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RESUMO

Os quirdpteros constituem um importante grupo de reservatérios de virus de importancia em
salde publica. As razbes para isso sao varias, tais como a ampla diversidade, extensa
distribuicdo, longevidade, adaptacdo a ecossistemas alterados, grande diversidade trofica,
diversidade de habitats, capacidade de voar longas distancias, e a alta interacdo entre espécies
tanto da mesma ordem como entre outras espécies de mamiferos, incluindo os humanos.
Centenas de virus tem sido associados a morcegos, entre 0s quais se encontram os
influenzavirus e os coronavirus. Este tipo de associa¢do virus-hospedeiro de longa data pode
ter se originado através de processos de co-evolug¢do. Sendo assim, a deteccdo precoce e
caracterizagdo destes virus em seus hospedeiros naturais poderia ajudar a entender melhor
fenbmenos spillover em humanos como o que aconteceu recentemente com o SARS-CoV-2.
Este estudo teve como objetivo detectar por métodos moleculares a presenca de alfa
influenzavirus (IAV) e coronavirus (Orthocoronavirinae) em morcegos ndao hematofagos
coletados no estado de Sao Paulo, Brasil. Assim, amostras de pulm3do e intestino delgado de
111 morcegos oriundos de 23 municipios do estado de Sao Paulo foram obtidas e identificadas
em 12 espécies diferentes pela amplificacdo e sequenciamento de 710 pb do gene
mitocondrial COI. As amostras foram processadas buscando a amplificacdo por RT-PCR de um
fragmento de 245 pb do gene da proteina da Matriz (M) dos IAV; e amplificacdo por RT-nPCR
de um fragmento de 602 e 440 pb do gene que codifica a RNA polimerase dependente de RNA
(RpRd) dos coronavirus. O limite de detec¢do de cada PCR também foi determinado. Nao foi
observada amplificacdo em nenhuma das amostras testadas para coronavirus e IAV. O limite
inferior de detecgdo das reagdes foi determinado em 4,59 cépias gendmicas/pL para a RT-PCR
de IAV, e 3,53x103 copias gendmicas/uL para a RT-nPCR de coronavirus. Embora tenha se
demostrado que os morcegos albergam um grande numero de patégenos, os resultados do
presente estudo apoiam a teoria de que a circulagdo de virus em morcegos na natureza muitas
vezes é baixa, e de que a nossa compreensdo da complexa dinamica infecciosa destes virus

em condicOes selvagens ainda é limitada.

Palavras chave: Influenza A, RT-PCR, quirdpteros, Coronaviridae, RdRp, spillover.



ABSTRACT

Bats constitute an important group of virus reservoirs of public health importance. The
reasons for this are several, such as wide diversity, extensive distribution, longevity,
adaptation to altered ecosystems, great trophic diversity, habitat diversity, ability to fly long
distances, and the high interaction between species both of the same order and among others
mammal species, including humans. Hundreds of viruses have been associated with bats,
including influenza viruses and coronaviruses. This type of long-standing virus-host association
may have originated through co-evolution processes. Thus, early detection and
characterization of these viruses in their natural hosts could help to better understand
spillover phenomena in humans, such as what happened recently with SARS-CoV-2. This study
aimed to detect by molecular methods the presence of alpha influenza virus (IAV) and
coronavirus (Orthocoronavirinae) in non-hematophagous bats collected in the state of Sao
Paulo, Brazil. Thus, samples of lung and small intestine from 111 bats from 23 cities in the
state of S3o Paulo were obtained and identified in 12 different species by amplification and
sequencing of 710 bp of the mitochondrial COI gene. Samples were processed seeking
amplification by RT-PCR of a 245 bp fragment of the IAV Matrix (M) protein gene; and
amplification by RT-nPCR of a 602 and 440 bp fragment of the gene encoding the RNA-
dependent RNA polymerase (RpRd) of the coronaviruses. The detection limit of each PCR was
also determined. Amplification was not observed in any of the samples tested for coronavirus
and IAV. The lower limit of detection of reactions was determined as 4.59 genomic copies/pL
for IAV RT-PCR, and 3.53x103 genomic copies/uL for coronavirus RT-nPCR. Although bats have
been shown to harbor a large number of pathogens, the results of the present study support
the theory that virus circulation in bats in the wild is often low, and that our understanding of

the complex infectious dynamics of these viruses in wild conditions is still limited.

Keywords: Influenza A, RT-PCR, chiropterans, Coronaviridae, RdRp, spillover.
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1 INTRODUCAO

As zoonoses sdo classificadas como doengas infecciosas transmitidas por animais ao
homem. Estima-se que mais de 70 % tenham origem em animais silvestres, sendo boa parte
de origem viral (JONES et al., 2008). Entre esses agentes etioldgicos, entorno de 200 virus,
algum deles mortais, tem sido encontrados ou relacionados com diferentes espécies de
morcegos, os quais provavelmente abrigam mais virus zoonéticos por espécie do que os
roedores (LUIS et al., 2013; MORATELLI; CALISHER, 2015). Os morcegos representam 20% das
espécies de mamiferos do mundo (WILSON; REEDER, 2005), estdo amplamente distribuidos
em todos os continentes, exceto na Antartica, e tem colonizado ilhas oceénicas, sendo em
algumas delas os Unicos mamiferos nativos (MORATELLI; CALISHER, 2015). A ampla
diversidade, extensa distribuicdo, longevidade, adaptacdo a ecossistemas alterados, grande
diversidade trofica, diversidade de habitats, capacidade de voar longas distancias, alta
interacdo entre espécies tanto da mesma ordem como entre espécies de mamiferos,
incluindo os humanos, sdo fatores que fazem com que os quirépteros constituam um
reservatdrio representativo para a transmissdo de virus de importancia em sadde publica
(JONES et al., 2009).

Recentemente foi demostrado uma estreita relacdo filogenética entre os morcegos e
diversos virus zoonéticos, como os lissavirus, paramixovirus, influenzavirus e coronavirus
(SMITH; WANG, 2013; WYNNE; WANG, 2013). Essa relacdao provavelmente resulta de
processos de co-evolucdo, nos quais as infeccdes podem ocorrer sem o desenvolvimento de
sintomatologia clinica aparente, pelo que se estima que estes animais desenvolveram
mecanismos que permitem uma tolerancia imunoldgica a esses agentes infecciosos (BROOK;
DOBSON, 2015). Embora também tenha se reportado em diversos estudos que durante a
infeccdo pelo virus da raiva os morcegos podem apresentar comportamentos atipicos na
espécie, como descoordenacao, dificuldade de voo, se arrastrar no chao, procura de lugares
iluminados e concorridos por humanos, e em alguns casos o individuo vem o 6bito (UIEDA,;
HARMANI; SILVA, 1995). Os fatores indicativos de doenga em morcegos sao controvérsias,
pois ndo existe uma guia clara sobre como avaliar o estado de salde e as constantes
fisioldgicas normais destes individuos, especialmente em vida selvagem, onde individuos

podem morrer por raiva sem que isto seja registrado.
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Entre os virus de origem animal, os influenzavirus foram os responsaveis pelas ultimas
trés principais pandemias de gripe em humanos (TONG et al., 2013). As aves aquaticas e/ou
migratdrias sdo consideradas o principal reservatério natural desses virus, e os mamiferos
como os suinos sdao hospedeiros importantes na circulagao e dinamica dos virus influenza, ja
gue possuem receptores para a ligacao de virus influenza de origem aviaria e mamifera no
trato respiratério. Sendo assim, suinos podem ser infectados por virus de ambas origens de
forma simultanea, propiciando assim rearranjos génicos e, consequentemente, o surgimento
de novos virus emergentes (PAULES; SUBBARAO, 2017, KRAMMER et al.,, 2018).
Recentemente, foram descritos os subtipos H17N10 e H18N11, estes dois novos subtipos de
virus influenza foram descobertos em morcegos frugivoros da Guatemala e o Peru e
apresentam maior diversidade genética do que todos os outros influenzavirus de mamiferos
e aves combinados, o que indica uma associac¢do virus-hospedeiro de longa data (TONG et al.,
2012, 2013).

Entre os virus com potencial pandémico associados a diferentes espécies de morcegos
destacam-se os virus Hendra (1994), Nipah (1998), coronavirus associado a sindrome
respiratoria aguda severa (SARS-CoV) (2002), coronavirus associado a sindrome respiratoria
do oriente médio (MERS-CoV) (2012), e o responsavel pela atual Pandemia, o coronavirus
associado a sindrome respiratéria aguda severa tipo 2 SARS-CoV-2 (WANG; ANDERSON, 2019;
LETKO et al., 2020). O fato de que trés destes principais virus causadores de surtos e/ou
pandemias sejam parte da subfamilia Orthocoronavirinae faz dela um importante alvo de
monitoramento em saude publica, cujo principal objetivo é a detecgdo precoce que permita
caracterizar e avaliar estes virus em seus hospedeiros animais antes que sejam transmitidos

para os humanos, fen6meno conhecido como “spillover™.

Embora o desenvolvimento de técnicas moleculares e imunolégicas tenham avangado
significativamente nos ultimos 20 anos, a atual pandemia causada pelo SARS-CoV-2 causou
uma grave crise sanitaria a nivel mundial, demostrado assim o quao devastador pode ser a
emergéncia causada pelos virus com potencial pandémico, em especial os virus respiratoérios
(AQUINO et al., 2020). O Brasil, além de ser um dos paises com umas das maiores
diversidades do mundo, também lidera quanto a destruicdo de biomas, a reducado,

fragmentacdo, e perda de habitats; acGes que contribuem significativamente com a
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emergéncia e re-emergéncia de virus zoonéticos, assim como a disseminacao de virus ja

conhecidos para areas onde ndo se encontravam distribuidos (JOLY; QUEIROZ, 2020).

