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Resumo

Objetivo: Auxiliar no entendimento da COVID-19 em relagdo a origem do SARS-CoV-2, suas descobertas gendmicas, patogenia, possiveis hospedeiros
primérios e intermediarios, além da comparagdo com outros coronavirus. Metodos: foram utilizadas as bases de dados Scientific Eletronic Library Online
e PubMed, com artigos de revisdo e originais, em lingua portuguesa e inglesa, pesquisados no periodo de 05 de marg¢o a 10 de abril de 2020, adotando
os seguintes descritores: SARS-CoV, COVID-19, coronavirus, Wuhan, genome, structure, origin, transmission, evolution, zoonotic. Os artigos originais
identificados foram incluidos nesta revisdo, juntamente com artigos de suporte referenciados por estes. Resultados: As caracteristicas gendmicas descritas
até o momento podem explicar, em parte, a infectividade e a transmissibilidade do SARS-CoV-2 em humanos. Devido aos notaveis recursos de SARS-CoV-2,
incluindo o local otimizado do dominio de ligagcdo ao receptor (RBD) e de clivagem polibasica, é pouco provavel um cendario laboratorial para a origem do
SARS-CoV-2. Conclusao: Para o presente, é de extrema importancia obter mais dados genéticos e funcionais sobre o SARS-CoV-2, incluindo estudos em
animais, sequenciamento do virus em casos muito precoces e identificagdo dos parentes virais mais préximos do SARS-CoV-2 que circulam em animais.
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Abstract

Objective: tTo assist in the understanding of COVID-19 in relation to the origin of SARS-CoV-2, its genomic discoveries, pathogenesis, possible primary
and intermediate hosts, in addition to comparison with other coronaviruses. Methods: the Scientific Electronic Library Online and PubMed databases
were used, with review articles and originals, in Portuguese and English, researched from March 5 to April 10, 2020, adopting the following descriptors:
SARS-CoV, COVID-19, coronavirus, Wuhan, genome, structure, origin, transmission, evolution, zoonotic. The original articles identified were included in
this review, along with supporting articles referenced by them. Results: The genomic characteristics described so far may partly explain the infectivity and
transmissibility of SARS-CoV-2 in humans. Due to the remarkable resources of SARS-CoV-2, including the optimized site of the receptor binding domain
(RBD) and polybasic cleavage, a laboratory scenario for the origin of SARS-CoV-2 is unlikely. Conclusion: For the present, it is extremely important to obtain
more genetic and functional data on SARS-CoV-2, including studies on animals, sequencing of the virus in very early cases and identification of the closest
viral relatives of SARS-CoV-2 that circulate in animals.

Keywords: Coronavirus. Pandemics. Pathogenicity.Transmission.

INTRODUCAO

Os coronavirus (CoVs) sdo, tradicionalmente, considerados
patéogenos ndo letais para seres humanos, causando,
aproximadamente, 15% dos resfriados comuns. Até o ano de
2019, seis diferentes espécies de CoV serdo conhecidas como
causa de doenca em seres humanos; entre as quais, quatro delas,
229E, NL63, 0C43, e o HKU1, de alta prevaléncia e associados
a quadros de resfriados e infec¢es leves do trato respiratdrio
superior em pacientes imunocompetentes de todas as faixas
etdrias. As outras duas espécies, severe acute respiratory
syndrome coronavirus (SARS-CoV) e a Middle East respiratory
syndrome coronavirus (MERS-CoV) tém origem zoondtica e
estdo associadas a quadros graves e, potencialmente, fatais de

insuficiéncia respiratoria. O SARS-CoV foi responsavel por um
surto originalmente na China em 2003 com 8.096 casos em 29
paises e 774 mortes (letalidade de 9,5%); enquanto o MERS-
CoV foi o agente responsavel pelo surto ocorrido no Oriente
Médio, originalmente na Aradbia Saudita, no ano de 2012, com
registro de 2.494 casos em 27 paises e 858 mortes (letalidade
de 34%)'2.

Em 2019, foi encontrado um CoV humano mais infectivo do que
0 SARS-CoV e MERS-CoV, um novo coronavirus zoondtico, que
cruzou espécies para infectar humanos. Esse virus, chamado
provisoriamente de 2019-nCoV, foi identificado pela primeira
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vez em Wuhan, na provincia de Hubei, China, em pessoas de
um mercado de frutos do mar e de animais vivos?. Devido ao
fato de o 2019-nCoV ser altamente homdlogo ao SARS-CoV,
foi nomeado SARS-CoV-2 pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) em 11 de fevereiro de 2020, e a doenga associada foi
denominada CoV Doenga-19 (COVID-19)*°. Portanto, o SARS-
CoV-2 é responsavel pelo terceiro surto de CoV na histéria da
humanidade.

