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RESUMO

BARBOSA, C. M. Coronavirus em aves silvestres e domésticas provenientes de diferentes
regides do Brasil. 2015 f.62 Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2015.

Devido ao seu mecanismo Unico de replicacdo, os CoVs tém uma tendéncia a sofrer
recombinagfes e mutacOes, 0 que permite que se adaptem constantemente a novos hospedeiros
e nichos ecolégicos (WOO et al., 2012), podendo inclusive passar a acometer o homem, a
exemplo do ocorrido com os Coronavirus causadores da Sindrome Respiratdria Aguda Severa
(SARS) e da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS) (CHAN et al., 2013). Apesar
de ainda ndo terem sido relatados Coronavirus aviarios com potencial zoonoético, espécies de
aves silvestres e domésticas podem portar CoVs de grande importancia econémica como o
Virus da Bronquite Infecciosa (IBV) que causa lesdes em trato gastrintestinal, respiratorio,
urinario e reprodutor, levando a taxas de mortalidade de cerca de 30% e quedas bruscas na
producdo de ovos (CAVANNAGH,2007). Além disso, nos ultimos anos, diversos novos CoVs
geneticamente distintos do IBV vém sendo identificados em diferentes familias de aves e
mamiferos silvestres e domésticos. O Brasil contem 18% do total da diversidade de espécies de
aves no mundo (CBRO 2011; http://www.cbro.org.br) e 0 maior nimero de espécies ameacadas
de extincdo (DEVELEY; GOERCK, 2009), no entanto, estudos sobre a presenga de
Coronavirus em aves silvestres ainda sdo bastante escassos. O presente estudo tem por objetivo

realizar analise retrospectiva da presenca de Coronavirus em swabs traqueais e cloacais de aves
silvestres e domésticas provenientes de diferentes regides brasileiras, coletadas entre 0s anos
de 2004 e 2013; realizar a caracterizacdo molecular dos virus encontrados, através do
sequenciamento parcial do gene da RNA polimerase RNA dependente (RpRd) nas amostras
positivas e andlise filogenética afim de correlacionar a epidemiologia dos virus encontrados as
rotas de migracBes de aves e a proximidade das regides urbanas e de granjas avicolas,
verificando a possibilidade de transmisséo. Para isso, as amostras foram submetidas a extragéo
de RNA total seguida das reacbes de Transcricdo Reversa (RT), Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e Nested-PCR, com primers que tém como alvo o gene da RpRd, e 0s
resultados foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose. As amostras positivas
foram purificadas e sequenciadas. Uma vez que o gene da proteina S dos Coronavirus é bastante
variavel entre os diferentes grupos, somente as amostras que apresentaram Gammacoronavirus
foram submetidas a protocolos similares com primers que tém como alvo regides gene da

proteina S do IBV. Do total de 746 amostras testadas, 25 apresentaram resultados positivos para


http://www.cbro.org.br/

os Coronavirus na PCR e Nested-PCR com primers para o gene da RpRd e foram sequenciadas.
Obtivemos sucesso no sequenciamento de 7 dessas amostras, sendo 4 positivas para
Gammacoronavirus e 3 positivas para Deltacoronavirus. Na tentativa de sequenciamento da
proteina S dos 4 Gammacoronavirus encontrados, obtivemos sucesso na amostra proveniente
de uma galinha (Gallus gallus), coletada na Ilha de Marajo-PA. Essa amostra mostrou
sequéncia sendo identificada como uma cepa de IBV proxima a cepas detectadas anteriormente
no Brasil. Estes trabalho € inédito no Brasil, pois demonstra a presenca de Gamma e
Deltacoronavirus aviarios circulando em diversas regides do pais, proximo a regides urbanas e
de industrias avicolas, mostrando evidéncias de que aves silvestres podem carrear estes

Coronavirus entre diferentes sitios migratorios no Brasil.

Palavras-chave: Coronavirus. Aves silvestres. Aves domésticas. Aves migratorias. Biologia

molecular. Brasil.



ABSTRACT

BARBOSA, C. M. Coronavirus in wild and domestic birds from different regions of Brazil.
2015 p. 62 Masters thesis (Biotechnology). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2015.

Because of its unique replication mechanism, Coronaviruses (CoVs) tend to suffer
recombinations and mutations, allowing them to constantly adapt to new hosts and ecological
niches (Woo et al., 2012), and may even come to affect humans, like the Coronavirus causing
Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) and the Middle East Respiratory Syndrome
(MERS) (Chan et al., 2013). Regardless it has never been reported any avian Coronavirus with
zoonotic potential, species of both wild and domestic birds can carry CoVs of great economic
importance as the Infectious Bronchitis Virus (IBV) that causes lesions in the gastrointestinal,
respiratory, urinary and reproductive systems, leading to mortality rates of around 30% and
sudden drops in egg production (CAVANNAGH, 2007). Furthermore, recently, many new
CoVs, genetically distinct from IBV have been identified in different families of wild and
domestic birds and mammals. Even though Brazil contains 18% of the bird species diversity in
the world (CBRO 2011, http://www.cbro.org.br) and the largest number of endangered species
(DEVELEY; Goerck, 2009), studies about the presence of Coronaviruses in wild birds are still
quite scarce. This study aims to perform a retrospective analysis of the presence of
Coronaviruses in tracheal and cloacal swabs of wild and domestic birds from different regions
of Brazil, collected between 2004 and 2013; characterize the viruses found, by partial
sequencing of the gene of the RNA-dependent RNA polymerase (RpRd) in positive samples
and accomplish the molecular characterization of found viruses, by partial sequencing of the
gene RpRd in positive samples and phylogenetic analysis, in order to correlate the epidemiology
of the virus found the bird migration routes and the proximity of urban and poultry regions,
verifying the possibility transmission to humans and animals. Thereunto, the samples were
subjected to total RNA extraction followed by Reverse Transcription (RT), Polymerase Chain
Reaction (PCR) and Nested-PCR reactions with primers that target the RpRd gene and the
results were visualized by agarose gel electrophoresis. Positive samples were purified and
sequenced. Once Coronaviruses S protein gene are too much variable between different groups,
only positive samples for the Gammacoronavirus group were also subjected to similar protocols
with primers that target two regions of the IBV’s S protein gene. Of the amount of 746 samples
tested, 25 were positive for Coronavirus in PCR and nested PCR tests with primers for RpRd

gene and were sequenced. We have succeeded in sequencing 7 of these samples which 4 were



positive for Gammacoronavirus and 3 for Deltacoronavirus. In attempt of sequencing the S
protein gene, of the 4 Gammacoronavirus found, we have succeeded in a chicken sample
(Gallus gallus) collected in llha de Marajo-PA. This sample showed sequence being identified
as a strain of IBV, closely related to strains previously detected in Brazil. This work is
unprecedented in Brazil, as demonstrates the presence of Gamma and Deltacoronavirus in birds
circulating in different regions of the country, close to urban areas and poultry industries,
showing evidence that wild birds may carry these Coronavirus between different migratory sites

in Brazil.

Keywords: Coronavirus. Wild birds. Domestic birds. Migratory birds. Molecular biology.
Brazil.
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1 INTRODUCAO

Os Coronavirus (CoVs) sdo uma grande familia de virus envelopados com RNA de fita
simples (ssSRNA) e senso positivo, conhecidos desde meados de 1960, capazes de infectar uma
grande quantidade de hospedeiros e causar diferentes doengas respiratorias, entéricas, hepaticas
e de sistema nervoso. Devido ao seu mecanismo Unico de replicagdo, os CoVs tém uma
tendéncia a sofrer recombinacdes e mutacdes, 0 que permite que se adaptem constantemente a

novos hospedeiros e nichos ecoldgicos (WOO et al., 2012).

Até 2003 pouco se sabia a respeito desses virus e somente 10 CoVs eram conhecidos,
foi quando ocorreu a emergéncia da Sindrome Aguda Respiratoria Severa (SARS), que se
disseminou rapidamente para mais de doze paises na América do Norte, América do Sul,
Europa e Asia, provocando a morte de 800 pessoas até 2004. A emergéncia dessa nova doenca

levou a descoberta de diversos novos CoVs (WOO et al., 2010).

A principio, a divisdo dos CoVs foi feita de acordo com suas caracteristicas genotipicas
e soroldgicas, a principio, esses virus foram divididos em 3 grupos chamados de 1, 2 e 3. De
acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), hoje esses grupos
foram renomeados para os géneros Alphacoronavirus (grupo 1), Betacoronavirus (grupo 2),

Gammacoronavirus (grupo 3) e Deltacoronavirus, recentemente proposto (WOO et al., 2012).

Tendo em vista que as aves sao reservatorio para a maioria dos virus emergentes devido ao
habito de andar em bandos e sua habilidade para voar por longas distancias, as aves possuem
potencial para disseminar virus emergentes entre si, para outros animais e humanos. A
diversidade de rotas migratérias e espécies de aves no Brasil pode trazer diversos patdgenos ao
pais, incluindo os CoVs (LI et al., 2004).

