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RESUMO

O mamastrovirus 5 (MAstV5) é classificado no género Mamastrovirus da familia
Astroviridae, sendo associado com surtos agudos de gastroenterite transitoria em filhotes
de cées ao redor do mundo. O objetivo desta dissertagédo foi detectar e analisar a
variabilidade genética dos MAstV5 circulantes em cdes no Brasil. Para isto, amostras de
suabe retal foram coletadas de 269 cées de diferentes regides do Brasil no periodo de
2008-2014, dos quais 26,39% foram positivos para MAstV5 através de RT-PCR
convencional e de RT-Hemi-nested PCR, amplificando porcéo conservada do gene do
capsideo e do gene da polimerase, respectivamente. Quatro destas cepas tiveram seu
genoma parcialmente sequenciado, caracterizado e analisado filogeneticamente. A
caracterizacdo dessas amostras revelou uma notavel heterogeneidade genética entre as
cepas de MAstV5. A baixa identidade entre as sequéncias do gene do capsideo (<85%)
indicaria uma possivel nova classificacdo entre a espécie MAstV5 em dois genotipos.
Conclue-se que o MAstV5 ocorre em cées no Brasil e as cepas circulantes possuem uma
grande diversidade genética.

Palavras-chave: virologia veterinaria; analise filogenética; biologia molecular;
gastroenterite viral canina; astrovirus.



ABSTRACT

The Mamastrovirus 5 (MAstV5) is classified in the genus Mamastrovirus of the
Astroviridae family, being associated with acute episodes of transient gastroenteritis in
puppies around the world. The aim of this work was to detect and analyze the genetic
variability of circulating MAstV5 in dogs in Brazil. For this, rectal swab samples were
collected from 269 dogs from different regions of Brazil in the 2008-2014 period, of which
26.39% were positive for MAstV5 by conventional RT-PCR and RT-Hemi-nested PCR,
amplifying conserved portion of the capsid gene and polymerase gene, respectively. Four
of these strains had its genome sequenced partially characterized and analyzed
phylogenetically. The characterization of these samples revealed a remarkable genetic
heterogeneity among strains of MAstV5. The low identity between the sequences of capsid
gene (<85%) indicate a possible new classification between the two genotypes MAstV5
species. We conclude that the MAstV5 occurs in dogs in Brazil and circulating strains
have a high genetic diversity.

Key-words: veterinary virology; phylogenetic analysis; molecular biology; canine viral
gastroenteritis; astrovirus.
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1 INTRODUCAO

Os astrovirus sdo virus pequenos, icosaédricos e ndo envelopados pertencentes a
familia Astroviridae. Seu genoma € composto por RNA fita simples de polaridade
positiva, contendo duas regides nédo traduzidas em suas extremidades e trés fases abertas
de leitura (ORF) que codificam tanto proteinas ndo estruturais, quanto proteinas
estruturais. Taxonomicamente, a familia é dividida em dois géneros, denominados
Avastrovirus e Mamastrovirus. Os Avastrovirus incluem viroses que causam infeccdo em
diferentes espécies de aves, enquanto os Mamastrovirus infectam uma ampla gama de
hospedeiros mamiferos, entre eles a espécie canina.

Em mamiferos, a manifestacdo mais comum da doenca esta no estabelecimento de
um quadro de gastroenterite aguda variando de branda a severa, decorrente de sinais como
diarreia, dor abdominal, desidratacdo e vomito. Em c&es, particulas virais com forma
tipica de astrovirus foram primeiramente identificadas no inicio dos anos 80 por
microscopia eletronica. Recentemente, AstVs tém sido identificados, através da deteccéo
e caracterizacdo molecular, em amostras fecais de cdes com sintomas de desordens
entéricas; por conseguinte, sendo reclassificados em uma espécie distinta de astrovirus,
0 mamastrovirus 5, o qual infecta caninos.

Atualmente, métodos de deteccdo de acidos nucléicos, como a técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e suas varia¢fes, denominadas reverse transcriptase PCR
(RT-PCR) e real time RT-PCR (qRT-PCR), permitem a deteccdo de fragmentos do RNA
genoma viral com alta sensibilidade e especificidade, tornando-se rotineiros nos
laboratérios de virologia. Outrossim, a comparacdo das sequéncias completas de
aminoacidos do capsideo viral possibilita a classificacdo das cepas em espécies.
Considerando-se 0 mamastrovirus 5, cujo o isolamento viral em cultivo celular é
considerado extremamente dificil, as ferramentas de biologia molecular tornam-se
essenciais no prosseguimento do estudo para a sua associacdo com a doenga, distribuicéo
geografica das amostras e determinacdo dos hospedeiros susceptiveis a infecgéo.

O presente trabalho teve como principal objetivo realizar a deteccdo e analise
filogenética das amostras de campo de mamastrovirus 5 circulantes no Brasil, coletadas
de fezes de cées de diversos estados brasileiros, apresentando ou ndo sinais de
gastroenterite viral, para comparacdo entre cepas de referéncia de outros paises, tanto

pertencentes a espécie mamastrovirus 5, quanto a pertencentes ao género Mamastrovirus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

A denominagdo astrovirus (AstV) foi primeiramente proposta por Madeley e
Cosgrove (1975), quando da descricdo de particulas virais pequenas (28 a 30 nm) e
arredondadas, do termo inglés small round viruses (SRVs), com cinco ou seis distintas
projecOes no seu capsideo viral, lembrando a aparéncia de uma estrela (astron= estrela
em grego). Essas particulas virais foram observadas em fezes de criangas hospitalizadas
com sinal clinico de diarreia, através da técnica de microscopia eletronica (ME) (Figura
1). Subsequentemente, particulas virais de morfologia e tamanho similares foram
identificadas pela mesma técnica em diversas espécies de mamiferos e de aves (DE
BENEDICTIS et al., 2011). A infeccdo por AstV estd associada a gastroenterite na
maioria das espécies animais e, em humanos, a astrovirose é considerada como a segunda

causa mais frequente de diarreia viral entre as criancas (MENDEZ; ARIAS, 2013).

Figura 1. Microscopia eletrénica de particulas AstV tipicas oriundas de fezes humanas. Barra= 100 nm.
Fonte: (MENDEZ; ARIAS, 2013).

No entanto, particulas SRVs vinham sendo detectadas apenas ocasionalmente em
caes através da técnica de ME. Em alguns casos, devido as similaridades morfoldgicas
(tamanho, corpo arredondado e auséncia de envelope), essa defini¢cdo também englobava
os virus da familia Caliciviridae e Picornaviridae, impossibilitando a sua distin¢éo, em

casos onde a forma estelar ndo esta evidente (MARTELLA et al., 2011).
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Particulas tipicas de AstV foram detectadas em filhotes da raca Beagle em 1980,
nos EUA. Os filhotes exibiam sinal de diarreia em um quadro de co-infecgdo com outros
patdgenos virais conhecidos como: parvovirus canino (CPV-2) e coronavirus canino
(CCoVs) (WILLIAMS, 1980). Estudo realizado em 1984 na Australia detectou particulas
AstV tipicas em 3/157 amostras fecais normais, porém, em nenhuma e 29 amostras de
animais diarreicos (MARSHALL et al.,, 1984). Posteriormente, em uma ampla
amostragem realizada na Alemanha, particulas virais SRVs foram detectadas em 41 de
4044 (1,02%) amostras fecais de cdes apresentando diarreia (VIELER; HERBST, 1995).
No entanto, a infeccdo em cdes somente foi confirmada através da caracterizagdo genética
e do isolamento em cultivo celular, recentemente realizados por meio de coleta de
amostras de filhotes com sinais entéricos condizentes com a infeccdo por astrovirus.
Assim, foi sugerido que o virus detectado poderia representar uma espécie viral distinta
do AstV infectando caninos, atualmente denominado mamastrovirus 5 (MAstV5)
(TOFFAN et al., 2009; MARTELLA et al., 2011). Dessa maneira, até 0 momento,
MAstV5 ou particulas AstV tipicas presentes em amostras de fezes de cées foram
descritas na Alemanha, Australia, Brasil, China, Estados Unidos, Franca e Italia
(CASTRO et al., 2013; GRELLET et al., 2012; MARSHALL et al., 1984; TOFFAN et
al., 2009; VIELER; HERBST, 1995; WILLIAMS, 1980; ZHU et al., 2011).

As ferramentas moleculares de caracterizacdo genética dos isolados membros da
familia Astroviridae, subsequentemente, permitiram o reconhecimento de dezenove
espécies do género Mamastrovirus e trés espécies do género Avastrovirus. Além disso,
abordagens metagendmicas tém permitido a identificacdo de novos AstVs, infectando
humanos e espécies animais nos Ultimos anos. Em algumas espécies desses virus, a
eficiente propagacdo em linhagens celulares e o isolamento em modelos animais tém
auxiliado no avanco do entendimento molecular e estrutural, como também na sua
patogenia (MENDEZ; ARIAS, 2013).

2.2 Classificacdo do Género Mamastrovirus

Os astrovirus originalmente eram classificados exclusivamente a partir do
hospedeiro de origem, porém alguns novos achados denotaram que esse critério deveria
ser redefinido e atualizado. Todavia, recentes caracterizages de novos AstVs mostraram
que cepas que infectam diferentes espécies de hospedeiros podem ser geneticamente
similares, enquanto cepas geneticamente divergentes podem ser encontrados na mesma

especie de hospedeiro. Alguns exemplos incluem recente identificagdo de astrovirus



18

infectando a espécie humana muito semelhante geneticamente a isolados de hospedeiros
animais, como a marta e a ovelha (KAPOOR et al., 2009), além disso a diversidade
genética encontrada em amostras infectando suinos (LUO et al., 2011), morcegos (ZHU
et al., 2009) e humanos (KAPOOR et al., 2009) coloca-os em um grupo de alta
divergéncia genotipica, pois indica ancestrais diferentes que surgiram provavelmente
durante a transmissao interespécie (LUO et al., 2011).