Casos de pneumonia com origens desconhecidas foram
relatados, pela primeira vez, em Wuhan, em 31 de dezembro
de 2019 pela Comissdo National de saide da China® Em 12 de
janeiro de 2020, foram isolados em Wuhan cinco genomas de
SARS-CoV-2 e, em 15 de janeiro de 2020, o primeiro caso fatal
de Wuhan foi relatado®>”; enquanto isso, a epidemia espalhou-
se, rapidamente, para as cidades vizinhas e outros paises. Em
20 de janeiro, foi relatada a infec¢cdo de profissionais da saude,
confirmando a transmissdo entre humanos®, e, no dia 24 de
janeiro, o primeiro estudo clinico sobre a doenca relatou que,
dos 41 pacientes com casos confirmados, 21 tiveram contato
com o mercado de frutos do mar de Wuhan®. No dia 30 de
janeiro, a OMS declarou o surto de SARS-CoV-2 como uma
emergéncia de saude global, estando a doencga espalhada em
toda a China e em 50 outros paises®

Em 30 de janeiro de 2020, eram conhecidos 42 genomas, e
uma andlise filogenética dessas amostras revelou estarem
relacionadas até sete mutagdes com um ancestral comum,
indicando que a primeira infeccdo em seres humanos ocorreu
em novembro ou dezembro de 201957°, Em 13 de margo de
2020, estavam ja disponiveis publicamente 410 genomas de
SARS-CoV-2°.

Em 20 de marg¢o de 2020, foi declarado que a transmissdo do
novo coronavirus passou a ser considerada comunitdria em
todo o territério brasileiro. Em 26 de abril de 2020, o Brasil era
0 22 pais das Américas em numero de infectados (60.888) e
0 122 em nuimero de ébitos (3.670) Na mesma data, ja eram
notificados 2.804.796 casos de infectados com 193.710 ébitos
no mundo, estando os Estados Unidos da América com o maior
ndmero de casos (899.281)%.

Em 20 de marg¢o de 2020, foi declarado que a transmissdo do
novo coronavirus passou a ser considerada comunitdria em
todo o territério brasileiro. Em 26 de abril de 2020, o Brasil era
0 29 pais das Américas em numero de infectados (61.888) e em
numero de dbitos (3.670)%°. Na mesma data ja eram notificados
2.804.796 casos de infectados com 193.710 ébitos no mundo,
estando os Estados Unidos da América com o maior nimero de
casos (899.281).

Em meio a emergéncia global de saude publica da COVID-19,
é importante entender as origens da pandemia, pois a
compreensado detalhada de como um virus animal ultrapassou os
limites das espécies para infectar seres humanos de maneira tdo
produtiva ajudara na prevencgao de futuros eventos zoondticos,
na busca de alvos para drogas e de marcadores laboratoriais
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para auxiliar no diagndstico e progndstico da doenga. Assim,
em funcdo da relevancia da situacdo epidemioldgica da
COVID-19, esta revisdo resume o progresso das pesquisas
com analises gen6micas em relagdo a origem do SARS-CoV-2,
patogenia, assim como seus possiveis hospedeiros primarios
e intermediarios, comparando, também, o SARS-CoV-2 com o
SARS-CoV e o MERS-CoV.

METODOS

A pesquisa bibliografica foi realizada por meio de consulta a base
de dados Scientific Eletronic Library Online (SciELO) e PubMed.
Apods a analise do titulo, resumo e textos completos, foram
utilizados artigos de revisdo e originais, em lingua portuguesa
e inglesa, pesquisados no periodo de 05 de margo a 10 de
abril de 2020. Utilizaram-se os seguintes descritores: SARS-
CoV, COVID-19, coronavirus, Wuhan, genome, structure, origin,
transmission, evolution, zoonotic e todas as combinagbes de
associacdo entre elas. Os artigos originais identificados foram
incluidos nesta revisdo, juntamente com artigos de suporte
referenciados por estes.

Caracteristicas do SARS-CoV-2

Os coronavirus foram descritos, pela primeira vez, em 1966
por Tyrell e Bynoe, que cultivavam os virus de pacientes
com resfriados comuns!!. S3o0 uma subfamilia de grandes e
envelopados virus contendo morfologia esférica, com cerca
de 100 a 160 nm de diametro.Visualizados na microscopia
eletrénica como circulos com espiculas que se exteriorizam de
sua superficie, formando projecGes semelhantes a uma coroa
solar (a palavra “corona”, em latim, tem o significado de coroa).
Eles podem ser divididos nos géneros alfa, beta, gama e delta
coronavirus, dos quais os CoVs alfa e beta infectam humanos.
Os beta-coronavirus podem causar doencas graves e fatais,
enquanto os alfa-coronavirus causam infec¢Ges assintomaticas
ou levemente sintomaticas. Os alfa e beta-coronavirus sdo,
aparentemente, origindrios de mamiferos, em particular de
morcegos, enquanto o virus gama e delta sdo originarios de
porcos e passaros®.

