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A diversidade natural dos coronavirus
e os eventos de transmissao zoonotica

Os coronavirus compoem a familia mais diversa dentro
da ordem Nidovirales. Quarenta e seis espécies jd foram
descritas pelo Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV)? e estima-se que, apenas em morcegos, existam
mais de 3 mil espécies de coronavirus. (ANTHONY et al.,
2017) A ocorréncia dos coronavirus entre animais de
importancia veterindria jd é estudada desde o final da
década de 1930 e muitas das espécies descritas sdo alta-
mente patogénicas, como o Virus da Bronquite Infec-
ciosa (IBV)® em aves e o Virus da Diarreia Epidémica
dos suinos (PEDV), ambos causadores de perdas anuais
no setor agropecudrio. (COLVERO et al., 2015; SCHULZ;
TONSOR, 2015) Entre humanos, o primeiro isolado de
coronavirus ocorreu na década de 1960 e durante muito
tempo eles foram associados apenas a quadros gripais
leves. (HAMRE; PROCKNOW, 1966) Foi apenas ap0s
o surgimento da SARS, em 2002, que os coronavirus
entraram para a lista de potenciais ameacas a saude
humana mundial.

2 Ver: https://talk.ictvonline.org/taxonomy/.

3 Em alguns casos, ao longo deste texto, as siglas serdo grafadas
respeitando o ordenamento de disposicdo das palavras de seu idioma
de origem - 0 inglés.
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Construgdo de conhecimento no curso da pandemia de COVID-19

Os coronavirus sao divididos em duas subfamilias - Letovirinae
e Orthocoronavirinae —, sendo esta ultima dividida em quatro
géneros: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus
e Deltacoronavirus. (ICTV) Alfacoronavirus e Betacoronavirus infectam
apenas mamiferos, enquanto Gammacoronavirus e Deltacoronavirus
sdo encontrados principalmente em aves, embora alguns também
infectem mamiferos. A organizacgao génica dos diferentes géneros
de coronavirus pode variar bastante, principalmente na regido
contendo os genes das proteinas acessérias que possuem também
fungdes hospedeiro-especificas. (CUI; LI; SHI, 2019) Em humanos,
Alfacoronavirus e Betacoronavirus geralmente causam doencas res-
piratdrias, enquanto, em animais, uma patologia gastrointestinal
é mais comum.
Existem seis espécies de coronavirus identificadas como
infecciosas ao ser humano, quatro delas pertencem ao género
Betacoronavirus e duas ao género Alfacoronavirus. O SARS-CoV-2
é a segunda estirpe dentro da espécie Severe acute respiratory syn-
drome-related coronavirus (GORBALENYA et al., 2020) a causar uma
epidemia humana e, assim como os outros Coronavirus Humanos
(HCoV), ele provavelmente teve origem de transmissdo de um
animal reservatério — evento conhecido como transmissao zoo-
nética. Apés o SARS-CoV,* surgido no final de 2002 e considerado
erradicado em meados de 2003 (POON et al., 2004), o MERS-CoV -
coronavirus causador da sindrome respiratéria do Oriente Médio
— emergiu em humanos em 2012. (ZAKI et al., 2012) Com uma
taxa de mortalidade de cerca de 35% dos infectados, esse virus
tem causado pequenos surtos todos os anos, principalmente na
peninsula ardbica, levando a uma soma atual de 2442 casos confir-
mados até meados de 2019. (DONNELLY et al., 2019) Dromedadrios

4 Ver capitulo 2 “SARS-CoV-2: origem, estrutura, morfogénese e transmissdo”
deste livro.
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sdo reservatérios naturais para o MERS-CoV - a soroprevaléncia
varia de 70% a 100% (MULLER et al., 2014; REUSKEN et al., 2014) -
e a maioria dos casos humanos ocorre em individuos que tiveram
contato direto com dromeddrios ou produtos derivados desses
animais. (CONZADE et al., 2018) Andlises evolutivas de genomas
do MERS-CoV sugerem que os surtos sdo principalmente causados
por novas introdugoes a partir do reservatério animal e que a trans-
missdo entre humanos é reduzida — com consequente taxa repro-
dutiva < 1. (COTTEN et al., 2013) Embora os dromeddrios sejam
considerados os reservatorios primdrios para a transmissao ao ser
humano, hd fortes evidéncias que os morcegos sejam o reserva-
torio ancestral do MERS-CoV e tenham transmitido o virus aos dro-
meddrios hd mais de 40 anos, uma vez que soroinquéritos encon-
traram anticorpos contra o MERS-CoV em amostras de camelideos
do inicio da década de 1980. (MULLER et al., 2014)