Baseado nesses novos dados, uma classificacdo fundamentada em critérios
genéticos foi elaborada. A analise filogenética dos mamastrovirus baseada no
sequenciamento de amino&cidos de toda a extensdo da open reading frame 2 (ORF2),
regido que codifica a poliproteina estrutural do capsideo, resultou em dois genogrupos
(Gl e GII) com seteedose espécies virais, respectivamente. Portanto, as amostras com
distancia genética (p-dist), variando entre 0,378-0,750, e 0,006-0,312, sdo agrupadas
inter- e intra-espécies, respectivamente (BOSCH et al., 2011).

Isto posto, o género Mamastrovirus (MAstV) abrange cepas originarias de
inimeros mamiferos, incluindo espécies que infectam humanos (mamastrovirus 1, 6, 8 e
9), felinos (mamastrovirus 2), suinos (mamastrovirus 3), lebes marinhos californianos
(mamastrovirus 4 e 11), caninos (mamastrovirus 5), golfinhos nariz de garrafa
(mamastrovirus 7), martas (mamastrovirus 10), morcegos (mamastrovirus 12, 14, 15, 16,
17, 18 e 19) e ovinos (mamastrovirus 13) (BOSCH et al., 2011). A relacdo filogenética

entre memebros da familia Astroviridae pode ser observada na Figura 2.
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Figura 2. Arvore filogenética baseada no sequenciamento completo de aminoacidos da ORF2 de cepas de

referéncia de astrovirus presentes no GenBank infectando mamiferos.
Fonte: (BOSCH et al., 2011).
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2.3 Estrutura e Composi¢éo do Virion

Particulas de astrovirus sdo formadas por um genoma viral de RNA circundado por
um capsideo icosaédrico constituido por um Unica proteina que varia em torno de 70 a 90
kilodaltons (kDa) ou por pelo menos trés proteinas que variam entre 25 a 34 kDa,
dependendo da extensdo da clivagem proteolitica do virion (BELLIOT; LAVERAN;
MONROE, 1997; MENDEZ et al., 2002; SANCHEZ-FAUQUIER et al., 1994). Essas
massas proteicas dispares provavelmente representem produtos de clivagem finais ou
intermediarios, sendo diferentes em cada espécie de astrovirus (BELLIOT; LAVERAN;
MONROE, 1997; HERRING; GRAY; SNODGRASS, 1981; SHIMIZU et al., 1990). Até
0 presente momento, estudos sobre o MAStV5 séo deficientes em caracterizar sua
estrutura e composicao, como também quais massas moleculares teriam seus produtos
proteicos finais e intermediarios. Ao utilizar, como modelo de comparacdo, espécies ja
bem documentadas de astrovirus como o MAstV1, que infecta humanos, estipula-se que
a proteina do capsideo tenha uma massa aproximadamente de 84,7 kDa (MARTELLA et
al., 2011).

Analises estruturais do MAstV1 propagado em cultivo celular com a presenca de
tripsina revelou particulas icosaédricas com projecdes oriundas do capsideo viral (RISCO
et al., 1995). No entanto as caracteristicas estruturas tipo "estrela"”, que deram origem ao
nome da familia, somente foram reveladas apds esse tratamento proteolitico através da
tripsina, simulando o que ocorre no intestino hospedeiro. Portanto, singulares diferencas
sdo observadas nas duas particulas, com ou sem tratamento de tripsina (Figura 3). O virion
ndo tratado contém 180 cdpias de uma simples proteina de 70 kDa, arranjada em uma
simetria icosaédrica. Duas camadas de proteinas podem ser observadas, sendo que a
camada interna forma o cerne do capsideo viral e é quase idéntico ao virion tratado com
tripsina. Todavia, a camada mais externa que forma a tipica estrutura estelar, demonstra
dramatica alteracdo apds o tratamento com tripsina. Esse tratamento resulta na clivagem
da proteina 70 kDa em trés polipeptideos necessarios para a infectividade viral. Portanto,
a principal diferenca entre as estruturas é o numero de projecdes da proteina de 70 kDa
observadas (MENDEZ; ARIAS, 2013).
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VP 34

Figura 3. Reconstrucdo em terceira dimensdo de virions MAstV1. (a) Sem tratamento de tripsina. (b)
Com tratamento de tripsina. VP 34 constitui o cerne do capsideo e VP 27 e VP 25 constituiem as
projecdes estelares do capsideo.

Adaptado de Méndez e Arias (2013).

2.4 Organizacdo Genbmica e Biologia dos Astrovirus

Os AstVs tém genoma de RNA de fita simples linear, de sentido positivo, variando
em tamanho de 6,17 kilobases (kb) a 7,72 kb, excluindo a cauda poli A e a regido 3’ final
(FINKBEINER; KIRKWOOD; WANG, 2008; FU et al., 2009). Em geral, os membros
da familia Astroviridae possuem genoma que caracteriza-se por conter duas regides ndo-
transcritas e trés ORFs com tamanho variado de acordo com a espécie. As duas ORFs
localizadas mais proximas a a regido 5’ do genoma, sdo denominadas como ORFla e
ORF1b, ambas codificam proteinas ndo estruturais que, devido a dominios conservados
encontrados em suas sequéncias, estipula-se que estejam diretamente ligadas a transcricéo
e replicacdo do genoma viral. Além disso, ORF1a e ORF1b sobrepdem-se em uma larga
extensdo, variando em determinadas espécies, de forma que essa regido de sobreposicéo
contém sinais essenciais para a traducgdo da polimerase viral (codificada pela ORF1b),
através de um mecanismo chamado de frameshift (troca de fase de leitura) (JIANG et al.,
1993). Por fim, a terceira ORF, encontrada mais proxima a regido 3’ do genoma viral,

designada como ORF2, codifica a proteina estrutural do capsideo viral (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da organizacdo gendmica do astrovirus.Os astrovirus sdo virus
RNA fita simples de polaridade positiva. Apesar da variabilidade genética entre a familia, a estrutura
gendmica é similar entre seus representantes. Para 0 MAstV-1, o tamanho do genoma é de 6,8 kilobases
(kb). Contendo uma regido 5’ néo traduzivel (UTR) de 85 nucleotideos (nt), uma 3 UTR de 83 nt seguida
de uma cauda poli-adenilada (An). Ap6s a entrada do virus na célula hospedeira a ORFl1a é
imediatamente traduzida para produzir proteinas ndo estruturais. A combinagdo de uma sequéncia
AAAAAAC e uma estrutura secundaria sinalizadora contribuem para o mecanismo de frameshift,
resultando na traducdo da ORF1ab e expressdo do gene da proteina nao estrutural RNA polimerase
dependente de RNA. O RNA subgendmico tem 2,4 kb de comprimento e contém uma 5°UTR, 3’°UTR
seguida de uma cauda poli-adenilada (An) e é transcrito através de um promotor interno contido em sua
fita de RNA. A ORF2 é traduzida através deste RNA subgendmico, produzindo a proteina estrutural do
capsideo viral.

Adaptado de Benedictis (2011).

O polipeptideo codificado pela ORFla tem, na maioria dos MAstV, de 874 a 936
aminoacidos (aa). Conforme predic¢des de similaridade, esta proteina ndo estrutural possui
cinco a seis dominios, denominadas hélices transmembranares, seguidos por um dominio
da serino-protease viral (v-Pro) (JONASSEN et al., 2003). A v-Pro tem similaridade
molecular com uma enzima tripsina, porém com uma serina no terceiro residuo de
amino&cido catalitico (SPERONI et al., 2009). Duas hélices enroladas, do termo em
inglés coiled-coil (CC), estdo presentes na extensdo da ORFla, sugerindo funcao
regulatéria da expressdao do gene (JONASSEN et al., 2003). Ademais, insercdes e
delecdes ao longo da sequéncia foram descritas, atuando na eficiéncia da sintese do RNA
viral, como também na adaptacdo a culturas celulares (GUIX et al., 2005; WILLCOCKS
etal., 1994).

Dada a existéncia de uma provavel proteina viral genémica (VPg), a auséncia da
metiltransferase poderia ser entendida; no entanto, a falta de um dominio de RNA helicase
seria incomum para um virus RNA polaridade positiva com genoma maior que 6000
nucleotideos (nt), como séo os astrovirus (JIANG et al., 1993). Além disso, a polimerase
dos astrovirus é classificada no supergrupo 1, um grupo que utiliza oligonucleotideos
codificados pelo virus para iniciar a traducdo (JANG et al., 2010; LEWIS et al., 1994).

A segunda regido aberta de leitura (ORF1b) dos astrovirus, que codifica a RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), sobrepde a ORFla e é transcrita atraves do

mecanismo de frameshift, considerado usual entre os virus RNA polaridade positiva
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(LEWIS; MATSUI, 1995). Potenciais regides codificantes da RNA helicase e da
metiltransferase ainda ndo foram identificadas no genoma do astrovirus (JIANG et al.,
1993) (Figura 5).