O arranjo de genes no genoma do SARS-CoV-2 é: 5'UTR-
replicase (orflab)- Spike (S)- orf3a- Envelope (E)- Membrane
(M)- orf6- orf7a- orf8-Nucleocapsid (N)- orf10- 3'UTR. As
principais diferengas entre o SARS-CoV-2 e o SARS-CoV sdo nos
genes Spike, orf3a e orf8, que sdo conhecidos por codificar
indutores da ativagdo do inflamassoma de receptores tipo NOD
3 (NLRP3) e por codificar uma proteina que inibe a expressao de
interferon B (IFNB). O SARS-CoV-2 forma novas proteinas mais
curtas e é codificado pelo gene orf3a e por orf8. Assim, surge
a hipdtese de que o SARS-CoV-2 pode ser menos eficiente na
supressdo da resposta antiviral e na ativag¢do do inflamassoma
de NLRP3 do que o SARS-CoV, porém isso deve ser testado.

O genoma dos CoVs alberga um RNA de fita simples,
polaridade positiva e com tamanho variando entre 26 kb e
32 kb. Apresentam quatro proteinas estruturais, conhecidas
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como proteinas S (spike), E (envelope), M (membrana) e N
(nucleocapsideo). As infecgbes por virus iniciam com a ligacdo
de particulas virais aos receptores de superficie celulares. O
reconhecimento de receptores €, portanto, um determinante
importante do tropismo de células e tecidos de um virus.

A proteina S, constituida por espiculas de glicoproteinas,

permite aovirus ligar-se a membrana de uma célula hospedeira
(figura 1). Os receptores celulares sdo a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) para o SARS-CoV e a dipeptidil peptidase
4 (DPP4) para o MERS-CoV, ocorrendo, assim, a fusdo com a
membrana da célula do hospedeiro®2.

Figura 1. Estrutura do SARS-CoV-2 e mecanismos de entrada na célula.
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Na parte superior esquerda, desenho esquematico do virus SARS-CoV-2, evidenciando as quatro proteinas estruturais do envelope, membrana,
nucleo capsideo e Spike (S1+S2) e membrana lipidica. A Etapa 1 ilustra a interagdo da proteina Spike (S1) com o receptor celular ACE2. Nesta
etapa, proteases da célula alvo ativam a proteina S, clivando-a em subunidades S1 e S2. S2 muda sua conformagao (etapa 2) incluindo a insergdo
de FP na membrana da célula-alvo e exposi¢gdo do dominio HR1. A interagdo entre os dominios de HR2 e HR1 formam feixes de seis hélices (6-HB),
trazendo o envelope viral e a membrana celular em estreita proximidade para a fusdo e entrada viral (etapa 3).

Ap0s o surto de COVID-19, os cientistas chineses determinaram,
prontamente, que o SARS-CoV-2 também utiliza a ACE2 para a
entrada nas células'***, O papel fisioldgico primario da ACE2 é
facilitar a maturacdo de angiotensina, um hormdnio peptidico
que controla a vasoconstri¢do e a pressdo sanguinea. A ACE2 é
uma proteina de membrana tipo | expressa no pulmao, coragdo,
rim e intestino>*¢,

O SARS-CoV-2 pode invadir a célula hospedeira por endossomos
ou por fusdo da membrana plasmatica. Em ambos os modos,
a proteina S do SARS-CoV-2 medeia a ligagdo a membrana da
célula hospedeira através da ACE2. No primeiro caso, quando
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os virus sdo absorvidos pelos endossomos, a catepsina L ativa a
proteina S no endossomo; enquanto, na fusdo coma membrana,
a proteina S é ativada por proteases celulares na proximidade do
receptor ACE2. A entrada por fusdo com a membrana plasmatica
tem menor probabilidade de desencadear imunidade antiviral
das células hospedeiras e, portanto, é mais eficiente para a
replicagdo viral'’%,

Andlise de bioinformatica demonstrou que a proteina S
de SARS-CoV-2 exibe caracteristicas semelhantes as das
proteinas S de outros CoVs, incluindo uma regido S1 NTD, S1
CTD, S2, uma regido transmembranar e um pequeno dominio
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citoplasmatico'’. A proteina S trimétrica do SARS-CoV-2 é clivada
em S1 e S2 pelas proteases das células hospedeiras durante a
infeccdo, na qual a subunidade S1 é responsavel pela ligacdo ao
receptor celular e a subunidade S2 é envolvida na entrada viral.

A subunidade S1 é composta pelo peptideo sinal (SP), dominio
N-terminal (NTD) que reconhece um receptor de superficie
celular e um dominio C-terminal (CTD) que impulsiona a fusdo

