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RESUMO

Reovirus aviarios (ARV, avian orthoreovirus) pertencem ao género Orthoreovirus,
familia Reoviridae, e podem infectar aves de diferentes espécies em todo o mundo. A
artrite viral em galinhas (Gallus gallus) pode ser causada pelo ARV e representa um
problema sanitario e econdémico, provocando perdas de produtividade nos lotes em
producdo e até de industrializagdo do produto final para consumo. O presente estudo
objetivou revisar a filogenia e a classificacdo de ARVs detectadas em galinhas em todo
mundo e avaliar a disseminacdo das principais linhagens presentes no Brasil. Cem
amostras foram obtidas de galinhas com suspeita de ARV de granjas de quatro
importantes estados produtores de frango do Brasil (RS, SP, PR e SC). Dezessete
amostras foram selecionadas para representar todo o banco, cultivadas em células,
submetidas a deteccdo de RNA por RT-PCR do segmento M e genotipadas pelo
sequenciamento do gene oC do segmento S do genoma de ARV. Em paralelo, foi
construido um dataset de sequéncias de nucleotideos do gene oC disponiveis no
Genbank para classificagdo de ARVs circulantes no mundo e identificagdo taxonémica
dos isolados brasileiros sequenciados. A analise filogenética foi realizada pelo método
de méaxima verossimilhanca e o estudo da histdria evolutiva das linhagens presentes no
Brasil por inferéncia bayesiana. Os dezessete isolados de ARV apresentaram resultado
positivo na RT-PCR, sendo sequenciados e incluidos na analise filogenética. Com base
na topologia da arvore, suporte filogenético e identidade de nucleotideos, a analise do
dataset com 468 sequéncias permitiu uma nova classificacdo taxonémica em cinco
principais linhagens de ARV (I a V), muitas das quais com duas ou mais sub-linhagens
(I vacinal, Ia, Ib, Ila, I1b, llc, IVa e IVb). As amostras brasileiras desse estudo foram
identificadas como Ib (n=11), lIb (n=2), Il (n=1) e V (n= 3); todas associadas a casos
de tenossinovite (com ou sem condenacdo de carcacas de frango em frigorificos) e/ou
sindrome de ma absorcdo em lotes de aves de producdo industrial. A Unica sub-
linhagem que apresentou sinal adequado para estudo temporal foi Ib, sendo
demonstrado que esta surgiu no mundo em 1968 (1953 a 1982, intervalo de maior
densidade posterior [HPD] de 95%) com um tamanho populacional efetivo e constante
ao longo do tempo, j& no Brasil a introducdo ocorreu em 2010 (2007 a 2012, [HPD] de
95%).

Palavras—chaves: Artrite, filogenia, genotipagem, Orthoreovirus, galinha, gene oC.



ABSTRACT

Avian reoviruses (ARVSs) belong to the genus Orthoreovirus, family Reoviridae, and
can infect birds of different species worldwide. Viral arthritis in chickens (Gallus
gallus) could be caused by ARV. It is an important health and economic problem in the
poultry industry, causing high losses in the productivity of the flocks as well as in the
chicken processing in the slaughterhouses. The present study aimed to review the
phylogeny and classification of ARVs detected in poultry flocks worldwide and to
evaluate the dissemination of the lineages occurring in Brazil. One hundred samples
were obtained from birds with suspected ARV from the four main Brazilian poultry-
producing states (SC, RS, PR and SP). Seventeen samples were selected to represent all
and cultured in cells. All of them were analyzed to detect ARV RNA by RT-PCR based
on the M segment and genotyped by RT-PCR and sequencing of oC gene. In parallel, a
dataset of gene oC nucleotide sequences available from Genbank was organized to
classify circulating ARVs in the world and taxonomic identification of the Brazilian
sequences. Phylogenetic analysis was performed by the maximum likelihood method
and the study of the evolutionary history of the lineages present in Brazil by Bayesian
inference. All 17 ARV isolates presented positive results in RT-PCR and could be
genotyped to be included in the phylogenetic analysis. Based on the tree topology,
phylogenetic support and nucleotide identity, the overall analysis of a dataset with 468
sequences allowed a new taxonomic classification in five main ARV strains (I to V),
many of them with two or more sublineages (I vacinne, la, Ib, lla, llb, llc, IVae IVDb).
The results showed the occurrence of the lineages Ib (n = 11), llb (n = 2), Il (n = 1) and
V (n = 3) in Brazil; all of them associated with clinical cases of tenosynovitis (with or
without condemnation of chicken carcasses in the slaughterhouses) or malabsorption
syndrome in industrial poultry flocks. The only sublineage that presented temporal
signal was Ib. This lineage appeared in the world in 1968 (1953 to 1982, 95% higher
posterior density range [HPD]) with an effective and constant population size over time.
In Brazil, it was introduced in 2010 (2007 to 2012, [HPD] of 95%).

Keywords: Arthritis, phylogeny, genotyping, Orthoreovirus, chicken, gene cC.
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1. INTRODUCAO

A producdo de carne de frango no Brasil é de 13,5 milhdes de toneladas (33,1%
destinados a exportacdo). O pais € 0 segundo maior produtor, atras apenas dos Estados
Unidos, e o principal exportador mundial (ABPA, 2018). O sucesso da cadeia produtiva
brasileira é fruto de um intenso trabalho de selecdo e melhoramento genético, adocao de
modernas técnicas de manejo e medidas de biosseguridade. O Brasil também apresentou
um crescimento acentuado nos lotes de aves para a producdo de frangos e ovos nas
Ultimas trés décadas. Muitos servicos veterinarios da industria e do governo nao
conseguiram responder adequadamente a esse enorme aumento na produgéo, inclusive
com a reducdo do rigor nas medidas de biosseguranca (GONCALVES; DE MORAES,
2017). Esta situacdo impbs condicdes extremas a salde animal, tendo em vista o
aumento da densidade populacional para facilitar nutricio e manejo (ANDREATTI
FILHO, 2007). A superlotacdo dos lotes nas granjas também pode ocasionar variacdes
fisiologicas significativas levando ao estresse imunoldgico e consequentemente quadros
de imunodepressdo, aumentando a multiplicacdo e disseminacao de virus e bactérias e a
ocorréncia de surtos das mais diversas doencas infecciosas nas aves de producdo
(HECKERT et al., 2002).

O controle sanitario dos plantéis em producdo é rotina nas granjas e empresas
avicolas. Medidas gerais de controle normalmente séo realizadas e envolvem a retirada
de carcacas de animais mortos, uso de agua de boa qualidade, controle de animais
sinantrépicos, assepsia do uniforme de funcionarios e visitantes, entre outros
(BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2010). Associada a estas estratégias, realiza-
se as imunizacdes das aves com programas de vacinacao especificos para os agentes das
principais doengas (como bronquite infecciosa, doenca de Gumboro, doenca de Marek,
etc). Além disso, Salmonella e Mycoplasma sdo monitorados na maioria dos lotes de
matrizes em producdo (ANDREATTI FILHO, 2007).