Além dos altamente patogénicos SARS-CoV, SARS-CoV-2
e MERS-CoV, os seres humanos também sdo acometidos por
outros quatro coronavirus causadores de sindromes gripais leves:
HCoV-0C43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 e HCoV-229E. (CUI; LI; SHI,
2019) Estudos filogenéticos desses HCoVs indicam que todos
os quatro sdo resultados de uma transmissdo zoondtica, com
alguns deles envolvendo espécies de morcegos. O HCoV-NL63,
por exemplo, sé foi descoberto em 2004, ap6s o grande interesse
nos coronavirus despertado pelo surgimento da SARS. (VAN DER
HOEK et al., 2004) Desde entdo, observou-se que ele é um dos mais
comuns agentes etiologicos de resfriados, com uma sazonalidade
anual e disperso pelo mundo todo. (ABDUL-RASOOL et al., 2010)
Estima-se que este HCoV circule na populagdo humana hd centenas
de anos e possua um ancestral comum com coronavirus de mor-
cegos, que pode ter existido hd mais de 500 anos. (HUYNH et al.,
2012) O papel de um hospedeiro intermedidrio na histéria evolu-
tiva do HCoV-NL63 é provavel, porém, ainda desconhecido.
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O HCoV-229E também possui uma histéria evolutiva interes-
sante e que exemplifica a capacidade de adaptagao dos corona-
virus a novos hospedeiros. Esse HCoV foi isolado e identificado
em meados da década de 1960, a partir de pessoas com sintomas
respiratérios nos Estados Unidos. (HAMRE; PROCKNOW, 1966)
Apenas nos anos 2000 é que alguns virus semelhantes ao HCoV-
229E foram encontrados em morcegos africanos e em alpacas
americanas mantidas em cativeiro. Andlises evolutivas apontaram
a alpaca como hospedeiro intermedidrio em uma histéria de
transmissao envolvendo vdrios eventos de recombinacgdo entre os
virus dos trés hospedeiros. (CORMAN et al., 2015; CROSSLEY et al.,
2012) A questdo das alpacas americanas dificilmente terem
entrado em contato com morcegos africanos foi resolvida por
um estudo que encontrou virus relacionados ao HCoV-229E em
vdrios camelideos africanos — dromedadrios e camelos —, que mos-
traram-se filogeneticamente muito préximos ao virus isolado
das alpacas. (CORMAN et al.,, 2016) A explicacdo mais plausivel
é que as alpacas tenham entrado em contato com camelideos
africanos compartilhando o mesmo cativeiro — em um zoolégico
por exemplo - e foram apenas hospedeiras acidentais. O provavel
animal reservatoério e transmissor para o ser humano € o camelo
ou dromedadrio.

Como podemos observar, eventos de transmissdo zoondtica
sdo comuns nos coronavirus. Entretanto, os mecanismos que per-
mitem a essa familia ter grande plasticidade de adaptacgdo a novos
hospedeiros ainda ndo sdo bem entendidos, mas provavelmente
a alta taxa de recombinacdo viral - podendo chegar a 25% de todo
o genoma - facilita a transposicdo da barreira entre as espécies.
(BANERJEE et al., 2019) Como abordado no capitulo “SARS-CoV-2:
origem, estrutura, morfogénese e transmissdo” deste livro, mor-
cegos sdo hospedeiros ideais para coronavirus e possuem orga-
nismos permissivos a replicacdo viral. Um estudo avaliando
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a diversidade global de coronavirus testou quase 20 mil amostras
de animais e humanos e encontrou: i) alta taxa de positividade
em morcegos; ii) correlagdo entre a taxa de diversidade genética
dos coronavirus e a taxa de diversidade de espécies de morcegos
presentes na regido estudada; iii) maior frequéncia de eventos de
transmissao entre espécies distantes — pertencentes a géneros ou
familias diferentes — na Asia e Africa. (ANTHONY et al., 2017) Tais
achados reforcam o papel dos morcegos na evoluciao de corona-
virus, similarmente ao que ocorre com porcos e aves para o virus
influenza, e destaca as regides de maior risco para o surgimento
de viroses emergentes. Importante lembrar que fatores antropo-
génicos, e ndo apenas a capacidade do virus de adaptar-se a novos
hospedeiros, sdo também determinantes na emergéncia de novas
zoonoses. (JONES et al., 2008; KARESH et al., 2012)