Este estudo teve como objetivo detectar por métodos moleculares a presenca de alfa
influenzavirus e coronavirus (Orthocoronavirinae) em morcegos ndo hematdéfagos coletados

no estado de S3o Paulo, Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alfainfluenzavirus
O género Aphainfluenzavirus, até recentemente chamados de Influenzavirus A, fazem
parte da familia Orthomyxoviridae (Ordem: Articulavirales), e junto aos géneros
Betainfluenzavirus (Influenzavirus B), e Deltainfluenzavirus (Influenzavirus D) sdo
responsaveis por causar infeccdes agudas no trato respiratério, comumente chamadas de
gripes sazonais (ICTV, 2019); Em particular os Alfa influenzavirus se destacam por causar
sintomas clinicos mais graves e por ter o potencial para se espalhar até atingir o nivel

pandémico (GHEBREHEWET; MACPHERSON; HO, 2016; PAULES; SUBBARAO, 2017).
2.1.1 Carateristicas genomicas

Os alfa influenzavirus (IAV), sdo virus envelopados de formato pleomdrfico, sendo que
os adaptados as condigdes de laboratdrio sao comumente esféricos com tamanho entre 80 e
170 nm de diametro (HARRIS et al., 2006). Os isolados clinicos podem ser esféricos com
diametros de 120 nm, bacilos com comprimento de 200 nm e filamentos com comprimento
de mais de 30.000 nm (VIJAYAKRISHNAN et al., 2013; DADONAITE et al., 2016; HIRST;
HUTCHINSON, 2019). Na figura 1 se representa a carateristica pleomorfica dos virus Influenza
(esquerda), e do lado direito uma tomografia crioeletronica da cepa PR8 de alfa influenzavirus

(Escala 50 nm), ilustragdes modificadas de (NAYAK et al., 2009; DADONAITE et al., 2016).

Os IAV possuem nucleocapsideo helicoidal e genoma RNA de fita simples (-ss) em
sentido negativo de aproximadamente 13 kb, constituido por 8 moléculas de RNA
(segmentos) que possuem sequéncias promotoras conservadas e parcialmente
complementares nas extremidades 5'-AGUAGAAACAAGG e 3'-UCG(U/C)UUUCGUCC (LAMB;
HORVATH, 1991; MOSTAFA et al., 2018). O genoma codifica 10 proteinas principais:
hemaglutinina (HA), neuraminidase (NA), proteina da matriz (M1), proteina do canal iGnico
(M2), proteina nuclear (NP), proteina ndo estrutural NS1, proteina nao estrutural NS2, e o
complexo polimerase (polimerase basica 1 (PB1), polimerase bésica 2 (PB2), e polimerase
acida (PA)); além de cerca de 10 proteinas auxiliares (Tabela 1) (LABELLA; MEREL, 2013;

MOSTAFA et al., 2018).



15

Figura 1. Representacdo da estrutura pleomoérfica dos alfa influenzavirus. Adaptado de
DADONAITE et al., 2016 (esquerda); e NAYAK et al., 2009 (micrografias crioeletrdnicas). Escala
50 nm (barra).

> 250 nm

80 nm 95 nm

spherical

filamentous  bacilliform

1 HA ey genome segment = NEP
» NA - M1 « NS1
o M2 = membrane

Tabela 1. Segmentos gendmicos, proteinas codificadas e suas fungdes principais dos alfa

influenzavirus. Adaptado de LABELLA; MEREL, 2013 e MOSTAFA et al., 2018.

Proteina

vRNA  Proteina Moléculas

Segme
nto

(nt) viral

(aa)

(kD)

por Virion

Fungdes principais

1

2341 PB2

PB2-S1 *
.’.

2341 PB1

PB1-F2 ¥

759

508

757

87-
90

80

55

90

10,5

30-60

N/D

30-60

N/D

(i) reconhecimento e ligacdo a sequéncia
cap do mRNA celular; (ii) expressdo de IFN
mediada por RIG-I causada pela ligagdo a
proteina  de  sinalizagdo
mitocondrial (MAVS).

(i) inibicdo da via de sinalizacdo de

antiviral

interferon dependente de RIG-I, (ii)
interferéncia com a atividade de RdRp via
ligacdo competitiva a PB1.

(i) captura de estrutura Cap para iniciar a
transcricdo de mRNA viral, (ii) transcreve
VRNA em RNA complementar (cRNA)
como molde para a sintese de vVRNA
adicional, (iii) inicia a sintese de VRNA

(i) induz apoptose, (ii) modula a resposta
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de VRNA pelo complexo vVRNP; (iii)
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NEP/NS2 121 14 130-200
* de vRNP; (ii) regula a transcri¢do /

(i) importante para a exportagao nuclear

replicagcao de vRNA
NS3 * ¥ 187 20 0 N/D

N/D: Desconhecido; t: Proteinas virais auxiliares; *: Proteinas virais traduzidas do mRNA pds Splicing.

As proteinas hemaglutinina e neuraminidase, além de serem as mais abundantes do
envelope, também sdo utilizadas para classificar os IAV em subtipos de acordo com as
propriedades antigénicas (PAULES; SUBBARAO, 2017). Até o momento foram descritos 18
tipos de hemaglutinina e 9 de tipos de neuraminidase. Os primeiros subtipos de IAV a serem
identificados foram de origem avidria, posteriormente foi observado que esses virus também
sao encontrados mamiferos como suinos, humanos, cavalos, e mais recentemente em
morcegos (PAULES; SUBBARAO, 2017; MOSTAFA et al., 2018) Os subtipos virais e os
hospedeiros com os quais estes estdo relacionados sdo apresentados na Tabela 2, descrita

por (MOSTAFA et al., 2018).

Tabela 2. Hospedeiros dos diferentes subtipos de Hemaglutinina (H) e Neuraminidase (N)

dos alfa influenzavirus Autor: MOSTAFA et al., 2018.

Aves
HA- NA- Aves Mamiferos
Humano Suino Equino Domésti Morcego
Subtipo Subtipo aquaticas marinhos
cas
H1 N1 H1/H1 H1/N1 H1/N1 H1/N1 H1
H2 N2 H2/N2 H2/N2 H2/N2 H2/N2 N2
H3 N3 H3/N3 H3 H3 H3/N3 H3/N3 H3/N3
H4 N4 N4 H4 H4/N4 H4/N4 H4
HS N5 H5 H5 H5/N5 H5/N5 N5
H6 N6 H6/N6  H6/N6 H6/N6 H6/N6
H7 N7 H7/N7 H7/N7 H7/N7 H7/N7 H7/N7
H8 N8 N8 N8 H8/N8 H8/N8
H9 H9 H9/H9 H9 H9/N9 H9/N9 N9
H10 N10 H10 H10 H10 H10 N10
H11 N11 H11 H11 N11
H12 H12 H12
H13 H13 H13 H13
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H14 H14 H14
H15 H15 H15
H16 H16 H16
H17 H17
H18 H18

2.1.2 Fisiopatologia da infeg¢ao por alfa influenzavirus

Nos mamiferos os IAV ingressam no hospedeiro principalmente pelas vias aéreas e
tem como alvo as células epiteliais do trato respiratdrio, ja nas aves também ingressam pela
via oral e, além do trato respiratério, também se multiplicam nas células epiteliais do trato

digestivo (REPERANT; KUIKEN; OSTERHAUS, 2012; THOMPSON; PAULSON, 2021).

2.1.2.1 Ciclo de multiplicagdo dos alfa influenzavirus

Os IAV penetram na célula através da ligacdo da proteina hemaglutinina (HA) com o
receptor acido N-acetilneuraminico (sdlico) da célula hospedeira. Este receptor apresenta
diferentes formas quimicas que variam segundo o hospedeiro. As principais formas sdo a a-
2,6-SA presente no trato respiratorio de mamiferos, e a forma a-2,3-AS presente no trato
respiratorio e digestivo das aves. Algumas espécies como os suinos possuem as duas formas
e servem de “recipiente de mistura” para rearranjos entre virus provenientes de diferentes
espécies (MEDINA; GARCIA-SASTRE, 2011; WEBSTER; GOVORKOVA, 2014; KRAMMER et al.,
2018). Os IAV possuem diferentes graus de afinidade por determinadas formas quimicas do
acido sdlico, e as diferencas de afinidade destas ligacdes determinam a especificidade do virus

ao hospedeiros (SHAO et al., 2017).

Multiplas ligagdes da hemaglutinina com o acido salico da célula hospedeira
permitem que o virus seja internalizado por endocitose mediada principalmente por claritina
(DOU et al., 2018). O endossomo contendo o virion migra em direcdo ao citoplasma e no
caminho passa por processos graduais de acidificacdo por protons H+, os quais também
ingressam no virion através dos canais formados pela membrana M2. Isso resulta em
mudancas na conformacgdo da proteina HA, exposicao do peptideo de fusdo - que permite

gue o envelope se fusione com a membrana endossomal - e a dissociacdo da proteina de
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matriz, desencadeando a libera¢cdo dos complexos de ribonucleoproteina viral (VRNP) no

citoplasma (NEUMANN; NODA; KAWAOKA, 2009; SAMII, 2009; DOU et al., 2018).