200 400 600 800 1000 1200 1400 s
in/del
l\“ lf | V-Pro | \ veell RdRp
CC
Hélices
transmembanares
ORF 1la
ORF 1lab

Figura 5. Representacéo esquematica das provaveis proteinas estruturais sintetizadas pela ORFla e
ORF1ab. Contendo dois dominios Coiled-Coil (CC), até seis hélices transmembranares, uma serino
protease viral (V-Pro), uma provavel proteina viral gendmica (VPg?) e a RNA polimerase RNA
dependente (RdRp).

Adaptado de Méndez e Arias (2013).

A maior variabilidade genémica do astrovirus encontra-se na ORF2, que codifica
a proteina estrutural do capsideo viral. A porcdo N-terminal dessa proteina € mais
conservada em comparagdo a por¢do C-terminal. Deste modo, mantém conservadas
caracteristicas basicas comuns a todos os astrovirus e estipula-se que seu arranjo
molecular seja oriundo da interacdo com 0 RNA empacotado do virion (GEIGENMU et
al., 2002). Por outro lado, a porcdo C-terminal da proteina apresenta consideravel
variabilidade entre os astrovirus (JONASSEN et al., 2001; WANG et al., 2001). Portanto,
os dominios mais conservados da regido N-terminal formam o cerne do capsideo (camada
interna), enquanto que as regides mais variaveis ddo origem as projecoes estelares tipicas
desta familia. Outrossim esse dominio creditasse participar das iniciais etapas de
interacdo com a célula hospedeira (Figura 6).

O capsideo viral dos astrovirus tem propriedades bioldgicas singulares. Porquanto,
foi demonstrado ser capaz de inibir a via classica e a via da lectina do complemento pela
sua ligacdo a proteina C1 (Clqg) e ligacdo a lectina ligadora de manose (MLB),
respectivamente (HAIR et al., 2010). Outra particular propriedade € sua virtual agdo como
uma enterotoxina, rompendo o complexo de juncGes intracelulares e por consequéncia,
aumentando a permeabilidade da barreira epitelial. Esse processo ocorre independente da
replicacdo viral, podendo assim auxiliar no estabelecimento do quadro de diarreia
(MOSER; CARTER; SCHULTZ-CHERRY, 2007).
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Figura 6. Caracteristica da proteina estrututal VP90 do capsideo viral. O produto primaria da ORF2,
denominado VP90, contém dois dominios que podem ser distinguidos através de seu grau de
conservacao: o dominio hipervariavel forma as projec6es forma o cerne do capsideo, enquanto o dominio
hipervariavel compoem as projecoes do capsideo da particula viral.

Adaptado de Méndez e Arias (2013).

Até o presente momento, analises genéticas de sequéncias completas da ORF2 e
parciais da ORF1lb de AstVs infectivos de cées (MAstV5) identificaram uma
sobreposicdo de 8 nt entre a regido 3° da ORF1b e a regido 5’ da ORF2. Nas cepas
analisadas, a extensdo da ORF2 apresentou tamanho varidvel entre 765 a 774
aminoéacidos, conforme a sequéncia apresentada na figura 6 (TOFFAN et al., 2009;
MARTELLA et al.,, 2011; ZHU et al.,, 2011). Também foram observadas regides
altamente conservadas na extensdo da sequéncia da ORF2, onde s&o encontrados
promotores para a sintese do RNA subgendmico e um motif (s2m) compartilhado entre
0s Mamastrovirus (WALTER et al., 2001). O motif s2m é uma estrutura secundaria do
RNA gendmico de funcdo ainda ndo esclarecida, porém sugere-se que tenha funcéo tanto

na replicacéo viral, quanto no empacotamento do virus.

Por comparacdo da proteina do capsideo, pode ser observado mais de 70% de
similaridade de aminoacidos entre sequéncias de AstVs infectivos de cdes e menos de
33% de similaridade de aminoacidos a outros astrovirus, constituindo um grupo
geneticamente definido (Tabela 1). Considerando a variacao (< 50% identidade de aa) da
porcdo C-terminal hipervariavel, ocorrendo entre os residuos de aminoécidos 422 e 668,
estima-se poder haver significativas diferencas antigénicas entre as cepas de MAstV5
(MARTELLA etal., 2011).



AstV Ltaly/05 Bari/08/1TA
Human type 1 341 33.6
Human type 2 332 3.0
Human type 3 339 339
Human type 4 3.7 3.4
Human type 5 342 34.8
Human type & 349 352
Human type 7 343 344
Human type 8 345 35.0
Human VAl 219 220
Human VA2 20.3 20.7
Human MIEI] 223 219
Mink 2.7 23.0
Pig 35.2 35.0
CSL-1 20.3 20.1
CSL-2 35.1 35.6
Bottlenose dolphin 29.8 299
Bat type 1 20.7 20.3
Bat LC0O3 20.4 20.6
Bat LD38 20.4 20.6
Drack 6.9 16.3
Turkey type 1 15.1 15.2
Turkey type 2 16.7 17.1
Turkey type 3 17.3 17.3
Avian nephritis virus 13.6 13.7
type 1
Daog ltaly/05 100.0 83.5
Dog Bari/08/ITA 83.5 L0000
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Tabela 1. Percentagem de similaridade de aminoécidos da proteina do capsideo entre as cepas Italy/05 e

2.5 Replicagéo Viral

Bari/08/ITA e demais espécies de astrovirus.

Fonte: (MARTELLA et al., 2011).

A dificuldade de isolamento em cultivo celular do astrovirus impossibilitou o

avanco na sua caracterizacdo, porém em 1981 foi demonstrada a producéo efetiva de virus

em monocamada de linhagem celular epitelial renal humana (HEK), através de passagens
com adicédo de tripsina (BRITAIN; LEE; KURTZ, 1981). Essa dificuldade estendeu-se

para outras diversas cepas, como as cepas de MAstV5. No entanto, estudo realizado na

Italia obteve sucesso ao isolar em linhagem celular renal canina (MDCK) o MAstV5 de

amostras fecais de filhotes de cées, apresentando quadro de gastroenterite viral, negativos

para 0s demais patdgenos virais caninos conhecidos, como: CPV-2, CCoVs, virus da

cinomose canina (CDV), entre outros. O efeito citopatico observado foi de alargamento

e/ou desprendimento do tapete celular e do aparecimento de granulos no citoplasma

(MARTELLA etal., 2011) (Figura 7).
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Portanto, o conhecimento acerca dos MAstV5 que infectam cdes ainda é
insuficiente e pouco se sabe sobre o processo de adsor¢do e entrada na célula hospedeira,
como também sobre os receptores virais que propiciariam a entrada do virus.
Alternativamente, a informacédo aqui dissertada sobre a replicacdo do AstV sera inferida
de estudos com AstVs que infectam humanos e de amplo material de outros virus de RNA
polaridade positiva, incluindo alfavirus e picornavirus (BENEDICTIS et al., 2011).

Figura 7. (a) Fotografia do efeito citopatico induzido pela replicacdo do MAstV5 em células MDCK. (b)
Controle negativo. Microscopia 6tica em aumento de 10x.

Fonte: (MARTELLA et al., 2011).

A infectividade do astrovirus apresenta aumento quando esse € tratado com tripsina
(BASS; QIU, 2000); porém, o processo pelo qual o tratamento langa mao para ter esse
ganho de infectividade do virion ainda é desconhecido. A clivagem pela tripsina produz
uma drastica alteracdo estrutural da poliproteina do capsideo (VP70), gerando trés
proteinas menores (VP34, VP27 e VP25) (Figura 3). A VP34 constitui o cerne do



27

capsideo enquanto a VP27 e a VP25 formam as projecdes que interagem com a célula do
hospedeiro (BASS; UPADHYAYULA, 1997).

A entrada do virus na célula hospedeira se da pela via endocitica, denominada
endocitose mediada por receptores (DONELLI et al., 1992). A interacdo com a célula
hospedeira acarreta na ativacdo da via de sinalizacdo ERK1/2, requerida para estabelecer
uma infeccdo produtiva, visto que o blogueio desta quinase demonstrou inibi¢do da
sintese de RNA e proteina viral, consequentemente diminuiu a produco viral (MENDEZ;
ARIAS, 2013).

Os mecanismos pelos quais 0 RNA genémico viral é liberado da particula viral para
dentro do citoplasma celular para a sua tradugdo, bem como o sitio celular onde isso
ocorre, e as etapas celulares e virais, envolvendo esse evento, ainda sdo desconhecidas
(MENDEZ; ARIAS, 2013). Entretanto, sabe-se que, uma vez que o virion é internalizado,
a ORFla e 1b sdo imediatamente traduzidas pela maquinaria celular. Os polipeptidios
gerados contém varias regiGes conservadas, incluindo até cinco provaveis hélices
transmembranares, coiled coil motif e a serino protease (v-Pro). Posteriormente, o
polipeptidio traduzido é clivado por ambas as proteases (celulares e virais) em, no
minimo, cinco peptideos (GUIX et al., 2005) (Figura 8).

A ORF1b que codifica a polimerase RNA dependente de RNA (RdRp) é traduzida
através de um mecanismo denominado frameshift, comum entre os virus de RNA
polaridade positiva. A traducdo forma uma sequéncia heptamérica altamente conservada
(AsC) e uma estrutura em hairpin logo a seguir (LEWIS; MATSUI, 1995, 1996, 1997)
(Figura 4). Apls estas etapas iniciais, a transcricdo gendmica tem inicio, com a
polimerase do astrovirus valendo-se de oligonucleotideos codificados pelo préprio virus
(VPg) para inicia-la (JANG et al., 2010; LEWIS; MATSUI, 1995).

