoV) e canino (CCoV),

respectivamente.

Pantin-Jackwood et al. (2007) utilizaram a técnica de TUNEL (Terminal

Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP nick end labelling) com sucesso para a

detecgao de apoptose induzida por Reovirus, em que observaram aumento da marcacgao
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de apoptose na bursa de Fabricius de perus inoculados com o virus, quando comparados

com o grupo controle negativo. Ademas, foi descrito que BCL-2 inibe a ativagdo da

caspase pela indugéo do processo de infecgao viral ocasionado pelo Coronavirus humano

(grupo 1V). A concluséo foi que o processo de infec¢cdo nado foi alterado pela prevencao

apoptose, o que sugere que o Coronavirus grupo IV é capaz de infectar e multiplicar

independente do processo de morte celular ativado ou suprimido (BORDI et al., 2006).

Recentemente foi descrito que a presenca do polipeptideo p53, oriundo do gene

protetor (P53) do processo de apoptose celular, com funcdo de reparacdo dos danos ao

DNA celular, ndo depende do processo de infecgéo viral pelo IBV (Infectious bronchitis

virus) (LI et al., 2007). Os mesmos autores concluiram que o processo de morte celular

programada ocorre nas células infectadas por um periodo maior, independente da

presenca do p53.

Alteragbes da membrana plasmatica, com translocagdo da fosfatidilserina do

interior da célula para a superficie externa da membrana plasmatica € um indicio de

estagios iniciais de apoptose (VERMES et al., 1995; RUGGIERI et al., 2007). Essa

condicdo pode ser detectada por marcagdo do tecido com Anexina V, a qual possibilita

identificar e quantificar células apoptoéticas.

As anexinas pertencem as classes de proteinas dependentes de calcio para sua

ligacdo, normalmente envolvidas nos processos de exocitose, inibicdo da proteina kinase

C e canais de calcio das células eucariotas. Durante os estagios iniciais da morte celular
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programada, os compostos de fosfatidilserina, normalmente encontrados no lado
citoplasmatico das membranas celulares, sdo translocados da face interior para a face
exterior, expondo dessa forma a Anexina V. Ainda, o uso concomitante do corante
fluorescente nuclear iodeto de propidio (Pl) permite verificar alteragdes nucleares
caracteristicas dos estagios finais de apoptose. Quando examinadas a microscopia de
fluorescéncia, as células revelam aspectos morfolégicos caracteristicos de células
apoptéticas. Em estudos recentes, células infectadas com o Coronavirus apresentaram
marcagao positiva com Anexina V, sugerindo que a infec¢cdo por Coronavirus induz

alteracdes de membrana caracteristicas de células apoptéticas (RUGGIERI et al., 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. Realizar a infec¢do experimental do Coronavirus dos Perus a partir do virus isolado

de amostras positivas no Brasil, por inoculagdo na cavidade amni6tica de embrides de

perus com 23 a 25 dias de incubacgao;

2.2. Avaliar a patogenia da infecgao experimental do Coronavirus dos Perus por meio dos

marcadores de apoptose Caspase 2, Caspase 3, Anexina V, p53 e o teste de TUNEL

(Invitrogen™);

2.3. Avaliar a variabilidade genética do gene 2, codificante da Glicoproteina S

(subunidades S1 e S2) do Coronavirus dos Perus;

2.4. Sequenciar os produtos de RT-PCR e analisar as sequéncias obtidas do material

original e das passagens consecutivas (n=9), comparando-as com as sequéncias de

aminoacidos dos Coronavirus de perus catalogados até o momento com o isolado

brasileiro;

2.5. Construir a arvore filogenética utilizando o gene da glicoproteina S do material

original, o material das passagens e as sequéncias ja catalogadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Fluxograma de execugao do trabalho

Figura 03: Fluxograma de execucéo de trabalho.

Virus original obtido
de amostra de surto

PEMS 2007

Inoculacio em ovos

embrionados de

peru — 9 passagens

J gd

Suspensdes com Orgios coletados
virus para confeccio de
ﬂ liminas
Extracio de RNA
RT-PCR Histopatologia
PCR Hematoxilina-Eosina
Purificacio e Imuncistoguimica para
sequenciamento Caspase 2, Caspase 3,
‘I;l Anexina V e p53
Anailise das Construcio da Técnica de TUNEL
sequéncias arvore filogenética

3.2. Obtencao da amostra e infecgao experimental.

As amostras foram provenientes de um surto de PEMS ocorrido no ano de 2007 na

regiao sudeste, sendo as coletas realizadas pelo médico veterinario Sérgio Eustaquio
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Lemos da Silva. Para o isolamento viral fragmentos da juncao ilieo-cecal (regido onde

ocorre maior replicagao viral segundo Cardoso et al., 2008) e fezes de perus, com até 30

dias de idade apresentando quadro caracteristico de PEMS.

A amostra do virus original foi selecionada ao acaso entre as amostras positivas

detectadas por Teixeira et al. (2007). Esta foi empregada no isolamento viral e o virus

isolado foi utilizado para a infeccao experimental (virus original).

A suspensao contendo o virus original foi pré-filtrada em filtros de seringa de

0.45um, e em seguida em filtros de 0.25um para a realizacdo de inoculagcbes em trés

ovos embrionados de 23 a 25 dias de incubacdo. Os embrides foram inoculados apés

ovoscopia, segundo a sua viabilidade e higidez. Os ovos foram higienizados com alcool

70% e inoculados com um volume de 0,3mL do virus isolado com o auxilio de uma

seringa de 1mL, na cavidade amniética. Os ovos foram entdo incubados por 72 h em

estufa bacteriolégica com umidade e ventilagcdo controladas. Foram feitas ovoscopias

diarias para acompanhar a viabilidade dos embrides descartando os que sofriam morte

embrionaria prematura em decorréncia de causas que ndo fosse a infecgéo viral. Apos

este periodo, os mesmos foram colocados, overnight a 4°C, para provocar a morte

embriondria daqueles que por ventura, ndao morreram pela infeccao. Foram inoculados

dois a trés ovos com o virus original, sendo um destes separados para obtencdo da

suspensdo destinada a inoculagdo da prdéxima passagem e a analise molecular. Os

demais embrides foram destinados a colheita dos 6rgaos para o estudo das técnicas de
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TUNEL e imunoistoquimica. Este processo foi repetido nove vezes consecutivas.