Os complexos de VRNP, formados pelo RNA(-) genémico viral, e as proteinas NP, PA,
PB1 e PB2 (SAMIJI, 2009), sdo conduzidos até o nucleo através das proteinas importinas do
hospedeiro e sinais de localizacdo nuclear (NLSs) virais, responsaveis pela transcricdo e a
replicacdo (OZAWA et al., 2007; STUBBS; TE VELTHUIS, 2014; DOU et al., 2018; KRAMMER et
al., 2018). Durante a transcri¢do, segmentos Cap do RNAm celular sdo clivados, subtraidos, e
pareados com a extremidade 3' do RNA genémico (RNAv) onde desempenham a funcdo de
iniciador. A transcricdo é interrompida 15 nucleotideos antes de atingir a extremidade 5' para
adicionar uma cauda de poli adenina subtraida do RNAm do hospedeiro. Desta forma, o
resultado da transcricdo dos IAV é um RNAm com Cap e poli A que ndo é 100% complementar

ao VRNA (ZHENG; TAO, 2013; DOU et al., 2018; KRAMMER et al., 2018).

Devido ao sentido negativo do RNA viral, é necessério sintetizar RNA complementar
(RNAC) de sentido positivo que serva de molde para sintetizar novas copias do vVRNA (DOU et
al., 2018). Durante o curso da infeccdo a, transcricdo (sintese de RNAm viral), ocorre em
primeiro lugar e de forma mais abundante do que a replicacdo do RNAv e RNAc,
possivelmente devido a eficiéncia das sequencias iniciadoras no RNAm (NEUMANN; NODA;
KAWAOQOKA, 2009). Os RNAm s3o exportados para o citoplasma em dire¢do aos ribossomos
onde é feita a tradugcdo. O RNAm das proteinas NS2 e M2 passa por modificacbes pds
transicionais no spliceosome da célula hospedeira entes de ser exportado em direcdo dos

ribossomos (DOU et al., 2018).

A traducdo dos RNAm das proteinas PB1, PB2, PA, NP, NS1, NS2 e M1 é feita nos
ribossomos citosdlicos e o das proteinas de membrana HA, NA, e M2 no ribossomos
associados ao reticulo endoplasmatico (RE) (DOU et al., 2018). Nucleoproteinas (NP) recém
sintetizadas e as proteinas que conformam a polimerase de RNA dependente de RNA,
também chamada de RdRp (PA, PB1 e PB2) voltam para o nucleo para auxiliar na transcricao
e replicacdo (NEUMANN; NODA; KAWAOKA, 2009; STUBBS; TE VELTHUIS, 2014); enquanto
gue proteinas de membrana HA, NA, e M2 migram desde o RE em direcdo da membrana
plasmatica onde vao se inserir, durante este processo a proteina HA é clivada em

polipeptidios HA1 e HA2 que permanecem unidos por pontes bissulfeto (DOU et al., 2018).
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O sitio da clivagem da HA pode ser monobasico (clivado por proteases de tipo tripsina)
ou multibasico (clivado por proteases ubiquas de tipo furina), esta variacdo é determinante
na patogenicidade de alguns Influenzavirus avidrios devido a que as proteases de tipo tripsina
s6 estdo presentes no trato digestivo e respiratério, em quanto que as de tipo furina estdo
presentes em varios érgaos pelo que podem desencadear uma infecao sistémica com maior
facilidade (NAYAK et al., 2009; MEDINA; GARCIA-SASTRE, 2011; WAHLGREN, 2011; LUO, 2012;
DOU et al., 2018; KRAMMER et al., 2018). Na Figura 2 se apresenta o ciclo de multiplicacdo
dos alfa influenzavirus. Os VRNPs sdo representados por grampos de cabelo helicoidais. as
subunidades da RdRp (vermelho, marrom e verde) e NP mostradas em cores diferentes

(ZHENG; TAO, 2013).

Figura 2. Ciclo de multiplicagao dos alfa influenzavirus. Autor: ZHENG; TAO, 2013.
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2.1.2.2 Mecanismos de varia¢do antigénica

Existem dois mecanismos genéticos principais pelos quais os IAV evoluem e se
diversificam: a deriva antigénica (antigenic drift) e o rearranjo ou ressortimento (antigenic
shift) (KRAMMER et al., 2018; MOSTAFA et al., 2018). A deriva antigénica é um processo
continuo que ocorre nos Alphainfluenzavirus e Betainfluenzavirus, onde mutag¢des pontuais
nos genes recém transcritos se acumulam devido a erros induzidos pela baixa fidelidade da
RNA polimerase viral, enzima que ndo tem a capacidade de corrigir nucleotideos inseridos de
forma erronea (proofreading) (PAULES; SUBBARAO, 2017; SHAO et al., 2017). A deriva
antigénica ocorre com maior frequéncia nas proteinas HA e NA, alterando assim o sitio de
reconhecimento dos anticorpos neutralizantes, o que permite o escape da imunidade
induzida por exposicdo ou vacinagdo prévia (pressao de selecao), representando assim uma
vantagem evolutiva (GHEBREHEWET; MACPHERSON; HO, 2016; PETERANDERL; HEROLD;
SCHMOLDT, 2016; SHAO et al., 2017).

A natureza segmentada dos alfa influenzavirus permite o rearranjo ou intercambio de
segmentos de RNA gendmico a partir de dois virus do mesmo género que infectam a mesma
célula (KRAMMER et al., 2018). O resultado do rearranjo pode ser novas cepas/subtipos com
carateristicas antigénicas diferentes que passam a circular em populacdes que ndo possuem
imunidade previa, e que tem o potencial de se espalhar a nivel pandémico (GHEBREHEWET;
MACPHERSON; HO, 2016). Pelo menos 3 pandemias tém se originado devido aos rearranjos
em IAV, a mais recente ocorrida no 2009 foi causada por um rearranjo multiplo entre o virus
da influenza suina HIN1 europeu, o virus da influenza suina HIN2 da América do Norte, o
virus da influenza avidria norte-americana e o virus da influenza H3N2 (PETERANDERL;
HEROLD; SCHMOLDT, 2016; SHAO et al., 2017). Na Figura 3 se apresenta o rearranjo do virus
H3N2 e HIN2, um triplo-rearranjo de suinos norte-americanos (de aves norte americanas,
H2N3 humano de origem aviaria, e HIN1 suino cldssico de origem aviaria) com H1N1 suino
de origem aviaria da Eurasia. O resultado foi o virus pandémico S-OIV de 2009 (TSCHERNE;
GARCIA-SASTRE, 2011).
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Figura 3. Rearranjo que originou a pandemia de HIN1 do 2009 (Autor: TSCHERNE; GARCIA-
SASTRE, 2011).
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2.1.3 Sintomatologia

O periodo de incubacdo da influenza é de 1 a 4 dias e o virus é eliminado desde um
dia antes do inicio dos sintomas até 5 - 7 dias depois (GHEBREHEWET; MACPHERSON; HO,
2016). Em humanos os IAV podem cursar de forma assintomdtica ou com sintomas que
incluem febre abrupta, mialgia, dor de cabeca, mal-estar, tosse seca, dor de garganta,
congestdo nasal e em menor medida nduseas, vomitos e diarreia (GHEBREHEWET;
MACPHERSON; HO, 2016); em alguns individuos com doengas cronicas subjacentes e sistema
imune comprometido a infeccdo do trato respiratério inferior pode causar pneumonia com
progressdao para sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) e morte por insuficiéncia
respiratéria (GHEBREHEWET; MACPHERSON; HO, 2016; PETERANDERL; HEROLD; SCHMOLDT,
2016; CLOHISEY; BAILLIE, 2019).

Em aves os sintomas vao depender do tipo de ave e da patogenicidade da cepa com
que sdo infectados. Os IAV com sitio de clivagem da HA monobdsico sdo de baixa
patogenicidade e podem cursar de forma assintomatica ou apresentar sé penas ericadas,
gueda na producdo de ovos, sintomas respiratério e digestivos leves; em tanto que os IAV

com sitio de clivagem da HA multibasico sdo de alta patogenicidade e podem causar infec¢ao
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sistémica com mortalidade acima do 90% em 48 horas (KALTHOFF; GLOBIG; BEER, 2010; DOU
et al., 2018; KRAMMER et al., 2018).

2.1.4 Transmissao

Os IAV se distribuem amplamente entre varios taxons, sendo as aves aqudticas e/ou
silvestres da ordem Anseriformes (patos, gansos e cisnes), e Charadriiformes (gaivotas,
limicolas e andorinhas) o reservatdrio primdrio e as responsaveis por espalhar e transmitir
IVA para outras espécies (KALTHOFF; GLOBIG; BEER, 2010). A transmissdo entre aves
silvestres e aves domesticas e outros hospedeiros se da por contato direto com secrecdes
orais, fecais, ou por ingesta de agua contaminada (KALTHOFF; GLOBIG; BEER, 2010). O
comportamento social, alimenticio e densidade populacional das aves silvestres que
compartilham habitat e interagem livremente com animais domésticos de sistemas de
producdo abertos-extensivos favorece quebra da barreira interespécie (REPERANT; KUIKEN;

OSTERHAUS, 2012).

Os IAV de origem aviaria sdao os precursores dos subtipos encontrados em aves
domesticas, mamiferos marinhos, humanos, suinos, cavalos, felinos e caninos (REPERANT;
KUIKEN; OSTERHAUS, 2012). Estes subtipos superaram a barreira interespécie e causaram
casos isolados, surtos esporadicos autolimitados ou se estabeleceram com éxito e se
tornaram endémicos nestes novos hospedeiros, apresentando-se novos ciclos de transmissdo
gue podem eventualmente evoluir para epidemias recorrentes (Figura 4) (REPERANT;

KUIKEN; OSTERHAUS, 2012; YOON; WEBBY; WEBSTER, 2014).