As demais patologias sdo normalmente avaliadas pela ocorréncia de
manifestagdes clinicas especificas nas aves. Em geral, existe uma atengdo maior dos
veterinarios de campo com sinais de doencgas respiratdrias, imunodepressoras e
entéricas. Ja a monitoria de doencgas associadas a outros quadros clinicos tem ficado em
segundo plano. As artrites infecciosas (tenossinovites), por exemplo, raramente s&o

avaliadas. Mas este quadro clinico causa imobilidade e prostracdo nas aves dos lotes em
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producdo. Animais com patologias no sistema locomotor ndo tém acesso a fonte de
alimento e 4gua, e muitos acabam reduzindo o crescimento e até mesmo morrendo por
inanicdo e desidratacdo. O resultado € um aumento da morbi-mortalidade e diminuicéo
da produtividade geral dos lotes afetados (BERTOZI; VASCONCELOS; OLIVEIRA,
2001; ANDREATTI FILHO, 2007).

Os principais agentes causadores de tenossinovites sao 0 Mycoplasma synoviae
(MS) e o reovirus aviario (ARV, avian reovirus) (JONES, 2008). M. synoviae apresenta
surtos, geralmente regionais, sendo raros 0s casos de ampla disseminagédo
(FERGUSON-NOEL, 2008). Com relacdo ao ARV, estudos recentes tém demonstrando
uma ocorréncia crescente em aves de producao em diferentes locais do mundo (DAVIS;
KULKARNI; FLETCHER, 2013; FARKAS et al., 2016; LI et al., 2016; LU et al.,
2015; TANG et al., 2016). Além da perda econémica nas granjas, as artrites podem
causar condenacdo de carcacas em frigorificos. Estudos post mortem de aves sob
inspecdo no Estado do Rio Grande do Sul demonstraram que artrites sdo importantes
causas de condenacOes parciais / totais de carcagas (GIOTTO, 2008; SCHLESTEIN,
2007; SESTERHENN et al., 2010). Estes dados sdo reforgados por um estudo em 173
abatedouros registrados no Sistema de Informacgdes Gerenciais do Servico de Inspe¢édo
Federal entre os anos de 2012 a 2015, que demonstrou a artrite como a 6 maior causa de

condenacdo parcial ou total de carcacas de frangos (COLDEBELLA et al., 2018).

ARV também pode desencadear um quadro de sindrome de ma absor¢do
(malabsorption syndrome - MAS), doenca multifatorial caracterizada principalmente
por retardo de crescimento, empenamento defeituoso e diarreia com alimentos néo
digeridos. Nestes casos, também ocorre a influéncia de outros agentes, tais como
enterovirus, adenovirus, parvovirus e diversas bactérias (MCFERRAN et al., 1984 apud
SONGSERM et al., 2002).

Os ARVs sdo normalmente avaliados por analises filogenéticas do gene oC do
segmento S1. Esse gene tem o maior nivel de divergéncia de sequéncias, sendo
preferencialmente usado na diferenciacdo e classificagéo das cepas desde 2003 (LIU et
al., 2003). Estudos prévios propuseram a provavel existéncia de seis linhagens virais
(identificadas por numeros romanos I, II, I, 1V, V e VI) circulando nas principais
regides de producéo industrial de aves em todo mundo (AYALEW et al., 2017; LIU et
al., 2003; LU et al., 2015; PALOMINO-TAPIA et al., 2018). No entanto, os sistemas de
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identificacdo e caracterizacdo de ARV previamente propostos apresentam divergéncias
(AYALEW etal., 2017; PALOMINO-TAPIA et al., 2018).

O presente estudo revisou a filogenia molecular e a classificacdo dos ARVs com
base em dados de sequéncias do gene oC de todo mundo. A partir de uma nova
classificacdo, foram determinadas as linhagens e sublinhagens atualmente circulantes no
Brasil. Anélises temporais adicionais objetivaram determinar o tempo do ancestral
recente mais comum e a historia evolutiva dessas linhagens detectadas nas amostras de

campo do Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Taxonomia e caracteristicas genéticas

Os ARVs sdo da familia Reoviridae, subfamilia Spinareovirinae, género
Orthoreovirus e espécie Avian Orthoreovirus. Existem também outras cinco espécies
neste género: Mammalian Orthoreovirus (MRV), Nelson Bay Orthoreovirus (NBV),
Baboon Orthoreovirus (BRV), Reptilian Orthoreovirus (RRV) e Piscine Orthoreovirus
(PRV). Os ARVs sdo especificos das aves e apresentam grande diversidade antigénica

e, em geral, auséncia de atividade hemaglutinante (ALFIERI et al., 2017).

As particulas virais se caracterizam pela simetria icosaédrica, auséncia de
envelope e genoma constituido por RNA fita dupla (double-stranded-RNA; dsRNA)
segmentado. O genoma esta envolto em um capsideo com dupla camada protéica, com
70 a 80 nm de diametro e consiste de 10 segmentos divididos em trés classes de
tamanho: trés grandes (Large - L1, L2 e L3), trés médios (Medium - M1, M2 e M3) e
quatro pequenos (Small - S1, S2, S3 e S4). O tamanho total do genoma é de
aproximadamente 23.500 pares de bases (ALFIERI et al., 2017; DAY, 2009) (Figura 1).

ARV MRV

Outer capsid Outer capsid
03 (oC) O o1
a2 (0B) a3
A3 (AC) a2

u2c (uBe) pic
dsRNA L

Inner capsid b 8’ Inner capsid
A1 (3A) 1
oo SL I T B
pl (wA) 15 Ol T4
32 (48) 23

Figura 1. Representacdo grafica de uma particula de orthoreovirus. (Superior esquerda) Representacdo
diagramética de uma particula de orthoreovirus em secéo transversal. As localizacGes e identidades das
proteinas estruturais do virus sdo indicadas usando o esquema de nomenclatura para ortoreovirus de
mamiferos (MRV) e ortoreovirus de aves (ARV). S&o indicados os componentes proteicos das capsides
internas e externas (Superior direita) Imagem gerada por computador do capsideo interno do
orthoreovirus 1 de mamiferos (MRV-1), baseada em dados de cristalografia de raios X. Fonte:
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV).
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Cada segmento geralmente codifica apenas uma proteina (exceto os segmentos

S1 e M3 que codificam duas), permitindo que o virus expresse pelo menos oito

proteinas estruturais primarias e quatro proteinas nao estruturais (Tabela 1). Enquanto o

nucleo interno é composto por cinco proteinas altamente conservadas (AA, AB, AC, pA e

oA), o capsideo externo ¢é constituido por trés proteinas mais variaveis (uB, oB e 6C)

(FARKAS et al., 2016).