O estudo dos CoVs em aves no Brasil &, portanto, de grande importancia econdmica, pois
algumas espécies tais como a causadora da Bronquite Infecciosa, que acomete trato respiratorio,
gastrointestinal e reprodutor, levando a taxa de mortalidade de 30% (CAVANAGH, 2007) e
ainda quedas nas taxas de postura e eclodibilidade dos ovos (FENG et al., 2012), podem
acometer criacdes acarretando grandes perdas, quanto epidemiologica, uma vez que no pais ha

uma enorme biodiversidade, com um grande nimero aves domesticas e silvestres, residentes e
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migratorias provenientes de diversas localidades, o que facilita a dispersdo de doencas e o
aparecimento de novos virus. Deve-se considerar também um papel em salde publica, pois ha
possibilidade do encontro de CoVs com potencial zoondtico ou ainda que possam contribuir
para os estudos da origem desses virus, tais como dos agentes causadores da SARS e da
Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os Coronavirus

2.1.1 Estrutura

Dentro do virion, o genoma ssRNA fica complexado, envolto em um nucleocapsideo
helicoidal composto de muitas copias da nucleoproteina (N). Essa fosfoproteina estrutural
possui entre 50 e 60 KDa e sua estrutura contem 2 dominios de ligacdo a RNA de estrutura
conhecida: um dominio de ligagdo RNA N -terminal (NTD) e um dominio de dimerizacéo C -
terminal (CTD) 20 (figura 1A) (GROSSOEHME et al., 2009).

O principal papel da proteina N é o empacotamento do genoma viral em uma
ribonucleoproteina helicoidal, longa e flexivel formando os complexos chamados
nucleocapsideos que protegem o genoma e auxiliam na regulacdo da replicacdo. A interacdo
entre a proteina N e 0 RNA é mediada por sinais de ligacdo contidos nas sequéncias leader.
Durante o ciclo viral, diversas copias da proteina N interagem com 0 RNA genémico e RNAS
subgendmicos, indicando que ha um papel dessa proteina na transcricdo e traducédo
(MCBRIDE; VAN ZYL,; FIELDING, 2014).

Outro papel importante é sua participacdo na montagem do virion que depende da nédo
somente da dimerizacdo das proteinas N e sua associacdo com o RNA mas também das
interacGes com proteinas do envelope. Os CoVs adquirem seu envelope lipidico no brotamento
do nucleocapsideo através das membranas do reticulo endoplasmatico. Acredita-se que é essa
associacdo do nucleocapsideo com as proteinas de envelope, em especial com a proteina M,
que leva a incorporacao do nucleocapsideo em virus envelopados (NARAYANAN et al., 2000).

Diversos estudos demonstraram ainda que a proteina N é necesséria para uma replicacéo
eficiente do CoV, localizando-se junto aos componentes da replicase nos estagios iniciais da
infeccdo e estimulando a sintese de RNA gendémico (HURST et al., 2010).Sabe-se que, nos
CoVs, essa proteina possui atividade de chaperona, reduzindo a barreira de energia necessaria
para dissociar a cadeia de RNA de sentido negativo do template de RNA genémico, 0 que
facilita a hibridizagcdo com a Sequéncia Regulatoria da Transcricdo (TRS) da sequéncia lider na
transcricdo descontinua (ZUNIGA et al., 2010).

Outra atividade da proteina N é a modulacdo da resposta celular. Foi demonstrado que,
no Coronavirus causador da SARS (SARS-CoV), a proteina N pode controlar o ciclo celular da

célula hospedeira mantendo-a em fase S atraves da regulacdo da atividade da CDK-ciclina e
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ainda suprimir a transcri¢do de fatores celulares de resposta ao estresse, além de ter atividade
antagonista aos interferons 3 (LU et al., 2011). Os CoVs podem também interferir na transducgéo
de sinais celulares através da fosforilagdo da proteina N em um estagio tardio da infecgéo, o
que pode contribuir no mecanismo de evasdo do sistema imunologico do hospedeiro
(KOPECKY-BROMBERG et al., 2007).

A bicamada lipidica da membrana, por sua vez, é composta por a0 menos 3 proteinas:
a proteina de membrana (M), a proteina de envelope (E) e a glicoproteina Spike (S) (SATIA;
LAL, 2007).

Com 25 a 30 KDa, a proteina M ¢é a glicoproteina mais abundante na particula viral e
na célula infectada. Suas interacfes mediam a formacdo do envelope viral, desempenhando
papel chave na montagem do virion. Quando expressa em combinacdo com a proteina E, forma
particulas semelhantes aos virions em tamanho e formato, demonstrando que as proteinas M e
E séo requisitos minimos para a formacdo do envelope (NARAYANAN et al., 2000). Essas
glicoproteinas interagem ainda com as fosfoproteinas N, participando do processo de
empacotamento do RNA, e forma um complexo com as proteinas S e HE, podendo estar
associada a determinacdo do sitio intracelular de ligacdo do virus ao complexo de Golgi
(SATUA; LAL, 2007). Possuem 3 dominios: Um ectodominio curto N-terminal, um dominio
transmembrana que a atravessa 3 vezes, e um endodominio C-terminal (figura 1B)
(HAGEMEWER; ROTTIER; DE HAAN, 2012).

A proteina de envelope (E) é a menor proteina do envelope viral,com 9 a 12 KDa,
apresentando duas fungdes importantes: Forma o envelope viral conjuntamente com as
glicoproteinas M, tendo funcGes no inicio da formag&o da particula viral e influenciando sua
morfologia, e é capaz induzir apoptose em células infectadas com o virus da hepatite murina
(MHV).Trata-se de uma proteina de natureza hidrofobica, com uma regido C-terminal que se
estende ao interior do virion e uma regido N-terminal hidrofébica que permanece
transmembrénica capaz de alterar a permeabilidade da membrana (figura 1B) (MAEDA et al.,
2001).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da nucleoproteina N e sua ligacdo ao RNA (A), da proteina de envelope
E e da proteina de membrana M (B) (Fonte: GOES, 2012).

A proteina S (figura 2) é uma grande proteina transmembrana, com tamanho entre
180 e 200 KDa, altamente glicosilada com 21 a 35 sitios de N-glicosilacdo que se arranja em
trimeros na superficie do virion conferindo a forma de coroa caracteristica que pode ser
visualizada ao microscopio eletrénico (GRAHAM; BARIC, 2010). Conforme mostrado na
figura 2, osectodominios das proteinas S de todos os CoVs apresenta a mesma conformacéo:
um dominio N-terminal denominado S1, responsavel pela ligacdo ao receptor, e um dominio
C-terminal S2, responsavel pela fusdo. A subunidade S2 é a mais conservada da proteina,
enguanto a sequéncia da subunidade S1 diverge até mesmo entre espécies diferentes do mesmo
Coronavirus. A subunidade S1 contem 2 subdominios, HR1 e HR2, ambos funcionam como
dominios de ligacdo ao receptor (RBDs) e se ligam a uma grande variedade de proteinas e
acucares (BELOUZARD et al., 2012).

O pareamento da proteina S pelo receptor na superficie celular é o que determina o
tropismo do virus pela célula. Para infectar novas espécies hospedeiras, os CoVs devem se
adaptar ao receptor do novo hospedeiro através de mutacdo ou recombinagdo com outro
Coronavirus que ja seja capaz de infectar essa nova espécie (WU et al., 2012).

Outra importante funcdo da proteina S esta relacionada a fusdo do envelope viral a
membrana da célula hospedeira. Virus envelopados podem entrar diretamente na célula apds a
ligagdo ao receptor ou através de endocitose, onde a fusdo se d& com a membrana endossomal.
Nos dois casos essa fusdo se da através de grandes mudangas conformacionais da proteina S
causadas por diferentes e complexos mecanismos como acidificagdo do pH e ativagdo
proteolitica (BELOUZARD; MADU; WHITTAKER, 2010).
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Figura 2 - Representacio esquematica da Proteina Spike (Fonte: GOES, 2012).
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Alguns Betacoronavirus apresentam ainda a Hemaglutinina Esterase (HE) em seus

envelopes. Apesar de aparentemente ndo essencial, essa proteina pode atuar na adsorcao,

insercdo e liberacdo dos virus aumentando a viruléncia (SATIJA; LAL, 2007). A representacdo

da disposicao das proteinas estruturais dos Coronavirus encontra-se na figura 3.

Proteina Spike (S)

Proteina do Envelope (E)

Proteina de Membrana (M)

Hemaglutinina-esterase (HE)

Nucleoproteina (N)

Figura 3: Representacéo de um Coronavirus e suas proteinas
(Fonte:http://viralzone.expasy.org/all_by_species/30.html. Modificado).

estruturais
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2.1.2 Genoma

O genoma dos CoVs ¢é o maior de RNA conhecido, com fita simples, senso positivo e
tamanho entre 27 e 32kb. Todos os CoVs possuem quatro proteinas dentro dos virions mas
essas proteinas tém menos de 40% de identidade de aminoacidos entre espécies de grupos
diferentes (HAGEMEIJER; ROTTIER; DE HAAN, 2012).

Apesar de todos os CoVs carrearem diversos genes acessorios, a organizagao do genoma
global se mantem, no formato de open reading frames (ORFs) que apresentam estruturas cap
seguidas da sequéncia "leader" na porcao 5'e sao poliadeniladas na porcdo 3' sendo que as duas
partes finais do genoma contém regides ndo-traduzidas (URTs). Assim como 0s demais
membros da ordem nos Nidovirales (do latim, Nido = ninho ou nest, em inglés), possuem
diversos mRNAs subgenémicos (SgRNAS) que formam um arranjo emaranhado, no sentido 3'-
nested. Esses sgRNAs sdo policistronicos e contém todos os ORFs seguintes ao gene a ser
expresso, porém somente o primeiro ORF, localizado ap6s a sequéncia "leader™ é traduzido
(BELOUZARD et al., 2012).