Os suinos sdo considerados hospedeiros intermediarios, pois embora a maioria dos
subtipos aviarios se adaptam de forma imperfeita neles, aqueles subtipos que conseguem se
adaptar tem o potencial para se estabelecer com consequéncias importantes para a saude
humana e animal (BOURRET, 2018). Pessoas em constante contato com suinos podem ser
contaminadas através deles, embora seja muito mais frequente a transmissdo de humanos
para suinos (YOON; WEBBY; WEBSTER, 2014; JILANI; JAMIL; SIDDIQUI, 2020). A transmissao
de IAV entre humanos pode ocorrer por meio de contato direto, contato indireto via fomites,

e aspiracao de goticulas respiratorias (SCHRAUWEN et al., 2014).
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Figura 4. Ciclos de transmissdo entre os diferentes hospedeiros de alfa influenzavirus. Autor:
BISSET; HOYNE, 2020. Quem adaptou com autorizagdo da Springer Nature: Springer, Springer eBook
(YOON; WEBBY; WEBSTER, 2014), Copyright (2014).
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Alfa influenzavirus de humanos também podem ser transmitidos para animais de
estimacdo como cachorros e gatos, ndo entanto este tipo de transmissdo é pouco frequente
(YOON; WEBBY; WEBSTER, 2014). O contato proximo de caninos com cavalos em estabulos
se considera a via pela qual o virus H3N8 que circulava entre equinos passou a circular
também em cachorros; o consumo e/ou caga de animais infetados (aves e equinos) também
tem se demostrado como uma forma de transmissdao para caninos e felinos selvagens e
domeésticos (HARRIS et al., 2017). Os mercados de aves vivas oferecem condi¢cdes 6timas para
a transferéncia de virus da gripe de aves para mamiferos (YOON; WEBBY; WEBSTER, 2014); a
exposicdo por meio de visitas mostrou aumentar de 3 a 9 vezes mais as chances de contrair
alfa influenzavirus, pelo que passou a ser considerado como um fator chave na transmissao

destes virus (Al et al., 2013; LIU et al., 2014; HARRIS et al., 2017).

As aves aquaticas silvestres eram consideradas o Unico reservatério natural de 1AV
(MOSTAFA et al., 2018), até que em 2009 - 2010 foram descobertos os subtipos HI7N10 em

morcegos da espécie Sturnira lilium na Guatemala, e HI8N11 em morcegos da espécie
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Artibeus planirostris no Pert (TONG et al., 2012, 2013). A semelhancga das sequéncias de HA
e NA destes virus em comparacao com os Influenzavirus ja conhecidos mostrou ser sé de 45%
e 24% respectivamente. Esta semelhanca na sequéncia da NA é menor do que a semelhanca
entre a NA de influenza A e influenza B. No entanto, as andlises filogenéticas da HA mostraram
gue estes novos virus estdo intimamente relacionados com o grupo 1 (subtipos H1, 2, 5, 6, 8,
9,11, 12, 13 e 16), e que provavelmente formam um grupo monofiletico ancestral (TONG et

al., 2012).

Os IAV H17N10 e H18N11 descobertos em morcegos tém apresentado carateristicas
completamente atipicas, estes ndo se ligam aos receptores de acido sdlico aviarios (SAa2,3-
Gal) ou humanos (SAa2,6-Gal) (TONG et al., 2012), mas utilizam a proteina do complexo
principal de histocompatibilidade MHC de classe Il para entrar na célula hospedeira (KARAKUS
et al., 2019). Outra particularidade dos Influenzavirus de morcegos é que aparentemente
iniciam a infeccdo na membrana basolateral das células, diferente dos IAVs convencionais que
preferencialmente iniciam a infeccdo na superficie apical das células (CIMINSKI et al., 2017).
Experimentos in vitro demostraram que alfa influenzavirus de morcegos conseguiram trocar

segmentos entre eles mas ndo com outros IAV de origem diferente (CIMINSKI et al., 2017).

2.1.5 Epidemiologia

Os IAV tem distribuicdo mundial e s3ao reconhecidos por causar importantes
pandemias no ultimo século, como o foram a gripe espanhola causada pelo virus HIN1 em
1918, a pandemia asiatica por H2N2 em 1957, a pandemia de Hong Kong causada por H3N2
em 1968, a pandemia russa por HIN1 em 1977, e a de origem norte-americana por HIN1 em
2009 (SCHRAUWEN et al., 2014; PAULES; SUBBARAO, 2017; THOMPSON; PAULSON, 2021).
Cada novo gendtipo que surgiu substituiu o anterior até o surgimento da gripe russa em 1977,
a partir da qual os subtipos HIN1 e H3N2 passaram a circular de forma conjunta (YOON;
WEBBY; WEBSTER, 2014; MOSTAFA et al., 2018; THOMPSON; PAULSON, 2021). Pelo menos
trés destas pandemias surgiram a partir de rearranjos de alfa influenzavirus de origem animal
(SCHRAUWEN et al., 2014). Além destas pandemias ocasionais, as epidemias anuais que
ocorrem aproximadamente a cada 15-20 anos resultam em cerca de trés a cinco milhdes de
casos de doencas graves e cerca de 250.000 a 500.000 mortes em todo o mundo
(SCHRAUWEN et al., 2014; PETERANDERL; HEROLD; SCHMOLDT, 2016; KRAMMER et al.,
2018).
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Os IAV circulam amplamente no Brasil. Os primeiros relatos de surtos de influenza
datam de 1552 nos estados de Pernambuco e Bahia, as pandemias subsequentes de 1918 até
1977 chegaram no Brasil pelos portos através de navios, ja a ultima pandemia de influenza
HIN1 de 2009 se espalhou pelo mundo por transporte aéreo e chegou no Brasil em maio
daquele ano. Entre 2009 e 2010 se confirmaram 44.544 casos e 2.051 mortes (COSTA;
MERCHAN-HAMANN, 2016; FERNANDA; MEDEIROS ANDRADE, 2020). O HIN1pdmQ9 passou
entdo a ser endémico no Brasil e passou a ser reportado em hospedeiros animais,

principalmente em suinos (SCHAEFER et al., 2011; RAJAO et al., 2013).
2.2 Coronavirus (Orthocoronavirinae)

Os virus da subfamilia Orthocoronavirinae sao chamados genericamente de
coronavirus, estes estdo classificados na ordem Nidovirales, familia Coronaviridae. Essa
familia é formada pelos géneros Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus; os dois primeiros géneros infectam principalmente mamiferos, entre os
guais se destacam os morcegos, com aproximadamente 20 espécies de virus associados, e os
humanos. Existem sete espécies principais de coronavirus humanos (coronavirus humano
229E (HCoV-229E), coronavirus humano NL63 (HCoV-NL63), coronavirus humano HKU1
(HCoV-HKU1), coronavirus humano 0OC43 (Betacoronavirus 1), coronavirus associado a
sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV), coronavirus associado a sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV), e o coronavirus associado a sindrome respiratdria aguda
grave 2 (SARS-CoV-2). Os dois géneros restantes (gama e delta) infectam principalmente aves

e mamiferos marinhos (HARTENIAN et al., 2020; ICTV, 2020).

2.2.1 Carateristicas gen6micas

Os coronavirus sdo virus de formato pleomérfico e sdo envelopados por uma bicapa
lipidica que contém trés proteinas de membrana: Spike (S), a Membrana (M) e envelope (E).
Em alguns coronavirus ha uma quarta proteina de membrana hemaglutinina-esterase (HE). O
diametro do virion varia entre 100 a 160 nandmetros e apresenta diferentes proje¢des ou
espiculas da proteina S que Ihe ddo aparéncia de coroa solar em microscopia eletrénica (FEHR;
PERLMAN, 2015; CUI; LI; SHI, 2019). Possuem nucleocapsideo helicoidal e genoma RNA de fita
simples em sentido positivo (+ss) com 20 a 32 kb, sendo o maior genoma entre os virus RNA.

Esse RNA se encontra associado com as proteinas do nucleocapsideo (N) e esta constituido
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por uma Unica molécula ndo segmentada que, igual que o RNAm do hospedeiro possui
sequéncias Cap na extremidade 5' e Poly A na extremidade 3' (Figura 5) (HARTENIAN et al.,
2020).

Figura 5. Morfologia do virion de coronavirus. Micrografias eletronicas de coloracdo negativa
em coronavirus murino A59 (MHV-59) sem expressao da proteina HE (A) e com a proteina HE
(B). Tomografia crioeletronica do MHV-59 (C), envelope colorido com estrias laranjas e a

regido do nucleocapsideo colorida em azul (D). Adaptado de ICTV, 2020; quem adaptou

parcialmente de BARCENA et al., 2009.

=m0 O e
=

O genoma esta flanqueado nas extremidades 5' e 3' por regides nao traduzidas (UTRs),
sendo que a da regido 3' auxilia no inicio da replicacdo. Na extremidade 5’ se encontra uma
sequéncia leader (L) de 70-100 nucleotideos, seguida de uma sequéncia reguladora de
transcricdo (TRS) que também esta presente no inicio de cada gene. As sequéncias ORFla e
ORF1b codificam as poliproteinas ndo estruturais PP1a (nsps 1-11) e PP1b (nsps 1-16). A seguir
encontram-se as sequéncias que codificam as proteinas estruturais HE, S, E, M e N, e as
sequéncias das proteinas acessorias 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b e 9 (Figura 6) (HARTENIAN et al.,
2020). A funcdo destas aproximadamente 28 proteinas traduzidas é descrita na tabela 3.