Tabela 1. Caracterizacdo dos 10 segmentos gendmicos dos Avian orthoreovirus.

Classe

1 L1
2 L2
3 L3
4 M1
5 M2

M3
6
7

S1
8 S2
9 S3
10 S4

Adaptado: Alfieri et al., 2017.

Nucleotideos

3854

3916

3901

2304

2203

2241

1476

1331

1198

1196

Proteina

A3

A2

Al

p2

pl

MUNS +

UNSC

oC

olS
c2
oNS

o3

Aminoacido

1267

1289

1275

736

708

721

681

681

681

418

366

365

Distribuicéo
Camada interna
do capsideo

Camada externa
do capsideo

Camada interna
do capsideo

Camada interna
do capsideo

Camada externa
do capsideo

N&o estrutural

Nao estrutural

Camada externa
do capsideo

Nao estruturais

Camada interna
do capsideo

Nao estrutural

Camada externa
do capsideo

Fungéo
RNA polimerase

dependente de RNA

Guanilil-transferase,
metiltranferase

Proteina de ligacdo
ao RNA,
metaloproteina

Funcdo desconhecida

Funcdo na penetragéo
e ativagdo da
transcriptase

Funcdo desconhecida

Liga-se a0 RNA,
ativa a transcricdo
secundéria

Liga-se ao receptor,
determinante de
sorotipo

Funcéo desconhecida
Liga-se a0 RNA

Liga-se a0 RNA

Liga-se a0 RNA, atua
na tradugéo



17

As tentativas em classificar os ARVs de acordo com suas propriedades
soroldgicas nao tiveram éxito, pois os diversos isolados exibem alto grau de
heterogeneidade antigénica e com reatividade cruzada consideravel em testes de
neutralizacdo (BENAVENTE; MARTINEZ-COSTAS, 2007). Desta forma, foi proposta
a comparacdo da similaridade das sequencias do gene oC para a classificacdo de
linhagens. Inicialmente, foram descritos cinco linhagens de ARV (KANT et al., 2002).
Estudos posteriores propuseram seis linhagens filogenéticas distintas (I até VI) (LIU et
al., 2003; LU et al., 2015) (Figura 2 e Anexo 1).
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1)
Cluster 3

Figura 2. Filogenia de ARV a partir da analise da regido do gene oC. Fonte: Lu et al., 2015.

Linhagens (muitas vezes também chamados geno6tipos) identificados a partir de
outros genes da classe S (cA, oB ¢ oNS) ndo apresentaram correspondéncia com a
classificacdo de linhagens pela analise de oC. Dados recentes de sequéncias de genomas
completos demonstraram que rearranjos de segmentos e mutagcdes pontuais resultam em
cepas com elevada heterogeneidade genética (NIU et al., 2018; TANG; LU, 2016;
TENG et al., 2014). Mesmo assim, cC foi sempre o principal gene utilizado em estudos
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filogenéticos e a respectiva sequéncia de aminoacidos da proteina cC € avaliada para

determinacdo da protecdo vacinal devido & importancia antigénica (DAY, 2009).

A proteina oC ¢ codificada na terceira fase aberta de leitura (ORF, open reading
frame) do fragmento S1 (SCHNITZER, 1985), gerando uma cadeia polipetidica
relativamente pequena de 326 aminoacidos (BENAVENTE; MARTINEZ-COSTAS,
2007) (Figura 3). Essa € a proteina mais variavel dos ARVs (LIU et al., 2003; LIU;
GIAMBRONE, 1997) e induz a produgcdo de anticorpos neutralizantes
(WICKRAMASINGHE et al., 1993). Estes anticorpos devem ser gerados contra 0S
epitopos das sequéncias virais que existem no campo, garantindo assim protecdo contra
ARV (TAKASE et al., 1987). Portanto, 0 gene oC pode ter taxas evolutivas maiores
devido a forte selecdo imunoldgica, resultando na elevada heterogeneidade observada
na pratica e que pode até se refletir na patogenicidade (NI; KEMP, 1995;
ROSENBERGER et al., 1989). Estudos mais antigos demonstram que essa Situacao
levou a existéncia de pelo menos 11 sorotipos (TAKASE et al., 1987), dificultando a
eficiéncia das cepas vacinais frente aos isolados circulantes nas aves (VASSERMAN et
al., 2004).

-3 +4

AUG
ACA C .3 sl

. u3c:GAu gé GGGAUGG
* I * *

|
125 293 319 630 731 1608 1644
L e
I ‘ | |
ORF-1g 7 Z
v
p10 (98 aa)

p17 (146 aa) v
oC (326 aa)

Figura 3. Representacdo diagramatica do mRNA da cepa s1133 do segmento S1 do reovirus aviario. . O
transcrito do S1 tem 1644 nucleotideos e contém trés cistrdes fora de fase e parcialmente sobrepostos. O
primeiro cistron (ORF-1, nucleotideos 25-319) expressa pl0, o segundo cistron (ORF-2, nucleotideos
293-731) pl7 e o terceiro cistron (ORF-3, nucleotideos 630-1608), a proteina de liga¢do celular cC. As
sequencias de nucleotideos que rodeiam o coddo de iniciacdo dos trés cistrdes (posi¢bes -3 a +4) sdo
mostradas no topo, e o primeiro nucleétido de cada um dos trés coddes de terminacdo é indicado com um
asterisco. Fonte: Benavente; Martinez-Costas, 2007.
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2.2 Reovirose: Patogenia, aspectos clinicos e alteracdes patoldgicas

A primeira detecgdo do ARV ocorreu em 1954 em casos de tenossinovite em um
lote de frangos de corte com lesdes nas articulacdes que ndo eram eliminadas com o uso
de antibioticos (KERR; OLSON, 1964). Olson & Kerr (1966) determinaram que o
agente causador era um virus, que passou a ser denominado de “agente viral da artrite”,
posteriormente identificado como reovirus por microscopia eletronica (WALKER;
FRIEDMAN; OLSON, 1972). No Brasil, o primeiro isolamento foi em frangos de corte
com processos inflamatorios articulares (BOTTINO et al., 1975). Causada pelo mesmo
agente, a sindrome da ma absorcdo (MAS) foi diagnosticada pela primeira vez no Brasil
nos anos 70 (VAN DER HEIDE; LITTICKEN; HORZINEK, 1981). A partir de ent&o,
diversos estudos de isolamento viral e caracterizacdo genética foram desenvolvidos para
melhor esclarecimento das reoviroses em galinhas. As infeccdes ocorrem normalmente
por linhagens de baixa patogenicidade e as manifestacfes clinicas ndo sdo evidentes. Ja
a ocorréncia de uma cepa mais virulenta combinada com aves imunodeprimidas pode

resultar nos dois quadros clinicos especificos: artrite viral e MAS (JONES, 2008).