A expressao da RdRp resulta na producdo de multiplas copias de sequéncias de
RNA subgenémicas de polaridade positiva e poli-adeniladas (sgRNA), contendo
pequenas porcdes ndo traduziveis e a ORF2 (MONROE et al., 1993). A sintese da
proteina do capsideo através de um sgRNA molde retarda sua producdo no ciclo da
replicacéo viral, permitindo que, posteriormente, a traducdo da ORF2 tenha acesso a doze
vezes mais moldes para sintese do polipeptidio precursor do capsideo (MONROE et al.,
1993) (Figura 9).
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Figura 8. Processamento das proteinas ndo estruturais. As proteinas nao estrturais (nspla e nsplab) sdo
clivadas por proteases virais e celulares em pelo menos cinco peptideos.

Fonte: (MENDEZ; ARIAS, 2013).

Até o presente momento, poucos estudos foram realizados enfocando a sintese
RNA do astrovirus para a sua replicacdo. Considerando a estrutura e a organizagdo
gendmica, presume-se que esses virus seguem estratégias replicativas similares aos
alfavirus (MENDEZ; ARIAS, 2013). Baseado nisso, 0 RNA gendmico viral é usado
como molde para a producdo de um RNA polaridade negativa (JRNA-), que por sua vez
serve tanto como molde para a producéo da sequéncia completa do RNA gendmico viral,
como para a sintese do sgRNA molde (MENDEZ; ARIAS, 2013). Moléculas como a v-
Pro, RdRp, VP90, gRNA(-) e inclusive particulas virais completas ja foram observadas
associadas com membranas celulares internas, devido a isto pode ser estipulado que a
replicacdo do RNA viral e os primeiros passos da morfogénese sdo conduzidos
provavelmente dentro do reticulo endoplasmatico (GUIX et al., 2004). Estudos ndo
tiveram sucesso em reproduzir o empacotamento da particula viral, tanto por produzirem
estruturas instaveis e atipicas morfologicamente, quando purificadas, quanto por essas
particulas ndo serem infectivas (CABALLERO et al.,, 2004; MOSER; CARTER;
SCHULTZ-CHERRY, 2007). Porém, acredita-se que os produtos primarios da ORF2, a
VP90, formam particulas intracelulares associadas a estruturas de membrana celular,
aonde as proteinas ndo estruturais do virus e 0 RNA gendmico viral sdo encontrados
(MENDEZ et al., 2007). J4 no citoplasma, o processo de proteélise das VP90 associado

as particulas virais é conduzido por caspases, produzindo assim VP70, essencial para o
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egresso celular do virus (MENDEZ; SALAS-OCAMPO; ARIAS, 2004). Apesar da
utilizacdo de proteases pro-apoptdticas, o evento de egresso viral ndo € citolitico
(MENDEZ; ARIAS, 2013) (Figura 9). De modo que, efeitos citopaticos observados em
cultivos celulares de determinadas cepas, indicam a utilizacdo de mecanismos
alternativos de egresso (BAXENDALE; MEBATSION, 2004; SHIMIZU et al., 1990).
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Figura 9. Representacdo esquematica da replicagdo do AstV.
Fonte: (MENDEZ; ARIAS, 2013).

2.6 Epidemiologia e Patogenia da Infeccdo

O RNA do MAstV5 foi detectado exclusivamente em amostras fecais e de contetido
intestinal de filhotes de cdes. Evidéncias de infeccdo extraintestinal ndo foram relatadas
(MARTELLA et al., 2011). Em todos os relatos de caso de infec¢do canina causada por
astrovirus, a infeccdo foi auto-limitante e se utilizou apenas de terapia de suporte para a
normalizacdo dos sinais clinicos, portanto os animais se recuperaram em alguns dias
(TOFFAN et al., 2009; MARTELLA etal., 2011; MARTELLA et al., 2012).

A relevéncia clinica da infeccdo requer maiores analises; no entanto, recentes
estudos que auxiliam a elucidar caracteristicas epidemiologicas da infeccdo em cées
demonstraram que 12,02% (22/183) dos filhotes testados que apresentavam sinais de
diarreia eram positivos para MAstV5 em comparacdo a nenhum dos 138 filhotes

saudaveis utilizados como controle (ZHU et al., 2011). Em estudo realizado na Italia,



30

24,5% de 110 amostras de fezes coletadas de cédes sintomaticos e 9,3% de 75 cées
assintomaticos foram positivas para a presenca de RNA de MAstV5. No mesmo estudo,
pesquisa sorologica indicou que 59% de 54 caes testados tinham anticorpos especificos
para MAstV5 (MARTELLA et al., 2011). Em trabalho similar realizado na Franca,
detectou-se 43% de canis com a presenca do virus e uma maior susceptibilidade de
filhotes menores que sete semanas de vida (GRELLET et al., 2012).

A excrecao viral foi detectada por RT-PCR até o décimo dia pos infeccdo em um
filhote de trés meses hospitalizado com um quadro de diarreia aquosa e severa
desidratacdo. Testes para a deteccdo de patdgenos caninos comuns ao quadro clinico
apresentado foram negativos, sugerindo que os sinais foram induzidos pela infeccdo do
MAstV5 (MARTELLA etal., 2011). Através da quantificacdo da excrecéo viral por meio
de teste de RT-gPCR, a correlacdo positiva entre os sinais clinicos e a titulacéo viral foi
observada com alta descarga viral ocorrendo durante a fase aguda da infeccdo, como
também, 1gGs foram detectadas no soro do filhote duas semanas ap6s hospitalizagéo,
indicando soroconversdo (MARTELLA et al., 2011). Interessantes suposicdes sobre a
patogenia da astrovirose canina foram descritas, quando monitorou-se um surto em dois
cdes que moravam juntos na mesma casa, causado pela cepa ITA/2010/Zoid. Essa cepa
possui identidade limitada com os demais isolados caracterizados (entre 70,3% a 73,9%),
analisando-se a completa sequéncia de aminoacidos do capsideo. Além disso, anticorpos
especificos para o protétipo do MAstV5 cepa ITA/2008/Bari, ndo foram detectados no
soro desses animais, indicando a evidéncia de sorogrupos nao relacionados entre a espécie
MAstV5 (MARTELLA et al., 2012). Do mesmo modo, houve correlagdo entre a
severidade dos sinais clinicos apresentados e a prolongacdo da excrecdo viral. Dessa
maneira, prolongadas excrecdes virais apos infec¢bes agudas e a resisténcia a condi¢bes
ambientais podem ser fatores essenciais para a difusao do virus entre a populacédo de caes
susceptiveis (MARTELLA et al., 2011).

2.7 Diagnostico

Os astrovirus tém sido detectados pela microscopia eletronica direta em amostras
de fezes. A sensibilidade dessa metodologia é estimada em 10° a 10 particulas virais por
grama de amostra. Habitualmente, pacientes com diarreia infectados por astrovirus
excretam grande quantidade de virus, estimada em 10%° a 10 particulas virais por grama
de fezes (GUIX et al., 2005). Entretanto, naqueles que ndo excretam grande quantidade,
faz-se utilizacio de outros métodos de detecgdo viral (MENDEZ; ARIAS, 2013).
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Um ensaio de imunoenzimatico (ELISA), com base em anticorpos monoclonais
para o epitopo da proteina do capsideo do MastV 1 sorotipo 1 ao 8, foi configurado para
a deteccdo do virus nas fezes de pacientes com gastroenterite. Em comparagdo com a
microscopia eletrdnica, usada como teste padrao, a sensibilidade do ELISA foi de 91% e
a especificidade de 96%. Os resultados demonstram que o teste proporciona um meio
sensivel e especifico para o diagndstico de MastV 1 (HERRMANN et al., 1990). Contudo,
o0s anticorpos monoclonais desenvolvidos por Herrmann (1990), ndo reconhecem as cepas
de Mamastrovirus recentemente detectadas. Portanto, um teste soroldgico de
imufluorescéncia indireta, utilizando a cepa Bari/08/ITA como antigeno, estd sendo
desenvolvido por um grupo de pesquisa italiano, visando a identificagdo de IgGs
(imunoglubulina G) especificas para 0 MAstV5 que infecta caninos (MARTELLA et al.,
2011).

Maiores informacdes sobre a sequéncia de nucleotideos dos astrovirus permitiram
0 desenvolvimento de técnicas moleculares para a sua deteccdo. Atualmente, as
sequéncias do genoma completo de varias espécies de mamastrovirus, bem como as
sequéncias da ORF2 de um elevado numero de cepas, foram caracterizadas (MARTELLA
et al., 2011). A alta variabilidade das sequéncias existentes entre estes virus ndo permite
a utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores universais para todos os membros da familia
Astroviridae. No entanto, com base nessas sequéncias, a partir de oligonucleotideos,
regides do genoma selecionadas foram utilizadas como alvo para diagnosticar MAstV de
mesma espécie por RT-PCR (MENDEZ; ARIAS, 2013). Dado que diferentes patdgenos
sdo associados a infeccOes entéricas em seres humanos e animais, métodos baseados na
RT-PCR tém sido desenvolvidos para o diagnéstico dessas multiplas infeccdes virais em
um dnico teste, incluindo o astrovirus (BEURET, 2004; ROHAYEM et al., 2004; YAN
et al., 2003).