(CHEN; LIU; GUO, 2020; HARTENIAN et al., 2020; SIMABUCO et al., 2021).
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Figura 6. Organizacdo do genoma dos coronavirus e estrutura do complexo de replicacdo -

transcricdo (RTC). Adaptado de HARTENIAN et al., 2020.
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Tabela 3. FungOes das proteinas dos coronavirus. Adaptado de CHEN; LIU; GUO, 2020;
HARTENIAN et al., 2020; SINAMBUCO et al., 2021.

Proteinas ~
. Funcgdes
estruturais
S Proteina de pico, ligagdo ao receptor da célula hospedeira para entrada viral
E Proteina do envelope, montagem e liberagdo viral
M Proteina de membrana, forma de virion, curvatura de membrana
N Proteina de nucleocapsideo, ligacdo ao genoma de RNA, amarragao do genoma a

RTCs, produgdo de IFN tipo | e inibi¢do de sinalizagdo, supressor viral de
silenciamento de RNA

Il. Proteinas ndo
estructurais

Nspl Degradacao de mRNA celular, inibi¢do de tradugdao do hospedeiro e inibigcao da via de
IFN tipo |

Nsp2 Desconhecido

Nsp3 Protease semelhante a papaina (PL ™), clivagem de polipeptidio, e interfere na
producdo de IFN tipo | e inibigdo de sinalizagcdo

Nsp4 Proteina transmembrana, Formacdo de vesiculas de membrana

Nsp5 Proteina semelhante a 3C (3CL ) clivagem de polipeptideos, inibicdo de sinalizagdo
de IFN tipo |

Nsp6 Restringindo a expansdo do autofagossomo, formacgdo de vesiculas de membrana

Nsp7 Fator de processividade para RdRp, cofator com nsp8 e nsp12 (RdRp)

Nsp8 Fator de processividade para RdRp, cofator com nsp7 e nsp12 (RdRp)

Nsp9 Proteina de ligacdo e dimerizacdo do RNA

Nsp10 Atividade catalitica de Nsp14-ExoN, proteina-esqueleto e cofator para nsp14 e nspl6
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Nsp11 Desconhecido
Nsp12 RNA polimerase dependente de RNA (RdRp)
Nsp13 SF1 5’ a3 'RNA helicase, atividade 5'-trifosfofatase
Nspl4 Exonuclease de revisdo, N7- metiltransferase
Nsp15 Endoribonuclease, evasdo de sensores dsRNA
Nspl6 2'- O- metiltransferase, regula negativamente as atividades da resposta imune
lil. Proteinas
acessorias
3a Atividade de canal iGnico, necrose, piroptose, inducdo de apoptose e parada do ciclo
celular
3b Inibicao de producdo e sinalizagdo de IFN tipo I, inducdo de apoptose e necrose e
parada do ciclo celular
6 Producdo de IFN tipo | e inibi¢do de sinalizagcdo e sintese de DNA celular
7a Inibicdo da traducdo do hospedeiro, indugédo de apoptose e parada do ciclo celular
7b Desconhecido
8a Indugdo de apoptose dependente de caspase
8b Sintese de DNA celular
9% Indugdo de apoptose dependente de caspase

2.2.2 Fisiopatologia da infec¢dao por coronavirus

2.2.2.1 Ciclo de multiplicagao dos coronavirus

Para ingressar na célula os coronavirus utilizam a proteina spike (S) do envelope para

se ligar com o receptor na membrana da célula hospedeira, esse receptor determina o

tropismo celular e varia segundo a espécie de coronavirus (Tabela 4). Os HCoV-229E se ligam

a enzima de superficie celular amino peptidase N (APN), os HCoV-NL63 e SARS-CoV usam a

enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), os MERS-CoV se ligam através da dipeptidil

peptidase 4 (DPP4), e os HCoV-0OC43 e HCoV-HKU1 usam &cido sidlico 9-O—acetilado (FUNG;

LIU, 2019; LIN et al., 2020).

Tabela 4. Receptores de diferentes coronavirus em alguns dos seus hospedeiros. Adaptado

de FUNG; LIU, 2019.

HCoV-229E HCoV - NL63 HCoV-0C43 HCoV-HKU1 SARS - CoV MERS - CoV SARS-CoV-2
Género Alfa-CoVs Alfa-CoVs Beta-CoVs Beta-CoVs Beta-CoVs Beta-CoVs Beta-CoVs
Reservatério N/A N/A N/A N/A Morcegos Morcegos Morcegos
natural
Hospedeiro N/A N/A N/A N/A Civeta de Camelo Pangolin
intermediario palma dromedario
Receptor alvo APN ACE2 Acido Acido sidlico ACE2 DPP4 ACE2
sidlico 9-O- 9-O-acetilado
acetilado
Distribui¢do de Células Endotélio Mucina Mucina Endotélio Células Endotélio
receptor epiteliais, cardiaco e submaxilar submaxilar cardiaco e endoteliais, cardiaco e
células vascular, vascular, células vascular,
endoteliais, epitélio do epitélio do epiteliais, epitélio do
leucdcitos e intestino intestino células intestino
fibroblastos delgado, delgado, inflamatérias delgado,

macrofagos e macroéfagos do pulmdo e macréfagos
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mondcitos alveolares e células do alveolares e
alveolares, mondcitos, musculo liso mondcitos,
células células células
epiteliais da epiteliais da epiteliais da
traqueia, traqueia, traqueia,
brénquios e brénquios e brénquios e
alvéolos alvéolos alvéolos
Sindromes Doengas Doengas Doengas Doengas Sindromes Sindromes COvVID-19
respiratorias respiratorias respiratoria respiratorias SARS MERS
superiores superiores s superiores
leves, leves, superiores leves,
semelhantes semelhantes leves, semelhantes
a gripe a gripe semelhante a gripe
comum comum s agripe comum
comum

A ligacdao do dominio de receptor de ligacdo (DRL) da subunidade S1 da proteina spike
resulta na mudanca conformacional da proteina S, a qual é subsequentemente clivada e
ativada pela protease da superficie da célula hospedeira TMPRSS2 nos locais $1/52 e S2'. Isso
permite a fusao do virion com a membrana e a liberagao do nucleocapsideo no citoplasma

(Figura 7) (HARTENIAN et al., 2020; LIN et al., 2020; V'KOVSKI et al., 2021).

Uma vez no citoplasma o gene ORF1 com Cap do genoma viral é traduzido para
produzir as poliproteinas pplA que abarca desde a nspsl até a nspll, ou a pplab, um
polipeptideo mais longo que traduz desde a nspsl até a nsp16 (CHEN; LIU; GUO, 2020). Para
expressar ambas poliproteinas o virus utiliza uma sequéncia escorregadia (5'-UUUAAAC-3 ') e
uma estrutura em pseudo-nd de RNA a qual, na maioria dos casos, o ribossomo desenrola e
continua a traducdo até encontrar o cddon de parada repla. Em 25-50% das vezes o pseudo-
no bloqueia o alongamento continuo do ribossomo fazendo com que ele pause na sequéncia
escorregadia. Essa pausa muda o quadro de leitura e o ribossomo se move um nucleotideo
para trds no que seria o deslocamento de uma base (-1), estendendo assim a traducdo para
replb e resultando na tradug¢do de uma proteina de maior tamanho chamada de pplab
(Figura 6) (WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005; FEHR; PERLMAN, 2015; CHEN; LIU; GUO, 2020;
HARTENIAN et al., 2020).
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Figura 7. Ciclo de multiplicagdo dos coronavirus. A particula viral (a) se liga aos receptores e
mediadores celulares que promovem a absorc¢do e fusdo viral (b). O RNA viral é liberado e
consequentemente se ddo os processos de traducdo, transcricdo, e ensamble dos novos

virions que serao liberados por exéticos. Autor: V'KOVSKI et al., 2021.
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As poliproteinas ndao estruturais PPla e PP1lb sdo clivadas por protease
semelhantes a papaina (PLprol e PLpro2), e protease de cisteina semelhante a quimiotripsina
(3CLpro). Essas clivagens resultam em 16 proteinas individuais que vao formar o complexo de
replicacdo - transcricdo (RTC) Figura 6 (TONG et al., 2012; FEHR; PERLMAN, 2015; HARTENIAN
et al., 2020).
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Para se multiplicarem, os coronavirus sintetizam RNA de sentido negativo ((-)ssRNA)
para usar como modelo na sintese de novas copias de RNA de sentido positivo ((+)ssRNA) de
comprimento completo ou segmentados. A replicacdo inicia na extremidade 3' do (+)ssRNA
viral com a sintese da uma fita nascente de (-)ssRNA até que uma sequéncia TRS é copiada.
Devido a complementariedade da cdpia do TRS com o TRS leader, o complexo RTC pode
“pular” em direcdo a extremidade 5' onde a sequéncia lider também é copiada. O complexo
RTC pode pular durante a copia de qualquer dos TRS ao longo do genoma (transcricdo
descontinua) ou pode ndo pular (transcricdo continua), resultando em cépias de RNA (+ss) de
tamanho completo (genémico) ou subgenémicos de diferentes tamanhos. Estruturalmente
os RNAs subgendmicos sdo policistronicos, mas funcionalmente sdo monocistromicos pois
apenas o primeiro fragmento codificante da extremidade 5' é traduzido pelo RTC (Figura 8)

(HARTENIAN et al., 2020; ICTV, 2020; V'KOVSKI et al., 2021)

Figura 8. Transcricdo continua e descontinua nos coronavirus. O RNA(-) serve de molde para
sintetizar RNA(+) integro (transcri¢ao continua), ou soé fragmentos de RNA(+) (transcrigao
descontinua), estes RNA(+) servem de molde para a sintese mais de RNA(-) e como templete

para a traduc¢do. Autor: HARTENIAN et al., 2020.
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As novas cépias de RNA de sentido positivo vdo servir de molde para a traducdo de
novas proteinas nas vesiculas de membrana dupla no reticulo endoplasmatico (RE), e os RNA
de tamanho completo vao se ligar com a proteina N para formar o nucleocapsideo e adquirir
as proteinas do envelope por brotamento das membranas do RE. O virion envelopado é
exteriorizado da célula por exocitose (Figura 7) (WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005; HARTENIAN et
al., 2020; V'KOVSKI et al., 2021).