A origem do SARS-CoV-2

Apesar do SARS-CoV e SARS-CoV-2 pertencerem a mesma espécie
dentro do género Betacoronavirus (GORBALENYA et al., 2020), eles
possuem uma identidade de nucleotideos em seu genoma de
apenas 79,5%. (ZHOU, P. et al., 2020) Um grande ntimero de coro-
navirus relacionados a espécie Severe acute respiratory syndrome-re-
lated coronavirus ja foi identificado em morcegos e todos eles sdo
evolutivamente préximos, pertencendo a um grupo taxondémico
chamado sarbecovirus. Entre esses, o mais similar ao genoma do
SARS-CoV-2 é chamado RaTG13 e foi isolado de morcegos na pro-
vincia chinesa de Yunnan, possuindo 94,6% de identidade. (ZHOU,
P. et al., 2020) Ainda que muito distante para ser considerado
a origem direta do SARS-CoV-2, essa foi a primeira evidéncia apon-
tando para uma origem enzoética e redesenhou o mesmo cendrio
da emergéncia do SARS-CoV em 2002, quando o contato préximo
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entre humanos e animais exéticos em um mercado tradicional
chinés promoveu a transmissdo entre espécies. (POON et al., 2004)

Um candidato a hospedeiro intermedidrio entre morcegos
e humanos na histéria evolutiva do SARS-CoV-2 surgiu de es-
tudos que investigaram a presenca de coronavirus em pangolins
(LAM et al., 2020; XIAO et al., 2020; ZHANG; WU; ZHANG, 2020), um
mamifero da ordem Pholidota ilegalmente vendido nos mercados
chineses para uso na gastronomia e medicina tradicional. Andlises
filogenéticas dos genomas de coronavirus encontrados em pan-
golins mostraram uma grande proximidade com o SARS-CoV-2,
entretanto com uma identidade ainda menor que o RaTG13,
variando entre 85,5% e 92,4%. (LAM et al., 2020) Uma anadlise deta-
lhada dos aminodcidos da regido Receptor-Binding Domain (RBD)
da proteina S, responsdvel pela ligacdo do virus ao receptor ACE2
celular, mostrou que o coronavirus de pangolins possui 97,4%
de similaridade com o SARS-CoV-2, enquanto o RaTG13 possui
apenas 89,2% nessa regido. Além disso, os seis residuos de ami-
nodcidos do RBD do SARS-CoV-2 identificados como responsaveis
pela grande afinidade do virus ao ACE2 humano estdo presentes
no coronavirus de pangolim, enquanto apenas um deles esta pre-
sente no genoma do RaTG13. (ANDERSEN et al., 2020) Essa obser-
vacdo é consistente com a similaridade dos receptores ACE2, que
é maior entre ser humano e pangolim, do que entre ser humano
e morcego.

A relacdo evolutiva entre SARS-CoV-2 com os coronavirus de
pangolins e morcegos levanta a hipétese de um possivel evento de
recombinacgdo, em que a regido RBD poderia ter uma origem dis-
tinta do resto do genoma. De fato, eventos de recombinagdo sao
frequentes entre os coronavirus (BANERJEE et al., 2019) e a his-
téria evolutiva dos sarbecovirus é marcada por vdrias dessas
trocas de material genético. (BONI et al., 2020) Entretanto, até
o momento da redacdo deste capitulo, estudos ndo encontraram
sinais de recombinacdo recente entre o SARS-CoV-2 e os virus

Cap. 1 Diversidade dos coronavirus, origem e evolucdo do SARS-CoV-2 _



Construgdo de conhecimento no curso da pandemia de COVID-19

mais proximamente correlacionados (exemplo: RaTG13 e corona-
virus de pangolins).