O virus pode ser transmitido verticalmente e horizontalmente. A principal rota
parece ser a horizontal, ou seja, pelo contato direto com aves doentes que excretam o
virus pelas fezes por longos periodos e acabam contaminando o ambiente
(MACDONALD et al.,, 1978; NHAM et al., 2017). Roessler & Rosenberger (1989)
demonstraram que os frangos de um dia de idade sdo mais suscetiveis ao reovirus
introduzido via respiratoria. Embora raros, existem também relatos de transmisséo
vertical (DAVIS; KULKARNI; FLETCHER, 2012; JONES, 2008).

Em aves jovens (1 a 3 semanas), pode ocorrer a MAS, sindrome da refugagem,
problemas entéricos e imunodepressdo, além da tenossinovite (CRITTER et al., 2006;
DAVIS; KULKARNI; FLETCHER, 2013). A MAS é caracterizada por ser multifatorial
e apresentar retardo do crescimento. As caracteristicas patologicas incluem
proventriculite, enterite, atrofia de vilosidade, fusdo de vilosidade e pancreatite. Além
do ARV, outros agentes (enterovirus, adenovirus, parvovirus e diversas bactérias) foram
associados a essa sindrome (SONGSERM et al., 2002), onde as elevadas taxas de
conversdo alimentar e a diminuicdo do peso corporal sdo caracteristicas clinicas
constantes em frangos, resultando em importantes perdas econémicas (PAGE et al.,
1980).
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Estudos de inoculacdo in vivo descreveram que as primeiras alteracdes
observadas apds a inoculacdo do virus pelo coxin plantar sdo na articulacdo tibiotarsica
com presenca de infiltrado inflamat6rio mononuclear e heterofilico na bainha tendinosa
do flexor digital, iniciando uma semana apos a exposicdo (VASCONCELOS et al.,
2001). Porém, a entrada e replicacdo primaria do reovirus na infeccdo natural e
experimental por via oral ocorrem no epitélio intestinal e na bursa de Fabricius,
normalmente 12 h ap6s a infecgdo (CRITTER et al., 2006). Apos a infeccdo de aves
suscetiveis, o periodo de incubacdo depende da idade do animal acometido e a via de
infeccdo. Aves inoculadas com duas semanas de idade por via intramuscular apresentam
periodo de incubacdo de 11 dias até o inicio dos sinais clinicos. O reovirus atinge a
circulacdo pelas placas de Peyer no trato intestinal, resultando entdo em viremia. As
aves infectadas apresentam claudicacdo, dificuldade de locomocéao, permanecendo, na

maioria das vezes, em decubito ventral (CRITTER et al., 2006).

Alteracdes histologicas foram descritas por Kerr & Olson (1964), onde lesdes
causadas em infeccOes naturais e experimentais sdo as mesmas. Durante a fase aguda
(7-15 dias pos-inoculacdo no coxin plantar) ocorre edema, necrose de coagulacao,
acumulacdo de heterofilos e infiltrado perivascular. Também pode ser visualizada
hiperplasia e hipertrofia das células sinoviais, infiltracdo de linfocitos e macrofagos, e
proliferacdo de células reticulares. Essas Ultimas lesGes fazem com que as camadas
parietais e viscerais das bainhas dos tendfes se tornem grosseiramente espessadas
desenvolvendo uma periostite caracterizada por aumento dos osteoclastos. Durante a
fase cronica (a partir de 15 dias p6s-infeccdo), ocorre hipertrofia na membrana sinovial
e aumento dos vilos sinoviais. Apds 30 dias, as alteracfes inflamatdrias tornam-se mais
crénicas. Ocorre um aumento na quantidade de tecido fibroso e uma infiltragdo ou
proliferacdo pronunciada de células reticulares. Linfocitos, macrdfagos e células
plasmaticas também podem ser vistas (JONES, 2008; OLSON; KERR, 1966). Alguns
estudos evidenciaram que os tipos de células inflamatorias predominantes nos tecidos
afetados sdo linfocitos e células plasmaticas (LU et al., 2015; RECK et al., 2009).

A artrite viral nos lotes também tem resultado em condenacdo de carcacas nos
frigorificos por lesdes diversas, principalmente nas articulagdes das pegas para consumo
humano. De acordo com a Portaria 210 do MAPA, qualquer 6rgdo ou outra parte da

carcaca que estiver afetado por um processo inflamatdrio devera ser condenado se tiver
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evidéncia de carater sisttmico do problema. A carcaca e as visceras devem ser
totalmente descartadas (BRASIL, 1998).

2.3 Diagnostico

O diagndstico presuntivo da artrite viral é baseado nos sinais clinicos e lesdes
macroscopicas (Figura 4). Normalmente identifica-se edema unilateral ou bilateral na
regido proximal e distal a articulacdo tibiometatarsica, liquido seroso amarelo claro
entre os tenddes, cartilagens articulares ulceradas, hemorragia nos tenddes, fibrose e até
ruptura em casos cronicos. Essas alteragbes conferem uma doenca popularmente
conhecida como “joelho verde” gerando um aspecto repugnante nas pegas para

consumo. No entanto, os sinais da artrite ndo sdo patognoménicos e muitas lesdes

articulares podem ser causadas por M. synoviae, Staphylococcus e outras bactérias
(VAN DER HEIDE, 1977).

Figura 4. LesGes Macrosclpicas de casos de artrite viral causada por ARV. A) articulacdo
tibiotarsometatarsica: aumento moderado do volume unilateral (edema) associado a areas multifocais de
cor avermelhada (sangramento). B) Articulacdo tibiotarsometatarsica: aumento unilateral do volume
associado a hemorragia no tecido subcutaneo, conferindo uma coloracdo esverdeada a articulacdo. Fonte:
SOUZA et al., 2018

Uma maneira de identificar o agente é pelo isolamento viral, que pode ser
realizado com fracGes de 0sso sesamoide, com os tenddes que o0 atravessam, membrana
sinovial e cartilagem articular. O principal meio para multiplicacdo viral é por
inoculagdo em ovos embrionados através do saco vitelino de ovos livres de patdgenos
especificos (SPF), sendo que 0s reovirus tipicamente matam os embrides dentro de 5-6
dias (JONES, 2008). Também pode ser utilizado o cultivo primario de ceélulas
originadas de embrides de galinhas, como fibroblasto, rim, figado e pulméo. Entre as
linhagens celulares utilizadas no cultivo de reovirus, destaca-se a LMH que possui um

fendtipo epitelial e uma morfologia dendritica. As células LMH sdo altamente sensiveis
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ao ARV, adenovirus de aves, birnavirus, rotavirus, poxvirus e outros. Apds o cultivo da
linhagem é necessaria a incubagdo para a multiplicacéo viral, que pode envolver varias

passagens celulares e demorar de 5 a 7 dias (LU et al., 2015).

