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1. — Um novo coronavirus humano — Os coronavirus sio virus de ARN simples
de sentido positivo amplamente distribuidos no ser humano e noutros mamiferos.
O tamanho do genoma dos coronavirus é o maior dentro dos virus de ARN.
Por outro lado, as taxas de mutagdo durante as fases iniciais de replica¢do e os
fenémenos de recombinagio dos virus de ARN é muito maior do que as dos virus de
ADN, resultando na produgio de uma maior diversidade de proteinas estruturais com
capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes.”” A proximidade do ser humano com
o reservatério animal associado a alta prevaléncia e distribui¢do dos coranavirus, a sua
diversidade genética e aos fenémenos de recombinagio frequentes dos seus genomas,
justificam o aparecimento periédico de novos coronavirus capazes de ultrapassar a
barreira entre espécies e causar infe¢des no ser humano.** ¢ Foi mais uma vez o que
aconteceu com a identificagdo de um novo coronavirus como causa de um surto de
pneumonia com inicio no final do ano de 2019 na cidade de Wuhan, 0 2019-nCoV’,
nome atribuido de forma temporéria no dia 12 de Janeiro de 2020 pela OMS.

O novo virus identificado neste surto pertence a subfamilia Coronovirinae dentro da
tamilia Coronaviridae da ordem Nidovirales. Nesta sub-familia incluem-se 4 géneros

de coronavirus: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus.
Destes, sabe-se que apenas os primeiros dois géneros sdo capazes de infetar o ser
humano.! Quatro coronavirus sio endémicos globalmente (HCoV-229E, HCoV-NL63,
HCoV-OC43 e HCoV-HKU1) e contribuem para 10-30% dos casos de infe¢oes das
vias respiratérias superiores. Duas outras espécies, SARS-CoV e MERS-CoV, foram
reconhecidos como virus emergentes com origem em reservatérios animais, e causa

de surtos de infegdes respiratérias em humanos em 2003 e 2012, respetivamente.

O tropismo que as proteinas de superficie (S) destas dltimas espécies apresentam

para recetores presentes no trato respiratério inferior justifica a apresenta¢do na forma
de pneumonia virica potencialmente grave que provocam, incluindo a sindrome de
dificuldade respiratéria aguda.®

1.1. — Nova nomenclatura para o 2019-nCoV:
o SARS-CoV-2 sera uma espécie de virus distinta da de outros coronavirus
isolados previamente? — E dificil definir um virus de ARN como pertencente a
uma espécie nova (ou distinta): devido as suas altas taxas de mutagio e fenémenos de
recombinagio 2 medida que a replicagdo e selegdo viral prossegue, é natural que surjam
variantes de determinadas sequéncias definidas (haplétipos), também conhecidos como
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quasispécies. A sua sequéncia genémica estd em continua evolugio e pode variar entre
diferentes hospedeiros infetados ou mesmo ao longo de um surto. Assim, do ponto

de vista da virologia, se usarmos o critério “novo” para designar um coronavirus cuja
semelhanga genémica é incompleta face a outros coronavirus isolados previamente,
qualificariamos qualquer virus de ARN apés sequenciagio total do seu genoma como
tal. Para contornar este problema, os virologistas olham para dois virus com genomas
ndo idénticos, embora similares, como variantes do mesmo virus, colocando a questio:
“quio grande deve ser a diferen¢a de um virus para classifici-lo como pertencente a uma
espécie nova ou distinta?”. No que diz respeito ao virus identificado neste surto, esta
questdo ¢ respondida pelo Grupo de Estudo dos Coronavirus do Comité Internacional
de Taxonomia dos Virus (ICTV) através da avaliagio do grau de proximidade do virus
candidato em relagdo a coronavirus previamente isolados em humanos e em relagio

a grupos monofiléticos de coronavirus (clades) que podem ou néo incluir virus de
diferentes hospedeiros.’

A classificagio dos virus pertencentes 4 ordem dos Nidovirales pelo ICTV atualmente
baseia-se na andlise comparativa de sequéncias dos dominios de proteinas envolvidas
na replica¢ido: 3CLpro, NiRAN, RdRp, ZBD e HEL1, os tinicos dominios codificados
pelas ORF1a/1b conservados em todos os virus pertencentes a esta ordem. Desde 2011
que a classificagdo dos coronavirus e outros nidovirus tem sido ajudada pelo soffware
DEmARC (DivErsity pArtitioning by hieRarchical Clustering), que delimita grupos

(clusters) monofiléticos de virus de acordo com distancias patristicas.’