3.3. Andlise histopatolégica

Os o6rgaos colhidos (intestino e bursa de Fabricius) na ocasidao da abertura dos

ovos foram fixados em solugdo de formol 10% tamponado (pH 7,2). Foram, entéo,

incluidos em parafina para confecgcéo dos cortes histoldégicos. Em seguida, laminas com

cortes histolégicos de 4um foram confeccionadas, sendo que uma de cada lamina foi

corada pelo método de Hematoxilina e Eosina e as demais reservadas para as técnicas

de imunoistoquimica e TUNEL.

3.4. Imunoistoquimica para os mediadores da apoptose

O emprego da técnica de imunohistoquimica seguiu protocolo descrito por Teixeira

et al (2007) com alteragdes. As laminas com os cortes de tecido foram desparafinizadas

e, em seguida, hidratadas, sendo que este procedimento foi realizado por meio da

submersao das laminas em solu¢des decrescentes de alcool.

Para a realizagdo do bloqueio da peroxidase endbégena, preparou-se uma solugao

com 50% de agua oxigenada (H.O.) e 50% de alcool metilico (CH;OH), que foi pipetada

sobre as laminas, até cobrir os cortes. As laminas foram incubadas por 15 minutos, em

camara umida, em temperatura ambiente. Posteriormente, foram lavadas por cinco vezes
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consecutivas, com solu¢ao de PBS Tween 80.

A recuperagédo antigénica foi realizada empregando-se tampéo citrato sob calor
(100°C). Lavou-se com PBS Tween por 5 vezes consecutivas. Para a realizagdo do
bloqueio de ligagdes inespecificas, preparou-se uma solu¢do com 20 ml de PBS Tween e
5 g de leite em p6 desnatado. Pipetou-se a solugéo sobre as laminas, incubou-se em
camara umida, por 30 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, lavou-se por cinco
vezes com solugao de PBS Tween, deixou-se escorrer para colocar o anticorpo primario.

Para adicionar-se o anticorpo primario (contra Caspase 2, Caspase 3, Anexina V e
p53), calculou-se a diluicdo do mesmo com BSA (Soro Albumina Bovina) e PBS,
utilizando-se de 100ul para cada lamina. A solucdo de PBS remanescente de lavagens
anteriores, presente ao redor dos cortes, foi seca com o auxilio de papel absorvente. Os
cortes histolégicos foram cobertos com o anticorpo primario diluido (Diluicbes: Caspase
02 1:200; Caspase 03 1:1000; Anexina V 1:2000 e p53 1:500) e incubados em camara
Umida, por 30 minutos, em estufa a 37°C. Em seguida, permaneceram de 12 a 18 horas
em geladeira, a 4°C. Apos o periodo de incubacao, lavou-se por 5 vezes com solucéo de
PBS Tween.

As laminas receberam o anticorpo secundario (especifico contra a espécie na qual
foi produzido o anticorpo primario), que também foi diluido com BSA (Soro Albumina
Bovina) e PBS. Pipetou-se 100 uL em cada lamina. Todas as laminas foram incubadas

em camara Gmida, por 45 minutos, em estufa a 37°C. Em seguida, lavou-se por 5 vezes,
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com solucdo de PBS Tween. As laminas, em duplicata foram coradas de duas formas

diferentes:

A. Medade das Iaminas foram coradas com isotiocianato de fluoresceina (FITC Goat

anti-mouse 1gG — Zymed — diluicdo 1:100) por 30 minutos e em seguida lavadas e

contra coradas com iodeto de propidio (quantidade suficiente para cobrir o corte por

15 minutos).

B. As demais laminas foram coradas com CY3 (diluigdo 1:200) por 30 minutos,

lavadas e posteriormente, contra coradas com DAPI (diluicdo 1:1000) por 15

minutos.

As laminas foram montadas em lamina para microscopia com meio aquoso de

montagem (Dako Cytomation) e laminula. A leitura das laminas foi realizadas em

microscopio de fluorescéncia e fotodocumentadas pelo programa AxioVision 4,7 (Zeiss).

Um controle negativo (embrido n&o inoculado) foi acrescentado em cada bateria de

ldminas empregada na técnica de imunoistoquimica para cada marcador apoptético.

3.5. Técnica de TUNEL

As células em processo de apoptose foram detectadas com o kit comercial APO-

BrdU TUNEL Assay kit (Molecular Probes, Invitrogen detection technologies, USA), de

acordo com as recomendagdes do fabricante e adaptado segundo Liu et al. (2001). As

ldminas foram desparafinizadas e rehidratadas. Adicionou-se paraformaldeido a 1% (p/v)
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em PBS e as laminas foram colocadas em gelo por 15 minutos e, em seguida lavadas

com PBS. Adicionou-se, entédo, etanol 70% e incubou-se overnight. Lavou-se com o

tampao de lavagem e preparou-se a solugdo DNA labeling com um volume total de 50uL

(requerido para cada amostra), no qual foram acidionados 10uL do tampao de reacgéao,

0,75uL da enzima TdT, 8uL de BrdUTP e 31,25uL de agua. Incubous-se por 60 minutos a

37°C. Ao final da incubagao adicionou-se 1mL de Rinse Buffer. A solu¢do do anticorpo foi

preparada, num total de 100uL para cada amostra, adicionando-se 5uL de Alexa Fluor

488 dye — labeled anti-BrdU a 95uL de Rinse Buffer. As Iaminas foram incubadas nesta

solugdo por 30 minutos a temperatura ambiente protegidas da luz. Foram, entéo,

passadas em alcool absoluto | por 5 minutos e alcool absoluto Il por mais 5 minutos. Em

seguida, foram montadas com laminula e glicerina tamponada para a leitura em

microscopio de fluorescéncia. Semelhante a imunoistoquimica um controle negativo

(embrido n&o inoculado) foi acrescentado em cada bateria de laminas empregada na

técnica TUNEL.