A porcédo 5' do genoma viral contém o gene da replicase, que codifica diversas atividades
enzimaticas. Esse gene é codificado em dois grandes ORFs, ORF 1a e 1b, que séo traduzidos
em dois grandes peptideos, ppla e pplab, através de um mecanismo de frameshifting que
envolve um pseudo-n6 formado no RNA gendmico (figura 4) (SAWICKI; SAWICKI,
SIDDELL, 2007).

Esse mecanismo de frameshifting é importante pois permite a criacdo de diversas
proteinas de um genoma relativamente pequeno. Enquanto o ribossomo traduz o mRNA ele
pode deslocar para frente ou para tras. Uma vez que cada codon é criado por 3 aminoacidos
consecutivos, esse deslocamento leva a um novo frame de leitura com sequencias de

aminoacidos diferentes e, portanto, uma proteina diferente (ZIEBUHR, 2004).
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Figura 4 - Sintese e processamento das poliproteinas ppla e pplab produzidas a partir do ORF1 (Fonte:
MCDONALD; PATTON, 2009).

Conforme mostrado na figura 5, ap6s a ORF1, h4d uma série de ORFs que variam de
acordo com o virus. A montante de cada ORF encontra-se sempre uma pequena sequéncia
repetitiva chamada Transciptional Regulatory Sequence (TRS) (MCDONALD; PATTON,
2009).

5 UTR 3 UTR
——
leader PKG. SIG.
Cap TRS v TRS  TRS TRS TRS TRS TRS
% l ¥ ¥ L Y v ¥ Poly(A)
TMEGWDU;EEEEE:E!%MM{&%AOH
] [ w—— i —
ORF-1 v ORF2  ors OFFrr.OM 8 orrs
& : . ’
RS, ORE1b

TRS - Transcriptional Regulatory Sequence [UCUAAAC FOR MHV]
RFS - Ribosome Shifting Sequence

ORF - Open Reading Frame

5-UTR - 5' Untranslated Region (~275 bases)

3-UTR - 3 Untranslated Region (~80 bases)

Leader - Leader sequence (-85 bases)

Figura 5 - Estrutura do genoma dos Coronavirus (Fonte: MCDONALD; PATTON, 2009).

As proteinas estruturais ficam codificadas no terceiro tergco do genoma, na ordem S-E-
M-N em todos os Coronavirus (nos Coronavirus que expressam a proteina HE, ela permanece
codificada na posicdo 5' a proteina S). Cada grupo de Coronavirus codifica ainda um grupo de
pequenas proteinas acessorias ndo-essenciais unicas e especificas (BELOUZARD et al., 2012).
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2.1.3 Ciclo dos Coronavirus

O virus se liga ao receptor da célula hospedeira através da interacdo da glicoproteina
S. A entrada do virus na célula hospedeira pode ocorrer através de fusdo com a superficie da
célula hospedeira, com a subsequente libertacdo do RNA genémico para o citoplasma ou
através da formacdo de vesiculas de endocitose com o genoma liberado para dentro do
citoplasma na sequéncia de fusdo com a membrana da vesicula, dependendo do Coronavirus
(BERGMANN; LANE; STOHLMAN, 2006).

A principio, 0 genoma viral atua como mRNA e as regifes ORF 1a e 1b sdo diretamente
traduzidas pelos ribossomos gerando as poliproteinas ppla e pplab. Essas poliproteinas sdo
entdo lisadas por proteinases virais levando a formacéo de 15 proteinas ndo-estruturais no Virus
da Bronquite Infecciosa (IBV) (CAVANAGH, 2007) e 16 nos demais coronavirus, todas
necessarias a replicacao e transcricao, que se arranjam em vesiculas de membrana dupla, dentro

das quais a sintese de RNA genémico e subgendmico ocorre (DE GROOQOT et al., 2013).

A sintese de RNA nos coronavirusocorre de duas formas: a replicacdo do genoma
completo e a transcricdo do RNA subgenémico. Na replicacdo do genoma, 0 RNA de senso
positivo é transcrito em um template de RNA completo com senso negativo, a partir do qual
diversos RNAs de senso positivo sdo gerados. Ja na transcricdo de RNA subgendmico, ocorre
um modelo de transcri¢do descontinua onde a RNA polimerase RNA dependente (RpRd) inicia
a transcricdo na porcdo 3'do RNA genémico de senso positivo até alcancar a sequéncia TRS.
Nesse momento, a RpRd pode prosseguir a polimerizagdo ou parar a transcricdo se realocando
na sequéncia TRS incial, logo ap6s a sequéncia "leader", onde o complexo todo é incorporado
devido a complementariedade das sequéncias TRS. Os templates de RNA de senso negativo
gerados a partir desses processos sdo utilizados para gerar RNAs de polaridade positiva para a
traducéo de proteinas virais estruturais e acessorias. (SAWICKI; SAWICKI; SIDDELL, 2007).

A montagem do virion ocorre entdo no interior de vesiculas, que se fundem a membrana
plasmatica, liberando novos virus. Diferentemente de outros virus de RNA, a replicacdo dos
CoVs ocorre quase inteiramente no citoplasma da célula infectada (figura 6) (BERGMANN et
al., 2006).
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Figura 6 -Representacdo do ciclo de vida dos Coronavirus (Fonte:BERGMANN; LANE; STOHLMAN, 2006).

2.1.4 Classificacao e Principais Hospedeiros

O primeiro Coronavirus descoberto foi o IBV, isolado de embrides de galinha em 1937,
seguido do Virus da Hepatite Murina (MHV) e outros Coronavirus de mamiferos em 1940 e
dos Coronavirus humanos HCoV-229E e HCoV-OC43 em 1960. Até 2002, somente 10
Coronavirus tinham seus genomas completos disponiveis, distribuidos em 3 grupos: 1 e 2
compostos de nove Coronavirus de mamiferos e 3 com o Coronavirus aviario. Somente em
2002, apos a epidemia de SARS mais 16 CoVs foram completamente sequenciados e foram
inclusos subgrupos nos grupos 2 (2c e 2d) e 3 (3b e 3c) (WOO et al., 2010).

A principio, essa subdivisdo foi baseada em relacionamentos antigénicos e
posteriormente confirmada pelo sequenciamento genético, posteriormente, a classificacdo dos
Coronavirus passou a ser dividida nos grupos Alfa, Beta e Gamma e acreditava-se que 0s grupos
Alpha e Betacoronavirus eram encontrados apenas em mamiferos enquanto o grupo dos
Gammacoronavirus seria restrito as aves (WOO et al., 2012). No entanto, pesquisas recentes
indicam a presenca de Gammacoronavirus em mamiferos e um novo grupo, 0S
Deltacoronavirus, comum a aves e mamiferos (WERTHEIM et al., 2013). Atualmente o ICTV
divide a familia dos Coronavirus em 4 géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,

Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (figura 7).
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Figura 7 - Modelo de evolugéo dos Coronavirus onde os morcegos seriam a fonte de genes dos Alphacoronavirus
e Betacoronavirus e as aves a fonte de genes dos Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (Fonte: CHAN, 2013).

2.1.5 Transmissao Interespecifica (Cross-species)

A busca por Coronavirus em animais silvestres levou a descoberta de uma enorme
diversidade de CoVs em aves e morcegos, sugerindo que esses animais sdo seus reservatorios
naturais. Corroborando com essa descoberta, estudos filogenéticos de CoVs aviarios e de
morcegos sugerem uma relacdo antiga, com possivel codivergéncia e coevolugcdo com seus
hospedeiros. Muitos CoVs encontrados em morcegos e outros mamiferos divergiram préximo
as pontas da filogenia dos Coronavirus, sugerindo que foram resultado de um evento de
transmisséo cross-species recente(GRAHAM; BARIC, 2010).

A diversidade de Coronavirus se deve a 3 raz0es principais: a inespecificidade da RpRd
dos CoVs, sua mudanca aleatoria de templatee seu grande genoma. A inespecificidade da RpRd
dos CoVs causa taxas de mutacdo da ordem de 1 para 1000 a 10000 nucleotideos replicados,
tornando-os bastante maleaveis. A mudanga aleatdria de templatedurante a replicacdo do RNA
dos CoVs é unica e leva a uma frequéncia de recombinacdo homdloga bastante alta e, como
possuem 0 maior genoma entre todos os virus de RNA conhecidos, os CoVs possuem uma
plasticidade extra para acomodar e modificar genes. Esses fatores geram ndo somente uma
grande variedade de cepas e genotipos de uma Unica espécie de Coronavirus, como também
novas espécies, que podem ser capazes de se adaptar a novos hospedeiros e nichos ecoldgicos,

inclusive podendo passar a acometer o homem (CHAN et al., 2013)
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Um exemplo disso foi a emergéncia da SARS, em 2002 (figura 8a), um Betacoronavirus
que infectou 8096 pessoas em 29 paises, levando 774 pessoas a 6bito. A principio, colocava-se
que as Civetas (Paradoxurus hermaphroditus) fossem o reservatorio que levou ao aparecimento
da doenca em humanos, entretanto, evidéncias nas mudancas adaptativas de virus isolados de
animais infectados sugerem que o reservatorio primario é o morcego nariz de ferradura
(Rhinolophus ferrumequinum) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).