do envelope viral com a membrana celular, os quais podem
funcionar como uma entidade de ligacdo ao receptor também
chamado dominio de ligacdo ao receptor (RBD). A subunidade
S2 é composta pelo peptideo de fusdo (FP), um segundo sitio
proteolitico (S2’), um peptideo de fusdo interno (IFP), dominio
heptad repeat 1 (HR1), dominio heptad repeat 2 (HR2), dominio
transmembranar (TM) e dominio fusdo citoplasmatico (CP)(20—
22) (figura 2).
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Estdo destacados [] os sitios de clivagem envolvidos no processo de ligagdo e fusdo dos virus nas células hospedeiras. A proteina S de SARS-
CoV-2 contém uma sequéncia de reconhecimento da furina “PRRARSV”, semelhante ao MERS-CoV “PRSVRSV”. Por outro lado, a parte “PRRA” da
sequéncia alvo da furina no local S1 / S2 esta ausente na proteina S de todos os outros SARS / SARSr-CoVs. Somente o SARS-CoV-2 contém um
potencial local de clivagem para proteases de furina. Essa caracteristica indica que o SARS-CoV-2 humano pode ganhar um mecanismo distinto para
promover sua entrada nas células hospedeiras. Todas as sequéncias SARS-CoV-2-Wuhan-Hu-1 (QHD43416.1), Bat-CoV-RaTG13 (QHR63300.2),
PCoV GX-P4L (PQIA48614.1), SARS-CoV (P59594.1), MERS-CoV (YP_009047204.1), HCoV-NL63 (YP_003767.1), HCoV-229E (NP_073551.1), HCoV-
0C43 (YP_009555241.1), HCoV-HKU1 (YP_173238.1) estdo disponiveis no NCBI.

A proteina S de SARS-CoV-2 contém uma sequéncia de
reconhecimento da furina (PRRARSV), semelhante ao MERS-CoV
(PRSVRSV) (16, 17). Por outro lado, a parte “PRRA” da sequéncia
alvo da furina no local S1 / S2 estd ausente na proteina S de
todos os outros SARS / SARSr-CoVs (figura2). Somente o SARS-
CoV-2 contém um potencial local de clivagem para proteases
de furina. Essa caracteristica indica que o SARS-CoV-2 humano
pode ganhar um mecanismo distinto para promover sua entrada
nas células hospedeiras®®.

O RBD na subunidade S1 da proteina S é a parte mais variavel
do genoma entre os SARS-CoV-2 e o SARS-CoV. Seis aminoacidos
do RBD sdo criticos para a ligacdo a ACE2 e para determinar
quais os hospedeiros do SARS-CoV. Com coordenadas baseadas
no SARS-CoV, sdo Y442, L472, N479, D480, T487 e Y4911, que
correspondem a L455, F486, Q493, S494, N501 e Y505 em SARS-
CoV-2. Cinco desses seis residuos diferem entre o SARS-CoV e o
SARSCoV-2, o qual tem um RBD que se liga com alta afinidade
a ACE2 de humanos, furGes, gatos e outras espécies com alta
homologia de receptores (20,23). Estudos reportaram que
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a proteina S do SARS-CoV-2 se liga ao ACE2 com afinidade de
~15nM, que é uma afinidade aproximadamente 10 a 20 vezes
maior do que a ligagdo do ACE2 ao SARS-CoV?02425,

Interagdo com o hospedeiro

Na maioria dos pacientes com COVID-19, foi relatado que, nos
exames hematoldgicos e bioquimicos, ocorre a adiminuicdo
da hemoglobina e o aumento dos valores de velocidade de
hemossedimentacgdo (VHS), indice de ferritina sérica, proteina
C reativa, albumina e lactato desidrogenase’®2® (quadro
1).Isso implica que, com a hemoglobina diminuindo e o
heme aumentando, o corpo acumula ions de ferro, causando
inflamacdo e aumento da proteina C-reativa e albumina. Entdo,
as células reagem ao estresse devido a inflamagdo, produzindo
grandes quantidades de ferritina sérica para se ligarem aos
ions de ferro livres para reduzir os danos. A hemoglobina
consiste em quatro subunidades, 2-a e2-$3, e cada subunidade
possui um heme ligado ao ferro. O heme é um componente
importante da hemoglobina, composto por um anel porfirinico
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no qual se acomoda em seu centro um atomo de ferro ligado
a quatro atomos de nitrogénio. A estrutura do heme sem o
ferro é chamada de porfirina. Quando o ferro é divalente, a
hemoglobina libera diéxido de carbono e captura dtomos de
oxigénio nas células alveolares, oxidando o ferro atrivalente.
Quando a hemoglobina é disponibilizada para outras células do
corpo através do sangue, libera dtomos de oxigénio e captura
didxido de carbono, reduzindo o ferro adivalente?”?%,

Quadro 1. Alterac¢des laboratoriais em pacientes com progressao
desfavordvel da COVID-19.

Albumina Diminuicdo
Hemoglobina Diminuicdo
Linfécitos Diminuicdo
Alanina aminotransferase (ALT) Aumento
Aspartato aminotransferase (AST) Aumento
Bilirrubina total Aumento
Creatinina Aumento
D-dimero Aumento
Ferritina Aumento
Lactato desidrogenase (LDH) Aumento
Procalcitonina Aumento
Proteina C reativa (PCR) Aumento
Tempo de protrombina (PT) Aumento
Troponina cardiaca Aumento

Um estudo utilizando analises de dominios conservados
(MEME Suite), modelagem de homologia (swiss-model) e
acoplamento molecular (Molecular docking) analisou fungGes
de determinadas proteinas do SARS-CoV-2. Os pesquisadores
demonstraram que as orflab, orfl10 e orf3a do SARS-CoV-2
atacam o heme da cadeia 1-beta da hemoglobina, dissociando
o ferro e formando a porfirina e, entdo, a orf8 e glicoproteinas
de superficies se combinam com a porfirina para formar um
complexo, inibindo, assim, a via metabdlica normal do heme
e fazendo que as pessoas apresentem dispineia como um
dos sintomas da COVID-19. Assim, a pneumonia por SARS-
CoV-2 poderia estar intimamente relacionada ao metabolismo
anormal da hemoglobina em humanos .