2.2.2.2 Sintomatologia

Os sintomas apresentados pela infeccdo por coronavirus vao depender da espécie do
virus, o hospedeiro, o receptor utilizado pelo virion para ingressar na célula, a distribuicao
desse receptor nas diferentes células/érgaos do hospedeiro, daimunidade previa, idade e das
doencas concomitantes (FEHR; PERLMAN, 2015; CHEN; LIU; GUO, 2020). Na tabela 5 se
descrevem os coronavirus patogénicos de diferentes hospedeiros e os sintomas que cada um
destes apresenta.

Tabela 5. Principais coronavirus patogénicos e seus sintomas. Adaptado de (CHEN; LIU;
GUO, 2020)

Virus Género Hospedeiro Sintomas

CoV-229E humano Alfa Humano InfecgOes leves do trato respiratorio

CoV - NL63 humano Alfa Humano InfecgOes leves do trato respiratério

PRCV/ISU - 1 Alfa Porco InfecgOes leves do trato respiratorio
TGEV/PURAG-MAD e oo e s ce e
PEDV/ZJU - G1-2013 Alfa Porco Diarreia aquosa severa

SeACoV - CH/GD - 01 Alfa Porco Diarreia severa e aguda e vOmitos agudos
Canine CoV /TU336 /F/ 2008 Alfa Cio Sinais clinicos leves, diarreia

Camel alphacoronavirus isolate

. Alfa Camelo Assintomatico
camel / Riyadh
Virus da peritonite infecciosa . . N
felina Alfa Gato Febre, vasculite e serosite, com ou sem efusdes
CoV - HKU1 humano Beta Humano Pneumonia
CoV - 0C43 humano Beta Humano InfecgGes leves do trato respiratorio
Sindrome respiratoria aguda grave, taxa de
SARS - CoV Beta Humano
mortalidade de 10%
Sindrome respiratoria aguda grave, taxa de
MERS - CoV Beta Humano

mortalidade de 37%

Bovino CoV / ENT Beta Vaca Diarréia
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Virus Género Hospedeiro Sintomas

Equine CoV / Obihiro12-1 Beta Cavalo Febre, anorexia, leucopenia

MHV-A59 Beta Mouse Pneumonia aguda e lesGes pulmonares graves
Doenca pulmonar, insuficiéncia hepatica aguda

Beluga Whale CoV / SW1 Gama Baleia .g P P g
terminal

IBV Gama Frango Doenga respiratoria grave
Doenga respiratoria (coletada do trato

Bulbul coronavirus HKU11 Delta Bulbul .g L. P (
respiratério de aves selvagens mortas)

. Doenca respiratdria (coletada do trato
Sparrow coronavirus HKU17 Delta Pardal

respiratorio de aves selvagens mortas)

2.2.3 Transmissao

Os coronavirus sao eliminados por via respiratdria e oral-fecal. Sendo assim, a principal
forma de contagio é por meio de inalagdo nasal/oral ou por contato direto com fémites
contaminados com goticulas respiratérias expelidas por hospedeiros infectados ao tossir,
espirrar, falar, cantar ou respirar pesadamente (TONG et al., 2013; WHO, 2020). Em alguns
coronavirus a transmissdo fecal é a principal via de transmissdao. O consumo de animais
infectados se considera uma forma de transmissdo do virus de animal para humano devido
ao contato préximo durante o manuseio (HELLER; MOTA; GRECO, 2020; SHEREEN et al., 2020;
WHO, 2020; YE et al.,, 2020). Na Figura 9 (superior) se apresenta a transmissao entre
diferentes hospedeiros, e (inferior) a transmissao entre humanos.

Figura 9. Vias de transmissdao dos coronavirus humanos de origem zoonotico. Autores: YE et
al., 2020 (superior), WHO, 2020 (Inferior)
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Os coronavirus humanos (HCoVs) foram descritos pela primeira vez na década de 1960

2.2.4 Epidemiologia

em pacientes com resfriado comum. A partir desse momento tém sido descritas as espécies
HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-0OC43 e HCoV-HKU1, as quais tem distribuicdo mundial e
geralmente causam doenca respiratdria superior leve (Figura 10-A). Os coronavirus altamente
patogénicos surgiram na populacdo humana como resultado de eventos de transbordamento
da vida selvagem, o SARS-CoV (2002) foi identificado na China e se espalhou para 29 paises
durante o periodo de novembro de 2002 a julho de 2003. Durante esse periodo, houve 8096
casos confirmados e 774 mortes (letalidade de 9,6%). O MERS-CoV (2011) foi identificado na
Ardbia Saudita e se espalhou para 27 paises em abril de 2012, infectando 2.502 pessoas, com

861 mortes (letalidade de 34,4%) (Figura 10-B)(SU et al., 2016; MACHHI et al., 2020).

O mais recente, SARS-CoV-2 (2019), tem distribuicdo mundial e é o agente causal da
atual pandemia de COVID-19 (HARTENIAN et al., 2020). Até o final da Semana Epidemiolégica
(SE) 5 de 2021, no dia 6 de fevereiro de 2021, foram confirmados 105.764.730 casos e
2.309.346 6bitos por COVID-19 no mundo. No Brasil foram confirmados 9.497.795 casos e
231.012 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2021).
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Figura 10. Distribuicdo global de coronavirus humanos. Coronavirus NL63, HKU1, OC43,

229E (A), e coronavirus MERS-CoV e SARS-CoV (b). (SARS-CoV-2 ndo incluso). Autor SU et

al., 2016.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Carateristicas do estudo e localizacao

O estudo foi de tipo descritivo, de corte transversal, e a amostragem de tipo nao
probabilistico, uma vez que os individuos foram coletados por conveniéncia e sem considerar
aspectos como idade ou sexo. Amostras de pulmdo e intestino delgado de morcegos de
diferentes espécies e municipios do estado de Sao Paulo foram encaminhados ao Laboratério
de Virologia (LabVir) do Instituto de Ciéncias Basicas e da Saude (ICBS), como parte de uma
parceria com o programa de diagndstico de raiva do Instituto Pasteur. Todos os individuos
usados em este trabalho foram previamente testados com resultado negativo para o virus da
Raiva segundo protocolo do Instituto Pasteur. Este estudo foi aprovado pelo Comité de ética

no Uso de Animais do Instituto Pasteur (CEUA-IP), aprovagdo 04/2020.
3.2 Identificagdo das espécies de morcegos

Os individuos foram identificados geneticamente por sequenciamento do gene
mitocondrial Citocromo C Oxidase subunidade | (COl). Sendo assim, o DNA total de figado foi
extraido usando o kit RTP® DNA/RNA viroses Mini Kit (Stratec), seguindo as instrucdes do
fabricante. Um fragmento de aproximadamente 710 pb do gene COI foi amplificado por PCR,
usando os iniciadores universais LCO 1490 (5'- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G-3') e
HCO 2198 (5’- TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA -3’), seguindo condi¢des previamente
descritas (Tabela 1 e 2) (HEBERT et al., 2003).

Os produtos da amplificacdo foram purificados usando o kit MinElute® (QUIAGEN) e
encaminhados para sequenciamento por método de Sanger. As sequencias obtidas foram
editadas usando CHROMAS 2.6.5 e em seguida comparadas com sequencias disponiveis no

GenBank® para a identificacdo por homologia de sequencias.
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Tabela 6. Reagentes da PCR para amplificagdo de um fragmento do gene COl de morcegos

Reagente Concentragao Volume Conc;:';rlagao
Tampao sem Mg 10x 5uL 1X
MgCl, 50 mM 2,5uL 2,5mM
dNTPS 10 mM 8 uL 1,6 mM
LCO 1490 10 pmol 2,5 uL 0,5 pmol
HCO 2198 10 pmol 2,5 uL 0,5 pmol
Taqg DNA polymerase 5U/ uL 0,5 uL 0,05 U/ pL
Agua ultrapura -- 24 uL
DNA 100 ng/uL 5uL 10 ng/uL
Volume final -- 50 pL

Tabela 7. Condig¢des de ciclagem da PCR para amplificacdo de um fragmento do gene COIl de
morcegos

Fase Temperatura °C Duragao Ciclos
Desnaturacgado inicial 95°C 5 minutos 1
Desnaturacao 94°C 45 segundos
Anelamento 55°C 45 segundos 35
Extensao 72°C 2 minutos
Extensao final 72°C 10 minutos 1

3.3 Extracao de RNA e sintese de cDNA

Fragmentos de pulmao e/ou intestino (50-100 mg) foram submetidos a extracdo de
RNA total usando o reagente Trizol® (Invitrogen) seguindo as instrucdes do fabricante; o RNA
foi diluido em 50 pL de TE e quantificando por fluorometria no Quibit™ 2.0. A concentragao
do RNA foi ajustada para aproximadamente 100 ng/uL, e a partir de 10 uL de RNA foi
sintetizado o DNA complementar usando o kit de transcricdo reversa High Capacity (Applied
Biosystems™), e 15 pmol uma mistura de dois iniciadores anti-sense universais para alfa
influenzavirus Unil2 (5-AGC AAA AGC AGG-3’) e Unil2G (5- AGC GAA AGC AGG -3')
(HOFFMANN et al., 2001).