3.6. Extracao de RNA, RT-PCR e PCR

O RNA do virus original e das passagens virais foi extraido com a utilizagéo do kit

comercial PureLink Viral RNA/DNA kits (Invitrogen) seguindo recomendagbes do

fabricante.

A reacdo de RT-PCR para sintese de cDNA foi realizada com o emprego do kit
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Superscript Il Rnase H — Reverse Transcriptase de acordo com o protocolo do fabricante,
excetuando-se a temperatura de transcricdo na qual foi empregado 50°C, conforme
descrito por Teixeira et al. (2007). A amostra adicionada de 10pmol de cada primer foi
utilizada na reagédo a 50°C por 30 minutos, seguido de uma inativagdo de 70°C por 15
minutos. O cDNA (2uL) foi adicionado a 25ul da reagao de PCR (20pmol de cada primer,
1,6mM MgCl;, 1uM de dNTP, 2,5U/50uL TAQ DNA) e amplificado utilizando TAQ DNA
polimerase (Invitrogen) 5U/uL. A amplificagéo envolveu uma denaturagé&o inicial de 94°C
por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos e

68°C por 1 minuto e extensao final de 7 minutos.

3.7. Primers

A seqliéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para a
amplificagdo das regides S1 e S2 da Glicoproteina S sao apresentados na Tabela 01 e

amplificam um produto de 895 nucleotideos.

Tabela 01. Primers empregados nas rea¢des de PCR para amplificacdo da Glicoproteina

S.

Nome Sequéncia de nucleotideos (5'-3') Posicao
Primer S+ TTAATT GTT AGA GAC TCG TGA TAT 1178
Primer S- ACC TGT ATT AATAGC TTC CGC A 2073
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3.8. Eletroforese

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etideo a 0,5ug/mL. No primeiro pogo dos géis foi aplicado o marcador de peso
molecular de 100 pb. Nos demais, foram aplicados 5ulL dos produtos da PCR,
adicionados de 2 uL de azul de bromofenol e diluidos em 3 ul de agua destilada.

A separagdao dos fragmentos obtidos procedeu-se por meio de uma voltagem
constante de 110V por 1 hora. Posteriormente, os géis foram visualizados sob iluminagao

uVv.

3.9. Sequenciamento

3.9.1. Purificacao do produto de PCR
Os produtos de PCR foram purificados com o kit QIAquick PCR Purification

(Qiagen®) foi utilizado de acordo com o protocolo do fabricante.

3.9.2. Sequenciamento
O sequenciamento foi realizado utilizando o protocolo preconizado pelo Kit Big
Dye U2.0 (Applied Biosystem) e as reagcbes submetidas ao sequenciador ABI PRISM 377.

Esta etapa foi executada no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, USP.
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3.9.3. Analise das sequéncias

A analise das sequéncias obtidas foi realizada com o emprego dos programas de
bioinformatica BioEdit (HALL, 1999) e Clustal X (LARKIN et al., 2007) para alinhamento e
edicdo das sequéncias. O programa MEGA (KUMAR et al., 2008) para confecgédo da
arvore filogenética e o suite de aplicativos DNAStar — Lasergene (Madison, Wisconsin,
EUA. Windows®), o qual abrange todas as fungbes comumente empregadas nas analises
de sequéncias de Coronavirus.

Foram utilizadas as sequéncias catalogadas no banco de dados GenBank descritas

na tabela 02.
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Tabela 02. Relagao de sequéncias de Coronavirus utilizadas nas analises de variabilidade

e filogenética.

Numero de Acesso

Descricao

AY342357
FJ95898
FJ957899
FJ957900
AY342356
NC_010800
EU022525
EU022526
U49858
M21515
AJ311317
NC 004718
U72635
L14643
LO7748
AF344186
725483
X77047
X80799
AJ271965

Turkey Coronavirus, isolado Gl

Turkey Coronavirus isolado brasileiro, amostra original

Turkey Coronavirus isolado brasileiro, pool das passagens 1 a 5
Turkey Coronavirus isolado brasileiro, pool das passagens 5 a 9
Turkey Coronavirus, isolado Gh

Turkey Coronavirus, genoma completo

Turkey Coronavirus isolado TcoV-540

Turkey Coronavirus isolado TcoV-ATCC

Infectious Bronchitis Virus (IBV), isolado alemé&o, estirpe CU-T2
Infectious Bronchitis Virus (IBV), isolado japonés KB8523
Infectious Bronchitis Virus (IBV) estirpe Beaudette

SARS: Severe and Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
MHV: Murine Hepatitis Coronavirus

HCoVOC43: Human Coronavirus estirpe OC43

HECoV: Human Enteric Coronavirus

HCoV229E: Human Coronavirus estirpe 229E

PEDV: Porcine Epidemic Diarrhea Coronavirus

CCoV: Canine Coronavirus

FECoV: Feline Enteric Coronavirus

TGEV: Porcine Transmissible Gastroenteritis Coronavirus
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Infeccao experimental de TCoV em ovos embrionados

O TCoV replicou em ovos embrionados de perus com 23 a 25 dias de incubacgéo
por meio da infeccdo na cavidade amniGtica e apresentou lesbes em carater

macroscopico e microscdpico, descritas a seguir.