A tultima e talvez mais intrigante parte desse quebra-ca-
beca genético estd relacionada a quatro aminodcidos presentes
na regido de ligacdo das subunidades S1/S2 da proteina S do
SARS-CoV-2. A insercdo dos aminodcidos prolina, arginina, argi-
nina, alanina forma um Sitio de Clivagem Polibdsico com uma
arginina adjacente no genoma do SARS-CoV-2 e é alvo da pro-
tease celular furina. A pré-clivagem no sitio S1/S2 catalisado pela
furina promove a difusdo do virus através da fusdo celular e é
necessdria para uma efetiva entrada do virus em células pulmo-
nares. (HOFFMANN; KLEINE-WEBER; POHLMANN, 2020) A aqui-
si¢do — através de mutagoes — de um sitio de clivagem polibdsico
na hemaglutinina do virus da influenza avidria é um importante
fator de viruléncia, promovendo a disseminacdo sistémica do
virus no hospedeiro e levando a taxas de mortalidades de mais
de 75%. (LUCZO et al., 2015) Em coronavirus, esse mecanismo estd
também presente no MERS-CoV, HCoV-OC43 e HCoV-HKU1, mas
ndo havia ainda sido descrito entre os sarbecovirus, ou seja, nem
0 RaTG13 e nem o coronavirus de pangolins possuem um sitio de
clivagem polibdsico.

As caracteristicas tinicas do SARS-CoV-2, como a alta afini-
dade pelo ACE2 — maior inclusive que o SARS-CoV - e a presenca
de sitios de clivagem polibdsico — com potencial aumento da sua
viruléncia — geraram uma grande discussdo sobre uma possivel
origem artificial do virus. Essa hip6tese considera que o virus
possa ter escapado de um laboratério no qual experimentos com
passagens celulares ou infeccdo em modelos animais teria sele-
cionado uma cepa com as caracteristicas atuais. (ANDERSEN et al.,
2020) Casos de cientistas se infectando acidentalmente com virus
em laboratérios ja ocorreram em outras ocasides (LIM et al.,
2004), e experimentos que promovem aumento de viruléncia ou
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adaptacdao a novas células hospedeiras sao rotineiros em varios
laboratérios do mundo. Entretanto, até o momento, nenhuma evi-
déncia cientifica em favor da origem artificial do virus foi encon-
trada, enquanto um corpo crescente de estudos tem mostrado que
um evento de transmissdo zoonotica € o cendrio mais plausivel
para a origem do SARS-CoV-2.

O mais recente deles, ao explorar a diversidade de corona-
virus em morcegos, encontrou um exemplar do grupo dos sar-
becovirus - nomeado RmYNO2 - que possui a maior similaridade
com o SARS-CoV-2 na regido da ORFlab e também possui inser-
¢Oes de aminodcidos no sitio S1/S2 da proteina S. (ZHOU, H. et al.,
2020) Apesar de, no caso do RmYNO2, essas inser¢oes nao for-
marem um sitio de clivagem polibdsico, esse genoma é uma evi-
déncia da ocorréncia natural de inser¢oes nessa regido do genoma
dos coronavirus. Importante ressaltar que poucos virus similares
ao SARS-CoV-2 foram identificados e novos estudos explorando
adiversidade viral em animais poderdo revelar um “parente” mais
préximo. De fato, estimativas apontam que o ancestral comum
entre SARS-CoV-2 e RaTG13 data de 40 a 70 anos atrds (BONI et al.,,
2020), evidenciando que uma grande parte da histéria evolutiva
s6 poderd ser revelada se novos coronavirus forem encontrados.