Outro exemplo é o Coronavirus causador da MERS. Sabe-se que este CoV,
provavelmente também surgiu a partir de Coronavirus de morcegos Taphozous perforatus
passando a camelos e dromedarios e chegando ao homem (MILNE-PRICE; MIAZGOWICZ,
MUNSTER, 2014). Até Julho de 2015 a MERS somou 1368 casos confirmados em 26 paises,
com especial aten¢do para as epidemias na Aradbia Saudita (1037 casos) e na Coréia do Sul (185
casos) somando 487 mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Além da SARS e da MERS, hé outros exemplos de transmissdo de Coronavirus entre
espécies ndo relacionadas. O CoV bovino (BCoV) e o Coronavirus humano HCoV-OC43 sdo
bastante similares, com 99% de identidade, e podem ter passado de bovinos para humanos ha
aproximadamente 100 anos atras). O BCoV também apresenta 99,5% de similaridade com um
Coronavirus isolado de uma Alpaca com enterite e com ruminantes silvestres (figura 8b). Além
disso, o Coronavirus canino (CCoV), o Coronavirus felino (FCoV) e o Coronavirus suino da
Gastroenterite Transmissivel (TGEV) mostram evidéncias de recombinacao entre si, indicando
gue, em algum momento, estiveram presentes no mesmo hospedeiro. Recombinacdes entre o
CCoVIe o FCoVIcom um terceiro Coronavirus desconhecido geraram os Coronavirus CCoVII
e FCoVII. O CCoVII, por sua vez passou a infectar suinos, transformando-se no TGEV (figura
8c) (PERLMAN; NETLAND, 2009).
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Figura 8 - Exemplos de transmisséo de coronavirus entre hospedeiros néo relacionados. a) O Coronavirus de
morcego (BtCoV), semelhente a SARS, se adaptou a transmissdo entre animais silvestres como a Civeta e,
posteriormente, passou a replicar-se eficientemente no homem, podendo ser transmitido pessoa para pessoa. b) O
Coronavirus humano OC43 e o Coronavirus bovino BCoV se originaram em uma mesma espécie. O BCoV
também cruzou a barreira entre espécies e passou a infectar diversos outros animais, como a alpaca e outros
ruminantes silvestres. ¢) O Coronavirus Felino | (FCoV-I) e o Coronavirus Canino | (CCoV-I) provavelmente
possuem um ancestral comum. CCoV-I se recombinou com um Coronavirus desconhecido gerando o Coronavirus
Canino Il (CCoV-II) que, por sua vez, recombinou-se com FCoV-I gerando o Coronavirus Felino Il (FCoV-II) e
ainda passou a infectar suinos, resultando no Virus da Gastroenterite Transmissivel (TGEV) (Fonte:PERLMAN;
NETLAND, 2009).

2.2 Coronavirus em Aves

Antes da emergéncia da SARS, em 2002, o conhecimento sobre Coronavirus em aves
se limitava basicamente a trés espécies: galinhas domésticas (IBV), perus (Turkey Coronavirus
- TCoV) e faisBes (Pheasants Coronavirus - PhCoV). Esses Coronavirus sdo bastante proximos
em termos de sequéncia genética e antigenicamente. Coronavirus de outras aves galiformes
(galinha d'angola, perdiz, pavéo), foram descobertos posteriormente, mas também sdo muito
similares ao IBV (WOO et al., 2010)

O IBV inicialmente infecta o trato respiratorio, onde se restringe as células ciliares e
produtoras de muco. As concentragdes de virus sdo maximas no nariz e traqueia entre 2 e 5 dias

pos-infec¢do. Concentracdes similares de virus sdo encontradas nos pulmdes e sacos aéreos e,
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com a perda dos cilios do epitélio ciliado, ¢ comum o aparecimento de infec¢gdes bacterianas
secundérias. O IBV pode se desenvolver ainda em outras células epiteliais como 0s rins
(causando nefrite grave), oviduto, testis e trato gastrointestinal- es6fago, proventriculo,

duodeno, jejuno, Bursa de Fabricius, tonsilas cecais, reto e cloaca (CAVANAGH, 2007).

Estima-se que a mortalidade da bronquite infecciosa seja de 30%, além da queda no
ndmero de posturas e das taxas de eclodibilidade dos ovos, causando enorme prejuizo
econdmico a indastria avicola (FENG et al.,, 2012). O controle da doenca é baseado
principalmente na vacinacgao, mas o virus sofre mudancas antigénicas constantes que, por vezes,
pode resultar em uma protecdo incompleta (CAVANAGH, 2005). Embora as galinhas sejam
0s hospedeiros naturais primarios da IBV, recentemente virus similares ao IBV foram relatados

em espécies de aves silvestres galliformes e ndo-galiformes (HUGHES, 2009).

Em 2014, um novo Gammacoronavirus similar ao TCoV foi detectado como causador
de uma doenca fulminante em galinha d’angola (Numida meleagris) na Franca. Essa doenca,
também chamada doenca X, € relatada ha décadas no pais e é caracterizada por enterite aguda,
prostracdo intensa e uma taxa de mortalidade bastante alta, chegando a dizimar criacGes inteiras
(LIAIS et al., 2014).

Com a deteccdo de Coronavirus em aves ndo-galliformes vieram a tona ainda novas
espécies de Coronavirus. Esses novos CoVs, geneticamente distintos de IBV, foram
identificados em diferentes familias de aves (WOO et al., 2012)e em belugas
(MIHINDUKULASURIYA et al., 2008) e ainda, a presenca de Gammacoronavirusem patos
selvagens (Anasplaty rhynchos), indicando que os patos selvagens podem disseminar CoVs
(MURADRASOLI, 2009). GOUGH et al. (2006) identificaram um Coronavirus de papagaio
que é geneticamente diferente dos Alfa, Beta, e Gammacoronavirus. A partir deste, novos
Coronavirus geneticamente semelhantes ao Coronavirus de papagaio foram subsequentemente

detectados em mamiferos e aves terrestres e classificados como Deltacoronavirus.

Outros estudos também sugerem que ha uma diversidade de Coronavirus que circulam
em aves silvestres, como no estudo realizado por CHU et al.(2011) em Hong Kong entre
novembro de 2009 e janeiro de 2010, que coletou e analisou 658 amostras de fezes frescas de
aves dos pantanos de Mai Po. Noventa e nove (15,0%) destas amostras foram positivas por RT-
PCR para Coronavirus. No Camboja, swabs cloacais foram coletados de 263 aves silvestres e
resultados positivos pela mesma técnica foram obtidos em 13,0% dos animais testados
(CHEUNG et al., 2009). Em 2010, MURADRASOLI et al. detectaram a presenca de
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Gammacoronavirus em 64 aves silvestres na regido da Beringia (entre a Sibéria e o Alasca), e
em 2014, um Gammacoronavirus foi identificado em um vira-pedras (Arenaria interpres), na
Baia de Delaware, EUA. Em todos os estudos feitos, todos os Coronavirus identificados
pertenciam aos grupos Gamma e Deltacoronavirus. Esses novos dados mostram que 0S
Coronavirus aviarios possuem uma distribuicdo mais ampla e maior nimero de hospedeiros do

que se pensava anteriormente, podendo levar a implicacBes na saude animal e humana.

No Brasil, estudos sobre a presenca de CoVs em aves silvestres ainda séo bastante
escassos. Em um dos poucos estudos realizados, foram coletadas amostras de 25 diferentes
espécies de aves no zooldgico de Bauru das quais 8 amostras foram positivas para
Gammacoronavirus sendo duas pertencentes a Galliformes, duas a Ciconiiformes, uma
Gruiforme e uma Sphenisciforme (CARDOSO et al., 2011).

2.2.1 Rotas Migratorias e Espécies Brasileiras

As aves sdo 0s Unicos vertebrados terrestres que dividem com o0s humanos a
peculiaridade de viajar através das barreiras nacionais e internacionais. A migracdo pode ser
definida como um evento natural sazonal ou periddico, realizado em periodos reprodutivos ou
de invernada (fora do periodo reprodutivo) dos animais. Devido as mudancas sazonais, milhdes
de individuos se redistribuem ao longo da superficie terrestre duas vezes ao ano. Regides de
alta latitude recebem animais principalmente na estagdo de reproducdo enquanto locais de
latitudes mais baixas provém suporte as aves durante o periodo de invernada (LANE et al.,
2011).

Todos os anos, milhdes de aves viajam entre 0s continente duas vezes ao ano em apenas
algumas semanas. Durante essas migracoes, as aves tém o potencial de dispersar patdgenos que
podem ser perigosos para a saude animal e humana.As distancias percorridas variam de acordo
com cada espécie, podendo ser curtas ou longas (envolvendo milhares de quildmetros), sendo
que podem ocorrer variagdes no comportamento migratério. Algumas aves como a Sterna
paradisaea conseguem percorrer cerca de 20.000 Km entre a Antartica e o Norte da
Escandinavia. As vezes individuos da mesma populacio agem diferentes em relacdo ao

deslocamento, como € o caso de algumas aves, por exemplo, os pardais canoros (Melospiza
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melodia) e os pardais-de-coroa-branca (Zonotrichia leucophrys) norte-americanos, os quais as

populacBes do norte sdo migratdrias enquanto as do sul sdo sedentarias (PINTO, 2002).

Para facilitar os esforgos internacionais de manejo e conservacao, as rotas migratorias
de diferentes espécies avidrias foram agrupadas na convencdo de Ramsar (1999) nas
denominadas “flyways”, que sdo “a completa extensdao na qual uma espécie de ave (ou grupos
de espécies relacionadas, ou populacdes distintas de uma mesma espécie) atraves da qual se
locomovem anualmente das areas de reproducdo as &reas de invernada, incluindo locais
intermediarios de paradas para descanso e alimentacdo bem como as areas pelas quais a ave

migra”(BOERE; STROUD, 2006). As principais rotas migratorias sdo mostradas na figura 9.
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Figura 9 - Oito maiores rotas migratérias de aves aquaticas. Rota do Pacifico das Américas, Rota do Mississipi
Américas, Rota do Atlantico das Américgs, Rota do Atlantico Leste, Rota do Mar Negro/Mediterraneo, Rota do
Oeste Asiatico- Leste Africano, Rota da Asia Central, Rota do Leste Asidtico (Fonte: BOERE; STROUD, 2006).