4.1.1. LesOes macroscopicas

Como lesao macroscépica, notou-se a presenca de dilatagdes gasosas nas algcas
intestinais. Em um dos embrides, a bursa de Fabricius apresentou-se excessivamente
aumentada de volume. Tais alteragbes observadas nos embribes de perus sao
condizentes com as ja descritas anteriormente (TEIXEIRA et al., 2007; CARDOSO et al.,
2008). Circella et al (2007) ao efetuarem a necropsia de aves acometidas por Coronavirus
descreveram a enterite catarral como principal lesdo macroscopica. Lin et al. (2002)

descreve ainda o acumulo de gases e fluidos no trato intestinal resultando em diarréia.

4.1.2. LesOes microscopicas
As laminas coradas com HE revelaram lesfes no intestino de embrides, em

especial na jungao ileo-cecal, como intensa congestéo, vacuolizagdo do citoplasma dos
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enterécitos das vilosidades e, pouca presenca de células inflamatérias. Em alguns

embrides foi observado o descolamento da mucosa e achatamento das vilosidades

(Figura 04). Tais alteragbes foram descritas por outros pesquisadores como por Teixeira

et al. (2007), Castanheira et al. (2007) e Cardoso et al. (2008), como pode ser observado

na figura 03. Lin et al. (2002) caracteriza as principais altera¢des histopatolégicas do

TCoV como granulosidade das células epiteliais, perdas das microvilosidades e aumento

da celularidade da lamina prépria, o que condiz com os achados histopatolégicos deste

trabalho. Teixeira et al (2007) relatou ainda exsudato mucoso no lumen intestinal e a

presenca de deplecédo e destruicao linfocitica na medula e atrofia folicular da bursa de

Fabricius. Estas alteragcbes s&do causadas pela replicagdo viral na por¢cao apical das

vilosidades e podem estar diretamente relacionadas com a ma absor¢ao presente nas

infecgdes por TCoV e consequentemente com o quadro de diarréia (Villarreal et al., 2006;

Lin et al., 2002).



35

Figura 04: Fotomicrografias de embrides de perus inoculados com o TCoV aos 28 dias de
incubagdo. A) Intestino (ileo) da primeira passagem viral apresentando vacuolizagao dos
enteroécitos das vilosidades (seta). Coloragdo com HE, aumento de 40X. B) Intestino (ileo)
da quinta passagem viral apresentando congestdo dos vasos intestinais (seta),
vacuolizagcdo de enterdcitos(seta) e reducdo do tamanho das vilosidades (seta para a
esquerda). Coloragao com HE, aumento de 40X.
4.2. Imunoistoquimica para os marcadores de apoptose

A apoptose € um processo fisiologicamente importante para eliminar células com
danos e é definido por mudancas tipicas na morfologia celular e em suas caracteristicas
bioquimicas, incluindo fragmentagdo do DNA, vacuoliza¢ao do citoplasma, condensacéo e
marginagdo da cromatina e formacédo de corpos apoptéticos. Muitos virus possuem
capacidade de induzir apoptose, que representa uma propriedade citolitica das infec¢des
virais, principalmente em virus de RNA como Coronavirus (SUZUKI et al., 2008).

As laminas de imunoistoquimica observadas a microscopia de fluorescéncia

mostraram areas de apoptose celular no intestino, coradas pela fluoresceina ou por CY3.
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As laminas revelaram uma discreta marcacao positiva para Caspase 2 (figura 04 C e D) e

intensa marcacao para Capase 3 (Figura 05 A e B), principalmente observadas no ileo,

uma vez que a regido intestinal onde ocorre maior replicagdo do virus é a jungéao ileo-

cecal. A marcagéao para caspase 3 foi mais intensa no interior das vilosidades intestinais.

Poucos trabalhos avaliaram as interagdes apoptéticas causadas por TCoV, dentre

eles, Liu et al. (2001) relata um aumento na ativacado da caspase 3 ap6s a infeccao de

células Vero com o Virus da Bronquite Infecciosa, associado com a super expressao da

proteina E e de uma proteina de 58kDa codificada pela ORF 1a. Ruggieri et al. (2007)

realizou a infecgdo de células A-72 com Coronavirus canino e observou ativagéo da

caspase 3 com apenas 33 horas de infeccdo. Suzuki et al. (2008) realizou estudo

semelhante infectando células MDBK com Coronavirus Equino e relatou ativacdo das

caspases 3, 7, 8 e 9. Liu et al., (2006) observaram aumento na ativacao das caspases 8 e

9 apos a infecgéo de oligodendrécitos com Mouse Hepatitis Virus associado com aumento

da expressao da proteina E. Houve ainda aumento da apoptose dependente de caspase

nas células 293T apds a infecgdo com SARS Coronavirus associado ao aumento da

expressao da proteina 7a (TAN et al., 2004).

IBV e TCoV pertencem ao grupo Il dos coronavirus, sao filogeneticamente

separados dos demais coronavirus, entretanto, seu comportamento biolégico é

semelhante, uma vez que todos os virus citados apresentam o mesmo perfil em relacéo a

ativacédo do processo apoptotico via caspase.
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A apoptose € mediada por uma ativagdo sequencial das caspases, que estao

constitutivamente presente nas células como pré-enzimas inativas. A caspase 3, em

particular, demonstra ser um enzima chave na apoptose, uma vez que tem sido reportada

como indispensavel para a condensagdo da cromatina e fragmentacdo do DNA

(RUGGIERI et al., 2007), justificando sua marcacao mais intensa.