Vigilancia genomica do SARS-CoV-2

Embebido no genoma dos seres vivos estd toda a informacao acu-
mulada ao longo de sua evolugdo. A partir do estudo das sequén-
cias de DNA e RNA, pode-se reconstruir o passado de qualquer orga-
nismo para entender sua origem com base nas semelhancas entre
seu genoma e o de outras espécies. Na se¢do anterior, foi discutido
como a busca por virus similares na natureza, especialmente entre
morcegos, pode revelar o caminho percorrido pelo SARS-CoV-2
até chegar aos seres humanos. Entretanto, a mesma abordagem
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utilizada para se entender a origem desse virus pode ser aplicada
no monitoramento da disseminagao entre os seres humanos, o que
é conhecido como vigilancia (ou epidemiologia) genémica.

Essa forma de estudar a disseminacdo de epidemias s6 é pos-
sivel para organismos com altas taxas de mutacgdo, ou seja, cujos
genomas acumulam mudancas rapidamente, em uma taxa mais
veloz que o curso de duragao do surto epidémico. (CAMPBELL et al.,
2018) Devido a fatores como a baixa fidelidade das enzimas replica-
doras de RNA, os virus de RNA apresentam altas taxas de mutagdo
por ciclo replicativo. Um virus mutante pode entdo ser trans-
mitido a um novo hospedeiro e assim sucessivamente, gerando
a fixacdo dessa mutac¢do na populacdo e permitindo que a rota de
disseminacdo seja rastredvel. A frequéncia com que mutagoes sdo
fixadas na populacdo se chama “taxa de substituicao” — as vezes
também chamada de “taxa evolutiva” — e muitos virus de RNA
possuem taxas proximas a 1 x 102 substitui¢des por sitio por ano.
Considerando que muitos virus de RNA possuem genomas de apro-
ximadamente 10 mil nucleotideos, em um ano, se acumulariam
10 novas substituicoes. (DUFFY; SHACKELTON; HOLMES, 2008)

Com o advento de novas tecnologias de sequenciamento
e a consequente diminuicdo dos custos dessas técnicas, estudos
em vigilancia gendmica tém sido capazes de explorar a diversi-
dade genética de virus epidémicos em grandes grupos amostrais.
Isso foi feito de forma muito eficaz para epidemias de Ebola entre
2014 e 2015 no oeste de Africa (DUDAS et al., 2017) e de Zika nas
Américas em 2015 e 2016 (FARIA et al., 2017), revelando, em um
curto periodo de tempo, questdes cruciais de dispersdo da epi-
demia. A pandemia de COVID-19, por sua vez, tem mobilizado
laboratérios do mundo inteiro para o monitoramento em tempo
real das formas genéticas do SARS-CoV-2, gerando genomas em
uma velocidade e quantidade sem precedentes na histéria da
saude publica. O primeiro genoma de SARS-CoV-2 foi publicado
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em 5 de janeiro de 2020 (WU et al., 2020), apenas cinco dias ap6s
a Organizacao Mundial da Satide (OMS) ser notificada sobre o surto
de pneumonia de etiologia desconhecida na cidade de Wuhan na
China. Desde entdo, mais de 35 mil genomas do virus foram depo-
sitados em bancos de dados publicos, informando sobre a epi-
demia em quase 100 paises diferentes e disponiveis para serem
analisados por grupos de pesquisa do mundo inteiro.

Com essa grande quantidade de dados genéticos do SARS-CoV-2,
estudos estimaram uma taxa de substituicdo média de 1 x 10°
substituicdes/sitiofano, concordando com o que jd era conhe-
cido sobre outros coronavirus, como o MERS-CoV e SARS-CoV,
e dentro do esperado para um virus de RNA. (DUCHENE et al.,
2020; TAIAROA et al., 2020) Com a taxa de substituicdo definida,
foi possivel entdo estimar que o inicio da pandemia ocorreu por
volta do final de novembro de 2019, na China, e que o virus teria
circulado sem ser notado por aproximadamente um mes.

