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1. INTRODUGAO

O Senecavirus A (SVA) esta classificado na familia Picornaviridae, género
Senecavirus (ICTV, 2020). Em relagdo a morfologia, o SVA é um virus ndo
envelopado, que contém um genoma RNA fita simples de sentido positivo com
aproximadamente 7.300 nucleotideos e apresenta capsideo icosaédrico (HALES
et al., 2008).

O virus foi inicialmente relacionado com doenca clinica em suinos no Canada
e nos EUA em 2008 e 2012, respectivamente, através de amostras clinicas de
suinos com doenga vesicular (PASMA; DAVIDSON; SHAW, 2008; SINGH et al.,
2012). Posteriormente, surtos envolvendo o agente foram relatados em varios
paises, incluindo Brasil, onde o virus continua circulando em diversos estados e
causando importantes prejuizos econémicos para suinicultura. (VIEIRA et al.,
2022).

Ainda, a infec¢do pelo SVA pode ser confundida com outras doencgas
vesiculares de suinos, principalmente febre aftosa, o que aumenta a necessidade
de controle do patdégeno. Dentre as manifestacbes clinicas associadas com a
infeccdo por SVA estao letargia, claudicagao, anorexia, diarreia e, principalmente,
lesdes vesiculares no focinho, cavidade oral e banda coronaria (JOSHI et al.
2016). A transmiss&o do virus se da através do contato direto ou indireto com as
lesbes ou secregdes, que podem conter de 2 x 107 até 1,2 x 10" copias
gendmicas (GUO et al., 2016; LEME; ALFIERI; ALFIERI, 2017).

Durante a replicagdo, assim como a maioria dos virus de genoma RNA, o
SVA pode sofrer mutagbes no genoma. A ocorréncia dessas alteragdes foi
demonstrada por diversos estudos. Dentre eles, um estudo realizado na China
encontrou 28 substituicbes quando comparou uma cepa viral isolada no pais em
2017 com outra isolada em 2015. Ainda, quando compararam a contemporanea
com o primeiro isolado de SVA, o protétipo SVV-001, foram detectadas 55
mudancas de aminoacidos (CHEN et al., 2018).

No Brasil, principalmente apos 2016, ndo ha dados acerca da avaliagéo da
evolugdo genética e molecular do virus no pais. Considerando esses fatos, o
sequenciamento do genoma de amostras de SVA brasileiras possibilitara o estudo
detalhado da origem e distribuicdo, além da dinédmica da evolugao genética do
agente no pais. Além disto, a caracterizagdo genética pode ainda permitir uma
selecao adequada de isolados virais como candidatos a cepas vacinais a serem
avaliadas.
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Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo obter dados sobre o
genoma completo de isolados brasileiros do SVA que permitira um conhecimento
detalhado sobre a diversidade genética e a evolugédo do Senecavirus A no Brasil.

2. METODOLOGIA

Foram disponibilizadas pelo Laboratério Nacional Agropecuario, LANAGRO —
LDFA/MG um total de 614 isolados virais provenientes de amostras clinicas de
suinos com diagnostico positivo para Senecavirus A. As amostras foram coletadas
entre os anos 2018 e 2021, provenientes de 41 cidades distribuidas em 8 estados
brasileiros (Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo). Apds o recebimento no Laboratoério
de Virologia e Imunologia da UFPEL, as amostras foram armazenadas em
ultrafreezer (-80 °C) até o seu processamento.

Células da linhagem H1299 (human non-small cell lung carcinoma cell) foram
cultivadas em placas de 24 orificios, em meio RPMI-1640 com 5% de Soro Fetal
Bovino (SFB). Para adsor¢do, as amostras virais foram inoculadas
individualmente na monocamada de células H1299 em confluéncia de
aproximadamente 80% e incubadas a 37 °C em estufa com 5% de CO.,.
Concomitantemente, cultivos celulares sem a adicdo das amostras virais foram
utilizados como controle negativo. A cada 24h, os cultivos foram avaliados quanto
a formacdo do efeito citopatico (ECP) resultante da multiplicagdo viral e
caracteristico do SVA. Apds uma passagem em células H1299, as culturas
apresentando ECP foram consideradas positivas e o sobrenadante foi coletado,
clarificado por centrifugacédo e armazenado a -80C até seu processamento.