Tais resultados estabelecem a maneira pela qual TCoV ativa o processo

apoptotico, ou seja via de ativacdo de caspases, entretanto, mais trabalhos sao

necessarios para esclarecer o mecanismo pelo qual ele é capaz de ativar essas

caspases. Muito provavelmente, devido a proximidade filogenética, ele deve langar méao

de mecanismos semelhantes aos empregados pelo IBV, ou seja por meio de um aumento

na expressao da proteina E.
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Figura 06: Fotomicrografias apresentando marcagcédo para as Caspases 3 e 2.
A)Marcacao positiva de Caspase 3 (seta) no interior das vilosidades do ileo de embrido de
peru infectado. Coloragdo de CY3 e DAPI, aumento de 40X; B) Caspase 3, coloracéo de
FITC e PIl, aumento de 40X; C) Marcagéao positiva de Caspase 2 (seta) no ileo de embrido
de peru infectado, coloracdo de CY3 e DAPI, aumento de 40X; D) Marcacao de Caspase
2, coloracéo de FITC e PI, aumento de 40X.

Em relacdo a marcacgéo de anexina V, foi observada intensa marcagao positiva nas
superficies das vilosidades do ileo (figura 06 C e D). Ruggieri et al. (2007) demonstram
um aumento de 90% na expressdo de anexina V na infecgdo de células A-72 com

Coronavirus canino.

A proteina anti-apoptética p53 demonstrou uma marcagéo uniforme no interior e
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superficie das vilosidades (figura 06 A e B). Li et al. (2007) observaram que células H1299
infectadas com IBV entraram em processo de apoptose na presencga e na auséncia da
expressao da proteina p53, sugerindo que a infecgao por IBV € capaz de induzir apoptose

independentemente da presenca funcional de p53.

Figura 06: Fotomicrografias apresentando marcagao para p53 e anexina V. A) Marcacao
de p53 na superficie das vilosidades do ileo de embrido de peru infectado (seta),
Coloracdo de CY3 e DAPI, aumento de 40X; B) Marcagdo de p53 no interior das
vilosidades do ileo de embrido de peru infectado (seta). Coloragédo de FITC e PI, aumento
de 40X; C) Marcacéo de Anexina V nas superficie das vilosidades do ileo de embrido de
peru infectado (seta). Coloragdo de CY3 e DAPI, aumento de 40X; D) Marcagdo de
Anexina V (seta), Coloragao de FITC e PI, aumento de 40X.
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Na analise do teste de TUNEL (Figura 07), responsavel por detectar fragmentacao
de DNA, foi possivel observar marcagao intensa na regido ileo-cecal. Liu et al. (2001)
detectou pela técnica de TUNEL fragmentacdo de DNA com apenas 8 horas apés a
infecgdo de células Vero com IBV. Ruggieri et al. (2007) avaliou a fragmentagdo de DNA
causado na infeccéo de células A-72 com Coronavirus canino por eletroforese e observou
que o DNA extraido apresentava perfil de fragmentacéo indicando que as células estavam
sofrendo processo de apoptose. Suzuki et al. (2008) também avaliou o processo de
fragmentacado do DNA nas células MDBK infectadas com Coronavirus Equino e observou
que histologicamente as células apresentaram fragmentacdo da cromatina. Tais
resultados confirmam que TCoV ativa o processo de apoptose tanto em cultura de células
quanto em embrides de perus e este processo pode ser detectado de forma rapida pelo

teste de TUNEL.
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Figura 07. Aspectos observados nos cortes de intestinos de perus obtidos apds a
infeccdo com o TCoV para o processo de apoptose pela técnica de TUNEL. A) controle
negativo, embrido nao inoculado; B) Acentuada marcacao de DNA fragmentado (processo
inicial de apoptose) em ileo de embrido de peru.

Os resultados revelaram que em 15% dos cortes histoldgicos analisados nao foram
detectados os marcadores utilizados, entretanto em 85% foram detectados tanto os
marcadores de apoptose (caspase 2, caspase 3 e anexina v) quanto o anti-apoptose
(p53). Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios, onde o Coronavirus
humano (SARS) demonstrou ser indiferente aos processos celulares, produzindo progénie
viral independente do estado da célula infectada (BORDI et al., 2006). Na analise pelo

teste de TUNEL, maior intensidade (97%) foi observada na juncado ileo-cecal dos

embrides infectados.
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4.3. Sequenciamento:

A amostra original de TCoV, obtida do surto de PEMS, a qual foi empregada nas
passagens de ovos embrionados foi sequenciada. Das suspensbes obtidas das
passagens dos ovos embrionados foram realizados dois pools, sendo que o primeiro
contempla as passagens de 1 a 5 e o segundo pool abrange as passagens de 5 a 9. Apos
diversas tentativas de sequenciar as amostras, optou-se por agrupa-las em pools devido a
pouca quantidade de DNA obtido em cada passagem. Apds a realizagdo dos pools o
sequenciamento foi possivel. As sequéncias obtidas apresentam 895 nucleotideos.

Apds a obtencdo das primeiras sequéncias, estas foram depositadas no GenBank,
com os seguintes nimeros de acesso:

e FJ957898: Amostra original, proveniente do surto brasileiro de PEMS.
® FJ975899: Pool das passagens 1 a 5.

® FJ978900: Pool das passagens de 5 a 9.