Os ARVs estdo entre os virus de facil cultivo celular, por isso muitas vezes é
tendencioso considera-los como a causa de uma condic¢éo clinica, quando eles realmente
podem desempenhar pouca ou nenhuma influéncia patologica (JONES, 2008). O efeito
citopatico causado nos cultivos celulares pode ser visualizado por presenca de células
gigantes ou "bloom-like". A confirmacdo da presenca do virus pode ser realizada pela
coloracdo destas células caracteristicas com o uso de anticorpos fluorescentes (FA)
especificos contra o ARV (LU et al., 2015).

Esses reovirus também podem ser facilmente diferenciados de outros virus por
caracteristicas fisico-quimicas tipicas e classicamente pela presenca de antigeno
especifico avaliado pelo teste de precipitacdo em gel (OLSON; WEISS, 1971). A
preparacdo do antigeno é realizada com ovos embrionérios de 9 a 11 dias de idade
inoculados pela membrana chamada corioalantdica (CAM). O teste de precipitacdo
pode ser usado para identificar isolados de reovirus se o anti-soro positivo conhecido
estiver disponivel, ou pode ser usado como indica¢do do estado imunolégico em lotes
afetados (JONES, 2008).

As metodologias acima foram substituidas, posteriormente, pelo ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) como teste soroldgico de escolha, devido a
possibilidade de automacao e agilidade no processamento de muitas amostras. Também
¢ importante destacar que o valor do diagnostico do perfil soroldgico é muitas vezes
dificil de interpretar, pois a infeccdo por reovirus é generalizada entre lotes comerciais.
A maior utilidade é normalmente como um indicador de imunidade ap0s a vacinagdo
(JONES, 2008).

Métodos moleculares (como hibridizacdo e RT-PCR) tém sido descritos para a
deteccdo de ARVs em tecidos infectados (LIU; GIAMBRONE, 1997; YIN; LEE,
1998). Mais recentemente, 0 sequenciamento de genomas completos demonstrou que o
segmento M1 (proteina pA) € o0 mais conservado (95% de similaridade) entre todos o0s
ARVs, sendo a regido alvo de escolha nos testes de RT-PCR de deteccdo (TANG; LU,
2016). A deteccdo molecular combinada de ARV e outros patdgenos foi demonstrada
com o uso de PCR multiplex (CATERINA et al., 2004; GUO et al., 2011). Uma nova
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metodologia para diagndstico foi proposta por Kumar et al. (2017), pelo método da
amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) da regido S3 do genoma que
codifica a proteina 6B (conservada entre os ARVS).

Adicionalmente, diferentes testes de biologia molecular tém sido propostos para
a identificacdo da linhagem viral. Liu et al. (2004) demonstraram que a RT-PCR
seguida de analise de fragmentos de restricdo (RFLP) fornece uma abordagem simples e
rapida para a caracterizagdo de isolados de ARV. Atualmente, sabe-se que a regido de
maior variabilidade dentro do genoma de reovirus é no segmento S1 que também
possibilita informar a diversidade genética pela amplificacdo por RT-PCR e

posteriormente sequenciamento da regido de interesse (FARKAS et al., 2016).

Os ARV, sendo virus segmentados, podem se recombinar e introduzir mudancas
drésticas na linhagem e no gendtipo pela troca direta de partes do genoma (JOKLIK;
RONER, 1995). Essas alteragdes podem gerar variantes antigenicamente distintas e
resultar em falhas das vacinas (TANG et al., 2016; TROXLER et al.,, 2013). A
elucidacdo completa dos genomas das linhagens virais de ARVs foi possivel pelo
sequenciamento de ultima geracdo (NGS) (MARSTON et al., 2013; TANG et al.,
2016). Os estudos de NGS também permitiram determinar a coinfeccdo de mais de um
tipo de reovirus em aves, demonstrando a possibilidade de rearranjo e recombinacao
entre esses virus e formacdo de novas variantes. Além disso, possibilitou um
entendimento completo dos dez segmentos virais e respectivos graus de variacdo
(TANG,; LU, 2016). Cada segmento possui determinado grau de conservacao e a analise
de diferentes regides pode gerar resultados divergentes com consequéncias nos
resultados filogenéticos (NIU et al., 2018; TENG et al., 2014). Sendo assim, a andlise
do genoma completo fornece maior clareza da dindmica epidemioldgica do virus, assim

como jéa realizado para outros patogenos (LU et al., 2018; TAN et al., 2018).

2.4 Controle e profilaxia

A biosseguridade é uma ferramenta de grande importancia para manter os lotes
comerciais livres da infeccdo por ARV. Caso ocorra a contaminacdo dos plantéis, é
necessaria a remocao, limpeza e vazio sanitario das instalacfes para alocagdo de novas

aves. Os desinfetantes comercialmente disponiveis devem ser validados para eficacia
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antes do uso. A adocéo de procedimentos de biosseguridade é especialmente importante
para minimizar as infecgdes em aves jovens (JONES, 2008).

As vacinas e programas de imunizagdo visam fornecer protecdo a partir do
primeiro dia de idade. As vacinas comerciais vivas e inativadas passaram a ser
disponibilizadas no final dos anos 70 e inicio dos anos 80, respectivamente, sendo
utilizadas com sucesso em poedeiras e aves jovens para controlar casos clinicos de
artrite viral por muitos anos. A imunizacdo ativa pode ser conseguida por vacinagéo
com reovirus atenuado que geralmente € aplicada pela via subcutanea. A primeira cepa
utilizada que conferiu a neutralizacdo do agente in vitro foi a S1133 (VAN DER
HEIDE; KALBAC; BRUSTOLON, 1983). Atualmente, quatro cepas (S1133, 1733,
2408 e 2177) sao comercializadas para vacinacdo de lotes de aves contra 0 ARV.
Analises filogenéticas do gene cC comprovaram que todas as cepas vacinais pertencem
a linhagem | (AYALEW et al., 2017; LU et al., 2015; PALOMINO-TAPIA et al.,
2018).

No caso de utilizagdo de vacina viva, ela deve ser administrada antes do inicio
da producdo de ovos para prevenir a transmissdo transovariana da cepa vacinal
(GIAMBRONE; HATHCOCK; LOCKABY, 1991). As vantagens deste tipo de
programa de imunizacdo incluem a protecdo imediata da progénie de um dia fornecida
por anticorpos maternos (DOBSON; GLISSON, 1992).

Em um esforgo para controlar a doencga, as empresas avicolas optaram por usar
vacinas inativadas personalizadas, denominadas vacinas autdgenas, com isolados de
seus lotes para compensar a falta de protecdo das vacinas comerciais. No entanto, as
variantes emergentes desafiam os esforcos de controle de ARVs e o desenvolvimento de
novas vacinas € necessario para controle mais efetivo (LU et al., 2015; SELLERS,
2016). Atualmente, a cepa TARV-Crestview é utilizada como uma vacina autdgena
inativada nos Estados Unidos para o controle de reovirus entéricos de perus (TERVS) e
pertence a linhagem Il, contudo, mais estudos sdo necessarios para determinar sua

eficiéncia sobre todas as variantes circulantes (MOR et al., 2015).