Um virus poderia estar ligado a porfirinaindependentemente de
uma célula, devido ao fato de a porfirina ter uma caracteristica
de transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia,
na qual um doador, em um estado, excitado transfere energia
para um receptor no estado fundamental através de um efeito
dipolo de longo alcance. Assim, os virus que se ligam a porfirinas
poderiam obter energia através desse método induzido pela luz.
Os resultados do estudo de Wenzhong et al. (2020) sugerem
gue o novo coronavirus poderia ser dependente da porfirina
e pode ter evoluido ao longo de inUmeras geragbes em um
hospedeiro original como o morcego®.

A evolugcdo do novo coronavirus também apresenta algumas
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caracteristicas paradoxais. O SARSCoV-2 é altamente contagioso,
portanto, a sua proteina S e a ACE2 humana deveriam ter uma
forte capacidade de ligacdo. De fato, estudos reportaram a
alta afinidade da ligacdo entre a proteina S do SARS-CoV-2
e a ACE2(20,24,25). No entanto, outros estudos mostraram
que, apesar do SARS-CoV-2 ligar-se a ACE2 humana com alta
afinidade, a interagdo ndo é ideal, e a sequéncia RBD é diferente
daquelas demonstradas no SARS-CoV como ideal para a ligacdo
ao receptor, tornando mais fraca a ligacdo do SARS-CoV-2 a
ACE2(13,15,16,25). Assim, em adicdo ao método de ligacdo
Spike-ACE2, supde-se existir outro mecanismo de ligagdo entre
0 SARS-CoV-2 e a membrana do hospedeiro!®2,

Um estudo de Wenzhong et al. (2020) mostrou que a
glicoproteina E2 e a proteina do Envelope do SARS-CoV-2
ligam-se, eficazmente, as porfirinas.A porfirina € um composto
da classe de polimeros que contém nitrogénio com uma forte
capacidade de penetragdo nas membranas celulares. Portanto,
em adicdo ao método invasivo Spike-ACE2, de alta afinidade,
mas baixa forca interativa, o SARS-CoV-2 também pode
penetrar a membrana celular humana através de sua ligagdo a
porfirina(29).Esse achado se apresenta como uma solucdo para
aumentar o seu potencial de infectividade, que, provavelmente,
é resultado da sele¢do natural em seres humanos; sendo isso,
também, uma evidéncia de que 0 SARS-CoV-2, presumivelmente,
n3o é produto de manipulagdo laboratorial®.

Assim como ja foi demonstrado para SARS-CoV, MERS-CoV
e outros CoVs humanos®*, no SARS-CoV-2, no estado inativo,
a subunidade S1 bloqueia os dominios FP, HR1 e HR2 na
subunidade S2. Enquanto, no estado ativo (de ligagdo ao ACE2),
apos a ligacdo do RBD do S1 no ACE2, as proteases das células
alvo ativam a proteina S, clivando-a em subunidades S1 e S2. S2
muda de conformacdo, incluindo a inser¢do de FP na membrana
da célula alvo e exposi¢do do dominio HR1. A interagdo entre os
dominios de HR2 e HR1 formam feixes de seis hélices (6-HB),
trazendo o envelope viral e a membrana celular em estreita
proximidade para a fusdo e entrada viral (figura 1).

O SARS-CoV-2 mostrou uma capacidade superior de fusdo com
a membrana plasmatica do hospedeiro em comparag¢do com o
SARS-CoV. Xia et al.(2020) demonstraram que varias mutagées
no dominio HR1 do SARS-CoV-2 podem estar associadas as
interacdes aprimoradas com o dominio HR23.,

No estado de pré-fusdo, os peptideos derivados dos dominios
de HR2 e HR1, designados HR2P e HR1P, interagem com os
dominios de HR1 e HR2 expostos, respectivamente, e inibem
a conformacdo 6-HB, bloqueando a fusdo viral*2.Um estudo
demonstrou que a HR2P do SARS-CoV-2 exibiu potente atividade
inibidora da fusdo viral com metade da concentragdo inibitéria
maxima (IC50) de 0,18uM, indicando que a regido HR1 poderia
servir como um alvo para futuras drogas. Por outro lado, a
HR1P do SARS-CoV-2 ndo exibiu efeito inibitdrio significativo em
concentragdes de até 40 uM?32,

No SARS-CoV-2, as proteases que clivam e ativam a proteina S
no processo de fusdo com a membrana humana sdo a protease
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transmembranar serina 2 (TMPRSS2) e a protease do tipo
tripsina das vias aéreas humanas (HAT). A TMPRSS2 é expressa
amplamente no trato respiratério humano, em que as células
epiteliais também s3o direcionadas para infecgao viral. Um
estudo demonstrou que o SARS-CoV-2 usa, principalmente,
a TMPRSS2 para a fusdo viral (13). Portanto, a TMPRSS2
desempenha um papel importante na promogdo da infecgao
por SARS-CoV-2 nas vias aéreas humanas, e um inibidor da
TMPRSS2 pode constituir uma opg¢do para bloquear a entrada
do SARS-CoV-2 na célula humana3?.