4.4. Analise das sequéncias

365 375 385 395 405 415
NC 010800 IYNNIGEFNRFE CVTKLLTTRD ISSITQYTCV YVVSVEGEDS YNQGIVYSYV GVNFDEGTAM
EU022525 B E. o i i B
EU022526 el Sea.. D Y.. ..M.LK.... .I........
AY342356 ..o e E. o e e CHS.LK..o0 e il
AY342357 i e B, i e B A
FJo957898 —-——m--m——— ——— D LHN. LK. ..o il
FJo957899 —-——mmmm——— ——— D CHN. LK. .o0 il
FJ957900 ---mmmmmm— ——— D . JHNL LK. oos e
B e e e e I
425 435 445 455 465 475
NC 010800 YSVKTAPMQF IYTEQCHKYN IYNIRGVGQI LNVTGKDNTT LVDGGLVITS GSGLLAFRNN
EU022525 B N.oo i i it i i e e Acoo oo,
EU022526 D B N.o o i i e i i e e Ao, oo,
AY342356 D B - N.oo i i it i i e e Aco. oo,
AY342357 B N.o i i e i i e e Ao oo,
FJ957898 ce. SVl ls aee N.. i i i i i i e Ao, oo,
FJ957899 B N.. i e i e e Ao oo,
FJ957900 ce. SVl Ls i N.. i i et i i e e Ao, oo,
B e e e e o L I S
485 495 505 515 525 535
NC 010800 GSLFSVQPCR TVSTQAVIVN GSFVGLEFVPA SCWLADQENL GNHTEYVDGG CLISNKTISR
EU022525 el Y L. Q i e L.. ..R..G..G. ... ... ... ST.
EU022526 ... O e e e e D TT.
AY342356 R O i e e D . TI.
AY342357 I A O e e e i e e N.o..o.o i ciia. TI.
FJ957898 ..M. ..., . N.oooo oo vona TI.
FJ957899 ..M. ... O e i i e e N.o..o.o i cei . TI.

FJ957900 oYl O it e e e e e e e TI.
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545 555 565 575 585 595
NC 010800 K-TNAVYT GECTGLFAAM GTSCIYSNGT VLNRTLPQPS VQTSVQPLLG VVANVSIPKE
EU022525 B e e e i e i e e e
EU022526 R..A.S. I S e e e e e e e e e e
AY342356 M....S. I 4 B S
AY342357 T....S. D
FJ957898 T. .S. T
FJ957899 T. .8.. Bl it it te se e eaeees sasee s e
FJ957900 T. .S.. Bl i i i it ittt redea e eeeienea

| | | | [oo.] | | | |

605 615 625 635 645 655
NC 010800 LTLAVTTEYL QTRYQKVTID CAKYVCGDST RCRTLLQQYG SFCQSVNAIL SGVNENEDNG
EUO22525 i e i e e I e e e e i
EUOZ2526 ittt i et i et e et e e e e e e
AY342356 it e e e A e e T i,
AY342357 i e e e A e e T i,
FJO57898 L i i e e A e e 1
FJ957899 ..o oo, S FA ... .0 oo, I.... ®.........
FJO957900 .. e S....... FA ... oo oo I.... 8.........
| | | | | [ | | | | |

665 6875 685 695 705 715
NC 010800 LLOYAEAINT GYTLNFTGYN VSNLGGFDLS LVLPKNLTLA QONQGRSTIED LLEDKVVTLG
EUO22525 ittt e et et e L oo e
EUOZ22526 ittt i i e e e e Voo e e
AY342356 e e et et e e e L oo e
AY342357 e e e e e e Lo e
FJo957898 ... LTI T T T TTT Smmmmmmm—— mmmm e — e m e ——
FJo957899 ... ST T T S m e — e e
FJ957900 ... e

Figura 08: Alinhamento das sequéncias de nucleotideos obtidas a partir da amplificagao
da regidao S2. NC_010800: Turkey Coronavirus, genoma completo; EU022525: Turkey
Coronavirus isolado TcoV-540; EU022526: Turkey Coronavirus isolado TcoV-ATCC,;
AY342356: Turkey Coronavirus, isolado Gh; AY342357Turkey Coronavirus, isolado Gl;
FJ957898 Turkey Coronavirus isolado brasileiro, amostra original; FJ957899: Turkey
Coronavirus isolado brasileiro, pool das passagens 1 a 5; FJ957900: Turkey Coronavirus
isolado brasileiro, pool das passagens 5 a 9; (.): os pontos indicam aminoacidos idénticos
ao da sequéncia molde; Em amarelo estdo destacadas as mutagdes comuns as
sequéncias brasileiras e a outras sequéncias presentes no GenBank ; Em ciano,
mutacgdes decorrentes das passagens virais. Em vermelho, os residuos de aminoacidos
onde ocorre a clivagem entre as subunidades S1 e S2.
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No alinhamento (Figura 08) foi observado o surgimento de 3 mutagbes de

aminoacidos decorrentes das passagens virais (ndo descrita em outras sequéncias

disponiveis no banco de dados GenBank), ou seja, que n&o apareceram na amostra

original, mas ocorreram nos pools das passagens virais. Estas mutagdes ocorreram nas

posicdes 621 (C para S), 629 (S para F) e 646 (S para C). Dentre estas, as mutagdes das

posicdes 621 e 646 nao apresentaram alteracdo na caracteristica do aminoacido, uma

vez que serina e cisteina sdo aminoacidos hidrofilicos, entretanto, apenas a mutagao da

posicao 629 teve a alteracdo de um aminoacido hidrofilico (serina) para um aminoacido

hidrofébico (fenilalanina). Tais mutag¢des, ocorreram na subunidade S2, muito embora a

subunidade S1 seja a mais variavel do genoma. A clivagem entre as subunidades S1 e S2

ocorre entre as posicdes 542-543 da proteina S, onde localiza-se os residuos de

aminoacidos Arginina-Arginina-Serina (RRS). Nesta posicédo foi possivel observar a

inexisténcia de mutacdes no isolado brasileiro, confirmando a hipdtese de que esta

posicao deve manter-se estavel para que a proteina seja clivada corretamente e assim

adquira sua conformacao adequada.