A designagio 2019-nCoV inicialmente atribuida ao novo coronavirus identificado

na China no final do ano de 2019 foi formalmente alterada para SARS-CoV-2 pelo
ICTV no dia 11 de fevereiro de 2020. O SARS-CoV-2 (nome pelo qual serd referido
daqui em diante) agrupa-se com SARS-CoVs nas drvores de espécies de coronavirus
relacionados com o SARS (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus) e nas
arvores de virus pertencentes ao género Befacoronavirus (figura 1).

0.005 D0412043 1 ® 90% < SH
F294457.1 © 70% < SH < 90%
ﬂasam O SH<=70%
J473813.1
KY938558.1

JX993988.1
FJ588686.1 Species

SARS-CoV PC4-227 ® 90% < SH SARSr-CoV BtKY72
AY351680.1 0 70% < SH < 90% SARS-CoV-2

RIS © SH<70% B Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus
MG772934.1 ARS-CoV
G772933.1 A L Bat Hp-BetaCoV Bat Hp-betacoronavirus Zhejiang2013
SARSK-CoV BtKY72 Ro-BatCoV GCCDC1 Rousettus bat coronavirus GCCDC1

GU190215.1 { _Eﬂo-BalCoV HKU9 Rousettus bat coronavirus HKU9

Ei-BatCoV C704 Eidolon bat coronavirus C704 *

Pi-BatCoV HKUS Pipistrellus bat coronavirus HKUS

Ty-BatCoV HKU4 Tylonycteris bat coronavirus HKU4
MERS-CoV Middle East respiratory syndrome-related coronavirus

EriCoV Hedgehog coronavirus 1

Murine coronavirus
Human coronavirus HKUT
China Rattus coronavirus HKU24
Betacoronavirus 1

Myodes coronavirus 2JL14 *

Human coronavirus NLE3
Human coronavirus 229

Figura 1. O SARS-CoV-2 agrupa-se com SARS-CoVs nas arvores de espécies de
coronavirus relacionados com o SARS (Severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus) e nas arvores de virus pertencentes ao género Betacoronavirus
(SH=Sequence Homo/ogy).9
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A demarcagio de espécies dentro da familia Coronaviridae é imposta por virus cuja
distancia patristica cruze o limite de demarcagio inter-espécies (figura 2). Nenhum
virus pertencente a espécie de coronavirus relacionados com SARS viola este limite
de demarcagido como demonstrado numa andlise de diferengas patristicas maximas
intra-espécie de 2505 virus pertencentes a todas as 49 espécies de coronavirus
conhecidas (figura 2) e numa andlise de diferencas genéticas emparelhadas de 256 virus
pertencentes 2 espécie de coronavirus relacionados com SARS (figura 3), facilitando a
atribui¢do da designagdo SARS-CoV-2 a esta espécie. Apesar de nio cruzar o limite
inter-espécies baseado na distancia patristica, o ndo isolamento inicial do SARS-
CoV-2 utilizando técnicas de PCR especificas para o SARS-CoV juntamente com a
sua distincia filogenética em rela¢do ao ultimo levou a que muitos investigadores —
“erradamente” — o considerassem como um virus pertencente a uma espécie distinta
(“nova”) dentro dos coronavirus.’

Assim, em termos de classificagdo taxonémica, o0 SARS-CoV-2 é considerado como
mais um virus dentro da espécie de virus relacionados com o SARS. Todos os virus
pertencentes a esta espécie tém nomes derivados do SARS-CoV apesar de apenas as
estirpes isoladas em humanos colhidas durante 2002-2003 terem causado a clinica de
SARS (sindrome respiratéria aguda grave) nos individuos infetados. A referéncia ao
SARS em todos os nomes dos virus pertencentes a esta espécie tem em consideragio
o seu agrupamento filogenético com a dos virus isolados nos doentes com SARS
(exemplo: SARS-CoV-Urbani) e nio a sua ligagdo com determinada sindrome clinica.
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Figura 2. A demarcagéo de espécies dentro da familia Coronaviridae é imposta por virus
cuja distancia patristica cruze o limite de demarcagao inter-espécies (A). Nenhum virus
pertencente a espécie de coronavirus relacionados com SARS viola o limite de demarcagao
inter-espécie como demonstrado numa anélise de diferencgas patristicas méaximas intra-
espécie de 2505 virus pertencentes a todas as 49 espécies de coronavirus conhecidas (B).?
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Figura 3. Nenhum virus pertencente a espécie de coronavirus relacionados com SARS viola
o limite de demarcagdo inter-espécie numa anélise de diferencas genéticas emparelhadas
de 256 virus pertencentes & espécie de coronavirus relacionados com SARS.”

