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"O comeco da sabedoria é encontrado na duvida; duvidando comegamos a
questionar, e procurando podemos achar a verdade."

(Pierre Abelard)



RESUMO

Os rotavirus infectam seres humanos e varias espécies de animais e séo
constituidos por particulas icosaédricas, ndo envelopadas, formadas por um genoma
de 11 segmentos de dsRNA. Sao classificados em sete grupos designados de A-G.
O rotavirus do grupo D (RVs-D) tem sido documentado em aves, porém existem
poucos estudos disponiveis, principalmente com dados de detec¢édo por RT-PCR e
obtencdo de sequéncias nucleotidicas. Este estudo objetivou investigar a ocorréncia
de RVs-D em aves criadas em granjas situadas na Mesorregido Metropolitana de
Belém- Pard, no periodo compreendido entre 2008 a 2011. Foram colhidos 85 pools
de amostras fecais provenientes de 37 granjas pertencentes a oito municipios da
Mesorregido Metropolitana de Belém. O dsRNA viral foi extraido a partir das
suspensOes fecais e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)
seguido da RT-PCR realizada a partir da construcdo de iniciadores especificos para
os genes VP6 e VP7 do RVs-D. Foi selecionada uma amostra positiva de cada
municipio para o sequenciamento de nucleotideos dos genes VP6 e VP7, sendo
cinco amostras clonadas. A EGPA demonstrou positividade em 14/85 (16,5%)
amostras e a RT-PCR em 30/85 (35,3%) amostras. Dos oito municipios estudados,
sete apresentaram amostras positivas para RVs-D. Dentre as 37 granjas
pertencentes a esses municipios foi observado a presenca dessa infeccéo viral em
17 (45,9%) das granjas estudadas. O intervalo de idade em que o RVs-D foi
detectado com maior frequéncia foi o de aves entre 16 a 30 dias (23/37 — 62%) do
total de amostras nesta faixa etaria. As sequéncias nucleotidicas das sete amostras
foram classificadas como pertencentes ao RVs-D com bootstrap de 100
corroborando com esse agrupamento. As sequéncias do gene VP6 apresentaram
90,8-91,3% de similaridade com o protétipo de RVs-D (05V0049) e 98,5-99,9% de
similaridade quando comparadas entre si. Para o gene VP7 apresentaram 87-96,1%
de similaridade com o protétipo deste grupo e foram 94,1-100% similares quando
comparados entre si. A presente analise assume um carater pioneiro no Brasil e no
mundo, permitindo ampliar os conhecimentos acerca do RVs-D.

Palavras chaves: Rotavirus do grupo D; Aves; Granjas; RT-PCR.



ABSTRACT

Rotaviruses infect human beings and various species of animals. They are
composed of non-enveloped icosahedral particles formed by a genome of 11
segments of dsRNA. They are classified into seven groups designated from A-G. The
rotaviruses of group D (RVs-D) have been documented in birds; however there are
few studies available especially the RT-PCR detection data with obtainment of
nucleotide sequence. The aim of this study is to investigate the occurrence of RVs-D
among the birds raised in farms situated in the metropolitan mesoregion of Belem,
Para-Brazil during the period between 2008 and 2011. 85 pools of faecal samples
were collected from 37 farms in eight counties of the metropolitan mesoregion of
Belem. The viral dsRNA were extracted from faecal suspensions and submitted to
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) followed by RT-PCR conducted using the
specific primers for VP6 and VP7 genes of the RVs-D, one positive sample was
collected from each county for nucleotide sequencing of VP6 and VP7 genes, with
five samples being cloned. The PAGE showed positivity in 14/85 (16.5%) of the
samples and the RT-PCR in 30/85(35%) of the samples. Among the eight counties
studied, seven presented samples positive for RVs-D and the viral infection was
observed in 17(45.9%) of the 37 farms in these counties. The age interval where the
RVs-D was detected at higher rate was among birds aged between 16 and 30 days
(23/37-62%) of the total at this age. the nucleotide sequences of the seven samples
were classified as RVs-D with bootstrap of 100 corroborating with this grouping. the
sequences of VP6 gene presented 90. 8-91.3% of similarity with the prototypes of
RVs-D (05V0049) and when compared among themselves. The VP7 genes
presented 87-96.1% similarity with the prototype of this group (94.1-100% similarity)
when compared among themselves. This analysis is a pioneer of its kind in Brazil
and in the world, and it seeks to expand the knowledge about RVs-D.

Key words: Rotavirus Group D, Birds, Farms, RT-PCR.
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1. INTRODUCAO

As doencgas infecciosas que afetam o trato gastrintestinal em aves
apresentam uma distribuicdo mundial e uma etiologia complexa (REYNOLDS et al.,
1987; YEGANI e KORVE, 2008; LOJKIC et al., 2009; FIORETTI et al., 2011; KAWAI
et al., 2011; HARVALA et al., 2012; VELAZQUEZ et al., 2012). Dentre os agentes de
etiologia viral os Rotavirus (RVs) se constituem em um dos mais frequentes agentes
isolados a partir de aves e ja foram detectados em patos, faisdos, frangos, pombos,
perus e aves silvestres (MCNULTY et al., 1978; TAKASE et al., 1986; GOUGH et al.,
1992; LEGROTTAGLIE et al., 1997; ELSCHNER et al., 2005; URSU et al., 2011,
OTTO et al., 2011).