Mesmo com uma das mais rdpidas taxas evolutivas da natu-
reza, é necessdrio tempo para que se acumulem mudancas nos
genomas dos virus de RNA. Em surtos epidémicos de origem
recente e rdpida dispersdo, hd pouca diversidade genética acumu-
lada, o que significa pouca informacao para aplicagdo de métodos
filogenéticos. Em outras palavras, o inicio de uma epidemia pode
ser marcado por taxas de transmissdo mais rdpidas que as taxas
evolutivas e genomas virais idénticos sdo observados em diversos
individuos. Esse tem sido um dos obstdculos para a vigilancia
gendmica do SARS-CoV-2 e, portanto, muita cautela é necessdria
ao se tentar reconstruir rotas de dispersdo apenas pela interpre-
tacdo de drvores filogenéticas. (VILLABONA-ARENAS; HANAGE;
TULLY, et al., 2020) Dados epidemiolégicos, como a distribuicao
temporal do niamero de casos, ou dados do paciente, como his-
torico de viagens, devem ser analisados em conjunto aos dados
genéticos.
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Tendo em mente essas limitagdes, grupos de pesquisa de
diversos paises tém buscado entender a histéria de transmissdo
local do SARS-CoV-2. Lu e colaboradores (2020) investigaram a epi-
demia em Guangdong e observaram que as redes de transmissao
local eram resultado de introdugdes com origem em outras pro-
vincias chinesas. A duragdo dessas redes de transmissdo locais
foi curta, evidenciado a eficdcia das medidas de contencdo. Em
Nova Iorque, por outro lado, as restricdes de viagens impostas
ndo foram suficientes para conter os multiplos eventos de impor-
tacdo de linhagens virais vindos principalmente da Europa.
(GONZALEZ-REICHE et al., 2020) O estudo também mostrou que
casos sintomadticos diagnosticados logo apds a chegada na cidade
ndo geraram infec¢des secunddrias, ressaltando a importancia
das medidas de quarentena. Por fim, Worobey e demais autores
(2020) investigaram a disseminacao inicial na Europa e no estado
de Washington nos Estados Unidos da América (EUA), refutando
observagoes de estudos prévios que ligavam a ignicdo da trans-
missdo comunitdria a dois casos pontuais de viajantes vindos da
China. Assim como ocorreu em Nova lorque, multiplas introdu-
¢oes ndo detectadas foram responsdveis pelo inicio da epidemia
nessas localidades e os casos de importacgao detectados foram con-
tidos e ndo colaboraram efetivamente com a transmissdo local.
Os autores ainda reforcam a importancia de se interpretar as
drvores filogenéticas do SARS-CoV-2 com mdxima cautela, uma
vez que genomas idénticos sdo encontrados em diferentes indivi-
duos e localidades.

O estudo de genomas de virus epidémicos através de métodos
filogenéticos tem ganhado importancia nos altimos anos, levando
até a denominagoes de novas dreas do conhecimento, como é o
caso da vigilanciajepidemiologia gen6mica. Nesse sentido, uma
grande quantidade de dados genéticos tem sido gerada para
0 SARS-CoV-2, mas a urgéncia de se obter respostas pode levar
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a conclusdes precipitadas. (MACLEAN et al., 2020) Por exemplo,
o surgimento de novos tipos virais, com maior potencial patogé-
nico ou de transmissibilidade, ndo pode ser estimado apenas com
base no surgimento de mutagdes e aumento de sua frequéncia
na populacdo. Em uma epidemia, disseminando-se rapidamente
por uma populagdo sem exposicdo prévia e de alta mobilidade,
novas variantes podem ser introduzidas a qualquer momento e o
aumento da sua frequéncia é estocdstico. Dessa forma, estudos
que visem medir o impacto biolégico de novas mutagoes devem
ser complementados com andlises de dados clinicos, ensaios in
vitro efou modelagens in silico. Até a data de redacdo deste capi-
tulo, linhagens do SARS-CoV-2 haviam sido definidas apenas com
intuito de classificacdo e organizagdo da diversidade genética do
virus (RAMBAUT et al., 2020) e nenhuma evidéncia de diversifi-
cacdo para novos fenétipos havia sido apresentada. Dessa forma,
o impacto funcional de mutacdes e a agdo da selecdo positiva sdo
temas a serem elucidados por estudos futuros.
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