Em um trabalho sobre as rotas migratérias de aves na América do Sul, SICK (1987)
divide os movimentos que ocorrem neste continente da seguinte forma: migracdes nearticas
(aves provenientes do hemisfério norte); migragdes austrais (aves que se deslocam para o norte
a partir do hemisfério sul, havendo dentro do continente diversas migracGes a partir da parte
meridional em direcdo ao norte); deslocamentos em resposta a sazonalidade de recursos
hidricos e troficos (tais como floracdes e frutificacdes), que incluem movimentos regionais,
locais ou parciais; deslocamentos nos Andes e nas cadeias de montanhas do sudeste do Brasil,

produzindo migrag0es altitudinais importantes.

As aves migratdrias nearticas que migram para a América do Sul utilizam as areas de
baixa elevacgdo do leste americano até atingirem o Golfo do México, cruzando as Ilhas do Mar

das Antilhas, alcangando o continente Sul-Americano pela costa da Colémbia, Venezuela e
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Guianas e, a partir dai, podem utilizar-se das diversas rotas que incluem o Brasil. Algumas
espécies da ordem Charadriiformes tém rotas migratorias melhor estudadas, passando pela
regido costeira do pais. Grande parte das aves migratorias brasileiras tem suas areas de
reproducdo no artico e, a cada ano, com a proximidade do outono boreal, cerca de trinta espécies
migram para a América do Sul, chegando a costa brasileira. Essas aves concentram-se em um
pequeno namero de locais, destacando-se, ao Norte do Brasil, a costa do Amap4, o salgado
paraense e reentrancias maranhenses. Na Regido Nordeste, destacam-se a costa de Icapui, CE,
a regido de Galinhos e Areia Branca, RN, a llha Coroa do Avido, PE, a regifo da Area de
Protecdo Ambiental de Piagabucu, AL, e as regides de Mangue Seco e Cacha-Prego, Bahia. No
Sul do pais se evidencia o Parque Nacional da Lagoa do Peixe. As espécies permanecem no
Brasil, em geral, de setembro a maio e dependem de habitats importantes para descanso, mudas

de penas e alimentacdo, inclusive para repor as energias gastas na migracdo (ICMBIO, 2014).

Segundo o CEMAVE (Centro de Estudos de Migracdes de Aves), as aves realizam no
Brasil quatro rotas principais (figura 10): a Rota Atlantica, do Amapa ao Rio Grande do Sul,
que € realizada, por exemplo, pelo Batuirugu-de-axila-preta (Pluvialis squatarola); a rota Brasil
Central (ou rota dos rios Xingu e Tocantins), divisdo da rota Atlantica na altura da foz do rio
Amazonas, pela qual as aves utilizam os vales dos rios Tocantins, Araguaia e Xingu, realizada
pelo Batuirugu (Pluvia lisdominica); a Rota do Rio Negro e Pantanal, de Manaus em direcéao
ao Mato Grosso, buscando os estados do sul, a exemplo do Falcdo peregrino (Falco
peregrinus); a Rota Cis-Andina, que adentra o Brasil pela Amaz6nia ocidental, e se dirige para
0 pantanal de Mato Grosso, como a realizada pela Triste-pia (Dolichonyxo ryzivorus) (PINTO,
2002).
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Figura 10 - Quatro principais rotas migratorias de aves pelo Brasil: Rota Atlantica, a rota Brasil Central (ou dos
rios Xingu e Tocantins), a Rota do Rio Negro e Pantanal e a Rota Cis-Andina (Fonte: PINTO, 2002).

Todo ano, durante o verdo, diversas aves chegam ao litoral Sul do pais provenientes da
América do Norte, como 0s magcaricos e batuiras, e retornam para os Estados Unidos e Canada
guando o inverno chega, onde se reproduzem. O Rio Grande do Sul também contém varios
“locais de parada”, onde varias espécies de aves param em locais especificos por alguns dias

ou semanas durante a longa viagem migratéria (VALENTE et al., 2011).
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De acordo com a Lista de Aves no Brasil do Comité Brasileiro de Registros
Ornitoldgicos (2011), atualmente constam 1832 espécies de aves registradas, representando 31
ordens e 97 familias (CBRO 2011; http://www.cbro.org.br). Esse numero de espécies
corresponde a aproximadamente 18% de toda a diversidade de aves do mundo. Isso coloca o
pais, juntamente com a Colémbia e o Peru, entre os trés paises do mundo com a maior riqueza
de aves, porém é o primeiro em nimero de espécies globalmente ameacadas de extin¢do com
um total de 122 espécies, sendo 23 criticamente ameacadas, 30 em perigo, 66 vulneraveis, e 93
quase-ameacadas (DEVELEY; GOERCK, 2009).

Uma das razdes desta enorme diversidade de aves no pais € a variedade de ambientes
existentes. O Brasil tem uma grande parte das regides de floresta tropical da Ameérica do Sul
(Amazoénia e Mata Atlantica), a maior regido de savana (Cerrado), uma grande planicie alagavel
(Pantanal), regides de florestas secas (Caatinga), 0s maiores e mais preservados mangues das
Américas e um ambiente marinho muito diversificado, com ilhas oceénicas e recifes de corais
(ICMCBIO, 2014).

Diversos aspectos das migracdes a longas distancia contribuem com a aquisicdo de
patdgenos pelos passaros migratorios. As florestas tropicais da América do Sul e Central, por
exemplo, possuem as maiores biodiversidades no planeta. Passaros que passam a invernada
nesses locais tém como vantagem mais fontes de comida e locais para abrigo, no entanto, isso
representa um risco de exposicdo a diversos reservatorios e vetores de patdgenos, abundantes
nessas regides. Deve-se considerar ainda, o estresse associado as migrag¢oes, um conhecido fator
de risco por causar imunossupressdo e portanto aumentar a susceptibilidade as doencas
infecciosas (REED, 2003).

Outro fator que pode ainda aumentar os riscos de disseminacgdo de doencas infecciosas
entre aves é o desmatamento e as mudancas de ambiente causadas pelo homem, que causam
dréasticas mudancas aos padrfes de migracdo. A continua perda e fragmentacdo do habitat nos
locais de parada ao longo dos corredores das grandes rotas migratérias criam gargalos,
resultando em superpopulacdo e aglomerados de espécies. Represamentos artificiais de agua
podem ainda alterar esses corredores de migragéo criando novos pontos de parada para aves
aquaticas (MURPHY, 1998).
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2.2.2 Avicultura no Brasil

A avicultura brasileira teve seu desenvolvimento a partir do final da década de 1950,
nos estados da regido Sudeste, principalmente em Sao Paulo. Esse periodo foi marcado pelo
sistema de producéo artesanal em que o frango caipira era vendido vivo ou ja abatido nas feiras
livres ou avicolas e a venda era regionalizada. Mais tarde, a avicultura comegou a ganhar escalas
industriais com o surgimento dos primeiros abatedouros com maior capacidade. Na década de
1970, houve uma reorganizacdo da producéo de carnes no Brasil, tendo a atividade se deslocado
para as regides Sule Sudeste (VOILA; TRICHES, 2013). No primeiro trimestre de 2015 a
Regido Sul respondeu por 59,2% do abate nacional de frangos no 1° trimestre de 2015, seguida
pelas Regides Sudeste (20,5%), Centro-Oeste (15,1%), Nordeste (3,7%) e Norte (1,5%) (figura
13) (BELCHIOR; TAI; HELD, 2014).

A partir de entdo, a producdo brasileira de carne de frango teve um rapido
desenvolvimento e elevou a posi¢do do Brasil , que ocupa a posic¢ao de 3° maior produtor desde
0 ano de 1992. Hoje, setor avicola representa o quinto maior produto de exportacdo do
agronegocio brasileiro, atividade que coloca o Brasil na lideranca das exportacbes com
qualidade sendo o produto de maior contribuicdo na balanca comercial do pais (OSVALDO et
al., 2014).
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Figura 11 -Principais estados produtores de frangos de corte no Brasil (Fonte: BELCHIOR; TAI; HELD, 2014)

Quanto a producdo de ovos, o Brasil é hoje 0 7° maior produtor mundial e no primeiro
trimestre de 2015 o estado de S&o foi o lider no ranking da producdo de ovos por estado, detendo
sozinho 32,1% da producdo nacional (BELCHIOR; TAI; HELD, 2014).
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Figura 12 -Principais estados produtores de ovos de galinha no Brasil (Fonte: BELCHIOR; TAI; HELD, 2014).

O mercado de produtos agricolas tem como uma de suas caracteristicas

principais a grande interferéncia de fatos exdgenos sobre seu funcionamento sendo que 0s

fendmenos climaticos ou naturais, pragas ou problemas sanitarios podem ser considerados 0s

principais agentes exdgenos a influenciarem este mercado. Problemas desta natureza tém

causado grandes perdas ao setor, ja que, com o surgimento de uma epidemia ou praga, paises

ao redor do mundo fecham seus mercados para a compra do produto supostamente infectado

além, de parte dos consumidores deixarem de consumi-lo por medo de contaminacdo (SILVA

et al., 2011). E importante, portanto, que doencas aviarias como as causadas por Coronavirus

sejam estudadas uma vez que podem causar grandes perdas neste setor de fundamental

importancia econémica para o pais.
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3 OBJETIVOS

A) Realizar estudo retrospectivo analisando a presenca de Coronavirus por RT-PCR em
amostras de swab traqueal e swab cloacal provenientes de aves migratorias e residentes de

diferentes regides brasileiras.