2.5 Epidemiologia molecular / Distribuicédo geogréafica

Infeccbes por reovirus sdo prevalentes no mundo todo acometendo

principalmente galinhas, perus e outras espécies de aves. Um estudo recente de Lu et al.
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(2015) demonstrou a ocorréncia do virus na Pensilvania, em diversas espécies de aves
(frangos de corte, poedeiras, perus, perdizes, galinha de angola, faisées e codornas), em
301 amostras coletadas entre os anos de 2011 a 2014. O virus parece estar circulando
em paises como India, Hungria, China, Israel e Franca (FARKAS et al., 2016;
GOLDENBERG et al., 2010; KUMAR et al., 2017; LI et al., 2016; LU et al., 2015;
SELLERS, 2016; TROXLER et al., 2013).

Estudos realizados no Brasil demonstram a ocorréncia desse agente em lotes de
producdo comercial. Lorenzini et al. (1996), em um levantamento sorologico para ARV
com o uso do teste de ELISA, observaram a presenca de anticorpo para reovirus em
90,5% das amostras analisadas em matrizes de corte no Estado do RS. Deve-se destacar
que as aves ndo eram vacinadas, indicando o contato dessas com o virus de forma
natural. ARVs também foram demonstrados em lotes nas regides Centro-Oeste, Norte e
Sul do Estado de SC. Do total de 180 amostras de frangos de corte, 58,9% (106/180)
foram positivas na PCR para o Mycoplasma synoviae (MS) e 33,9% (61/180) para
ARV. Destas, 18,33% (33/180) amostras foram positivas tanto para MS quanto para
ARV. Foram analisadas também 150 amostras de matrizes de corte, sendo que 82,6%
(124/150) foram positivas para MS. As amostras positivas para 0 ARV totalizaram 20%
(30/150), sendo que 83,3% (25/30) foram positivas também para MS (RECK, 2011).

Desde 2011, numerosos casos de tenossinovite em frangos de corte foram
descritos em diferentes regides do mundo. Especialmente na Franca, um estudo
demonstrou que isso ocorria mesmo em matrizes vacinadas para ARV (TROXLER et
al., 2013). Testes soroldgicos mostraram titulos consistentemente altos de anticorpos
nos lotes das matrizes vacinadas e também transmissao de anticorpos para a progénie,
mas mesmo assim as aves apresentavam os sinais clinicos da doenca. Na tentativa de
caracterizar essa nova variante circulante, foi realizado o sequenciamento do gene oC e
posterior analise filogenética. Os isolados agruparam-se junto a linhagem vacinal I,

porém em um ramo filogeneticamente distante (TROXLER et al., 2013).

Na industria de frango de corte do Canada, também foi constatado um amento na
incidéncia de artrite/tenossinovite ap6s programas de vacinagdo contra ARV. Este
achado poderia indicar que os programas de vacinagdo ndo estavam adequados ou que
0s ARV de campo ndo sdo suscetiveis as vacinas comerciais atuais. De 59 granjas

produtoras de frango, 98,3% foram positivas para o teste de ELISA, com sinais clinicos
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ocorrendo em 10 a 15% nos lotes amostrados. Ao final do estudo, nenhum dos isolados
detectados agrupou-se no clado vacinal na andlise filogenética, sugerindo que as cepas
de ARV circulantes divergiram ainda mais em relagdo as cepas vacinais (AYALEW et
al., 2017).

Outro estudo realizado com 38 ARVs isolados no Canadd (2012-2017)
demonstrou o sequénciamento do gene oC e a comparacdo com 37 sequéncias
disponiveis no Genbank (todas do mesmo pais), além das quatro cepas vacinais (S1133,
1733, 2177 e 2408). A andlise filogenética permitiu constatar que todas as seis
linhagens descritas estavam circulando no local amostrado, sem distingdo por ano de
isolamento ou local de coleta. Todos os isolados vacinais agruparam-se em um mesmo
clado (linhagem I) separados das demais amostras, confirmando a divergéncia das cepas
de campo circulantes em relacdo as vacinas disponiveis (PALOMINO-TAPIA et al.,
2018).

Diversos estudos foram realizados para caracterizar os ARVs e demonstrar a
circulacdo das diversas linhagens, bem como a associacdo destas com diferentes
quadros clinicos. No entanto, até 0 momento, ndo foi possivel relacionar a infec¢do pelo
virus com nenhum dos critérios citados; por exemplo, area geografica com linhagem
especifica ou severidade da doenca (GOLDENBERG et al., 2010; KANT et al., 2002;
LIU etal., 2003).

Analises filogenéticas demonstraram que a linhagem | além de englobar todas as
vacinas comerciais disponiveis, ainda estd circulando pela Tunisia, Israel, China,
Alemanha, Estados Unidos, Canada e Franca. Esta linhagem parece ser a mais antiga e
ainda presente na producdo comercial de aves, visto que engloba sequéncias isoladas de
1970 até 2017 (HELLAL KORT et al.,, 2013; PALOMINO-TAPIA et al., 2018;
TROXLER et al., 2013). Ja foi confirmado que a linhagem 11 esteve circulando em aves
comerciais brasileiras no ano de 2013 e apresentou similaridade com cepas dos Estados
Unidos, Alemanha e Canada de anos proximos (2013-2016) (AYALEW et al., 2017;
KANT et al., 2002; PALOMINO-TAPIA et al., 2018; SOUZA et al., 2018).

A linhagem IIl parece estar disseminada principalmente entre dois paises:
Estados Unidos e Canada, apresentando alguns casos em Israel, nos anos de 2011 a
2016 (PALOMINO-TAPIA et al., 2018; TANG et al., 2016). Ja a linhagem IV parece

ser a segunda mais antiga e ainda presente no campo, com sequéncias de 1988 a 2017,
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distribuidas pela Holanda, Alemanha, China, Estados Unidos e Canada (KANT et al.,
2002; LU et al., 2015; PALOMINO-TAPIA et al., 2018).

No Brasil, também ja ocorreu a detecgdo da linhagem V em 2013 na mesma
granja que apresentou a linhagem 11 (SOUZA et al., 2018). Esta variante foi detectada
algumas vezes nos anos noventa até 2000 na Alemanha, Israel e Australia (KANT et al.,
2002), mostrando maior disseminacdo apos 2010 nos Estados Unidos e Canada (LU et
al., 2015; PALOMINO-TAPIA et al., 2018; SELLERS, 2016). Apesar da linhagem VI
ser descrita e caracterizada por alguns autores nos Estados Unidos e Canada (AYALEW
et al., 2017; KANT et al., 2002), ela ndo apresenta clara divisdo com a linhagem 1V e
esse grau de similaridade pode gerar confusdo na classificacdo dos virus (PALOMINO-
TAPIA et al., 2018).

