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Resumo

O reovirus aviario (ARV, avian reovirus) pertence ao género Orthoreovirus da familia
Reoviridae e esta associado a artrite viral e sindrome de ma absorcdo em frangos de corte.
Ambas as situacBes resultam em grandes perdas econdémicas para o setor avicola, decorrentes
de condenacdo de carcacas e conversdo alimentar, respectivamente. Os ARVs possuem um
capsideo icosaédrico ndo envelopado, com genoma de RNA de cadeia dupla segmentado e
dividido em trés classes de tamanho, possuindo aproximadamente 23.500 pares de bases. O
capsideo externo é constituido por trés proteinas mais variaveis, entre as quais sigma C (cC)
qgue tem 326 aminoacidos. O objetivo deste trabalho foi realizar a detec¢do e a analise
genotipica de ARVs circulantes no Brasil. Foram coletadas 22 amostras de lesdes em
membros pélvicos de frangos de corte em lotes de aves comerciais. O RNA foi extraido e o
ARV foi detectado por PCR de transcrigcdo reversa em tempo real (RT-PCR) utilizando uma
regido conservada do genoma. Regido varidvel do gene da proteina cC foi amplificada para
sequenciamento pelo método de Sanger. O alinhamento das sequéncias e a analise
filogenética foram realizados com dados de amostras de referéncia dos seis gendtipos
principais de ARVs previamente detectadas em todo o mundo. Os ARVs do presente estudo
foram classificados nos genotipos de acordo com as sequéncias de aminoacidos da proteina
oC. Dados de sequéncias sugerem que os genomas de ARVs possuem elevada frequéncia de
mutacdes e rearranjos, resultando em diversos genotipos bastante heterogéneos.
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INTRODUCAO

A avicultura industrial brasileira tem participacdo fundamental na economia nacional,
pois representa o mercado de carnes com maior projecdo de crescimento anual (RECK, 2011).
O sucesso da cadeia produtiva brasileira é fruto de um intenso trabalho de selecdo e
melhoramento genético, adogdo de modernas técnicas de manejo e medidas de biosseguranca

(MACHADO, 2010). Devido as altas densidades populacionais decorrente da intensa
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producéo industrial, as doengas infecciosas sao mais facilmente disseminadas entre as aves
(REVOLLEDO; FERREIRA, 2009).

Uma doenca de carater econbmico e com disseminacdo entre aves de producdo € a
artrite infecciosa que além de representar um problema sanitario causa grande impacto na
economia do setor, provocando elevadas perdas de produtividade nos processos de
industrializagdo. Na fase de producédo dos frangos, as artrites e tenossinovites infecciosas tém
como principais consequéncias a reducdo do ganho de peso, piora na conversdo alimentar e
transtornos de locomocdo (JORDA et al., 2001). Apesar do impacto nos indices de
produtividade da avicultura industrial no Brasil, existem poucas informacgdes sobre o
diagndstico e a epidemiologia.

Os reovirus aviarios (ARVs, avian reoviruses) caracterizam-se pela especificidade de
infeccdo nas aves, diversidade antigénica e auséncia de atividade hemaglutinante. O
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) descreve apenas oito sorotipos,
porém estudos mais recentes evidenciaram 11 sorotipos distintos de acordo com distribuicdo
geografica, espécie avidria e material clinico de origem (ALFIERI et al., 2017). As
manifestacdes clinicas nas aves incluem artrite viral e sindrome de ma absorcdo (BACK,
2002).

O genoma é composto por RNA dupla-fita segmentado que estd envolto em um
capsideo com dupla camada correspondendo a aproximadamente 70 a 80 nm de didmetro. O
genoma completo compreende aproximadamente 23.500 pares de bases dividido em dez
segmentos divididos em trés classes de tamanho: trés segmentos grandes (large - L1, L2 e
L3), trés médios (medium - M1, M2 e M3) e quatro pequenos (small - S1, S2, S3 e S4)
(ALFIERI et al., 2017; DAY, 2009).