Por fim, a analise metagendmica revelou a existéncia de novos astrovirus em
amostras provenientes de pacientes com doencas ndo associadas a esses Vvirus
previamente (KAPOOR et al., 2009; QUAN et al., 2010), permitindo a comunidade
virologista maior entendimento do seu comportamento patobioldgico e relevancia clinica.
Esta poderosa tecnologia pode ajudar a identificar astrovirus emergentes, assim como
astrovirus comensais que, devido a especificidade dos testes convencionais, ndo eram
detectados (MENDEZ; ARIAS, 2013).
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2.8 Controle

Pelo fato da recente caracterizagcdo do MASstV5 e as incertezas sobre sua patogenia,
como também a sua importancia como agente primario da doenga; a inferéncia sobre
mecanismos de controle e profilaxia do MAstV5 sdo extremamente escassos. Porém,
tomando como referéncia outros estudos sobre a familia Astroviridae, a interrupcao da
transmissdo € a chave para a prevencdo da infeccdo (MOSER; SCHULTZ-CHERRY,
2005). Consequentemente, é de especial importancia a precaucdo em locais de risco como
canis, hotéis, clinicas e hospitais veterinarios, onde a transmissdo direta pode ocorrer,
assim como o cuidado com filhotes entre cinco e sete semanas de vida, evitando locais de
aglomeracOes de animais (GRELLET et al., 2012).

Os astrovirus sdo resistentes a diversos tratamentos, incluindo desinfetantes
comuns utilizados rotineiramente, podendo resistir na agua ap0s tratamento de cloracéo.
Além disso, ndo existe vacina disponivel para protecdo e controle da infeccdo. Por isso,
procedimentos universais de higiene devem ser aplicados e reforcados diante desse
cenario (MENDEZ; ARIAS, 2013).
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Abstract

Mamastrovirus 5 (MAstV5, previously known as canine astrovirus) or astrovirus-like
particles in dogs have been reported in several countries. In the present study, rectal
swab samples were collected from 269 dogs for different regions of Brazil from 2008—
2014, and 26.39% of the samples were MAstV5 positive by two RT-PCR protocols.
Four positive samples were sequenced and displayed low similarity (< 85%) with capsid
genes of another MAstV5. The present work is the first to present an overview of
MAstV5 circulating in Brazil. The characterization of the Brazilian strains revealed a
remarkable genetic heterogeneity of MAstV5, which may require a novel classification

of the species among two genotypes.
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Introduction

Viruses belonging to the family Astroviridae are spherical, non-enveloped and have 28—
30 nm in size with its surface forming a characteristic star-like structure (Madeley and
Cosgrove, 1975). The viral classification was previously based on the hosts from which
they were usually found and consisted of two genera, Avastrovirus (three species) and
Mamastrovirus (nineteen species); however, recent characterization of novel
astroviruses (AstV) has shown that isolates from different animal species can be
genetically similar, while genetically diverse viruses can be isolated from the same
animal species. Based on this knowledge, phylogenetic analysis of the full length amino
acid sequence of the mamastroviruses ORF2 (which encodes the capsid protein) results
in 19 groups or species. Amino acid genetic distances (p-dist) range between 0.378-
0.750, and 0.006-0.312 between and within groups, respectively. In this system, canine
astrovirus are denominated mamastrovirus 5 by the International Committee on

Taxonomy of Viruses, ICVT (Bosch et al., 2011).

The genome of AstV range from 6.8 to 7.9 kb in size, is polyadenlyated at the 3° end
and contain three ORFs designated ORF1a, ORF1b and ORF2. ORF1a encodes the non-
structural polyprotein 1a, whilst the entire ORF1 encodes both a protease and the RNA
dependent RNA polymerase, with a ribosomal frame shift at the ORF1a/1b junction (De
Benedictis et al., 2011; Jiang et al., 1993). The ORF2 encodes the viral capsid structural

polyprotein required for virion assembly (Monroe et al., 1993).

Astroviruses (AstVs) have been detected in faecal samples from a wide variety of
mammals and birds associated with gastroenteritis (De Benedictis et al., 2011). In
children, AstV have been determined to be the second most common cause of

gastroenteritis after rotaviruses (De Benedictis et al., 2011; Finkbeiner et al., 2009).
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Human AstVs can also cause significant disease in the elderly (Lewis et al., 1989) and
in immune-compromised patients (Gallimore et al., 2005; Wunderli et al., 2011). In
addition to enterical manifestations, AstVs have been associated with fatal hepatitis in
ducks (Fu et al., 2009), interstitial nephritis in young chickens (Imada et al., 2000),
stunting and pre hatching mortality in duck and goose embryos (Bidin et al., 2012).
Recently, an AstV was shown to be the causative agent of encephalitis in a 15-year-old
boy with agammaglobulinaemia (Quan et al., 2010), also a shaking mink syndrome

(Blomstrom et al., 2010).

Since the 1980s, astrovirus-like particles have been reported in dogs with and without
diarrhea (Marshall et al., 1984; Vieler and Herbst, 1995; Williams, 1980). To date,
canine astroviruses or astrovirus-like particles in dogs have been reported in several
countries (Castro et al., 2013; Grellet et al., 2012; Marshall et al., 1984; Toffan et al.,
2009; Vieler and Herbst, 1995; Williams, 1980; Zhu et al., 2011); however, the
association of MAstV5 with clinical disease remains obscure. Moreover, MAstV5 was
already detected in symptomatic animals co-infected with other enteric viruses, such as
rotaviruses (Toffan et al., 2009) and corona- and/or parvoviruses (Martella et al., 2011;
Williams, 1980). In the present study, we investigated the presence of the MAstV5 in
269 fecal samples from dogs of different ages with and without diarrhea by RT-PCR
and sequenced partial genomes of selected MAstV5 RNA-positive samples to

characterize the genome features of these sequences that is not known in Brazil.

Materials and methods

Samples

A total of 269 faecal samples from dogs were collected between 2008-2014 in

veterinary clinics and hospitals. These samples originally came from eight Federal
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States of Brazil (Acre, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro,
Rondbnia, Santa Catarina and Séo Paulo).The age of the animals ranged from puppies
(less than one year old) to adult dogs (more than one year old), including some samples
from dogs of unknown age (Table 1). Animals not presenting clinical signs at the time
of sampling were considered asymptomatic. Samples were diluted to 20% (w/v) in

phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) and stored at —80°C for further analysis.

RNA extraction and reverse transcriptase

Viral RNA was extracted using TRIzol® LS Reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) according to the manufacturer’s instructions. The cDNA was synthesized with
SuperScript®I1l Reverse Transcriptase Kit (Life Technologies, Carlsbad, USA) using
the reverse primers in a total volume of 20 uL following the manufacturer’s

recommendations.

Primers

An initial screening allowing the detection of a larger number of Mamastrovirus species
was achieved by the amplification of a 422 bp of the ORF1b fragment, using primers
described previously (Chu et al., 2008) (Figure 1a). Briefly, a hemi-nested RT-PCR
protocol with outer primers ASTRO 2F, ASTRO 6F and ASTRO 3R were used for the
first round of amplification, and ASTRO 4F, ASTRO 5F and ASTRO 3R were used as
inner primers for the second round of amplification. For the specific detection of
MASstV5, all the 92 available nucleotide sequences of this species were retrieved from
GenBank database (http://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/) and aligned using
CLUSTAL W within Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6 (MEGAG)
(Tamura et al., 2013). A primer pair targeting a conserved region of MAstV5 was

selected using Primer3 software (Untergasser et al., 2007). The primers covered a
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region of the second ORF and amplified a fragment of 250 bp (Figure 1a). For
phylogenetic analysis, sets of primers were selected to amplify overlapping fragments
of the partial ORF1 and the complete capsid protein. The primer sequences are shown in

Table 2.

RT-PCR detection

For MAstV5 detection, hemi-nested RT-PCR for the amplification of 422 bp of the
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene was performed for initial screening and
a RT-PCR using the specific primer pair for the amplification of 250 bp of the capsid
protein gene was performed in all faecal samples. cDNA amplification was conducted
in a final volume of 25 pL containing 1x PCR buffer, 1.5 mM of MgClz, 2,5 mM of
dNTP mix, 20 pmol/uL of each primer and 1 unit of Platinum®Taq DNA Polymerase
(Life Technologies, Carlsbad, USA). The hemi-nested PCR was performed in a final
volume of 25 pL that contained 2 pL of the first reaction product. First-round PCR was
carried out with a mixture of two forward primers (ASTRO 2F and ASTRO 6F) and one
reverse primer (ASTRO 3R). After an initial incubation at 94°C for 3 min, 30 cycles of
amplification were carried out consisting of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at
50°C for 1 min, and extension at 72°C for 1 min. Hemi-nested PCR was carried out
with a mixture of two forward primers (ASTRO 4F and ASTRO 5F), and the same
reverse primers used in the first-round PCR; the thermocycler conditions were the same
as those used for the first-round PCR (ASTRO 3R). The PCR with specific primers was
performed in 1 cycle at 94°C for 5 min; 25 cycles of denaturation at 94°C for 30 s,
annealing at 58 °C for 30 s and polymerization at 72°C for 1 min; and a final extension

cycle at 72°C for 7 min.