B) Caracterizacdo molecular (genotipagem) dos virus encontrados, através do sequenciamento

parcial do gene da RpRd do material genético das amostras positivas e analise filogenética.

C) Analisar a epidemiologia dos virus encontrados, correlacionando-os as rotas de migracdes
de aves e a proximidade das regides urbanas e de granjas avicolas, verificando a possibilidade

de transmissao a humanos e animais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado a partir de 746 amostras de aves capturadas entre 0s anos de
2004 a 2013 pela equipe de campo do laboratorio de virologia clinica e molecular, em diferentes

expedicOes as regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sul do Brasil (tabela 1).

Tabela 1 - NUmero de amostras analisadas por localidade.

) NUmero de
Regido Local
amostras testadas

Norte Para (Ilha de Maraj0) 93

Norte Para (Ilha de Canelas) 178

Nordeste Bahia, Maranhdo e Pernambuco (Caatinga) 151

Centro-Oeste Mato Grosso do Sul (Pantanal) 51

Sudeste S&o Paulo (Parque do Ibirapuera) 81

Rio Grande do Sul (Parque Nacional da
Sul ] 192
Lagoa do Peixe)

Total 746

Parte das amostras analisadas foram utilizadas do banco de amostras do Laboratorio de
Virologia Biosseguranga nivel 3+, acondicionados em criotubo contendo 500 puL de meio VITM
(2.000 U de penicilina G, 2,5 ug de estreptomicina, 6 pg de Gentamicina, 25 pg de Anfotericina
B, 1,0% de albumina bovina e 20% de glicerina) mantidos em ultra-freezer (- 80 °C).

4.1 Extracdo do material genético

A extracdo de material genético total das amostras selecionadas foi realizada no
Laboratdrio de Biosseguranca nivel 3+ "Prof. Dr. Klaus Eberhard Stewien" do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (USP), utilizando o equipamento de
extracdo de RNA total automatizado “MagMAX™ Express” (Applied Biosystems®) usando o
“MagMAX™ - 96 Total RNA Isolation Kit”.
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A cada poco da placa de extracdo, foram adicionados 100 pL de amostras, 10 pL de RNA
Binding Beads, 10uL de RNA Lysis/Binding Enhancer e 130 pL de Lysis/Binding Solution,
com posterior homogeneizacdo. Em seguida, foram realizadas duas lavagens, sob agitacao (900
g por 2 minutos, a temperatura ambiente), utilizando 150 pL do reagente Wash Solution 1 em
cada po¢o. Em todas as etapas de lavagem, o robd utiliza uma placa magnética sob a microplaca
por 1 minuto, para que as esferas metalicas (beads) ligadas ao RNA, ndo sejam removidas
durante as lavagens. Outras duas lavagens sob agitacdo (900 g por 2 minutos, a temperatura
ambiente) foram efetuadas, com 150 pL do reagente Wash Solution 2 em cada poco. Em
seguida, 75 pL do tampéo de eluicdo (Elution Buffer) foi adicionado em cada pogo e novamente
agitado a 900 g por 3 minutos, visando separar 0 RNA que estaria aderido as beads metélicas.
O material extraido foi transferido para microtubos nuclease-free e aramzanados em freezer (-

80 °C) até seu processamento.

4.2 Reacgdo de Transcricdo Reversa (RT)

Uma vez extraido, o RNA obtido foi submetido a reacdo de Transcricdo Reversa, a fim
de se obter o DNA complementar (cDNA). Para cada reacdo, 10 L do RNA extraido de cada
amostra foi utilizado. Foram adicionados de 2 pL de RT Buffer 10X, 2 uL de Randon Primers
(50 ng/pL), 4,2 pL de agua DEPC e 50 U de enzima MultiScribe™ Reverse Transcriptase. Essa
reacao foi entdo colocada no termociclador a 25 °C por 10 minutos, 37 °C por 120 minutos, 85
°C por 5 minutos e resfriadas a 4 °C até serem retiradas.

4.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Nested-PCR para o gene RpRd

Utilizando o protocolo de deteccdo de Coronavirus aviarios desenvolvido por POON et
al. (2009), que utiliza como alvo o gene da RpRd presente no ORF 1 do genoma viral, foi
realizada uma Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de uma Nested-PCR originando
um fragmento de 440 pares bases (pb). As bandas foram submetidas a corrida eletroforética em

gel de agarose, corado com brometo de etideo e visualizadas sob luz ultravioleta.
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PCR Primers
Forward Primer: 5-GGKTGGGAYTAYCCKAARTG-3'
Reverse Primer: 5-TGYTGTSWRCARAAYTCRTG-3'
Nested PCR Primers
Forward Primer: 5-GGTTGGGACTATCCTAAGTGTGA-3',
Reverse Primer: 5-CCATCATCAGATAGAATCATCAT-3'

Figura 13 - Sequéncia dos primers utilizados para as reacdes de PCR e Nested-PCR, que tém como alvo o gene
da RpRd (Fonte: POON et al., 2009).

Para realizar o PCR, foram transferidos 3,0 pL do cDNA de cada amostra aos pocos de
uma nova placa de PCR (96 orificios), 2,5 uL de Buffer 10X, 1,25 pL de MgCl2 (50 mM ), 0,5
puL de dNTP (10 uM), 2,5 pL de PCR Primer Foward (10 pMol/uL), 2,5 puL de PCR Primer
Reverse (10 pMol/pL), 0,125 pL da enzima Tag™ DNA Polymerasee 12,625 pL de agua
DEPC. A reagdo foi entdo colocada no termociclador a 94 °C por 2 minutos e 40 ciclos de 94
°C por 30 segundos, 48 °C por 30 segundos, 72 °C por 40 segundos, 72 °C por 7 minutos e

mantido a 4 °C apds o final dos ciclos.

Ja para a Nested PCR, em uma nova placa, foram colocados 2,0 pL do produto de PCR,
2,5 uL de Buffer 10X, 1,25 pL de MgCl2 (50 mM), 0,5 pL de dNTP (10 mM), 1,25 L de
Nested PCR Primer Foward (10 pMol/uL), 1,25 pyL de Nested PCR Primer Reverse (10
pMol/uL), 0,125 pL da enzima Tag™ DNA Polymerasee 16,125 pL de agua DEPC,

submetidos as mesmas condicdes de tempo e temperatura descritas para a reacdo de PCR.

4.4 Eletroforese em Gel de Agarose

Foram confeccionados géis de agarose na concentracdo 2%, adicionados de 2,5 pL de
Brometo de Etidio. No primeiro po¢o de cada linha do gel, foram aplicados 2 pL de marcador
de peso molecular (DNA ladder, 0,25 pg/uL) e, nos demais pogos, 15 pL de amostra com 3 pL
de Blue Juice 10X. Como controle positivo, foi utilizado o Coronavirus aviario cepa vacinal

MAJ5, cedido gentilmente pelo Prof. Paulo Brandéo.
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Os géis foram entdo submetidos a eletroforese a 100 mA por 50 minutos. As amostras
que apresentaram bandas de 520 pb relativas a reacdo de PCR e bandas de 440 pb esperadas na

reacao de Nested, foram consideradas positivas.

4.5 Purificacdo dos fragmentos amplificados

Para a purificacdo dos produtos da PCR e Nested nas amostras que ndo apresentaram
bandas inespecificas foi utilizado protocolo do Kit ExoSap-IT® (Affymetrix), de acordo com
as instrucdes do fabricante.

No caso de amostras que apresentaram bandas inespecificas na eletroforese em gel de
agarose, utilizamos o GeneJET™ Gel Extraction Kit (ThermoScientific), de acordo com as

instrucdes dos fabricantes.

4.6 Sequenciamento

As reacles de sequenciamento foram feitas utilizando o BigDye® Terminator v3.1
CycleSequencing Kit (AppliedBiosystems)e colocadas no termociclador GeneAmp PCR
System 9700, de acordo com as instrugdes do fabricante.

Em seguida, as amostras foram purificadas usando o BigDye X Terminator® Purification
kit (Applied Biosystems)e aplicadas no sequenciador automatizado ABI PRISM 3130XL DNA
Sequencer (Applied Biosystems).

4.7 Analise das sequéncias

Os cromatogramas gerados contendo as sequéncias nucleotidicas foram visualizados
através do programa Bioedit v.7.2.5 e aquelas em sentido antisenso foram transformadas para
seu reverso complementar. Foi verificada a similaridade com sequéncias existentes através do

servico Blast-n do GenBank da pagina do NCBI (National Center for Biotechnology
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Information) no endereco eletrnico: http://www.ncbi.nlm.nih.gov de onde também foram

importadas diversas sequéncias j& descritas da regido alvo amplificada que foram editadas e

alinhadas através do software Clustaw W2.1.

As arvores filogenéticas foram geradas a partir das sequéncias nucleotidicas a partir do
método de “neighbor-joining” para realizacdo da inferéncia filogenética foram importadas

sequéncias do GenBank dos diversos grupos de Coronavirus.