Foram observadas ainda dezenove mutagdes (descritas na tabela 03) que ocorrem

no isolado brasileiro, tanto na amostra original, quanto nas passagens, porém, sao

mutacgdes presentes em outras sequéncias ja descritas.
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Tabela 03: Posigcbes das mutagcdes em aminoacidos presentes na glicoproteina S de

TCoV apos as passagens em ovos embrionados.

Posicdo da mutagao na proteina S Mutacao
377 T—E
402 N—H
403 Q—N
406 V- K
425 T—>S
426 A—-YV
438 K— N
467 VA
484 F-Y
490 R—-Q
516 D—N
538 | - T
539 S—I
541 R—-T
546 N—S
552 E—-V
554 T—1
630 T—>A
646 V- |

Legenda de Aminoacidos presente no anexo 02

4.5. Analise filogenética

A andlise filogenética baseada nos nucleotideos sequenciados para as regides S1

e S2 da Glicoproteina S (Figura 09) indica que TCoV esta presente na mesma linhagem

genbmica em que se encontram as estirpes de IBV, compondo um cluster para os

Coronavirus do grupo 3 enquanto os outros coronavirus de mamiferos estdo agrupados
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em clusters separados correspondendo aos grupos | e Il exatamente como encontrado
por Lin et al. 2004. E possivel observar que a distancia entre o TCoV isolado no Brasil e
os demais TCoV é muito pequena acumulando um numero de substituicbes por
nucleotideos inferior a 0,05. Estes resultados demonstram claramente a proximidade da
relacao filogenética entre TCoV e IBV, os Coronavirus aviarios de maior importancia na

atualidade.
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Figura 09: Arvore filogenética gerada pelo método de Neighbor Joinning com Bootstrap
de 1000 réplicas nos programas Clustaw X e MEGA. AY342357: Turkey Coronavirus,
isolado Gl; FJ95898: Turkey Coronavirus isolado brasileiro, amostra original; FJ 957899:
Turkey Coronavirus isolado brasileiro, pool das passagens 1 a 5; FJ 957900: Turkey
Coronavirus isolado brasileiro, pool das passagens 5 a 9; AY342356: Turkey Coronavirus,
isolado Gh; NC_010800: Turkey Coronavirus, genoma completo; EU022525: Turkey
Coronavirus isolado TcoV-540; EU022526: Turkey Coronavirus isolado TcoV-ATCC;
U49858: Infectious Bronchitis Virus (IBV), isolado aleméo, estirpe CU-T2; M21515:
Infectious Bronchitis Virus (IBV), isolado japonés KB8523; AJ311317: Infectious
Bronchitis Virus (IBV) estirpe Beaudette; NC 004718: SARS: Severe and Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus; U72635: MHV: Murine Hepatitis Coronavirus; L14643:
HCoVOC43: Human Coronavirus estirpe OC43; L07748: HECoV: Human Enteric
Coronavirus; AF344186: HCoV229E: Human Coronavirus estirpe 229E; Z25483: PEDV:
Porcine Epidemic Diarrhea Coronavirus; X77047: CCoV: Canine Coronavirus; X80799:
FECoV: Feline Enteric Coronavirus; AJ271965: TGEV: Porcine Transmissible
Gastroenteritis Coronavirus.
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Tabela 04. Porcentagem de identidade e divergéncia entre as sequéncias.

Porcentagem de identidade entre as sequéncias

AY342356 | AY342357 | NC 01800 | EU022526 | EU022525 | FI857898 | FJ85789 FJ8579 U49858 | M21515 | AJ311317

avsass | ] o978 | 964 | 944 | 962 | 978 | 966 | 962 | 535 | 552 | 549

av3423s7| 26 | o6 | 947 | 962 | 1000 | 982 | 980 | 536 | 555 | 551

Ncoisoo | 43 | 40 | 943 | 969 | 966 | 954 | 948 | 533 | 547 | 546

puo2s2s. 68 | 64 | 69 | o042 947 | 935 929 | 539 | 555 | 549

puo22s2s| 46 | 46 | 37 | 71 | 962 | o049 | 045 | 527 | 544 | 543

rigs7s98 | 26 | 00 | 40 | 64 | 46 | ose | 980 | 536 | 554 | 551

FI857899 | 4.0 17 | 56 | 80 | 62 | 1,7 | 994 | 529 | 549 @ 544

rgs900 | 46 | 24 | 63 | 88 | 67 | 24 | 07 | 526 | 546 | 541

u49sss | 865 | 861 | 873 | 848 | 895 | 861 883 893 [ s76 | sss

M2151s | 802 | 792 | 824 791 | 830 | 792 | 812 | 821 | 158 | o7

ABLI3IT| 817 | 809 | 828 | 816 | 837 | 809 | 8300 839 | 140 | 34 | R

Tabela gerada pelo programa DNAStar. AY342356: Turkey Coronavirus, isolado Gh;
AY342357: Turkey Coronavirus, isolado Gl; NC 01800: Turkey Coronavirus isolado TcoV-
ATCC; EU022526: Turkey Coronavirus isolado TcoV-ATCC; EU022525: Turkey
Coronavirus isolado TcoV-540; FJ857898: Turkey Coronavirus isolado brasileiro, amostra
original; FJ857899: Turkey Coronavirus isolado brasileiro, pool das passagens 1 a 5;
FJ857900: Turkey Coronavirus isolado brasileiro, pool das passagens 5 a 9; U49858:
Infectious Bronchitis Virus (IBV), isolado aleméo, estirpe CU-T2; M21515: Infectious
Bronchitis Virus (IBV), isolado japonés KB8523; AJ311317: Infectious Bronchitis Virus
(IBV) estirpe Beaudette; NC 004718.