Genome amplification
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Four positive samples were selected for the amplification of the OFR1a, OFR 1b and
OFR2 sequences. For this reason, a set of primer pairs was selected to create
overlapping segments that together represented a consensus sequence about 5000 nt.
The amplification was performed by a nested touchdown PCR method using 12 sets of
inner and outer primers described in Table 2. cDNA was synthesized with SuperScript
I11 Reverse Transcriptase Kit (Life Technologies, Carlsbad, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The first round of amplification was conducted with an
initial denaturation at 95°C for 5 min; 20 cycles of 30 s for denaturation at 95°C, 30 s
for outer primer pair annealing at 55 to 45°C in a touchdown method, and 7 min of
extension at 72°C; and a 7 min final extension at 72°C.. The second round of
amplification was conducted with the temperature cycling consisted of an initial
denaturation at 95°C for 5 min; 30 cycles of 30 s of denaturation at 95°C, 30 s of inner
primer annealing at 55 to 45°C in a touchdown method, and 1 min of extension at 72°C;
and a 7 min final extension at 72°C. The primer pairs were used in a nested PCR with

Platinum® Tagq DNA polymerase (Life Technologies, Carlsbad, USA)

Sequencing and phylogenetic analysis

The PCR products generated with the sets of inner primers were purified using the
NucleoSpin Extract Il kit (Macherey—Nagel, Diren, Germany). Both DNA strands were
sequenced with an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer using a BigDye Terminator
v.3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, USA). Overlapping
fragments were aligned and the contigs were assembled using SeqMan (DNASTAR
package). Sequence alignment of the contigs was performed with MEGAG (Tamura et
al., 2013) software using CLUSTAL W algorithm. For phylogenetic analysis of the
MAstV5 capsid protein region, four Brazilian MAstV5 sequences were selected from

the positive samples based on the distinctly geographical regions of sampling, and
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fifteen MAstV5 reference strains were included. MEGAG6 (Tamura et al., 2013) was
used for phylogeny inference by Maximum Likelihood. Kimura 2-parameter
substitution model was selected for the MAstV5 ORF2 nucleotide inference and the LG
substitution model (frequencies +F) for the amino acid inference. The rate of variation
among sites was modeled with a gamma distribution (shape parameter=5). Statistical
support was provided by 1000 non-parametric bootstrap analyses. A nucleotide distance
matrix was calculated using an alignment with ORF1b and ORF2 and partial genome
sequences (Table 3). The MAstVs genotypes were distinguished based on the amino
acid sequence of the full length ORF2, where the genetic distances (p-dist) 0.378-0.750,
and 0.006-0.312 between and within group were used, respectively (Méndez and
Monroe, 2011). All the sequence alignments used to construct the phylogenetic trees are
available in Figshare (http://figshare.com/) with the DOI number XXX and the

nucleotide sequences are available in GenBank, accession number XXX-XXX.

Results

Detection of MAstV5 and description of MAstV5-associated clinical signs

MAstV5 were detected in 26.39% (71/269) of the faecal samples. Details of the
geographical origin of the MAstV5 samples are summarized in Table 1. Overall, most
of the 71 positive samples were collected in Rio Grande do Sul (49.29%, 35/71),
followed by Parana (29.58%, 21/71), Séo Paulo (7.04%, 5/71), Mato Grosso do Sul
(7.04%, 5/71), Santa Catarina (5.63, 4/71%) and Rio de Janeiro (1.40%, 1/71). In
contrast, there was no MAstV5 detection in two states (Acre and Rondonia) (Table 1).
Interestingly, 21 (29.58%, 21/71) of the 71 MAstV5-positive dogs were asymptomatic,
whereas nineteen (26.76%, 19/71) displayed clinical signs suggestive of viral

gastroenteritis. Information regarding clinical signs was unavailable for 31 animals.
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Furthermore, MAstV5 were identified in 59.15% (42/71) of dogs with less than one
year old and in 8.45% (6/71) of the adult dogs. Information regarding age was

unavailable for 23 animals (Table 1).

MAstV5 partial genome sequences and phylogenetic analysis

Some of the positive samples were randomly selected for genome sequencing. The
partial genomes of MAstV5_Sara/13/BRA, MAstV5 237/13/BRA,
MAstV5_GRAV/13/BRA and MAstV5_5617/12/BRA were 4980, 5011, 5039 and 5012
nt (respectively) excluding the poly(A) tail and 5’untranslated regions (UTRs). All of
the four partial genomes obtained possessed typical AstV organization with in the three
predicted main ORFs, ORF1a, ORF1b and ORF2 (Figure 1a). Moreover, a ‘shift
heptamer’ (AAAAAAC) followed by a stem-loop structure was present near the 3° end
of ORF1a in all four genomes (Figurela). However, no transmembrane helices were
predicted within the regions near the N terminal region of ORF1a of the four strains
using the TMHMM server version 2.0. The characteristic YGDD motif within the
RNA-dependent RNA polymerase was conserved in the middle of the predicted ORF1b
of the four strains. The predicted ORF2 start codon of all four sequences appeared to
have an optimal context (RNNAUGG, A/G in position -3 and G in position+4).
However, the context of the start codons of ORF1a and OFR1b putatively is less
favorable, with motifs of GAGATGA and AAGATGC, respectively. A stem—loop 1l-
like motif, referred to as s2m was not detected in any sequence. Further genome
sequence comparison revealed that MAstV5_Sara/13/BRA, MAstV5 237/13/BRA,
MAstV5 GRAV/13/BRA and MAstV5 5617/12/BRA had higher identities with
Chinese strains, about 96%, than Italyan strains (Table 3). Because the low number of
sequences available with the complete genes, identities between the genomes of other

different countries strains wasn't possible. In addition, the amino acid sequences of
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ORF2 of the Bari/2008_ITA and GI.E/Dog/ITA/2010/Zoid strains showed lower
identities of 77 and 84%, respectively, than Chinese strains (China/2008_SH15 and

China/2008_SH8) with the sequences determined in this study (Table 3).

For comparison, phylogenetic analyses were carried out with the OFR2 partial and
complete sequences at nucleotide and amino acid levels. The partial genome sequences
of the MAstV5 obtained in the present study and those available in GenBank, taken
together with selected Mamastrovirus references sequences from other species,
generated two evolutionary trees (Figure 2). Forty-two references strains and four study
sequences corresponding to the nineteen Mamastrovirus species were clearly delineated,
with high bootstrap support in all of the tree (Figure 2a). In the clade of MAstV5, all the
study sequences clustered with "Astrovirus dog faeces/Italy/2005" (GenBank:
FM213330.1), even with low amino acid identity about 80% (Table 3). Consequently,
these four sequences created one different group suggesting a new genotype. By
pairwise comparison of the ORF2 nucleotide sequence, a high degree of identity was
detected among the Brazilian type strains, ranging from 95% to 99% nucleotide
identity. MAstV5_Sara/13/BRA, MAstV5 237/13/BRA, MAstV5_GRAV/13/BRA and
MAstV5_5617/12/BRA showed a close relationship with Chinese’s strains; but more
distantly with the MAstV5_GI.E/Dog/ITA/2010/Zoid and
MAstV5_strain_Bari/2008_ITA strains from Italy, indicating the distinction of two

sublineages among the MAstV5 species (Figure 2b).

Discussion

Mamastrovirus 5 is considered an important emerging gastroenteritis-associated virus
infecting dogs. Several reports suggests actively dissemination and clinical association

by molecular analysis detection (Castro et al., 2013; Grellet et al., 2012; Martella et al.,
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2011; Toffan et al., 2009; Zhu et al., 2011). Furthermore, the prevalence studies of
MAstV5 in China suggested that 12.02% (22/183) of the puppies showing clinical signs
of diarrhea were positive for astrovirus by RT-PCR as compared to zero of the 138
healthy dogs (Zhu et al., 2011). In a study conducted in Italy, 24.5% of 110 stool
samples collected from symptomatic dogs and 9.3% of 75 asymptomatic animals under
survey tested positive for the presence of MAstV5 RNA (Martella et al., 2011). In the
same study, serologic assay indicates that 59% of 54 dogs surveyed in Italy presented
specific MAstV5-antibodies, detected almost exclusively in dogs aged more than 3
months old (Martella et al., 2011). Similar prevalence was found in France where 20.9%
(66/316) of the puppies in 42% (14/33) of the breeding kennels surveyed were MAstV5
positive by RT-PCR (Grellet et al., 2012). In the same report, the authors observed that
puppies less than 7 weeks old were especially susceptible to MAstV5 infection (Grellet
et al., 2012). Here, following screening of overall faecal sample collection, 26.39%
(71/269) of the animals were MAstV5 positive by molecular analyses and within the
positive samples, the major detection was also found in puppies, about 59.15% (42/71),
suggesting that the young dog population may play an important role in virus
epidemiology. Nevertheless, there was no information regarding age on 32.39% (23/71)
positive samples, hindering the confirmation of this assumption. The majority of
MAstV5-infected dogs were also infected by other canine pathogens, such as CPV-2
42.25% (30/71) or CDV 38.02% (27/71), whilst single infections by MAstV5 were
detected in 29.58% (21/71) and matches with the asymptomatic dogs (a comparison
with other enterical viruses in these samples can be found in the study of Granados et al.
(data not published). These findings are not unexpected, as mixed infections are not
infrequent, and the evidence that MAstV5 can be present in asymptomatic dogs in the

high occurrence contrary the act by themselves as the primary causative agent of
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gastrointestinal disease. To elucidate the real pathogenic role of the MAstV5,

experimental infections are necessary.

Partial genomic sequencing and characterization of selected samples revealed a
remarkable genetic heterogeneity among MAstV5; the low identities (< 85 %) displayed
between the capsid gene sequences may indicate the need of a novel classification
among species in the two genotypes; since, it has been reported that if two strains of
human AstV have less than 95% homology at the nucleotide level, they are
serologically distinguishable (Walter et al., 2001).Additionally, phylogenetic analysis
indicated that the four MAstV5 strains reported here represents a lineage more closely
related to China strains than Italy strains, reflecting the ORF2 high identity (97%),
according to the species demarcation criteria established ICTV (Bosch et al., 2011).
Notably, the ORF1b sequence of MAstV5_Sara/13/BRA, MAstV5_237/13/BRA,
MAstV5_GRAV/13/BRA and MAstV5_5617/12/BRA represents, theoretically, a more

conserved region than the ORF2, but showed lowest similarity in this study.