Notavelmente, os IFPs do SARS-CoV-2 e SARS-CoV sdo idénticos.
Embora o mecanismo molecular envolvido na entrada do virus
na célula ainda ndo esteja totalmente esclarecida, é provavel
que ambos, FP e IFP, participem do processo de entrada viral
e, portanto, a proteina S, provavelmente, deve ser clivada nos
locais de S1/S2 e S2' para a entrada viral. O local de clivagem
S2' é idéntico entre o SARS-CoV-2 e o SARS-CoV, enquanto o
local de clivagem S1/S2 exibe diferenca entre os coronavirus
(figura 2). Portanto, o processo de clivagem é assegurado por
diferentes proteases das células hospedeiras, dependendo da
sequéncia do local de clivagem $1/52%.

Os eventos primdrios sdo essenciais para a entrada do virus, a
eficacia e extensdo dessa etapa de ativagdo pelas proteases das
células alvo devem regular o tropismo celular e a patogénese
viral. No SARS-CoV-2, o sitio 2 de clivagem da regido S1/S2 da
proteina Sainda pode ser clivado, possivelmente apds a clivagem
do local 1.Surpreendentemente, a sequéncia da proteina S do
SARS-CoV-2 contém 4 aminodacidos adicionais antes do local 1
de clivagem da regido $1/S2, formando um local de clivagem
pela furina que deve ser clivado para a preparagao da proteina
S. Isso pode ter fornecido um ganho de fungao do SARS-CoV-2
para uma mais eficiente transmissdao na populagdo humana
em comparagao com outros betacoronavirus. Assim, apesar de
uma alta similaridade com a sequéncia do genoma de SARS-
CoV, o SARS-CoV-2 apresenta um local de clivagem pela furina
na proteina S, ausente nos outros CoVs semelhantes a SARS(22)
(figura 2). Isso permite uma clivagem eficaz pela furina e outras
proteases e tem um papel no aumento da patogenicidade e da
reproducdo do SARS-CoV-219%,

A prolina na jungdo entre S1 e S2 permite a adicdo de
ligagdes O-glicosidicas que flanqueiam o local de clivagem
e sdo exclusivos do SARS-CoV-2. A grande variagao genética
na proteina S torna possivel que sejam descobertos outros
receptores para o SARS-CoV-2, e que ele ainda seja descoberto
em outras espécies hospedeiras'®?°34, As ligagdes O-glicosidicas
podem criar um “Dominio semelhante a mucina” que protege
epitopos ou residuos-chave na proteina S do SARS-CoV-2.
Varios virus utilizam esse dominio como escudos de glicano
para imunoevasdo®. No entanto, estudos experimentais sdo
necessarios para determinar se esses o-glicanos sdo usados em
SARS-CoV-2. Somente o SARS-CoV-2 contém um potencial local
de clivagem para proteases de furina. Essa diferenca indica que
0 SARS-CoV-2 humano ganhou um mecanismo distinto para
promover sua entrada nas células hospedeiras. Experimentos
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com SARS-CoV mostraram que a inser¢do experimental de um
local de clivagem pela furina na jungao S1-S2 melhorou a fusdo
célula-célula sem afetar a entrada viral, ou seja, a clivagem
critica na jungdo S1-S2 pode ocorrer sem ser observada a
entrada do virus na célula. Isso foi demonstrado em um estudo
gue observou que a entrada do SARS-CoV foi bloqueada por um
inibidor especifico da catepsina L (protease humana) mesmo
tendo ocorrido uma clivagem na jungdo S1-S2 eficiente?!.

Origem do SARS-CoV-2

Com tantos relatos de casos de COVID-19 ligados ao Mercado
Huanan em Wuhan, levantou-se a suspeita de que uma fonte
animal estava presente nessa localizagdo. Foram sequenciadas
10 amostras de SARS-CoV-2 coletadas no local de origem, sendo
observados 99,98% de identidade genética entre as amostras,
sugerindo um novo tipo de beta-CoV. Foi constatado que o
SARS-CoV-2 compartilha 79,5% de sua sequéncia genética
com o SARS-CoV e tem 96,2% de homologia com um CoV de
morcegos. Devido a semelhang¢a de SARSCoV-2 com SARS-CoV
de morcegos, sugeriu-se que os morcegos foram os hospedeiros
originais. Embora o genoma de RaTG13, cepa de SARS-CoV
vinda de um Rhinolophus affinis, seja 96% idéntica ao genoma
do SARS-CoV-2, sua proteina S diverge no RBD, o que sugere
que ele ndo pode-se ligar, eficientemente, a ACE2 humanos?,
sugerindo a presenga de um hospedeiro ainda ndo relatado.