4.8 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Nested-PCR para o gene da

proteina S

Visando genotipar os Gammacoronavirus encontrados, foram realizados protocolos que
tém como alvo sequéncias diferentes e ndo contiguas da regido S1 do gene da proteina S do
IBV.

No primeiro deles, o cDNA das amostras positivas para Gammacoronavirus foram
submetidas a uma PCR, com protocolo semelhante ao utilizado para o gene da RpRd, gerando

amplicons de 490 pb e a amostra que gerou banda foi sequenciada.

A amostra positiva no primeiro protocolo foi entdo submetida a uma Nested PCR,

gerando amplicons de 393 pb e sequenciada utilizando os primers mostrados na tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncias dos primers utilizados para as reacdes de Nested PCR (Fonte: WORTHINGTON,;
CURRIE; JONES, 2008. Modificado).

Primer Sequéncia
Primer PCR Senso CACCTAGAGGTTTG T/CT A/T GCAT
Primer PCR Anti-senso TCCACCTCTATAAACACC
Primer Nested-PCR Senso TAATACTGG C/T AATTTTTCAGA
Primer Nested-PCR Anti-senso AATACAGATTGCTTACAACCACC



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.9 Isolamento em ovos embrionados

Para o isolamento, ovos embrionados de galinha SPF (Specific Pathogens Free), foram
visualizados ao ovoscopio para avaliacdo da viabilidade de embriGes e integridade da casca,
bem como para a delimitacdo da camara de ar e identificacdo com o numero da amostra

correspondente.

Para esta tentativa, foi escolhida a amostra DEP5, positiva para Deltacoronavirus. A
amostra foi centrifugada a 12000 rpm durante 5 min, adicionada de 10% de Estreptomicina e

5% de Griseofulvina e incubada por 1 hora em geladeira.

Apds antissepsia e perfuracdo de um orificio na casca, o volume de 100 pL de amostra
tratada foi inoculado na cavidade amni6tica e alantéide. Os ovos ficaram incubados em estufa

72 horas a 37,5 °C e, em seguida foram refrigerados a 4 °C por 12 horas.

Foi entdo coletado 1 ml do fluido alant6ico, do qual 100 pL foram utilizados para a
segunda inoculacédo (segunda passagem) em ovo embrionado repetindo-se o procedimento por
um total de 3 passagens. Para confirmar se houve crescimento do virus, foram realizadas novas

reacOes PCR e Nested-PCR com primers para RpRd e sequenciamento.
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S RESULTADOS

Foram analisadas o montante de 746 amostras dos locais listados na Tabela 2.

Tabela 3 - Localidades e nimero de amostras analisadas e resultados das analise de Nested-PCR e
sequenciamento.

NUmero de amostras Positivas por ]
Local Sequenciamento
testadas Nested-PCR
Paréa (llha de Marajo) 93 3 1
Para (llha de Canelas) 178 3 0
Sao Paulo (Parque do Ibirapuera) 81 8 3
Mato Grosso do Sul (Pantanal) 51 0 0
Bahia, Maranh&o e Pernambuco
_ 151 0 0
(Caatinga)
Rio Grande do Sul (Parque Nacional
) 192 11 3
da Lagoa do Peixe)
Total 746 25 7

Do total analisado, 25 apresentaram resultados positivos para PCR e Nested-PCR com
primers para 0 gene da RpRd (tabela em anexo) para os Coronavirus e foram purificadas para

serem submetidas a reacdo de sequenciamento.

Obtivemos sucesso no sequenciamento em 7 amostras estudadas, conforme mostrado na
tabela 1. As sequéncias obtidas foram comparadas com outras disponiveis no GenBank. As
amostras que obtiveram sequéncia, o local de onde foram obtidas, a espécie da ave e 0s
resultados obtidos a partir da analise da sequéncia, encontram- se na tabela 2. As sequéncias
obtidas foram alinhadas utilizando o programa BioEdit e as analises filogenéticas foram
realizadas pelo programa software Clustaw W2.1. (Figuras 14 e 15), porem ndo foi confirmado

o isolamento do Deltacoronavirus detectado na amostra DEP5.
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Tabela 4 - Identificacdo, espécie da ave, local de captura e grupo de Coronavirus encontrado.

ID da Amostra

Espécie da Ave

Local

Grupo

Amostra 1812 Gallus gallus Para (llha de Marajo) Gammacoronavirus
Amostra DEP5 Anser cygnoides S&o Paulo (Parque do Ibirapuera) Deltacoronavirus
Amostra DEP10 | Anser cygnoides Séo Paulo (Parque do Ibirapuera) Deltacoronavirus
Amostra DEP16 | Anser cygnoides S&o Paulo (Parque do Ibirapuera) Gammacoronavirus

Amostra o Rio Grande do Sul (Parque Nacional da i

Calidris alba ) Gammacoronavirus
PNLP100 Lagoa do Peixe)
Amostra ) Rio Grande do Sul (Parque Nacional da i
Rynchops niger ) Deltacoronavirus

PNLP115 Lagoa do Peixe)

Amostra L o Rio Grande do Sul (Parque Nacional da i
Calidris fuscicollis ) Gammacoronavirus

PNLP159 Lagoa do Peixe)
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Figura 14 - Arvore filogenética construida com o método de “neighbor - joining” das sequéncias parciais da regido
do gene codificador da RpRd. Em verde, sequéncias dos Coronavirus presentes em amostras provenientes do
Parque Nacional da Lagoa do Peixe, no Rio Grande do Sul. Em vermelho, sequéncias dos Coronavirus presentes
em amostras provenientes do Parque do Ibirapuera, em Sao Paulo. Em roxo, sequéncias do Coronavirus presente

em amostra proveniente da Ilha de Maraj0, no Para.
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Figura 15 - Arvore filogenética construida com o método de “neighbor-joining” da primeira sequéncia parcial da
regido S1 do gene da proteina S. 65 sequéncias disponiveis no GenBank foram adicionadas para construcao da
arvore para comparagao com a amostra 1812 proveniente da llha de Marajo-PA. As sequéncias de referéncias para

construcdo da arvore foram retiradas de VILLARREAL et al. (2010).
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Figura 16 - Arvore filogenética construida com o método de “neighbor-joining” da segunda sequéncia parcial da
regido S1 do gene da proteina S obtida. 36 sequéncias disponiveis no GenBank foram adicionadas para construcéo
da arvore para comparacdo com a amostra 1812 proveniente da llha de Marajé-PA.
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6 DISCUSSAO

O protocolo utilizado para triagem foi escolhido visando uma maior sensibilidade,
utilizando, a principio, primers degenerados que tém como alvo o gene da RpRd que é bastante
conservado entre 0s coronavirus mas permite a diferenciacdo entre os grupos Alpha, Beta,
Gamma e Deltacoronavirus uma vez que as proteinas dos tém menos de 40% de identidade de
aminoacidos entre espécies de grupos diferentes (HAGEMENER; ROTTIER; DE HAAN,
2012). Para a diferenciacdo entre espécies do mesmo grupo, entretanto, € necessario o
sequenciamento da proteina S que, por ser determinante no tropismo do virus pela célula, é o

gene com maiores taxas de mutacao e recombinacdo (WU et al., 2012).

Neste estudo foram analisadas 746 amostras de diferentes regides do pais, através da
deteccdo molecular por RT-PCR das quais 25 amostras apresentaram resultado positivo. Destas,
7 amostras provenientes de trés regides diferentes foram confirmadas por sequenciamento de
DNA. Com base nos resultados obtidos, foi possivel detectar a presenca tanto de
Gammacoronavirus quanto Deltacoronavirus nas aves. Ambos 0s grupos sédo conhecidos por

infectar as aves, no entanto seu estudo no territorio brasileiro ainda é muito escasso.

A regido Amazonica representa grande parte da avifauna brasileira, sendo o maior
portal de entrada para as rotas migratorias de aves silvestres, desempenhando um papel
importante como ponto de invernada. Constantemente estas aves silvestres entram em contato

com outras aves domésticas.

Entre as amostras provenientes desta regido, foram detectadas 3 amostras positivas
para PCR e Nested-PCR com primers para a regido da RpRd, sendo 1 confirmada por
sequenciamento. Esta amostra confirmada pertence a uma galinha (Gallus gallus) proveniente

de uma propriedade em gue animais de diversas espécies eram mantidos juntos (Figura 17).

Na regido amazoénica animais domeésticos estdo constantemente em contato com aves
selvagens, que pode transportar estes virus. Além disso, outros animais estdo eventualmente em
contato com estas aves, favorecendo a disseminacdo destes virus para outras regides. O contato
direto destes animais com outras espécies pode levar a transmissdo interespecifica e

recombinacfes que levam ao surgimento de novos virus emergentes (PERLMAN, 2009).
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Figura 17 - Criacdo de animais de onde foram coletadas amostras na Ilha de Maraj6 (Fonte: Equipe de Campo
2006).

Quando realizada a andlise filogenética, a amostra 1812 formou um clado separado
dentro do grupo Gammacoronavirus, relacionado principalmente a aves domésticas, tais como

galinhas e perus, ficando proximo a uma cepa vacinal de TCoV (Figura 14).

Obtivemos sucesso também no sequenciamento de duas regides da regido S1 do gene
da proteina S deste virus. Na analise filogenética da primeira sequéncia da proteina S obtida
(figura 15) a sequéncia se mostrou bastante proxima da cepa USP-47 de IBV, encontrada por
CHACON et al. (2011) em uma amostra de galinha do ano de 2004 na regido Sudeste do Brasil.
Ja na analise da segunda sequéncia obtida, foi mais proxima das cepas USP-27 USP-29 e USP-
30, todas detectadas por VILLARREAL et al. (2010) em galinhas de postura e frangos de corte
no periodo de 2007 a 2008 nas regides Sul e Sudeste do pais.