A infeccéo por rotavirus pode ser assintomatica ou sintomatica, (TAMEHIRO
et al., 2003; VILLARREAL, 2006; PANTIN-JACKWOOD et al., 2007). Na presenca
de sinais clinicos de doencas esses podem estar relacionados com a gastrenterite e
a sindrome nanismo com reduc¢do na taxa de conversdo alimentar e no ganho de
peso, depressdo da taxa de crescimento, perda de uniformidade do rebanho,
podendo ocasionar prejuizos econdmicos para a industria de frangos de corte
(PAGE et al., 1982; OTTO et al., 2006; REBEL et al. 2006; ANONYMOUS et al.,
2008; SPACKMAN et al., 2010; ).

Os grupos A, D, F e G de RVs ja foram detectados em aves sendo que 0s
integrantes do grupo A sdo os RVs mais amplamente dispersos e conhecidos e tém
sido associados a gastrenterite no homem (MASCARENHAS et al., 1996; ARAUJO
et al., 2001; MASCARENHAS et al., 2006; FLAHAULT e HANSLIK., 2010; KAWAI et
al ., 2011; TAYEB et al., 2011) e animais (RACZ et al., 2000; GABBAY, et al., 2003;
FUKAI et al., 2006; REIDY et al.,, 2006; PANTIN-JACKWOOD et al., 2007;
SCHUMAN et al., 2009; JINDAL et al., 2010; SILVA et al., 2011; URSU et al., 2011).

Os Rotavirus do grupo D (RVs-D) apesar de terem sido frequentemente
encontrados em aves, basicamente por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
(EGPA) (OTTO et al., 2006; KARIN et al., 2007; SAVITA et al., 2008; ISLAN et al.,
2009), poucos estudos relativos a deteccao utilizando métodos mais sensiveis como
a Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase e precedida de Transcricdo Reversa
(RT-PCR) (OTTO et al.,, 2011) e obtencdo de sequencias nucleotidicas estao

disponiveis. Por esta razdo, é importante a deteccdo e caracterizacdo desses


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Flahault%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hanslik%20T%22%5BAuthor%5D
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agentes visando proporcionar a ampliagdo do conhecimento de sua frequéncia,
epidemiologia e sequéncia genmica.

2. JUSTIFICATIVA

Os RVs-D sao patdégenos comuns em aves e sado muitas vezes associados a
doencas nesses animais (VILLARREAL, 2006; PANTIN-JACKWOOD et al., 2007,
OTTO et al., 2011), podendo levar a prejuizos econémicos, principalmente para aves
gue sdo comercializadas em grande escala, como os frangos de corte. Apesar de
serem relativamente comuns em aves, poucos estudos tem abordado
especificamente o grupo D. Segundo nosso conhecimento, até o presente momento
apenas um estudo descreveu a sequéncia nucleotidica de uma amostra viral de
RVs-D (TROJNAR et al., 2010). No Brasil, os dados sdo ainda mais escassos, pois
ndo héa investigagcbes da ocorréncia de RVs-D em aves e 0s poucos estudos
descritos ndo classificaram em grupos os RVs encontrados (TAMEHIRO et al.,
2003).

O presente estudo é um dos pioneiros nesse ambito tanto no Brasil quanto no
mundo, visando a deteccdo desse agente por métodos mais sensiveis do que 0s
usados anteriormente e obtendo mais informac6es sobre o genoma dos RVs-D.
Dessa forma sera possivel identificar fatores de entraves para o setor avicola, isolar
e caracterizar mais amostras fornecendo melhores dados sobre a presenca e o
envolvimento patogénico dos RVs-D em aves, aumentando o conhecimento acerca

desse agente viral.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. ROTAVIRUS

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus. Possuem uma
tripla camada protéica, constituindo os capsideos interno, intermediario e externo,
com 60 espiculas distribuidas na superficie. A particula viral € icosaédrica, ndo
envelopada, medindo cerca de 100nm quando a particula € integra e infectiva
(Figura 1).

Figura 1. Micrografia eletrdnica do rotavirus.
Cortesia de Dr2. Yvone Gabbay, IEC, 2004.

O genoma é formado por 18.556 pares de base (pb) (ESTES, 2001;
KAPIKIAN et al., 2001). Cada segmento genémico (ou gene) regula a sintese de
uma proteina viral especifica, sendo seis proteinas estruturais, denominadas de
“viral proteins” (VPs): VP1-VP4, VP6 e VP7, e seis ndo estruturais, as “non structural
proteins” (NSPs): NSP1-NSP6 (Quadro 1).
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As proteinas NSP5 e NSP6 sdo excecao, ja que sao codificadas pela regido
de sobreposi¢do de um Unico segmento. (ESTES 2001; SANTOS e SOARES, 2008).