Acredita-se que os morcegos foram os reservatérios primarios
para o ebola, assim como com o Sars-Cov, que surgiu na Asia,
em 2003 apds ser transmitido de morcegos para civetas e
depois para humanos, e com o Mers-Cov, que infectou cerca
de 2.500 pessoas desde 2012, apds ser transmitido de camelos
para humanos*3¢-38,

O morcego é o segundo mamifero mais comum depois dos
roedores, representando quase 20% de todas as espécies de
mamiferos. Existem mais de 1.300 espécies de morcegos,
e alguns deles podem viver até 40 anos. E o Gnico mamifero
com capacidade de voar, o que aumenta a disseminag¢do da sua
populagado, e seu peculiar sistema imunoldgico faz que ele seja
capaz de abrigar varios virus. Isso ocorre devido a capacidade
do morcego de limitar a inflamagdo. Os morcegos ndo reagem
a infeccdo com a resposta inflamatéria tipica que, muitas
vezes, leva a danos patoldgicos. A inflamagado que é mediada,
principalemnte pela proteina NLRP3, é significativamente
reduzida em morcegos em comparagdo com camundongos
e humanos. Isso ocorre devido ao fato de os morcegos
apresentarem adaptagdes especificas, como a redugdo do
‘priming transcricional’, uma etapa fundamental no processo de
producdo de NLRP3, e como pela presenca de variantes Unicas
do NLRP3 que tornam as proteinas menos ativas neles do que em
outras espécies. Assim, em vez de ter uma melhor capacidade
de combater infecges, os morcegos tém uma tolerancia muito
maior. O amortecimento da resposta inflamatdria permite que
eles sobrevivam e sejam excelentes reservatérios virais (39,40).
No entanto, ainda ndo foi elucidado por meio de qual hospedeiro
intermediario o virus atravessou a barreira das espécies,
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infectou humanos e qual sua rota de transmiss3o. Ji, et al. (2020)
propuseram cobras como portadoras do virus de morcegos para
seres humanos que envolviam recombinagdao homdloga dentro
da proteina S (34). Em um segundo estudo, pesquisadores de
Guangzhou, China, sugeriram os pangolins, frequentemente
usados na medicina chinesa, como hospedeiros intermediarios
em potencial do SARS-CoV-2 com base em 99% de homologia
genética entre um CoV descoberto em pangolins e o SARS-
CoV-2(41). No entanto, 1% de diferenga entre dois genomas
é uma grande diferenga; assim, sdo aguardados resultados
conclusivos para evidéncias concretas.

Outro estudo com Pangolins malaios (Manis javanica),
ilegalmente importado para a provincia de Guangdong,
constataram um coronavirus (pangolim-CoV) com o genoma
91.02% e 90.55% idéntico ao do SARSCoV-2 e do RaTG13,
respectivamente. O Pangolin-CoV é o ancestral mais comum
compartilhado entre o SARS-CoV-2 e o RaTG13. E, embora
o genoma do RaTG13 tenha maior similaridade com o do
SARS-CoV-2, a proteina S1 do Pangolin-CoV é muito mais
intimamente relacionada a do SARSCoV-2 do que a do RaTG13.
Cinco principais residuos de aminodcidos envolvidos na
interagdao com ACE2 humano sdo completamente iguais entre o
Pangolin-CoV e o SARSCoV-2, enquanto, no RaTG13, ocorreram
quatro mutagdes de aminodcidos. Isso indica que o SARSCoV-2
possui potencial patogénico semelhante ao Pangolin-CoV, e que
a proteina S do SARS-CoV-2, otimizada para a ligagdo a ACE2
humana, foi resultado de uma sele¢do natural?®**. Assim, os
pangolins podem ser o elo mais provavel entre o Sars-Cov-2, os
morcegos e humanos.

Nem os betacoronavirus de morcegos nem os betacoronavirus
de pangolim analisados tém locais de clivagem polibasica(23,42).
Apesar de nenhum CoVs animal identificado ter suficiente
semelhanga para ser progenitor direto do SARS-CoV-2, deve-se
levar em consideragdo que a diversidade dos CoVs em morcegos
e outras espécies ainda sao pouco estudadas.

Mutages, inser¢cdes e dele¢des podem ocorrer préximo a
jungdo S1-S2 dos CoVs, o que mostra que o local de clivagem
polibasica pode surgir por um processo evolutivo natural
(43). Para que um virus precursor adquira o local de clivagem
polibasico e mutagbes na proteina S adequadas para a ligagdo
a ACE2 humana, um hospedeiro animal, provavelmente, teria
que ter uma alta densidade populacional, para permitir que
a sele¢do natural seja eficiente, e um gene que codifica ACE2
semelhante ao ortélogo humano®.