Foi gerado pelo suite de aplicativos DNAStar — Lasergene 8 (MegAlign) uma tabela
com as porcentagens de identidade e divergéncia entre as sequéncias de Turkey
Coronavirus e Infectious Bronchitis Virus, virus que compdem o Grupo dos Coronavirus
aviarios Comparando-se as sequéncias nucleotidicas de TCoV obtidas no
sequenciamento das passagens virais com as outras sequéncias disponibilizadas no

banco de dados do GenBank foi possivel observar uma porcentagem de identidade entre
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estas sequéncias variando entre 92,9 e 100% de similaridade, conforme demonstrado na
tabela 04. Quando comparados as sequéncias de TCoV com a mesma regido do Virus da
Bronquite Infecciosa essa porcentagem de identidade caiu para 52,9 a 55,5%. Se
compararmos apenas sequéncias de IBV entre si, observa-se que a porcentagem de
identidade variou entre 87,6 e 97,4% indicando que esta regido € mais conservada no
genoma de TCoV. Breslin et al. (1999) realizaram estudo semelhante considerando um
segmento do gene do Nucleocapsidio. Em seus estudos observou que as sequéncias de
TCoV comparadas entre si apresentam similaridade entre 90.8 e 96,0% e 78,5 e 94,4%
de similaridade com IBV. Lin et al. (2004) observaram uma identidade entre 90,2 e 96,8%
entre as sequéncias completas da glicoproteina S de TCoV e nas sequéncias de IBV foi
observada uma identidade entre 83,2 a 94,4%. Quando comparadas as sequéncias de
TCoV e IBV foram observadas porcentagens de identidade variando entre 50,2 e 52,5%.
Tais resultados demonstram que a proteina S € mais variavel entre as estirpes de IBV do
que entre as estirpes de TCoV como ja descrito por Cavanagh et al. (2005) e Gomaa et al.
(2008). A proteina Sipke € sabidamente responsavel pelo adsorcao, fuséo e penetracao
dos virus nas células hospedeiras. Provavelmente este fato esteja associado ao papel da
glicoproteina S na determinagdo do receptor ligante dos Coronavirus aos seus
hospedeiros, explicando a diferenca de tropismo e patogenicidade, uma vez que IBV
causa doenca respiratéria enquanto TCoV & responsavel por enterites em perus jovens.

Diante do exposto €& possivel afirmar que as passagens virais em ovos
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embrionados sao capazes de induzir mutagdes pontuais no TCoV uma vez que
mimetizam a disseminagdo hospedeiro-hospedeiro em lotes de perus acometidos pelo
virus. Mais pesquisas sao necessarias a fim de determinar o efeito destas mutacdes
sobre a patogenicidade viral, isto é, ocasionando atenuag¢do ou aumento da viruléncia. O
mesmo é valido para a inducado de apoptose pela qual o TCoV é responsavel, uma vez
gue 0s mecanismos apoptoticos estédo elucidados, ou seja, o virus induz apoptose celular
principalmente por meio da ativagéo de caspases, resta saber o qual fator viral de TCoV é
responsavel por ativar estas caspases.

Por fim, a presente investigacao é de extrema importancia, uma vez que suas
descobertas podem abrir espaco para futuras pesquisas contribuindo para um melhor

conhecimento da patogenicidade do Coronavirus.
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5. CONCLUSOES

5.1. A infeccdo experimental do Coronavirus dos Perus a partir do virus isolado de
amostras positivas no Brasil mostrou que o TCoV replicou em ovos embrionados de perus

causando alteracdes histopatolégicas e macroscopicas;

5.2. A infecgdo experimental do TCoV (isolado brasileiro) mostrou que ocorre ativagédo de
marcadores de apoptose celular para Caspase 2, Caspase 3, Anexina V; p53 no ileo dos
embrides infectados com marcagédo mais intensa nas primeiras passagens e o teste de
TUNEL (Invitrogen™) também apresentou marcag&o positiva com maior intensidade na

regiao ileo-cecal dos embrides infectados;

5.3. A anadlise genética mostrou que a glicoproteina S do TCoV apresentou genética
decorrente das passagens virais em ovos embrionados de perus, com divergéncia de
1,7% entre o virus original e a quinta passagem e uma divergéncia de 2,4% entre o virus

original e a nona passagem,;

5.4. A comparagao dos produtos sequenciados para o gene 2 mostrou que o TCoV
isolado no Brasil apresentou 19 mutagbes de comum ocorréncia nas sequencias

catalogadas e 3 mutacdes decorrentes das passagens virais em ovos embrionados de
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perus;

5.5. A construcao da arvore filogenética utilizando o gene da glicoproteina S do material

original, o material das passagens e as sequéncias ja catalogadas mostrou que o TCoV

(isolado brasileiro) agrupo-se de forma correta nos cluster do Coronavirus de Perus.
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7.1 Anexo 01: Codigo genético universal

64

22 Posigao
12 Posicao 32 Posicao
U Cc A G
Phe Ser Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C
Y Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
¢ Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro GIn Arg G
lle Thr Asn Ser U
lle Thr Asn Ser C
A lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
¢ Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G




7.2 Anexo 02: Legenda de aminoacidos

Letra | Abreviagao Nome
01 A Ala Alanina
02 R Arg Arginina
03 N Asn Asparagina
04 D Asp Acido Aspartico
05 C Cys Cisteina
06 Q Gin Glutamina
07 E Glu Acido Glutamico
08 G Gly Glicina
09 H His Histidina
10 I lle Isoleucina
11 L Leu Leucina
12 K Lys Lisina
13 M Met Metionina
14 F Phe Fenilalanina
15 P Pro Prolina
16 S Ser Serina
17 T Thr Treonina
18 w Trp Triptofano
19 Y Tyr Tirosina
20 V Val Valina
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