Segmento Proteina
Genbmico
1 VP1
2 VP2
3 VP3
4 VP4 (VP5* e
VP8*)
5 NSP1
6 VP6
7 NSP3
8 NSP2
9 VP7
10 NSP4
11 NSP5
NSP6

Localizacao

Core

Core

Core

Capsideo

externo

Nao-estrutural

Capsideo

interno

Nao-estrutural

Nao-estrutural

Capsideo

externo

Nao-estrutural

Nao-estrutural

Nao-estrutural

Funcéao

RNA polimerase- RNA dependente

Ligacdo ao RNA viral

Guanililtransferase

Hemaglutinina, proteina de ligagao & célula,

peptideo de fusédo, antigeno neutralizante

Ligagdo ao RNA viral

Antigeno de subgrupo necessério para a

transcricdo

Inibe a traducéo de proteinas celulares, ligacéo

ao terminal do mRNA viral

Ligacé@o ao RNA, helicase, NTPase, forma

viroplasmas com NSP5

Glicoproteina antigeno neutralizante

Glicoproteina, papel na morfogénese, modula

célcio intracelular, enterotoxina

Ligacdo ao RNA, forma viroplasma com NSP2,
interage com VP2 e NSP6

Interage com NSP5, presente no viroplasma

Quadro 1. Localizacdo e funcdo das proteinas dos rotavirus. Fonte: Santos e Soares,

(2008).
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As proteinas VP1, VP2 e VP3 estdo associadas ao processo de
revestimento do genoma viral. A VP6 constitui o capsideo interno, associando-se a

transcricdo do RNA viral, bem como a entrada na célula hospedeira.

A VP4 e VP7 compdem o capsideo externo e induzem a formacao de
anticorpos neutralizantes, sendo que a VP4 é clivada por acdo de enzimas
proteoliticas, dando origem a dois fragmentos, VP5* e VP8*, desempenhando papel
importante no processo de reconhecimento do receptor (ESTES e COHEN, 1989;
ESTES, 2001; KAPIKIAN et al., 2001; SANTOS e SOARES, 2008).

3.2. CLASSIFICACAO EM GRUPOS

Os rotavirus sao classificados em sete grupos de A a G, com a especificidade
dos grupos sendo determinados predominantemente pela proteina VP6, o qual
confere especificidade para grupo. Os RVs-A, RVs-B e RVs-C sdo encontrados em
seres humanos (KRISHNAN et al., 1999; AHMED et al., 2004; BANYAI et al., 2006;
MASCARENHAS et al., 2006; GABBAY et al., 2008; FLAHAULT e HANSLIK, 2010;
KAWAI et al ., 2011; LAHON e CHITAMBAR, 2011) e animais (GABBAY, et al.,
2003; URSU et al., 2011; SUZUKI et al., 2011; LEE et al., 2011). Os grupos B ao G
sdo denominados de rotavirus ndo grupo A ou atipicos (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Os integrantes do grupo A sdo os RVs mais amplamente dispersos, sendo
predominantes na natureza. Contém um antigeno comum, a VP6, detectado pela
maioria das técnicas sorologicas rotineiramente utilizadas como recurso diagnaostico,
permitindo a classificagdo dos subgrupos em |, Il, I+1l, ndo-lI e ndo-Il (KAPIKIAN et
al., 2001). A RT-PCR associada ao sequenciamento de nucleotideos ou analise de
polimorfismo dos fragmentos de restricdo tem sido utilizada também para a
classificacdo dos RV-A (ITURRIZA-GOMARA et al., 2002).

Os rotavirus do grupo B foram primeiramente relacionados com casos de
diarreia em animais e posteriormente foi detectado em Vvarios surtos de
gastrenterites graves ocorridos na China envolvendo adultos e recém-nascidos.
Foram também associados a quadros diarreicos em adultos na india, Bangladesh e
Miyanmar (KRISHNAN et al., 1999; AHMED et al., 2004; AUNG et al., 2009), ja o


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Flahault%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hanslik%20T%22%5BAuthor%5D
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rotavirus C tem sido detectado de forma esporadica em seres humanos e animais
(BANYAI et al., 2006; GABBAY et al., 2008).

Os rotavirus dos grupos A, D, F e G ja foram detectados em espécies de aves
(ESTES e KAPIKIAN, 2007), sendo os RVs D, F e G encontrados exclusivamente
em aves (OTTO et al.,, 2006; DAY et al., 2007, OTTO et al., 2011; JOHNE et al.,
2011). Estudos com os grupos D, F e G de rotavirus sdo poucos e somente
recentemente as sequéncias desses agentes virais foram descritas por Trojnar et al.

(2010) e Johne et al. (2011), respectivamente.

3.3. ESTRUTURA VIRAL

Estudos de particulas virais produzidas a partir da expressao génica em
baculovirus e técnicas de criomicroscopia eletrénica (crio-ME) associadas ao uso de
computadores com programas para 0 processamento e andlise de imagens
permitiram revelar a estrutura tridimensional dos rotavirus, tal fato, levou ao
entendimento dos aspectos funcionais em processos pela determinacdo das
estruturas moleculares nos mecanismos virais de adsorcao, penetracdo, replicacao,
liberacado e neutralizacdo (DORMITZER et al., 2004; VENKATARAMAN et al., 2006).