2. — Origem animal do SARS-CoV-2 — A sequenciag¢ido genémica do SARS-
CoV-2 a partir de amostras obtidas de 9 doentes infetados em Wuhan revela uma
semelhanga global de 87.99% e 87.23% com a de outros dois coronavirus do tipo SARS
previamente isolados em morcegos em 2018 em Zhoushan, na China oriental (bat-
SL-CoVZC45 e bat-SL-CoVZXC21, respetivamente). De notar que as 9 estirpes de
SARS-CoV-2 isoladas sdo geneticamente menos semelhantes a0 SARS-CoV (cerca
de 79%) e MERS-CoV (cerca de 50%). A anilise filogenética (figura 4) revelou que
o SARS-CoV-2 (na figura denominado como 2019-nCoV’) pertence assim ao grupo
monofilético (clade) 2 do subgénero Sarbecovirus dentro do género Betacoronavirus,
com um ramo relativamente longo separando-o dos seus “parentes” mais préximos
(bat-SL-CoVZCA45 e bat-SL-CoVZXC21), assente no facto da semelhanca global

dos seus genomas ser <90%.%°

Dada a sua semelhanga com estes coronavirus previamente isolados em morcegos,
cré-se que estes constituem o reservatério natural deste virus. No entanto, e apesar da
sua importincia como reservatério natural, acredita-se que outro animal vendido no
mercado de Huanan atuou como hospedeiro intermediario. De facto, a origem deste
surto remonta aos finais de dezembro de 2019, altura do ano em que a maioria das
espécies de morcegos hibernam em Wuhan. Por outro lado, este novo coronavirus
pertence a outra clade, sugerindo que os morcegos nio constituem os seus ancestrais
diretos. A 7 de Fevereiro de 2020, numa conferéncia de imprensa, a Universidade de
Agricultura do Sul da China, em Guangzhou, revelou que 2 dos seus investigadores,
Shen Youngyi e Xiao Lihua, identificaram o pangolim como potencial hospedeiro
intermedidrio do SARS-CoV-2 com base na semelhanga de 99% entre as sequéncias
genémicas dos coronavirus isolados nestes animais e em humanos infetados durante
o surto atual. De referir que, em 2019, tantos os coronavirus como o virus Sendai (da
tamilia Paramyxoviridae) foram identificados como causadores de mortalidade em
pangolins malaios.!!
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3. — Ligacao do SARS-CoV-2 a células humanas — A proteina S do envelope dos
coronavirus ¢ dividida nos dominios S1, responsavel pela ligagdo aos recetores de
células humanas e S2, responsavel pela fusio subsequente das suas membranas. O
dominio S2 do SARS-CoV-2 demonstra uma semelhanca de cerca de 93% com o dos
bat-SL-CoVZC45 e bat-SL-CoVZXC21, muito maior que a do dominio S1, que
apenas apresenta uma semelhanga de 68%. Uma anélise das varia¢oes aminoacidicas da
proteina S nos coronavirus pertencentes ao subgénero Sarbecovirus revela que tanto o
SARS-CoV-2 como o SARS-CoV apresentam perto de 50 aminodcidos conservados
entre si ao nivel do dominio S1 (enquanto que a maioria dos coronavirus provenientes
dos morcegos apresentam mutagées importantes neste dominio). E assim possivel
concluir que o dominio de ligagio aos recetores de células humanas do SARS-CoV-
2¢ mais parecido com o do SARS-CoV, sugerindo que este, & semelhanca do altimo,
utilize a enzima conversora da angiotensina 2 — ACE2 (presente nas células epiteliais
dos alvéolos pulmonares) como recetor humano.*
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Figura 4. Andlise filogenética dos genomas completos do SARS-CoV-2 (2019-nCoV)

e outros Betacoronavirus.'©
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