Cada segmento geralmente codifica apenas uma proteina, exceto os segmentos S1 e S4
que codificam duas proteinas cada. Ou seja, 0 virus expressa pelo menos oito proteinas
estruturais primérias e quatro proteinas virais ndo estruturais. Enquanto o ndcleo interno é
composto por cinco proteinas altamente conservadas (AA, AB, AC, pA e cA), o capsideo
externo é constituido por trés proteinas mais variaveis (uB, 6B e 6C). A comparagdo de todos
os segmentos demonstrou que existem regides mais conservadas como (AA, AB, pA, uNS,
cA, oB e oNS) e variaveis (AC, uB e cC) (FARKAS et al., 2016).

O objetivo deste trabalho foi realizar a deteccdo e a analise genotipica de ARVs

circulantes no Brasil.



METODOLOGIA

Foram coletadas 22 amostras de lesdes em membros pélvicos de frango de corte em
lotes de aves comerciais com alta taxa de condenacéo de carcacas devido a lesbes. As idades
dos animais variaram de 22 a 28 dias, sem correlacdo com o sexo. Amostras consistiram de
articulacdes tibiotarsicas, muasculo gastrocnémio, tenddo gastrocnémio, musculo tibial cranial,
masculo pub isquiofemoral e flexor crural medial.

O RNA dos tecidos foi extraido pelo método de adsor¢do em silica. Os ARVs foram
detectados atraves de uma PCR de transcricdo reversa em tempo real (RT-PCR) em uma
regido conservada do genoma. A cepa de vacina S1133 foi utilizada como controle positivo.

A genotipagem foi realizada por RT-PCR e sequenciamento do gene cC. Um DNA
complementar (cDNA) foi produzido e apds a amplificacdo foi realizada por Nested-PCR. Os
produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida e corados
com nitrato de prata. Os fragmentos amplificados foram sequenciados pelo método de Sanger.
Os resultados obtidos passaram por analises de bioinformética.As sequéncias obtidas foram
alinhadas com dados de referéncia dos genotipos I, 11, 111, IV, V e VI. A arvore filogenética
foi construida com base na sequéncia de aminoacidos da proteina cC pelo método de maxima

verossimilhanga. A filogenia foi realizada através do software 1Q-TREE.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As principais lesbes patologicas e as lesdes histologicas observadas no presente
estudo foram semelhantes as lesdes observadas em um estudo experimental por ARV, em que
a fase aguda mostrou infiltrado inflamatério misto nas bainhas do tenddo das amostras
analisadas (Jones, 1978). O ARV infecta aves jovens, uma vez que parecem tornar-se menos
suscetiveis a infeccdo a medida que envelhecem. As amostras positivas de ARVs foram
submetidas ao sequenciamento de cC e classificadas em grupos de genotipos (ou clusters) de
acordo com as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos do gene mais variavel e respectiva
proteina sigma C (KANT et al., 2003; LU et al., 2015; AYALEW et al., 2017). Atualmente,
seis grupos principais de ARVs ja foram detectados em todo o mundo (LU et al., 2015;
AYALEW et al., 2017). No presente estudo, as amostras de campo de ARVs foram
classificadas em quatro grupos de gendtipos/clusters caracterizados anteriormente (I, 11, 11l e
V).

Essas amostras mostraram uma similaridade de 32 a 100% entre si. Agruparam-se 7

amostras no genotipo |, proximas a isolados da Franca. No genoétipo I, agruparam-se 6



amostras em um ramo especifico da arvore filogenética, proximo a cepas dos Estados Unidos,
Canada e Israel. Uma amostra agrupou-se proxima a isolados dos Estados Unidos, no
gendtipo Il e as 4 amostras pertencentes ao gendétipo V ficaram proximas a cepas da

Australia. Nao foi observada correlacéo entre gendtipos e lesdes.

CONCLUSAO

A andlise realizada no estudo, somada aos dados de sequencias ja existentes sugerem
que os genomas de ARVs possuem elevada frequéncia de mutacGes e rearranjos, resultando
em diversos genotipos bastante heterogéneos. Outros estudos, como sequenciamento,
caracterizacdo completa do genoma e determinacdo do mecanismo de patogenicidade s&o
necessarios para obter melhores informacgfes sobre as cepas circulantes de ARV, a fim de

desenvolver estratégias eficientes de protecdo da doenca.
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