A microscopia eletronica é possivel se observar a particula completa e
infectiva das trés camadas protéicas ou particula com tripla camada (TLPs “Triple-
Layered Particle”) de acordo com o demonstrado na Figura 2. A camada protéica
mais externa ¢ denominada de capsideo externo que ao ser tratado com agentes
guelantes como EDTA (10 nM) fica sem a camada externa e é possivel observar o
capsideo interno (camada protéica interna), formada por trimeros protéicos da
proteina VP6 denominada de “particula de dupla camada” (DLPs “Double-Layered
Particle”) ou particula rugosa, devido as projecdes protéicas do capsideo interno. A
outra camada observada é o core ou particula de camada simples (SLPs “ Single-
Layered Particles” e esta associada ao RNA gendmico (ESTES e KAPIKIAN, 2007,
MCCLAIN et al.,, 2010). O core é formado pelas proteinas VP1, VP2 e VP3,
codificadas pelos segmentos 1, 2 e 3, respectivamente. As proteinas VP2 formam
uma camada intermediaria entre o capsideo interno e o “subcore”, este ultimo,

constituido pelas proteinas VP1 e VP3.
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VP4 = VP8* + VP5*
VP7

VP6

VP2

Figura 2. Particula de rotavirus completa e infectiva (TLP), com base em reconstituicdes
cryoEM e atribuicdes de densidades. As duas camadas proteicas externas estdo em amarelo
(VP7) e vermelho (VP5 * / VP8 *). A proteina da camada média (VP6) est4d em verde, a VP2
camada interna, na cor azul. Fonte: Mcclain et al., 2010

A camada de VP2 esta associada a camada de VP6 (MCCLAIN et al., 2010)
(Figura 3 e 4A), o que confere a particula viral maior homogeneidade morfolégica e
estabilidade por longo prazo sugerindo assim que a maior responsavel pela
integridade da estrutura da particula de rotavirus é a proteina VP6 (ZENG et al.,

1994), representada na Figura 4B.

Figura 3. Interagbes da VP2 e VP6. Visdo da camada VP2 dobrando-se (em verde) e os
residuos que tém contato direto com o trimero VP6 vinculado sobre eles. Fonte: Mcclain et al.,

2010.
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Figura 4. Representacéo da proteina VP6 em fita (A) e em estrutura tridimensional em B. As
diferentes cores significam diferentes eixos de simetria. A camada interna (VP2) em
vermelho e verde é mostrada pela seta. Fonte: Mcclain et al., 2010.

O capsideo externo € formado por duas proteinas estruturais, VP4 e VP7
importante para a infectividade viral. A proteina VP7 (Figura 5) contém antigenos
indutores de anticorpos neutralizantes, € formada por 780 moléculas protéicas
dispostas em 260 trimeros agrupados em pentameros ou hexameros, que interagem
com o apice dos trimeros de VP6 (AOKI et al., 2009).

Figura 5. Representacdo esquematica em fita da proteina VP7 demonstrando os trimeros.
Fonte: Aoki et al., 2009.
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3.4. ORGANIZACAO GENOMICA

O genoma do rotavirus € composto por 11 segmentos de RNA de fita dupla
(dsRNA) com polaridade positiva, variando o tamanho de 627 pb (segmento 11) a
3302 pb (segmento 1) para o rotavirus A (ESTES e KAPIKIAN, 2007), e de 672 pb
(segmento 11) a 3274 pb (segmento 1) para o rotavirus D, de acordo com o0 genoma
completo depositado no banco de genes em estudo conduzido por Trojnar et al.
(2010). O genoma total contém aproximadamente 18.550 pb e peso molecular de
2,0 x 10° a 2,0 x 10° daltons (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Cada segmento de RNA apresenta em sua extremidade 5" uma guanidina e
um conjunto de nucleotideos de sequéncias conservadas, ndo codificadoras,
seguido pelo codon de iniciacdo e por uma fase aberta de leitura (ORF- open
reading frame), o qual codifica no minimo uma proteina. No final de cada segmento
h& um conjunto de sequéncias nao codificadoras, que por sua vez apresenta um
conjunto de sequéncias conservadas terminais 3" finalizando com uma citidina na
posicdo 3, com um codon de parada. Quase todas as extremidades dos mMRNAs
com sequéncia consenso 5- UGUGACC- 3'contém sinais para a expressdo dos
genes e replicacao.

Os comprimentos das sequéncias nao codificadoras 3’ e 5’ variam para os
diferentes genes, e ndo possuem cauda poliA na extremidade 3" (Figura 6). Todos
0S segmentos gendmicos possuem pelo menos uma ORF apG6s o primeiro codon de
iniciagdo AUG necessario para a sintese protéica. Todos os segmentos genémicos
sdo monocistronicos, com excecao do gene 11. Os dsRNAs séo pareados do inicio
ao final no sentido positivo e contém uma sequéncia 5 cap m’ GppG™ GPY
(ESTES e KAPIKIAN, 2007). O empacotamento destes segmentos gendmicos no
capsideo requer interacdes entre proteinas e RNA (KAPAHNKE et al., 1986) (Figura
6).
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Regiao nao Regiao nao
codificadora codificadora
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5’-Sequéncia 3"-Sequéncia I Regiao Elementos
intensificadora intensificadora promotora cis-regulatérios
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AUG - cédon de iniciagd@o para a sintese protéica. 5 - sequéncia intensificadora, extremidade
guanidina. 3" - sequéncia intensificadora extremidade citosina.

Figura 6. Representagcdo esquematica da estrutura dos genes dos RVs. Fonte: Adaptado
de Estes (2001).

Os segmentos 1, 2, 3, 4, 6 e 9 codificam respectivamente as proteinas
estruturais VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7, enquanto que os segmentos 5, 7, 8 e
10 codificam as proteinas ndo estruturais NSP1, NSP3, NSP2 e NSP4,
respectivamente. Ja o segmento 11 codifica as proteinas NSP5 e NSP6 (ESTES,
2001).