3.4 Controle interno

Com o objetivo de obter um controle interno da reagao de transcrigdo reversa e PCR,

foi amplificado um fragmento de 127 pb do transcrito do gene que codifica a Beta actina.
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Sendo assim, os iniciadores Bat/B-actin/F (5’-TCC TGG GYA TGG ART CCT GT-3’) e Bat/B-
actin/R (5’-CCK GGG TAC ATG GTG GTY CC-3’), foram desenhados usando sequencias de
morcegos disponiveis no Genbank®. Os acessos utilizados foram: XM _028527288.1,

XM_028527287.1, XM_024576734.1, GU134954.1, GU134949.1, XM_023532794.1,
XM_019637557.1, XM_011363829.2, XM_008156007.2, XM_005878947.2, JN613817.1,

JN613816.1. As condicBes e componentes nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Mistura de reagentes da PCR para amplificacdo de um fragmento do transcrito do

gene que codifica para Beta actina.

Reagente Concentracao final Volume Concentracgao
final
Buffer sem Mg 10x 2,5 uL 1X
MgCl, 50 mM 0,75 pL 1,5mM
dNTPS 10 mM 1ul 0,4 mM
Bat/B-atcin/F 10 pmol 0,5 pL 0,2 pmol
Bat/B-atcin/R 10 pmol 0,5 uL 0,2 pmol
Taqg DNA polymerase 5U/uL 0,2 uL 0,05 U/ uL
Agua ultrapura -- 17,55 uL -
cDNA - 2 uL
Volume final -- 25 uL -

Tabela 9. Condicées de ciclagem da PCR para amplificacdo de um fragmento do transcrito

do gene que codifica para Beta actina.

Fase Temperatura °C Duragao Ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 5 minutos 1
Desnaturagdo 94°C 30 segundos
Anelamento 60°C 45 segundos 35
Extensdo 72°C 50 segundos
Extensao final 72°C 10 minutos 1

3.5 PCR para a detecgao de alfa influenzavirus

Para a deteccdo de alfa influenzavirus foram utilizados iniciadores anteriormente
descritos (FOUCHIER et al., 2000) M52C (5'-CTT CTA ACC GAG GTC GAA ACG-3') e M253R (5'-
AGG GCA TTT TGG ACA AAG/T CGT CTA-3 ), os quais amplificam um fragmento de 245 pb de
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uma regido conservada do gene da proteina da Matriz (M). Condi¢des e concentra¢des dos
reagentes da reacdo estdo descritos nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10. Mistura de reagentes da PCR para amplificacdo de um fragmento do gene que

codifica para a proteina da Matriz dos alfa influenzavirus.

Reagente Concentragao Volume Concentragao
final
Buffer sem Mg 10x 2,5 uL 1X
MgCl, 50 mM 1pul 2,5mM
dNTPS 10 mM 1pul 0,4 mM
M52C 10 pmol 0,6 puL 0,24 pmol
M253R 10 pmol 0,6 puL 0,24 pmol
Tag DNA polymerase 5U/ uL 0,3 uL 0,05 U/ pL
Agua ultrapura -- 17 uL -—--
cDNA -- 2 uL -—--
Volume final -- 25 pL -

Tabela 11. Condigées de ciclagem da PCR para amplificagcao de um fragmento do gene que

codifica para a proteina da Matriz dos alfa influenzavirus.

Fase Temperatura °C Duragdo Ciclos
Desnaturacdo inicial 94°C 3 minutos 1
Desnaturagao 94°C 1 minuto
Anelamento 57°C 1 minuto 40
Extensdo 72°C 30 segundos
Extensao final 72°C 15 minutos 1

Como controle positivo, foi utilizado RNA de virus influenza HIN1 isolado de pulmao
de suino e confirmado por sequenciamento. Amplicdes positivos foram inseridos em um
plasmideo pCR2.1 TOPO TA (Invitrogen), e transformados quimicamente em células
Escherichia coli NEB® 10-beta competentes (New England Biolabs). O DNA plasmidial foi
purificado pelo método de lise alcalina (GREEN; SAMBROOK, 2012) clivado com a enzima
EcoRI (Jena Bioscience), e os clones contendo as sequencias alvo foram confirmados por PCR
e sequenciamento . Para determinar o limite de detec¢ao da PCR, diluigdes em base dez do
DNA plasmidial contendo 3,53x10% até 3,53x1072 cépias com o inserto do gene que codifica a

proteina M do virus HIN1 também foram testadas por PCR para IAV.



3.6 nPCR para a detecgao de coronavirus (Orthocoronavirinae)

Para a deteccdo de coronavirus foi utilizada uma RT-nPCR com iniciadores
previamente descritos (POON et al., 2005; CHU et al., 2011), Os quais amplificaram um
fragmento do gene da RNA polimerase dependente de RNA (RpRd). Os iniciadores,
concentracdes dos reagentes, e as condicdes de ciclagem sdo descritos nas Tabelas 12, 13 e

14 respetivamente. As concentragdes dos reagentes e as condi¢bes de ciclagem foram iguais

na primeira e segunda rodada.

Tabela 12. Iniciadores para a deteccao de Coronavirus

. . Tamanho do
Iniciadores Sequéncia (5' - 3')
fragmento
RdARp-N1-F GGK TGG GAY TAY CCK AARTG 602 ob
RdRp-N1-R TGY TGT SWR CAR AAY TCRTG P
RdRp-N2-F GGTTGGGACTATCCTAAGTGTGA 440 ob
RdRp-N2-R CCATCATCAGATAGAATCATCATA P

Tabela 13. Mistura de reagentes da PCR para a deteccdo de Coronavirus

Reagente Concentragao Volume Concentragao
final
Buffer sem Mg 10x 2,5 uL 1X
MgCl, 50 mM 0,75 pL 1,5mM
dNTPS 10 mM 1ul 0,4 mM
M52C 10 pmol 0,3 uL 0,12 pmol
M253R 10 pmol 0,3 uL 0,12 pmol
Tag DNA polymerase 5U/uL 0,2 uL 0,05 U/ uL
Agua ultrapura -- 17,95 uL -
cDNA - 2 uL
Volume final -- 25 uL -

Tabela 14. Condig¢des de ciclagem da PCR para amplificagdo de Coronavirus

Fase Temperatura °C Duragao Ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 10 minutos 1
Desnaturacao 95°C 30 segundos
Anelamento 48°C 45 segundos 40
Extensdo 72°C 50 segundos
Extensao final 72°C 10 minutos 1
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Como controle positivo foi utilizado RNA do virus SARS-CoV-2 cultivado e cedido pelo
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade S3o Paulo (USP). AmplicGes positivos da
segunda rodada foram inseridos em um plasmideo pCR2.1 TOPO TA (Invitrogen), e
transformados quimicamente em células Escherichia coli NEB® 10-beta competentes (New
England Biolabs). O DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina com SDS (GREEN;
SAMBROOK, 2012), clivado com a enzima EcoRl (Jena Bioscience), e os clones contendo as
sequencias alvo foram confirmados por PCR e sequenciamento. Para determinar o limite de
deteccdo da PCR, diluicdes em base dez do DNA plasmidial contendo 4,59x10% até 4,59X1072
copias com o inserto do gene que codifica a RpRd do SARS-CoV-2 também foram testadas por

PCR para a subfamilia Orthocoronavirinae.
3.7 Visualizagao dos produtos

Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose ao 1% P/V
colorido com 0,5 pg/mL de brometo de etidio a 50V durante 1 hora e corridos em paralelo

com um marcador de 100 pb (Ludwig Biotec).
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4 RESULTADOS
4.1 Municipios de origem dos morcegos.

Foram avaliados cento e onze individuos provenientes 23 municipios S3o Paulo:
Araraquara (n: 8), Campinas (n: 31), Caraguatatuba (n: 1), Catanduva (n: 3), Diadema (n: 2),
Holambra (n: 2), Itapira (n: 4), Jarinu (n: 1), Louveira (n: 4), Marilia (n: 5), Olimpia (n: 2),
Ribeirdo Preto (n: 22), Rio Claro (n: 3), Santa Cruz das Palmeiras (n: 1), Santa fé do Sul (n: 1)
Sao Bernardo do Campo (n: 3), Sdo Carlos (n: 1), S3o Jodo de Boa Vista (n: 1), Sumaré (n: 2),

Tatui (n: 1), Ubatuba (n: 2), Valinhos (n: 2), sdo Paulo (n: 2) (Figura 11).

Figura 11. Mapa com os municipios de origem dos morcegos.
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4.2 Identificacdo das espécies de morcegos
Os morcegos foram classificados em 12 espécies diferentes: Artibeus lituratus (n: 6),
Cynomops planirostris (n: 16), Eumops glaucinus (n: 10), Eumops perotis (n: 1), Glossophafa
soricina (n: 5), Molossus molossus (n: 36), Molossus rufus (n: 7), Myotis riparius (n: 1), Myotis
sp. (n:1), Stenodermatinae (n:2). Vinte e quatro amostras nao foram identificadas. As espécies

e o teste feito para cada 6rgao estdao descritos na Tabela 15.
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Tabela 15. Descricdo das espécies de morcegos identificados e drgaos testados por RT-PCR

para alfa influenzavirus e coronavirus.