3. OBJETIVOS

Realizar a deteccdo e caracterizacdo genética e estudar a epidemiologia
molecular de reovirus aviarios identificados em granjas de producdo comercial de aves

no Brasil.

3.1 Objetivos especificos

1) Detectar a ocorréncia de reovirus aviarios em granjas de producdo comercial no
Brasil.

2) Caracterizar geneticamente os reovirus detectados pelo sequenciamento da
regido oC.

3) Realizar andlises filogenéticas, filodindmica e filogeografica para determinar a

introducdo e circulacao deste virus.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Este trabalho consiste na revisdo das filogenias moleculares e classificacdo de
ARVSs com base no gene oC de sequencias de todo o mundo, com enfoque especial nas
linhagens atualmente circulantes no Brasil. Além disso, amostras foram submetidas ao
sequenciamento parcial do gene oC e analisadas filogeneticamente em comparagdo a
outras amostras do pais e também com cepas de referéncia do GenBank. Analises
temporais adicionais objetivaram determinar o tempo do ancestral recente mais comum
e a histdria evolutiva das linhagens detectadas nas amostras de campo brasileiras. Os
dados obtidos foram consolidados em um manuscrito em preparagdo que devera ser
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5. DISCUSSAO GERAL

A avicultura industrial brasileira ocupa lugar de destaque entre os principais
paises produtores de frango de corte de todo mundo. As exportacdes alcancaram 4,1
milhGes de toneladas, gerando uma receita de 6,571 bilhes de ddlares em 2018. Apesar
do valor aparentemente elevado, ocorreu uma queda de 5,1% em comparagdo com
2017, decorrente das restricbes de mercados importadores apds a deteccdo de
Salmonella em carcacas de frango de corte destinadas a exportacdo (ABPA, 2018 ). A
importancia do setor para a economia do pais € evidente, tornando os métodos de
controle da qualidade de produtos de origem avicola rotineiros para as empresas

produtoras.

Entre os principais problemas de ordem sanitaria que causam prejuizo, tanto na
producdo como no momento do abate (devido as condenagbes post-mortem), destacam-
se 0s que afetam o sistema locomotor como artrite e tenossinovites infecciosas. Aves
com artrite causada por ARV normalmente apresentam uma condi¢do clinica
popularmente chamada de “joelho verde” caracterizada por edema e hemorragia na
articulacdo afetada (SOUZA et al., 2018). Conforme legislacdo brasileira, qualquer
processo infeccioso resulta no descarte parcial ou total da carcaca afetada. Essa perda,
quando parcial, afeta principalmente a exportacdo, pois 0s pés dos frangos sdo
comercializados para o mercado asiatico (BRI1Z10; SALLES; PRENTICE, 2013). Para
a producéo de frango inteiro conhecido como “griller”, a presenca de ARV esta entre as
cinco principais causas de condenacdo parcial da carcaca por aspecto repugnante
(SCHERER FILHO, 2009).

O numero real de casos de artrite/tenossinovite € provavelmente subestimado,
visto que o descarte durante o processo produtivo normalmente ndo é contabilizado
(SANTANA et al., 2008; SOUZA et al., 2018). Ja as aves que apresentam MAS cursam
com elevadas taxas de conversdo alimentar e diminui¢do do peso corporal durante a fase
produtiva (PAGE et al., 1980). A grande maioria dos casos de artrite viral e MAS tém
sido associada a diferentes genotipos de ARVs no Brasil e mesmo em outros paises
produtores de frangos de corte (LU et al., 2015; PALOMINO-TAPIA et al., 2018;
SOUZA et al., 2018).
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Inicialmente, o presente estudo visava realizar a identificacdo molecular das
linhagens/gendtipos de ARV presentes no Brasil. Na revisdo de literatura, observou-se
que os estudos prévios classificavam os ARVs de diferentes formas: linhagens,
gendtipos e até mesmo “agrupamento de genodtipos” (LIU et al., 2003; LU et al., 2015;
PALOMINO-TAPIA et al., 2018, AYALEW et al., 2017). Com relacao as linhagens, 0s
estudos descreviam a ocorréncia de seis linhagens em todo mundo (I, II, I, IV, V e
V1), sempre com base na andlise filogenética do gene cC (AYALEW et al., 2017; LIU
et al., 2003; LU et al., 2015; PALOMINO-TAPIA et al., 2018). No entanto, ndo havia
concordancia entre muitos estudos, ocorrendo até divergéncias de classificacdo
(AYALEW et al., 2017; PALOMINO-TAPIA et al., 2018). A construcdo de um grande
dataset de sequéncias do gene oC, e a realizacdo de uma analise filogenética mais
completa que as anteriores, evidenciaram a necessidade de revisdo taxonémica e da
forma de classificacdo. A formacdo de clados e subclados com divergéncia de
nucleotideos levou a proposicdo de classificar em linhagens e sublinhagens. Cinco
linhagens (I, 11, 111, 1V e V) puderam ser efetivamente classificadas com base no suporte
filogenético e na topologia da arvore. Esse critério atualiza o originalmente proposto
por LIU et al., (2003), que considerou sequéncias com mais de 12% de divergéncia

como sendo de linhagens diferentes.

O presente estudo também demonstrou que, na avaliacdo pela topologia da
arvore, ndo existe o grupo de sequencias previamente classificadas como linhagem VI.
Essas sequencias de ARVs, identificadas em amostras de aves, circulando nos EUA e
Canada, distribuiram-se na base da arvore filogenética em pequenos ramos com
suportes variando de 59% a 99%. Ja foi relatado por PALOMINO-TAPIA et al. (2018)
que as linhagens IV e VI apresentam certo grau de identidade, dificultando a
classificagdo de ARVs pertencentes a estes grupos.

A filogenia também evidenciou a formacéo de pequenos ramos filogenéticos que
compartilhavam o mesmo ancestral comum e apresentavam similaridade nucleotidicas
superiores a 80%. Sendo assim, estes pequenos grupos foram classificados em
sublinhagens. Foram demonstradas trés sublinhagens da linhagem 1 (I Vacinal, la, Ib),
trés da linhagem 11 (l1a, 11b e lic) e duas da linhagem IV (IVa e IVb). Esse é o primeiro
estudo a propor a classificacdo em sublinhagens a partir da analise de um dataset com

um grande nimero de sequéncias.
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Com essa nova classificacao, as amostras brasileiras foram identificadas como |
(n= 11; todos Ib), Il (n= 2; todos IIb), Il (n=1) e V (n= 3). Esses 17 isolados foram
provenientes de aves com diferentes quadros clinicos (artrite, associada ou ndo com
condenacdo de carcacas de frango em frigorificos, e/ou sindrome de ma absor¢édo) de
quatro diferentes estados brasileiros (RS, PR, SC e SP) durante os anos de 2016 a 2017.
Esses resultados demonstram a efetiva circulagcdo de diferentes linhagens conforme
descrito previamente (SOUZA et al 2018). Mas ndo houve associacao de doenca clinica
com nenhuma linhagem/sublinhagem e nem com regido de coleta, como ja descrito por
outros pesquisadores (NHAM et al., 2017; SELLERS, 2013).