3.5. PERFIL ELETROFORETICO

A EGPA permite visualizar o genoma segmentado dos rotavirus exibindo a

mobilidade de cada segmento, devido a diferenca de massa molecular (Figura 7).

SEGMENTOS PROTEINAS VIRION
GENOMICOS CODIFICADAS

. HR_

2 — VP2
3 = VP3
4/

VP4

Q- =%

6 & VPE o Y
K588 2! vP1
7 NSP3 S 2 2
5> < nsp2 P NOR
9 = 2 7.8
VP7 R
; Genétipos/Sorotipos P

10— &= — NSPa VP7 vP6
11 pra—, NSP5 Genodtipos/Sorotipos G

NSP6

Figura 7. Representacéo esquematica dos segmentos dos RVs e estrutura tridimensional da
particula de rotavirus de SA11. Fonte: adaptado de Desselberger et al. (2009).
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Os onze segmentos de dsRNA sé&o distribuidos em 4 classes de acordo com
sua ordem de migracdo e peso molecular. A partir da migracdo eletroforética e
distribuicAo em classes, foi proposto o perfil eletrorético dos rotavirus de A-G
representando na Figura 8. Também por meio da EGPA e com base na migracéo do
11° segmento o perfil eletroforético dos RVs-A podem ser classificados em longo,
curto e super-curto (ESTES, 2001; KAPIKIAN et al., 2001)

A B C D E F| G
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Figura 8. Demonstracdo esquematica do padrédo de migracéo eletroforética dos segmentos
das amostras de rotavirus dos grupos A a G. Fonte: Adaptado de Kapikian et al.( 2001).

A diversidade dos RVs provavelmente ocorre devido a trés diferentes
mecanismos de evolucdo na natureza entre diferentes cepas do RVs em diferentes
hospedeiros, como pontos de mutacdo (drift), rearranjos gendmicos (shift) e
reestruturacdo (DESSELBERGER, 1996).

O rearranjo entre amostras distintas € possivel de ocorrer devido a natureza
segmentada dos RVs, podendo gerar um novo virus. Esse rearranjo € denominado
de reassortant, que € um dos mecanismos importantes para a evolucao viral e para

a geracdo da diversidade genética dos rotavirus (ABE et al., 2009).
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A migracao diferenciada na EGPA pode ser devido ao produto dos rearranjos
originado provavelmente pela duplicagdo parcial da ORF dos RVs, ou sob a forma
de delecdo em funcdo de erros no processo de transcricdo pela RNA polimerase,
RNA dependente de um unico segmento do genoma (DESSELBERGER, 1996).

Estudos como o de Trojnar et al. (2010), descrevem diferencas entre o0s
padroes de migracdo dos RVs D e A. Segundo as amostras analisadas, o grupo D
tem o perfil: 5:2:2:2 (Figura 9D) e o grupo A tem o perfil 5:1:3:2 (Figura 9A).
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Figura 9 — Padréo de migragéo de rotavirus em aves dos grupos D e A. Fonte: Adaptado de
Trojnar et al. (2010).

3.6. PROTEINA VP6

A proteina VP6 esté localizada na camada intermediaria do virus, circunda o
core e é determinante dos grupos (A, B, C, D, E, F e G) e no RV-A também
determina o subgrupo. Atualmente se conhece quatro subgrupos (I, II, e ll, I + 1l e
nao |, ndo Il) determinados por anticorpos monoclonais especificos e localizados
entre os aminoéacidos 296 a 259 e 305 (ITURRIZA-GOMARA et al., 2002).

A VP6 representa 51% do virion, apresenta peso molecular de 48 kDa e

contém 396 aminodcidos (aa), sendo codificada pelo sexto segmento genémico.
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Essa proteina exerce um papel importante na estrutura da particula viral,
devido a interacdo com as proteinas do capsideo externo (VP4 e VP7) e a VP2, do
core (PESAVENTO et al., 2006). E dotada de carater hidrofébico com elevado
potencial antigénico, imunogénico e altamente estavel. Apresenta epitopos
conservados, alvo para o diagnostico laboratorial (GORZIGLIA et. al.,, 1985). O
dominio de trimerizacdo se situa entre os aminoacidos 246 e 315, e o dominio
necessario para a formacéo das particulas de camada dupla esté localizado entre os
aa 281 e 397 (ESTES, 2001) (Figura 10).

1 20 90 105 150 308 370 397
— t i £ { 1
L O 1 L (©) 1 L 1
1 140 246 T 314 353 Dipa 397

Regido conservadaemAeC

O - Sitio hidrofébico. T - dominio de trimerizagdo. Dipa - montagem da particula de
camada dupla. P - prolinas conservadas.

Figura 10. Propriedades estruturais e antigénicas da VP6 com base na sequéncia de
nucleotideos e anticorpos monoclonais mostrando a proteina de 397 aa. Fonte: Adaptada
de Estes (2001).