Numero de individuos testados e tipo de amostra testada

Espécie ID P PelD Total
Artibeus lituratus 1 1 4 6
Cynomops planirostris 9 3 4 16
Eumops glaucinus 4 3 3 10
Eumops perotis 1 0 0 1
Eumops sp 0 0 1 1
Glossophaga soricina 3 1 1 5
Lasiurus ega 0 1 0 1
Molossus molossus 20 2 14 36
Molossus rufus 2 1 4 7
Myotis riparius 1 0 0 1
Myotis sp 1 0 0 1
Stenodermatinae 1 0 0 2
Ndo identificada 23 0 1 24

ID: Intestino delgado; P: Pulmao

4.3 Limite de detecgao da PCR para alfa influenzavirus

Quando as dilui¢cdes em base dez do DNA plasmidial foram submetidas a reacdes de
amplificac3o, resultados positivos foram obtidos até a diluicdo 107, a qual corresponde a 4,59
copias gendmicas por microlitro do Plasmideo TOPO TA contendo um fragmento de 245 pb

do gene que codifica a proteina M do virus HIN1 (Figura 13).

Figura 12. Foto da eletroforese em gel de agarose do limite de detecc¢do (LD) da RT-PCR para

a deteccdo de alfa influenzavirus. C+: Controle positivo (245 pb), C-: controle negativo.
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Quando as amostras de tecidos de pulmdo e intestino delgado dos cento e onze
invidos apresentados na Tabela 15 foram submetidas as RT-PCR do gene que codifica a
proteina de matriz dos IAV, ndo foi observada amplificacdo em nenhuma das amostras
testadas. A figura 14 apresenta o gel de eletroforese correspondente detecgcdo de RNA dos
IAV. A primeira coluna é o controle positivo, seguido de amostras de tecidos de pulmao e
intestino, o controle de reacdo contendo agua livre de nucleasse no lugar da amostra e o

marcador de peso molecular de 100 pb.

Figura 13. Foto da eletroforese em gel de agarose para a PCR para alfa influenzavirus nas

amostras de morcegos. C+: Controle positivo (245 pb), A: amostra, C-: controle negativo.

4.4 Amplificacao de coronavirus (Orthocoronavirinae)

A PCR das diluicdes em base dez do DNA plasmidial amplificou até a diluicdo 10®
contendo 3,53x103 cépias gendmicas por microlitro do Plasmideo TOPO TA contendo um
fragmento de 440 pb do gene que codifica para a proteina RdRp do virus SARS-CoV-2 (Figura
14).
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Figura 14. Foto da eletroforese em gel de agarose do LD da PCR para a detec¢do de

coronavirus nas amostras de morcegos. C+: Controle positivo (440 pb), C-: controle negativo.

1072 103 104 102 10 107 108 1029 10288 10719 C-- - "100pb

Quando as diferentes amostras de tecidos foram submetidas a RT-nPCR, ndo foi
observada amplificacdo para o gene da RdRp dos coronavirus (Orthocoronavirinae). Na figura
16 se apresenta a eletroforese, nos primeiros 12 pogos foram corridas amostras, seguido do
controle negativo contendo agua livre de nucleasse no lugar de amostra, controle positivos,

controle positivo diluido e por ultimo o marcador de peso molecular de 100 pb.

Figura 15. Foto da eletroforese em gel de agarose para a PCR para a deteccdo de coronavirus.

C+: Controle positivo (440pb), A: amostra.
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5 DISCUSSAO

Os morcegos possuem diversas caracteristicas bioldgicas que os tornam um
reservatério/hospedeiro fascinante e ideal para um grande nimero de microrganismos
potencialmente patogénicos e de interesse em saude publica (JONES et al., 2009; MORATELLI;
CALISHER, 2015). Muitos destes microrganismos sdo de origem viral, infectam morcegos ha
milhares de anos e atualmente circulam sem causar nenhum tipo de sintomatologia nesses
hospedeiros, provavelmente por desenvolveram uma estreita relacdo de co-evolucgdo e
mecanismos de tolerancia imunoldgica (SMITH; WANG, 2013; WYNNE; WANG, 2013; BROOK;
DOBSON, 2015). Por este motivo o objetivo deste estudo foi detectar, por métodos
moleculares, a presenca de IAV e coronavirus em morcegos coletados no Estado de Sao Paulo,

Brasil.

Neste estudo foram utilizadas uma RT-PCR para um fragmento da regido conservada
do gene da proteina da Matriz (M) dos alfa influenzavirus, e uma RT-nPCR para um fragmento
do gene que codifica a RNA polimerase dependente de RNA (RpRd) dos coronavirus. O limite
inferior de detec¢do das reagdes foi determinado em 4,59 cdpias gendmicas/uL para a RT-
PCR de 1AV, e 3,53x103 copias gendmicas/uL para a RT-nPCR de coronavirus. N3o foi
observada amplificagcdo quando as cento e onze amostras de pulmao e intestino de morcegos

provenientes do estado de Sdo Paulo foram submetidas as RT-PCRs.

Dada a importancia de algumas espécies de morcegos na manutencao da circulagao
de coronavirus na Asia, a grande maioria dos estudos de detec¢do destes em morcegos tem
sido feita a partir de espécies que ocorrem nessa regido geografica, especialmente na busca
de virus pertencentes a subfamilia Betacoronavirinae, de altissima relevancia em saude
publica. De forma geral, tem se reportando alta positividade (de 23% e 63%) (POON et al.,
2005; AUGUST; MATHEWS; NUNN, 2012), mas em um numero maior de estudos a
positividade ndo superou os 14% (CHU et al., 2006; TANG et al., 2006; GLOZA-RAUSCH et al.,
2008; ASANO et al., 2016; GOES et al., 2016; BITTAR et al., 2020). Apesar de ndo terem sido
detectados morcegos positivos para coronavirus no presente estudo, este resultado ndo esta
muito distante do que tem sido registrado no Brasil. Buscando identificar a presenca de
coronavirus em morcegos Desmodus rotundus, foi reportada uma frequéncia de positividade
de 14% (1/7) em trés morcegos D. rotundus e quatro morcegos insetivoros ndo identificados

(BRANDAO et al., 2008). Em outro estudo, foram encontrados 11,6% de animais positivos
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(12/103), sendo cinco individuos da espécie Molossus rufus, dois Molossus molossus,
Phyllostomus discolor e um individuo das espécies, Glossophaga soricina, Artibeus literatus e
Eptesicus sp. (BITTAR et al., 2020). GOES et al., em 2016, encontrou 3,7% de positividade
(15/401) em trés individuos das espécies Artibeus lituratus, Carollia perspicillata e Sturnira
lilium, dois individuos M. rufus e um individuo das espécies Eumops glaucinus, Glossophaga
soricina, Myotis nigricans, Myotis riparius, Sturnira lilium. Ainda em 2016, ASANO et al.
Identificou 2,9% (9/305) de animais positivos para coronavirus em trés morcegos Cynomops
abrasus, Cynomops planirostris, e um morcego da espécie Desmodus rotundus, Glossophaga
soricina, e Platyrrhinus lineatus (ASANO et al., 2016). E por ultimo, GOES et al., (2013)
encontrou frequéncia de positividade de 1% (2/197) em um individuo das espécies Molossus

molossus e um M. rufus.

A divergéncia na detecgdo de coronavirus entre os diferentes estudos, incluindo o
presente, pode ter diferentes explicacdes. Embora o controle interno tenha amplificado
corretamente em todas as mostras aqui testadas, ndo foi possivel controlar e garantir a cadeia
de refrigeracdo dos individuos/amostras antes de serem ingressadas no Instituto Pasteur. O
limite inferior de detec¢do da RT-nPCR aplicada aqui para identificacdo de coronavirus foi alto,
o que pode ter influenciado na falta de detec¢do desse virus nas amostras avaliadas. Nao
entanto, o limite foi estimado a partir da segunda rodada da RT-nPCR devido a que nao foi
possivel clonar o produto da primeira rodada, cuia fungdo seria a de enriquecimento, pelo
gue é possivel que a sensibilidade seja menor do aqui estimado. Nao foi possivel comparar a
sensibilidade com a de outros estudos pois esta ndo se encontra disponivel. Por outro lado, é
possivel que o numero de individuos testados por espécie ndao tenha sido suficiente para uma
adequada deteccdo de coronavirus, considerando-se que, para algumas espécies, somente
um individuo foi testado. Deste modo, a aplicacdo de uma técnica mais sensivel, como PCR
em tempo real, sequenciamento de alto desempenho, ou testar um maior nimero de
individuos de cada espécie, possibilite a identificacdo de coronavirus circulantes em morcegos

que ocorrem no Brasil.

A auséncia de evidéncia molecular de alfa influenzavirus nos morcegos deste estudo
concorda com resultados obtidos previamente por outros autores, uma vez que a frequéncia
de positividade dos IAV em diferentes espécies de morcegos tem se mostrado ainda mais

baixa do que a frequéncia dos coronavirus. No primeiro estudo que evidenciou a presenca de
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HL17NL10, em 2012, a frequéncia de positividade foi de 0,94% (3/316) em morcegos da
espécie Sturnira lilium na Guatemala. Um ano depois disso, foi identificado o virus HLI8NL11,
com uma frequéncia de positividade de 0,90% (1/110) em individuos da espécie Artibeus
lituratus no Peru (TONG et al., 2013). Em 2015, 1369 morcegos de 26 espécies diferentes da
Europa central foram testados para IAV sem que fosse achado evidéncia molecular da
presenca desse virus (FEREIDOUNI et al., 2015). No Brasil foi demonstrado em 2019 por
primeira vez o HL18NL11 em morcegos da espécie A. lituratus com uma frequéncia de 0,4%
(2/533), mesma espécie de morcego na qual o virus foi reportado no Peru (CAMPOS et al.,
2019). Recentemente, uma frequéncia de