A diferenca entre a andlise filogenética da sequéncia do gene da RpRd e das
sequéncias do gene da proteina S ocorre por serem sequenciamentos parciais e 0s Coronavirus
frequentemente sofrem recombinacdes.

Nas amostras provenientes do parque do Ibirapuera em S&o Paulo, na regido sudeste.
Detectamos a presenca também de Coronavirus em 3 gansos chineses (Anser cygnoides) (figura
18).
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Figura 18 - Ganso Chinés (Anser cygnoides) (Fonte: http://bicharada.net/animais/pop.pix.php?f=5062).

Em um desses gansos, obteve-se sequéncia que, apesar de segregar para o grupo dos
Gammacoronavirus, formou um cluster divergente dos demais no qual estdo relacionadas
apenas aves migratorias. As outras duas amostras formaram um cluster pertencente ao grupo
Deltacoronavirus. Apesar destas sequencias demonstrarem estar estritamente relacionadas com
Coronavirus de aves silvestres, este grupo inclui também, Coronavirus de ferrets, suinos e

leopardos.

Esses dados sdo importantes, uma vez que as aves correspondem a uma grande parcela
dos animais que habitam os parques municipais da cidade de S&o Paulo. Praticamente metade
delas € residente ou visitante, coabita com a populacdo e busca condi¢des para completar seu
ciclo de vida (PREFEITURA DO MUNICIPIO DE SAO PAULO, 2007). Dentre as espécies
de aves, os anatideos ornamentais constituem uma parte consideravel de animais que habitam
0s parques municipais, sendo frequente o contato entre o ser humano, aves domésticas e aves
silvestres residentes e migratorias. Deve- se ressaltar que as 3 amostras foram coletadas no
mesmo dia em gansos que vivem no mesmo ambiente, convivem com diversas aves selvagens
que utilizam o parque como ponto de parada e podem entrar contato com o grande nimero de
pessoas que visitam o parque. Outro fator importante é que o estado de Séo Paulo é atualmente
0 maior produtor de ovos o0 4 ° maior produtor de carne de frango do pais (BELCHIOR; TAlI,
HELD, 2014).

A maioria dos coronavirus aviarios do género Gammacoronavirus, se replica bem em
ovos embrionados de galinha de 10 a 12 dias de idade, especialmente IBV, TCoV e PhCoV,
provocando lesdes como nanismo, enrolamento do embrido com os pés deformados e
comprimidos contra a cabeca e taxas progressivas de mortalidade a medida em que as passagens
sdo realizadas (FABIAN; NARANJO, 2011). No entanto, ha poucos trabalhos a sobre
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crescimento de Deltacoronavirus em ovos embrionados. Assim como no estudo de
MIHINDUKULASURIYA (2008), ndo obtivemos sucesso na tentativa de isolamento do
Coronavirus encontrado na amostra DEP5, porém ndo descartamos esta metodologia e novas
tentativas deverao ser realizadas futuramente.

Com relacéo as amostras do Parque Nacional da Lagoa do Peixe, no Rio Grande do
Sul, na regido Sul do pais obtivemos provenientes de aves migratdrias que foram capturadas

em areas de invernada.

Assim como na regido Sudeste, a 0 achado de Coronavirus aviarios na regido Sul do
pais tem uma grande importancia econdmica, pois a regido € a maior produtora de carne de
frango do pais, sendo o Rio Grande do Sul o terceiro estado com maior producdo
(BELCHIOR; TAI; HELD, 2014). Sabe-se que um dos Coronavirus aviarios melhor estudados
até o momento, o IBV, em popula¢des suscetiveis, tem morbidade de 100% com mortalidade
de até 30%, além de um maior nimero de carcacgas condenadas e menor producdo de ovos
(IGNJATOVIC; SAPATS, 2000).

Pela andlise de sequéncias, também foi observada uma diferenca nos virus
encontrados nas trés amostras. As amostras PNLP 115 e PNLP 159 foram coletadas no mesmo
dia, enquanto a amostra PNLP 100 foi coletada no dia anterior, no mesmo local. Ainda assim,
os Coronavirus observados foram bastante diferentes entre si. As amostras PNLP100 e
PNLP159 pertencente a Calidris alba (figura 19) e Calidris fuscicollis (figura 20)
respectivamente apresentaram Gammacoronavirus semelhantes aos encontrados em macaricos,
formando um grupo restrito a estas espécies. Esses animais sdo importantes migrantes boreais,
gue nascem na América do Norte e migram para o Sul no periodo de inverno. Essas rotas tém
um papel importante na dispersdo dos virus como demonstrado por MURADRASOLI no

Estreito de Bering em 2010, identificando Gammacoronavirus em espécies de aves silvestres.

Por outro lado, na mesma expedicdo de captura e coleta de material bioldgico foi
capturado um Rynchops niger (figura 21) portando Deltacoronavirus, que na breve analise
filogenética apresentou segregacdo para o clado préximo aos virus encontrados no Parque do

Ibirapuera.
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Figura 20 - Magarico Branco (Calidris alba) (Fonte: http://www.avescatarinenses.com.br/).

Figura 21 - Macarico-de-sobre-branco (Calidris fuscicollis) (Fonte: http://www.avescatarinenses.com.br/).

Figura 19 - Talha-mar (Rynchops niger) (Fonte: https://commons.wikimedia.org).



http://www.avescatarinenses.com.br/
https://commons.wikimedia.org/
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho apresentamos um estudo retrospectivo detectando a presenca de

Coronavirus em aves migratorias e residentes de diferentes regies do Brasil.

Na caracterizacdo molecular, foram demonstrados Coronavirus do grupo
Gammacoronavirus em uma galinha (Gallus gallus) proveniente da regido Norte, um cisne
chinés (Anser cygnoides) da regido Sudeste e duas espécies de macgaricos (Calidris alba e
Calidris fuscicollis) na regido Sul enquanto Coronavirus do grupo Deltacoronavirus foram
encontrados em dois cisnes chineses (Anser cygnoides) da regido Sudeste e em um vira-pedras
(Rynchops niger) da regido Sul. A deteccdo de Deltacoronavirus circulando em aves € inédita
no pais. No sequenciamento de regies de S1 do gene da proteina S do Gammacoronavirus na
amostra de galinha, foi obtida sequéncia semelhante a cepas de IBV encontradas no Brasil.

A proximidade entre os virus encontrados em diferentes regibes do pais mostra
evidéncias de que aves silvestres podem carrear estes Coronavirus entre diferentes sitios

migratorios no Brasil.

A presenca de Delta e Gammacoronavirus em um grande parque dentro da cidade de
Sdo Paulo, na regido Sudeste, demonstra a circulacdo desses virus em dareas urbanas e a

proximidade das granjas avicolas presentes nesta regiao.
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A - Tabela de amostras positivas para o Nested-PCR, nome popular, nome cientifico, local e data de coleta.
Amostras sombreadas foram confirmadas por sequenciamento.

Amostra Nome Popular Nome Cientifico Local de coleta Data de coleta
1809 Peru Meliagres gallopavo Ilha de Marajo- PA 13/07/2006
1810 Peru Meliagres gallopavo Ilha de Marajé - PA 13/07/2006

DEP4

Ganso Chinés

Ganso Chinés

Anser cygnoides

Anser cygnoides

Parque do Ibirapuera - Sdo Paulo -
SP

Parque do Ibirapuera - Sao Paulo -
SP

Parque do Ibirapuera - Sao Paulo -

/07/2013

/07/2013

DEP18 Ganso Chinés Anser cygnoides sp /07/2013
. . Parque do Ibirapuera - S&o Paulo -

DEP26 Ganso Chinés Anser cygnoides sp /07/2013
L ) Parque do Ibirapuera - Séo Paulo -

DEP41 Ganso Chinés Anser cygnoides sp /07/2013

A 593 Magarico rasteiro Calidris pusilla Ilha de Canelas - PA 18/12/2009

Charadrius
A 632 Batuira de bando ) Ilha de Canelas - PA 18/12/2009
semipalmatus
A 634 Vira pedras Arenaria interpres Ilha de Canelas - PA 18/12/2009
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) Himantopus Parque Nacional da Lagoa do
PNLP11 Pernilongo ] 12/11/2009
melanurus Peixe - RS
Magarico de Parque Nacional da Lagoa do
PNLP23 Calidris fuscicollis ) 12/11/2009
sobre branco Peixe - RS
) o Parque Nacional da Lagoa do
PNLP24 Vira-pedras Arenaria interpres ] 12/11/2009
Peixe - RS
Narceja de bico Nycticriphes Parque Nacional da Lagoa do
PNLP34 ) . ) 13/11/2009
torto semicollaris Peixe - RS
_ ) Parque Nacional da Lagoa do
PNLP62 Bobo pequeno Puffinus puffinus ] 14/11/2009
Peixe - RS
Magarico de o o Parque Nacional da Lagoa do
PNLP74 Calidris fuscicollis ) 15/11/2009
sobre branco Peixe - RS
. Parque Nacional da Lagoa do
PNLP77 Talha mar Rynchops niger ] 15/11/2009
Peixe - RS
) Phalacrocorax Parque Nacional da Lagoa do
PNLP88 Bigua 17/11/2009

brasilianus

Peixe - RS