3.7. PROTEINA VP7

A VP7 é uma glicoproteina e a segunda mais abundante, constituindo
aproximadamente 30% do virion. Apresenta peso molecular de 34 kDa e é o
principal componente do capsideo externo (MATTION et al.,1994). Possui papel
importante na inducdo de anticorpos neutralizantes e € responsavel pela
determinacao de sorotipo especifico G. Foram descritas até o presente momento 9
regibes antigénicas variaveis (VR) denominadas de VR1 a VR9, com a comparagéo
de sequéncias deduzidas por aa. As regifes VR5, VR7 e VR8 sao responsaveis pela
codificagcdo de epitopos neutralizantes e correspondem as regibes A, B, e C,
respectivamente. O sitio antigénico mais imunogénico da VP7 é a regiao C que esta
localizada entre os residuos de aa 208 e 221, a regido A esta entre os residuos de
aa 87 e 101 e a regidao B entre os residuos de aa 143 e 153, conforme
demonstrado na Figura 11 (ESTES e KAPIKIAN, 2007).
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ligacdo com o calcio; C - Cisteinas conservadas; P — prolinas conservadas; | — sitio de
clivagem pela tripsina; A, B e C - epltopos de neutralizacao.
Figura 11 - Propriedades estruturais e antigénicas da VP7 com base na sequéncia de
nucleotideos e anticorpos monoclonais mostrando a proteina de 326 aa. Fonte: Adaptada

de Estes, 2001).

A VP7 é constituida de uma ORF com 326 aa com dois cédons de iniciacao,
dois dominios hidrofébicos H1 localizado entre os residuos de aa 6 e 23 e H2 entre
os residuos de aa 33 e 34 os quais precedem os codons de inicia¢do, orientando
assim a VP7 para o reticulo endoplasmatico. Possui seis regides (A a F)
consideradas sorotipo-especifico, a qual possui aa conservados entre as amostras e
a partir de sorotipos diferentes do mesmo sorotipo, mas variando entre cepas de
diferente sorotipos (Figura 11). Um terceiro cdédon de iniciagdo também esta
presente na extremidade 3’ do gene, no segundo dominio hidrofébico. O sitio de
clivagem esta na glutamina 51 (NISHIKAWA et al., 1989; GREEN et al., 1992).

A VP7 é trimérica e forma oligbmeros com as proteinas VP4 e NSP4 nas
células infectadas sendo que a interagcdo com o Ca'*? parece ser importante no
processo de montagem da VP7 dentro do capsideo externo (MAASS e ATKINSON,

1990; DORMITZER e GREENBERGER, 1992).

3.8. REPLICACAO VIRAL

A replicacdo dos rotavirus foi estudada inicialmente em linhagens continuas
de rim de macaco rhesus (MA-104) e por microscopia eletronica. Atualmente sao
utilizadas técnicas que permitem o estudo das interacfes especificas das proteinas

e do acido nucléico, com o uso de sondas especificas para cada etapa da replicacao
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viral, como a utilizacdo de células de epitélio intestinais polarizadas acompanhadas
do uso da microscopia confocal (ESTES e KAPIKIAN, 2007). Diferentemente do
grupo A, o grupo D néo é propagado em células MA-104 (TROJNAR et al., 2010).

Os rotavirus apresentam tropismo celular in vivo pelos enterdcitos maduros
das vilosidades intestinais. A replicacdo ocorre no citoplasma das células absortivas
diferenciadas, localizadas no terco apical das vilosidades do intestino delgado. As
particulas infecciosas sao liberadas no lumen intestinal e o processo replicativo tem
continuidade na area distal do intestino delgado (ESTES, 2001). O estudo realizado
por Haynes et al. (1994) revela que ao contrario do rotavirus grupo A, que
preferencialmente infecta as células do duodeno, o grupo D de rotavirus tém uma
predilecao para o jejuno e ileo, ja em outros estudos ha a demonstracdo que os RV-
A também tem tropismo preferencial pela mucosa do jejuno (LUDGREN e
SVENSSON, 2001).

Segundo estudos como os conduzidos por Hewish et al. (2000), Guerrero et
al. (2000) e Lopez e Arias (2004) € demonstrado que a adsorcdo é determinada
pela proteina VP4, apds clivagem em dois dominios VP5* e VP8*, pela acdo da
tripsina pancreética. As interacfes se iniciam por meio de receptores celulares
contendo &cido sialico e integrinas, com o dominio VP8* interagindo com o acido
sidlico e 0 VP5* com as integrinas. A penetracdo da particula viral na célula pode
ocorrer diretamente via membrana plasmatica do enterécito ou por endocitose; esse
processo € mediado pela VP4 e auxiliado pela VP7, envolvendo os receptores
contendo acido sialico e integrina a2p1, avp3 e a4p1. Nesta etapa ocorre o
desnudamento, perda do capsideo externo e em seguida a liberagcdo do cerne no
citoplasma celular. A sintese do mRNA é realizada de forma ordenada; os
segmentos menores sao sintetizados primeiramente e 0s segmentos maiores
posteriormente. A maioria das proteinas codificadas pelo genoma viral é sintetizada
em ribossomos livres, exceto as proteinas VP7 e NSP4 que sédo sintetizadas em
ribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico rugoso (RER).