Destes isolados, onze agruparam-se a linhagem I, ou seja, a mesma das quatro
cepas vacinais disponiveis no mercado. Ao analisar a filogenia com base no critério de
classificacdo de sublinhagens, as sequencias brasileiras agruparam-se ao Ib, enquanto as
cepas vacinas pertencem a sublinhagem vacinal. Seis sequencias isoladas na Franca
entre 2011 e 2012 apresentaram alta similaridade com as cepas brasileiras na
sublinhagem Ib. O estudo prévio demonstrou que as aves apresentaram sintomatologia
clinica de artrite viral quando expostas ao virus mesmo apos a vacinacdo das matrizes e
até mesmo da propria progénie, reforcando que as cepas vacinais disponiveis ndo
conferiram imunidade nem para isolados pertencentes a mesma linhagem viral
(TROXLER et al., 2013).

Todas as linhagens e sublinhagens foram avaliadas quanto ao seu sinal temporal,
isto é, associacdo entre distancias genéticas e datas de amostragem. Apenas a
sublinhagem Ib apresentou forte associacdo entre esses parametros e pdde ser submetida
a analise bayesiana para determinar o ano de surgimento e a data de entrada no Brasil.
Os resultados demonstraram que esta sublinhagem comegou a circular no mundo em

1968 e a introducédo no Brasil ocorreu proximo ao ano de 2010.

Estes dados sugerem que os ARVs continuam ocorrendo nas aves comerciais de
todo 0 mundo e que a falta de eficiéncia vacinal e medidas de bioseguridade adequadas
tem permitido o surgimento de novas variantes de ARV nos plantéis do pais. Este é o
primeiro estudo a reportar a histéria evolutiva dos ARVs, especialmente da
sublinhagem Ib, no mundo. Outros estudos com virus segmentados parecidos

estruturalmente ao ARV utilizaram uma metodologia semelhante para reportar a
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dindmica viral ao longo do tempo (MININ; BLOOMQUIST; SUCHARD, 2008) e que

também foi demonstrado para outros virus (TAN et al., 2018).

As particulas virais de ARV possuem 10 segmentos gendmicos que apresentam
taxas evolutivas distintas, dentre eles o segmento S1, especialmente a regido
codificadora da proteina oC, apresenta a maior taxa evolutiva, sendo eficiente para
caracterizacdo réapida dos virus circulantes (BENAVENTE; MARTINEZ-COSTAS,
2007; LIU et al., 2003; MOR et al., 2014, 2015). No entanto, esta ndo parece ser a
regido mais adequada para utilizacdo em inferéncia bayesiana, possivelmente devido a
rapida evolucdo viral que ndo acompanha a divergéncia esperada ao longo dos anos.
Para completo entendimento e caracterizacao da historia viral de todas as linhagens e

sublinhagens, seria importante analisar outros segmentos de ARVSs circulantes.

Outro aspecto importante é quanto a antigenicidade, a variabilidade nucleotidica
do gene oC (981 pb) é muito maior do que a dos outros segmentos presumivelmente
como um reflexo das pressdes evolutivas exercidas pela resposta imune do hospedeiro a
essa proteina externa do capsideo, possivelmente levando ao surgimento de mutantes
para evitar o clearance pelo sistema imune do hospedeiro. A distribuicdo de variantes
dentro da populagdo viral acaba dificultando a eliminacdo do virus em processos de
imunizacdo (LI1U et al., 2003).

Adicionalmente, vacinas desenvolvidas contra determinados tipos virais s&o
ineficientes contra cepas de campo de outras linhagens e até mesmo de mesma linhagem
(TROXLER et al., 2013). A limitada diversidade de vacinas (todas para a linhagem |
sublinhagem Vacinal) resulta em uma provavel baixa protecdo, ndo conferindo
imunidade contra as cepas de campo de ARV que circulam nos lotes de aves em todo o
mundo (AYALEW et al, 2017; TANG; LU, 2015). Portanto, as predi¢des de
antigenicidade baseadas em sequéncia de aminoacidos dos epitopos de cepas relevantes
de ARVs circulantes no campo devem ser consideradas para a elaboracdo de novas
vacinas que confiram imunidade para as linhagens circulantes (GOLDENBERG et al.,
2010).

Visando resolver essa questdo, alguns paises tém optado pela utilizacdo de
vacinas autdgenas, através da producdo de uma cepa de ARV inativada e imunogénica
com base nos isolados virais da propriedade de interesse. Esta deve ser capaz de gerar

resposta imune no hospedeiro evitando a contaminacdo ou desenvolvimento da
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sintomatologia clinica da doenca (PALOMINO-TAPIA et al., 2018). Para tanto, as
linhagens virais circulantes devem ser conhecidas, pois a alta variacdo viral sugere que
uma vacina autdgena pode ndo conferir protecdo contra virus de mesma linhagem ou

sublinhagem.

Todos estes aspectos reforgcam a necessidade da elucidagdo do genoma viral dos
ARVs circulantes. Neste estudo, os mesmos 17 isolados sequenciados pelo método de
Sanger foram submetidos ao sequenciamento de genoma completo (sendo inclusive o
principal objetivo do projeto original), procurando caracterizar todos os segmentos e
realizar as devidas avaliagdes filogenéticas (nos diferentes genes) e de estruturas
antigénicas. No entanto, a qualidade do sequenciamento foi baixa, ndo fornecendo
informacdes confiaveis para uma avaliacdo genémica adequada. Novos estudos devem
prever a realizacdo do sequenciamento completo do genoma das variantes virais, tanto
para aprimorar a classificacdo como para conhecer melhor a epidemiologia dos ARVs

no mundo e no Brasil.
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CONCLUSOES

Uma nova classificacdo taxondmica foi proposta considerando a existéncia de
apenas cinco linhagens (I, II, 1, IV e V) e ndo seis como previamente
propostos. Sublinhagens foram nomeadas com base no grau de identidade da

matriz de nucleotideos.

O presente estudo evidenciou a ocorréncia de quatro linhagens distintas (I, 11, 111

e V), presentes nas regides Sul e Sudeste do Brasil.

A sublinhagem Ib comegou a ocorrer no Brasil a menos de 10 anos e a cepa
vacinal parece ndo ter efeito protetivo contra infeccbes por ARVS dessa

sublinhagem.
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Anexo 1 - Filogenia de ARV a partir da analise da regiao do gene oC. Fonte: Lu et al.,
2015.
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