Todos os genomas de SARS-CoV-2 sequenciados até o momento,
apresentam o0s recursos gendmicos esquematizados na figura
2 e sdo, portanto, derivados de um ancestral que os possuia.
Devido a presengaem pangolins de um RBD muito semelhante
ao SARS-CoV-2, podemos inferir que essas adaptagdes também
ocorreram no virus que foi transmitido para os seres humanos.
Uma vez adquiridas, essas adaptagdes permitiram o inicio da
pandemia, surgindo varios casos de modo a serem detectados
pelo sistema de vigildncia*?**2, A inser¢do do local de clivagem
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polibdsica pode também ter ocorrido durante a transmissdo de
humano para humano, resultado de uma sele¢dao natural no
hospedeiro humano apds a transferéncia zoonética®.

Estimativas de tempo para a existéncia do ancestral comum
mais recente da SARS-CoV-2 feita com os dados das sequéncias
gendmicas apontam para o surgimento do virus no final de
novembro de 2019 a inicio de dezembro de 2019724334143,
Portanto, esse cenario pressupde um periodo de transmissao
humana ndo reconhecida entre o evento zoonético inicial e
a aquisicdo do local de clivagem polibasica. Oportunidade
suficiente pode ter surgido com a existéncia de muitos eventos
zoonoéticos anteriores por um longo periodo. Isso foi observado
para o MERS-CoV, no qual todos os casos humanos foram
resultantes de repetidos saltos do virus de camelos dromedarios,
produzindo infecgdes Unicas ou cadeias curtas de transmissdo,
sem adaptagdes para uma transmissdo sustentada®. Estudos
soroldgicos poderiam ser realizados para determinar a extensao
da exposi¢do humana prévia ao SARS-CoV-2.

Pesquisas basicas envolvendo passagem de SARS-CoV de
morcego em cultura celular e/ou animalmodelos estd em
andamento no mundo hd muitos anos em laboratérios de
nivel 2 de biosseguranca*, e existem casos documentados
de liberagdo inesperadade SARS-CoV do laboratério'***. Em
teoria, é possivel que o SARS-CoV-2 tenha adquirido mutagdes
no RBD por manipulagdo genética ou durante a adaptagdo
nas passagens em meios de cultura celular, como tem sido
observado em estudos de SARS-CoV3“¢, No entanto, os dados
genéticos evidenciam que o SARSCoV-2 ndo é derivado de
nenhuma plataforma de virus conhecida’*4.

Além disso, a descoberta de SARS-CoV em pangolins com RBDs
quase idénticos ao do SARS-CoV-2, fornece uma hipdtese muito
mais forte e parcimoniosa de como o SARS-CoV-2 adquiriu essa
via de recombinagdo ou mutagdo*.A aquisi¢do de ambos, local
polibasico de clivagem e ligagdes O-glicosidicas, também vai
contra a origem em meio de cultura. Novos locais polibasicos
de clivagem foram observados apenas depois de prolongada
passagem do virus da gripe aviaria de baixa patogenicidade
in vitro ou in vivo*. Além disso, uma geragdo hipotética de
SARS-CoV-2 por cultura celular ou passagem em modelos
animais exigiria isolamento prévio de um virus progenitor com
similaridade genética muito alta, e a subsequente geragdo de
um local polibasico de clivagem exigiria a passagem repetida
em meio de cultura celular e ou modelo animal com receptores
ACE2 semelhantes aos humanos. Em ambos os casos, até o
momento, ndo foram descritos estudos. Finalmente, a geragdo
de ligagdes O-glicosidicas é improvavel ter ocorrido devido a
passagem em cultura celular, tais caracteristicas necessitam do
envolvimento de um sistema imunoldgico®.

CONSIDERACOES FINAIS
A disponibilidade das sequéncias gendmicas de RaTG13 ajudou

a revelar as principais mutagdes RBD e o local de clivagem
polibasica. As caracteristicas gen6micas descritas aqui podem
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explicar em parte a infectividade e transmissibilidade da SARS-
CoV-2 em humanos.

Devido aos notaveis recursos de SARS-CoV-2, incluindo o local
otimizado de RBD e de clivagem polibasica, é pouco provavel
um cenario laboratorial para a origem do SARS-CoV-2.

A analise filogenética de uma amostragem significativa de virus
provenientes de diferentes hospedeiros ajudard a esclarecer a
origem de SARS-CoV-2.

Mais dados cientificos futuros podem adicionar evidéncias
para favorecer uma hipdtese em detrimento de outra. Se for
observado, futuramente, um local polibasico de clivagem
intermediario ou totalmente formado em um virus do tipo SARS-

CoV-2 de animais, as hipdteses de sele¢do natural teriam mais
suporte. Se o SARS-CoV-2 foi pré-adaptado em outras espécies
animais, provavelmente serdo observados futuros eventos de
reemergéncia da COVID-19. Se o processo adaptativo ocorreu
em seres humanos, mesmo que ocorram transferéncias
zoondticas repetidas, é improvavel que decolem sem a mesma
série de mutagoes.

Para o presente, é de extrema importancia obter mais dados
genéticos e funcionais sobre o SARS-CoV-2, incluindo estudos
em animais, sequenciamento do virus em casos muito precoces
e identificagdo dos parentes virais mais proximos do SARS-
CoV-2 circulando em animais.
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