A montagem das particulas de duplo capsideo (DLPs) envolvendo o core viral
e a VP6 esta associada a formacéo de viroplasma e a maturacao final da particulas
ocorre no interior do RER, na dependéncia de ifons Ca®*. As particulas de dupla
camada adquirem a tripla camada (TLPs) no interior do RER brotando através da
membrana. As proteinas VP4, VP6, VP7 e NSP4 sédo transitoriamente envelopadas

durante este processo, pois ocorrem interacdes especificas entre elas. As particulas
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recebem o capsideo externo (VP4 e VP7) antes ou ap0s o brotamento a partir do
RER. As particulas virais completas perdem o envelope, migram para o citoplasma e
em seguida séo liberadas apés a lise celular, infectando outros enterdcitos (ESTES
e KAPIKIAN, 2007, DESSELBERGER et al., 2009).

3.9. ROTAVIRUS EM AVES- MANIFESTACOES CLINICAS

A cadeia produtiva da avicultura tem grande importancia no agronegocio
brasileiro e a avicultura se destaca dentre os diversos sistemas de producdo animal
como um das atividades agropecuarias mais tecnificadas. Varios fatores como
genéticos, nutricionais e os ligados ao tipo de manejo zootécnico-sanitario, aliados
com a evolugdo dos estudos cientificos podem influenciar nos indices de
produtividade dos planteis de frango de corte. No aspecto sanitario as doencas
infecciosas, de ocorréncia tanto de forma epidémica quanto endémica, contribuem
significativamente para a reducdo da taxa de desfrute dos planteis e quando a
etiologia é viral, os RVs sdo um dos principais responsaveis por essa reducao
(ALFIERI et al., 2000).

A primeira detec¢cdo de RVs em aves foi relatada nos Estados Unidos em
estudo com perus diarreicos (BERGELAND et al., 1977). No Brasil, a primeira
deteccao foi em frangos de corte em 1988 (ALFIERI et al., 1988). Os rotavirus em
aves ocasionam distarbios como enterite, diarreia, desidratacéo, fraqueza, anorexia,
reducdo na taxa de conversédo alimentar e no ganho de peso, depresséo da taxa de
crescimento, perda de uniformidade do rebanho. Também estdo relacionados ao
aumento da susceptibilidade a outras doencas gerando aumento no custo das
medicacdes, na taxa de mortalidade e queda na producéo de ovos, levando a sérios
prejuizos econdmicos aos produtores (YASON e SCHAT, 1987; LEGROTTAGLIE et
al., 1997; TAMEHIRO et al., 2003; ELSCHNER et al., 2005).

Os RVs podem ser isolados de animais com manifestagdes clinicas ou
assintomaticos, sendo que a possibilidade de diagndstico positivo para RVs aumenta
consideravelmente na analise de amostras pastosas e diarreicas (TAMEHIRO et al.,

2003). O contrario ja foi observado por Vilarreal et al. (2006) que relatam ndo haver
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diferencgas significativas para a deteccdo de rotavirus ao analisarem amostras de
plantéis com e sem diarreia.

Em infeccdo experimental com perus e frangos foi verificado que os perus
foram mais sensiveis a infeccdo com RVs do que os frangos (YASON e SCHAT,
1987) e relataram que a presenca de episodios diarreicos em frangos é rara,
diferentemente, do observado em perus (BARRIOS et al., 1991). O estudo realizado
por Legrottaglie et al. (1997) constatou maior positividade de material genémico do
virus em amostras fecais de frangos assintomaticos do que em aves com
sintomatologia (OTTO et al., 2006; VILARREAL et al., 2006).
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4. OBJETIVOS
4.1. GERAL

e Investigar a ocorréncia de rotavirus do grupo D em aves criadas em granjas
situadas na Mesorregido Metropolitana de Belém, no periodo compreendido
entre 2008 a 2011.

4.2. ESPECIFICOS
e Detectar rotavirus do grupo D em espécimes fecais de aves;
¢ l|dentificar os eletroferotipos de RVs-D;
e Verificar a frequéncia de rotavirus do grupo D na Mesoregido amostrada;
e Comparar as técnicas de EGPA e RT-PCR para a deteccéo;
e Verificar a frequéncia de RVs-D por faixa etéria;

e Descrever as sequéncias dos genes VP6 e VP7 dos RVs-D identificando a

diversidade genética dos fragmentos sequenciados.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. AREA DE ESTUDO

A area de escolha para o desenvolvimento do presente estudo foi a
Mesorregido Metropolitana de Belém Para. Nessa Mesorregido, a avicultura possui
posicdo de destaque no cenario produtivo do estado do Para segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2006). De acordo com a Agéncia de
Defesa Agropecuéria do Estado do Para (ADEPARA, 2006), existem 182 granjas
cadastradas nesta Mesorregido, que € composta por 11 municipios (Ananindeua,
Barcarena, Belém, Benevides, Bujaru, Castanhal, Inhangapi, Marituba, Santa Isabel
do Par4, Santa Barbara do Para e Santo Anténio do Taua) com grande proximidade
da capital (Belém) e da base de processamento dos materiais (Ananindeua). Destes,
oito municipios (Belém, Ananindeua, Benevides, Castanhal, Santa Isabel do Par,
Inhagapi, Santa Barbara do Para e Santo Anténio do Taud) foram selecionados para
a realizacdo do estudo, no periodo compreendido entre outubro de 2008 a maio de
2011 (Figura 12).