Moreover, a ‘shift heptamer’ (AAAAAAC) followed by a stem—loop structure was
present near the 3’ end of ORF1a in all four genomes, which is a potential signal
responsible for inducing ribosomal frame shift during translation to generate the
replicase protein ORF1lab (Figurel) (Lewis et al., 1994). Whether the conserved
heptamer (AAAAAAC), revealed with in the 3’ termini of ORF1a, indicates a genetic
marker for AstVs from different hosts or perhaps has an important function during virus

replication also needs further investigation.

The optimal context for initiation of translation of RNNAUGG (A/G in position -3 and
G in position+4), which has been reported to have the strongest positive effects on

translation (Kozak, 1991). The predicted start codon of ORF2 of all four sequences
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appeared to have an optimal context. However, the context of the start codons of ORFla
and OFR1b of appeared to be less favorable, with motifs of GAGATGA and

AAGATGC, respectively.

The characteristic YGDD motif within the RNA-dependent RNA polymerase was
conserved in the middle of the predicted ORF1b of the four strains (Kamer and Argos,
1984; Poch et al., 1989). A conserved sequence (TTTGGAGNGGNGGACCNAAN;.
sATGNC,; start codon underlined) located at the junction ofORF1b and ORF2 (just
before the start codon of ORF2) was proposed previously to be a regulatory element
serving as a promoter for subgenomic RNA transcription (Méndez and Arias, 2013). In
the present study, the four partial genomes (MAstV5_Sara/13/BRA,
MAstV5_237/13/BRA, MAstV5_GRAV/13/BRA and MAstV5_5617/12/BRA) showed
a similar conserved motif of TATGGAGGGGAGGACCAAANSATGGC (N=A/TIC/G)

(Fig. 1) with one difference, TATGG instead TTTGG.

A stem-loop Il-like motif, referred as s2m and corresponding to a highly conserved
RNA structure near the AstV ORF2 stop codon is suggested to have an important role in
viral RNA replication and is conserved in infectious bronchitis virus and equine
rhinovirus (Jonassen et al., 2001). This motif was not detected in any sequence, but the
lack of s2m has also been reported in other MAstVs strains (Finkbeiner et al., 2008; Luo
et al., 2011).The absence of this region in several sequences raises concern about the
biologic role of the s2m motif and the efficacy of detection test targeting this genomic
region as a conserved region to identified astroviruses (Xiao et al., 2013); however, it is
possible that these strains form other secondary structures similar to s2m within a
different region of their 3 end, as proposed previously (Luo et al., 2011). In opposite,
the YGDD motif identified in all the strains sequenced in this work displayed a strong

genetic marker for Mamastrovirus genera and it suggest an important role in the virus
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biological cycle as a regulatory element serving as a promoter for subgenomic RNA

transcription (Méndez and Arias, 2013).

Conclusion

The current study observed an actively dissemination of MAstV5 in the Brazil by
molecular detection. In particular, the results revealed the existence of two genotypes of
the currently known MAstV5 strains. Phylogenetic analysis indicated a remarkable
genetic heterogeneity and the four MAstV5 sequences were more closely related, with

particular high similarity, to strains detected in China.
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Factor
Overall

State

Age

Gastroenteritis
symptoms

Co-factor
Hemi-nested RT-
PCR

RT-PCR

Rio Grande do Sul
Parana

Séo Paulo

Mato Grosso do Sul
Santa Catarina
Rio de Janeiro
Acre

Rondbnia

< 360 days

> 360 days

ND

Symptomatic
Asymptomatic
ND

Mamastrovirus 5 positive % (n)

26.39% (71)
49.29% (35)
29.58% (21)
7.04% (5)
7.04% (5)
5.63% (4)
1.40% (1)
0.00% (0)
0.00% (0)
59.15% (42)
8.45% (6)
32.39% (23)

29.58% (21)
26,76% (19)
43.66% (31)

o1

Total % (n)

100% (269)

100% (71)

100% (71)

100% (71)

Table 1. Summary of the history (age, state and gastroenteritis symptoms), presence of

MAstV5 and concurrent infection in faecal samples obtained from 269 dogs originally

from Brazil.



Oligonucleotide Sequence (5’ - 3) Position Methodology Objective Reference

ADS_138F AATGTCACGGGGATACCATC ORFla  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_230F GTGCATCAAACCAACACTGG ORFla  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS _690R GGGTCACTCCATTCAGGAAA ORFla  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS 367F CAAACCCCAACCTCAAGAGA ORFla  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS 941R CATCCTCAGCAGTCCAGTCA ORFla  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS _719F TGGGACACATATGGTGATGAA ORFla  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_1022R GCCTAGGCTTGAGGATGTGA ORFla  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_922F TGACTGGACTGCTGAGGATG ORFla  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_1606R AGTCGGCTTCGGTGTCATAG ORF1b  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS 1317F TGATCCGCTCAAATCCCTAC ORF1b  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS _1669R TTGCTCCGGACATAATCCTC ORF1b  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_1565F CTGCCTATCCCAAGATGCTC ORF1b  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_2192R GCAAATTCAAAAGCCTGGAG ORF1b  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_2173F CTCCAGGCTTTTGAATTTGC ORF1b  Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS 2857R ACTCTCTTGCGACCACGATT ORF2 Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_2839F ATCGTGGTCGCAAGAGAGTT ORF2 Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_3535R AGTGGTTGTCCTGCTTCACC ORF2 Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS 3415F TTGAGCTTCACTGCACTTGG ORF2 Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study
Touchdown analysis

ADS_4033R CATGGTGGGTTCTGTTGGTA ORF2 Sequencing Nested RT-PCR Phylogenetic Present study

Touchdown

analysis
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ADS_3963F
ADS_4628R
ADS_4446F
ADS_5030R
ADS_TTTR

ASTRO 2
ASTRO 3
ASTRO 4
ASTRO 5
ASTRO 6

AstVCan For

AstVCan Rev

CCAGCTGTTATTGGGGACAA

TTGGTGGTGTTCTGAGGAAA

GCCCCTGGTTCATTTTTGT

TGAACCTGTACCCTCGATCC

GARTTYGATTGGRCKCGKTAYGA
GGYTTKACCCACATNCCRAA
CGKTAYGATGGKACKATHCC
AGGTAYGATGGKACKATHCC
GARTTYGATTGGRCKAGGTAYGA

TCTGATGATGATTCTCTTCTTGATG

GGGAACACTTTTCACGAGCA

ORF2

ORF2

ORF2

ORF2

Poli A
tail
ORF 1b
ORF 1b
ORF 1b
ORF 1b
ORF 1b
ORF2

ORF2

Sequencing Nested RT-PCR
Touchdown

Sequencing Nested RT-PCR
Touchdown

Sequencing Nested RT-PCR
Touchdown

Sequencing Nested RT-PCR
Touchdown

Sequencing Nested RT-PCR
Touchdown

Hemi-Nested RT-PCR
Hemi-Nested RT-PCR
Hemi-Nested RT-PCR
Hemi-Nested RT-PCR
Hemi-Nested RT-PCR
RT-PCR

RT-PCR

Phylogenetic
analysis
Phylogenetic
analysis
Phylogenetic
analysis
Phylogenetic
analysis
Phylogenetic
analysis
Screening
Screening
Screening
Screening
Screening
MAstV5
specific
detection
MAstV5
specific
detection

Present study
Present study
Present study
Present study
Present study

Chu et al., 2008
Chu et al., 2008
Chu et al., 2008
Chu et al., 2008
Chu et al., 2008
Present study

Present study

Table 2. Oligonucleotide sequences.
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Sara/13/BRA 5617/12/BRA GRAV/13/BRA 237/13/BRA
Strain GenBank aces_sion no. (4980 nt, GB number) (5012 nt, GB number) (5039 nt, GB number) (5011 nt, GB number)
(genome size) Partial Partial Partial Partial
Genome OFR1b ORF2 Genome OFR1b ORF2 Genome OFR1b ORF2 Genome OFR1b ORF2
Bari/2008_ITA HMO045005.1 (3120 nt) 82 22 84 81 22 84 82 22 84 81 22 84
Italy/2005 FM213330.1 (2756 nt) 79 22 80 79 22 80 79 22 81 79 22 80
GI.E/Dog/ITA/2010/Zoid JN193534.1 (2949 nt) 76 20 77 76 20 77 75 20 77 76 20 77
China/2008_SH8 HQ623147.1 (2738 nt) 94 23 97 96 23 97 95 23 96 96 23 97
China/2008_SH15 HQ623148.1 (2738 nt) 94 23 97 96 23 97 95 23 96 96 23 97

Table 3. Comparison of percentage nucleotide sequence identities of the partial genomes and percentage amino acid sequence identities of

ORF1b and ORF2 of the sequenced MAstV5 with sequences available in GenBank.