Visando comparar filogeneticamente cepas de SVA circulantes nos estados
brasileiros e utilizando como critério de selecido a distribuicdo geografica e
temporal dos isolados, foram selecionadas 501 amostras para sequenciamento do
genoma completo. Apds o cultivo, para a obtencdo do RNA total das amostras
selecionadas,
200uL da suspensao resultante do isolamento/amplificagao viral foram utilizados
para extracdo, utilizando o kit comercial BioGene Extracdo de DNA/RNA Viral
(Quibasa-Bioclin), conforme instrugbes do fabricante. Apds a extracdo, o RNA
previamente quantificado, foi submetido a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), com o kit comercial iScript™ cDNA Synthesis Kit (BIO RAD), para a
obtencdo do DNA complementar (cDNA).

O sequenciamento do genoma completo de 50 isolados foi realizado
seguindo a metodologia utilizada por Joshi et al. (2016). Resumidamente, 9 pares
de primers (F1-F9) que abrangem toda a extensdo do genoma do SVA foram
utilizados em reagdes de RT-PCR. Os produtos das RT-PCRs foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% para confirmar a amplificagdo e foram
posteriormente purificados, utilizando o kit Wizard SV gel and PCR clean-up
(Promega). Os produtos purificados foram sequenciados pelo método Sanger, no
equipamento ABI3130xlI Genetic Analyzer (Applied Biosystems) em parceria com
a EMBRAPA CNPSA, Concodrdia, SC. A obtengao das sequéncias consenso e
montagem das sequéncias completas foram realizados utilizando o programa
Geneious Prime (versao 2022.0.2) com base na sobreposi¢cao das extremidades
das sequéncias analisadas. O sequenciamento dos outros 451 isolados foi
realizado pela metodologia Nanopore na Cornell University, EUA.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificagdo dos isolados virais foi realizada pela inoculagdo de uma
aliquota viral em monocamadas de células H1299. De um total de 614 amostras,
97,4% apresentaram ECP caracteristico da replicacdo viral em até 72h
pos-inoculagdo. Em relacdo a selecdo das amostras para sequenciamento,
embora ndo tenha sido feita com base estatistica, a escolha dos 501 isolados
contemplou amostras dos oito estados onde houve coleta pelo LANAGRO nos
anos de 2018 a 2021. Todas as amostras selecionadas para sequenciamento
tiveram identidade confirmada pela reacdo de RT-PCR.

Pelo sequenciamento gendmico e posterior montagem dos fragmentos (tanto
pela metodologia de Sanger ou Nanopore), foi possivel obter 501 genomas
completos do SVA. A analise filogenética revelou que as sequencias brasileiras do
SVA sao geneticamente distintas das sequencias de outros paises, incluindo
China, EUA e Canada, e formam um cluster monofilético, sugerindo um ancestral
comum para os virus atualmente circulando do Brasil. Além disto, existem dois
clusters principais com sequencias da regido centro-oeste e sul do pais, indicando
qgue provavelmente o SVA esta evoluindo independentemente na populagao suina
do Brasil. Além disto, a comparagao entre sequencias permitiu a identificacdo de
sete mutagdes unicas com alta frequéncia nas sequencias de isolados brasileiros
do SVA.

Um estudo conduzido na China identificou similaridade gendmica entre virus
isolados no Brasil, Canada e Estados Unidos, sugerindo que o virus pode ter
entrado na China por diversas rotas (ZHANG et al., 2021). J& em um estudo
realizado no Vietna, a caracterizacao da cepa isolada do primeiro caso identificado
apresentou similaridade elevada (98,5-99%) com sequéncias de virus circulantes
na China, o que indica uma possivel transmissao entre os dois paises (ARZT et
al., 2019).

A identificacdo de assinaturas genéticas nos isolados brasileiros do SVA e a
auséncia destas mutacdes especificas em sequencias do SVA de outros paises
indicam que o Brasil possa n&o ter sido a origem primaria do SVA para outros
paises e continentes, conforme inferido por Wu et al., 2022.

4. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo fornecem informagdes relevantes sobre a
evolucado genética do Senecavirus A no Brasil e também contribuem para a
epidemiologia e dindmica evolucionaria do SVA em nivel global.
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