(a)

Sara/13/BRA

237/13/BRA

5617/12/BRA

GRAV/13/BRA
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2000 3000 4000 5000
nt 1000 nt nt nt nt nt
SH 1150 - 1156 2678 4972
OFR 1a trypsin-like serine protease | ‘ ORF 2 capsid protein
1198 | ORF 1b RdPd |
1579 2685
SH 1150 - 1156 2678 4972
OFR 1a trypsin-like serine protease ‘ ‘ OREF 2 capsid protein
1108 | ORF 1b RdPd |
1579 2685
SH 1150 - 1156 2678 4972
OFR 1a trypsin-like serine protease ‘ ‘ OREF 2 capsid protein
1198 ORF 1b RdPd ‘
1579 2685
SH 1150 - 1156 2678 5000
OFR 1a trypsin-like serine protease ‘ ‘ ORF 2 capsid protein
1198 | ORF1bRdPd
1579 2187
MastV5
Screening Specific

Chu et al., 2008
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Fig. 1. Putative features of the sequences obtained in the present study. (a) Schematic representation of the four novel partial MAstV5
genomes. Three predicated ORFs with their locations and sizes are indicated. SH, Slippery heptamer of AAAAAAC, location of the
ribosomal frameshift signal and schematic representation positions of regions that were used for screnning and specific detection of
MAstV5. Numbering is according to the genome sequences obtained in this study. (b) Alignment of the conserved nucleotide sequences at

the junction of ORF1b/ORF2. The location of the conserved sequences UUUGGAGNGGNGGACCNAA previously proposed to be a

regulatory element serving as a promoter for subgenomic RNA transcription are indicated byv.
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(b)

Figure 2. Evolutionary relationship of MAstV5 with representative MAstV genera. The
percentage of replicates in which the associated virus clustered together in the bootstrap
test (1000 replicates) is shown next to the branches in each tree. The trees are drawn to
scale; bars represent the number of substitutions per site. All positions except
ambiguous positions were included. GenBank accession numbers are shown on the tree.

MAstV5 sequences are shown in bold and those obtained in the present study are
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indicated with a highlight color. (a) Evolutionary tree based on the complete amino acid
sequences of the ORF2 gene (capsid) of 46 nucleotide sequences of AstVs. (b)
Evolutionary tree based on the partialnucleotide sequences of the ORF2 of 51 sequences
of MAstV5. The samples obtained in the present study are highlighted with a symbol

(bold).
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4 DISCUSSAO

A astrovirose canina causada pelo mamastrovirus 5 é uma provavel doenca
emergente entre os cdes, associada a sintomatologia alusiva a uma gastroenterite aguda
auto limitante em todos os casos relatados até o0 momento. O objetivo do trabalho foi
detectar e caracterizar filogeneticamente o0 MAstV5 em amostras de fezes de cées
sintométicos e assintomaticos oriundos de vérios estados brasileiros e comparar essas
amostras a cepas da espécie MAstV5, como também a cepas de referéncia de outras
espécies do género Mamastrovirus disponiveis em bancos de dados gendmicos. Foi
utilizada RT-PCR para a deteccdo e sequenciamento para posterior avaliacdo da
variabilidade das cepas obtidas a campo.

Particulas AstV tipicas foram observadas em amostras fecais de cdes nos primeiros
anos de 1980, mas somente recentemente a infeccdo de cdes por astrovirus pdde ser
confirmada e esses virus caracterizados por via molecular, evidenciando uma espécie em
particular, infectando cées denominada atualmente como mamastrovirus 5. Uma vez que
a dificuldade de padronizag&o do isolamento viral em cultivo celular, perante provaveis
interacBes espécie-hospedeiro especificas, ainda hoje é fator limitante para o
entendimento geral do MAstV5, deixando lacunas importantes a serem preenchidas.

Consequentemente, esse avanco no estudo do MAstV5 s6 foi alcancado
posteriormente ao advento da biologia molecular e de novas técnicas de sequenciamento
como o metodo de Sanger. Como exemplo desse avango na pesquisa do astrovirus,
recente mudanca nos parametros de classificacdo foi elaborada em decorréncia da
heterogeneidade das cepas, adaptando a nova taxonomia e tornando-a mais coerente em
relacdo as caracteristicas bioldgicas dos virus pertencentes a familia Astroviridae.

No presente trabalho, a ocorréncia de astrovirus infectando cdes no Brasil foi
estimada por dois métodos de RT-PCR. Devido ser o teste mais especifico e sensivel para
a deteccdo de MAstV5 disponivel, uma vez que, ao longo do tempo, ensaios imunoldgicos
e o isolamento viral ndo se provaram testes eficazes em detectar o virus, em decorréncia
da gama de variagGes genéticas presentes.

Levando isso em conta, diversos estudos sugerem ativa disseminacdo e associagao
clinica pela deteccéo utilizando analise molecular (TOFFAN et al., 2009; MARTELLA
etal., 2011; ZHU etal., 2011; GRELLET etal., 2012; CASTRO et al., 2013). Além disso,
estudo de prevaléncia do MAstV5 na China indicou que 12,02% (22/183) dos filhotes

manifestando sinais clinicos de diarreia foram positivos para astrovirus pelo exame de
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RT-PCR comparado a zero de 138 cdes controles saudaveis (ZHU et al., 2011). Em um
estudo conduzido na Itdlia, 24,5% de 110 amostras de fezes coletadas de cées
sintomaticos e 9,3% de 75 de cées assintomaticos testados foram positivos para a presenca
do RNA de MAstV5. No mesmo estudo, teste sorologico indicou que 59% de 54 cées
testados na Italia apresentaram anticorpos especificos para MAstV5, detectados quase
exclusivamente em cdes com idade acima de 3 meses de idade (MARTELLA etal., 2011).
Similar prevaléncia foi encontrada na Franca, onde 20,9% (66/316) dos filhotes em 42%
(14/33) dos canis testados foram positivos pelo teste de RT-PCR. No mesmo relato, 0s
autores notaram que filhotes menores de sete semanas de vida foram especialmente
susceptiveis a infeccdo (GRELLET et al., 2012).

Neste estudo, ap6s um exame analitico de uma colecdo de amostras fecais caninas,
26,39% (71/269) dos animais foram positivos para ambos o0s testes moleculares,
ratificando outros estudos prévios de deteccdo que suportam a suposicdo da distribuicdo
do MAstV5 em cées brasileiros. Ademais, entre as amostras positivas os cdes menores de
360 dias (considerados como filhotes nesse estudo), englobam a maior parte, 59,15%
(42/71), sugerindo uma predilecéo do virus para a populacao jovem canina. Ndo obstante,
existe um espaco nas informacdes de 32,39% (23/71) das amostras positivas em relagdo
aos dados de idade ndo disponiveis para confirmar esse pressuposto. A maioria dos caes
positivos para MAstV5 estavam também infectados por outros patégenos caninos como
0 CPV-2 42,25% (30/71) ou CDV 38,02% (21/71), enquanto infec¢bes unicamente por
MAstV5 foram detectadas em 29,58% (21/71) e correspondem aos cdes assintomaticos.
Esses achados ndo eram inesperados, ja que as infec¢es mistas sdo frequentes, mas a
evidéncia que o MASstV5 pode estar presente em cdes assintomaticos em uma alta
ocorréncia contraria a afirmacdo que eles sdo os agentes primarios de uma doenca
gastroentérica. Entdo, para elucidar a real importancia patogénica do MAstV5, testes de
infecgdo experimental in vivo s&o necessérias.

Além, o parcial sequenciamento genémico e a caracterizagdo molecular de amostras
positivas selecionadas revelou notavel heterogeneidade entre as cepas de MAstV5. A
partir da observacdo da baixa identidade do gene do capsideo (< 85 %), pode-se indicar
uma nova classificacéo entre a espécie MAstV5 em dois diferentes genotipos. Portanto,
a analise filogenética mostrou que as quatro cepas de MAstV5 detectadas representam
uma linhagem mais proximamente relacionada com as cepas chinesas, comparadas com
as amostras italianas, reflexo da classificacdo acordada estabelecendo novos parametros

pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (BOSCH et al., 2011).
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Notavelmente, a sequéncia da ORFlb de MAstV5_Sara/2013/BRA,
MAstV5 237/2013/BRA, MAstV5 GRAV/2013/BRA e MAstV5 5617/2012/BRA
representaria teoricamente a regido mais conservada entre as ORFs, porém apresentou
menor similaridade entras as cepas de MAstV5. Por outro lado, se o heptamero (AsC),
encontrado entre a por¢dao 3° da ORFla, estabeleceria um potencial marcador genético
para os AstVs de diferentes hospedeiros e talvez também teria importante funcao durante
a replicacdo viral, da mesma forma necessita de mais investigacoes.

A falta do dominio s2m nas amostras detectadas nesse estudo levanta a questao sobre
o0 papel bioldgico desse dominio como sendo uma regido alvo para a detec¢do dos AstVs
(XIAO et al., 2013); no entanto, é possivel que essas cepas formem uma outra estrutura
secundaria similar a s2m entre diferentes regides, como proposto anteriormente (LUO et
al., 2011). Em oposicdo, o dominio YGDD foi identificado nas quatro sequéncias
analisadas, apresentando uma forte marcacdo genética para o género Mamastrovirus e
sugere um importante papel biol6gico no ciclo viral como um elemento regulatério,
servindo de promotor para a transcricio do RNA subgenémico (MENDEZ; ARIAS,
2013).
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5 CONCLUSAO

Em conclusdo, os dados obtidos através da anélise de amostras positivas detectadas
nesse trabalho através de técnicas moleculares, ndo s6 confirmam a circulagcdo do
mamastrovirus5 no Brasil, como também evidenciam maior identidade com cepas
chinesas e menor identidade com cepas oriundas da Italia, sugerindo a diferenciacdo em
dois gendtipos, conforme os resultados alcancados pela analise filogenética das quatro
cepas sequenciadas. Ainda, indicou-se uma predilecdo por filhotes, categoria mais
susceptivel a infeccdo, sendo comum a co-infec¢cdo com outros patdgenos virais. No
entanto, hospedeiros assintomaticos do virus também foram detectados positivos para a
presenca do RNA viral do MAstV5.
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