-

Figura 12. Municipios em que foram realizadas as colheitas das amostras. Fonte: Adaptado
de Google Earth
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5.2. COLHEITA DAS AMOSTRAS

A colheita das amostras foi realizada a partir do material fecal de espécies de
aves do género Gallus, em 37 granjas de pequeno, médio e grande porte,
distribuidas na Mesorregido Metropolitana de Belém e em no minimo 30% dos
galpdes (lotes) de acordo com o numero existentes na granja. Foi coletado material
fecal (amostras fecais depositadas sobre as camas) pertencente a nove pontos
distintos de cada lote aviario, o que correspondeu a uma amostra, sendo
representativa da populacdo daquele lote. Ap6s a colheita as amostras foram
mantidas sob refrigeracdo em recipientes estéreis até sua chegada a Secdo de
Virologia (Laboratério de Rotavirus) do Instituto Evandro Chagas, onde foram
mantidas a -20°C até seu processamento. A representacdo esquematica da colheita

€ apresentada na Figura 13 e o lote aviario € mostrado na Figura 14.

GranjaX
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Figura 13. Representacdo esquematica da colheita realizada em no minimo 30% dos
galpdes, em 9 pontos distintos de cada galp&o, equivalendo a 1 amostra.
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Figura 14. Lote aviario em que foi realizado uma das colheitas.

5.3. SUSPENSOES FECAIS

As amostras contendo os pools fecais foram diluidas em volume de 2:5 (v/v)

em tampdo fosfato (PBS)pH 7,4 acrescida de cloroférmio,

homogeneizacdo sob agitacdo durante 20 minutos.

submetidas a

As suspensdes foram

centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante, coletado e estocando-o
a -20 °C (Figura 15).

Os pools fecais foram
diluidos em volume de
2:5 (viv) em PBS
acrescida de
cloroférmio.

Figura 15. Representacdo esquematica do preparo das suspensdes fecais
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durante 20 min

%

Centrifugar a
2.500 rpm/20 min

Coletar o
sobrenadante e
armazenar a -20°C
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O genoma viral foi extraido a partir das suspensdes fecais de acordo com

0 método descrito por

resumidamente na Figura 16.

Boom et al. (1990). A técnica é esquematizada
Incubar em Adicionar 200ul Homogeneizar
banho-maria de etanol e 20l em agitador
10 min. de silica. durante 20 min
56°C

Adicionar ao tubo
600ul da suspensao
fecal + 20pl de
proteinase K + 1 ml
de Tampéo L6

S

Homogeneizar
em vortex e
centrifugar 14
mil rom/30 sea

Adicionar 500ul
de tampéo L2.

Descartar o

]

sobrenadante.

7

Centrifugar 14
mil RPM/ 30 seg

]

7

Descartar o

|

Adicionar 500ul

Homogeneizar

Descartar o

sobrenadante. de L \] emvortexe sobrenadante.
Etanol 70%. A centrifugar 14 [>
mil rom/30 sea.

Secar o Descartar o Homogeneizar Adicionar 500l
sedimentoem j1 R} sobrenadante. ' em vortex e de
banho-maria a - centrifugar 14 ] Acetona.

56°C/15min. N mil rom/30 seaq.
Adicionar 60pl | N Secar o Homogeneizar Coletar o
de sedimento em N em vortex e | N] sobrenadante e
H20 livre de —] banho-maria a Ny centrifugar 14 armazenar a -20°C
Dnase/RNAase. 56°C/15min. mil rom/4 min.

Figura 16. Representacdo esquematica da extracdo do genoma viral.
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5.5. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (EGPA)

Os dsRNA extraidos foram submetidos & EGPA segundo a técnica
desenvolvida por Pereira et al. (1983) visando a detec¢do do grupo D de RVs bem
como a analise dos perfis eletroforéticos.

Dez microlitros de cada dsRNA extraido foi misturado a 2ul de azul de
bromofenol e aplicado a cada orificio do gel de poliacrilamida na concentracdo de
5%. O gel foi submetido a eletroforese vertical a 100 Volts, 100 Watts e 21 milli-
Ampéres por 2 a 4 horas, aproximadamente (Figura 17). ApGs a corrida, o gel foi
retirado da cuba e as bandas virais fixadas com o uso de etanol e acido acético,
coradas com nitrato de prata e reveladas utilizando-se hidréxido de sd6dio 10M e

formaldeido. O padréo eletroforético foi visualizado em negatoscopio de luz branca.

Orificios para aplicagao
dasamostras

OW| A Gel de poliacrilamida

Placas
W

Figura 17. Representagéo esquematica da Eletroforese em Gel de Poliacrilamida .
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5.6. BIOLOGIA MOLECULAR
5.6.1. Construcéo dos iniciadores

Baseado nas sequéncias reportadas por Trojnar et al.,, (2010) foram
construidos iniciadores especificos para os genes que codificam as proteinas VP6 e
VP7 do RVs-D usando o programa Primer BLAST disponivel no NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Sdo mostrados nas Figuras 18 e 19 e no
Quadro 2.

Primer VPB
equéncia (5>3)
Primer direto GGAGGCGCTGTCTTCAATTGCG
Primer reverse TGGCCAATAGTGTGTGGCAGCT
Tamanho do produto 742
Molde
_m
o] 150 300 450 600 750 SO0

= -

Fragmento obtido

Figura 18. Sequéncia nucleotidica para os iniciadores RD6F e RD6R do gene VP6 de RVs-
D.

Primer VP7
I Sequéncia  (5'>3)
Primer direto ACCATATAGGAGTGACGCACCT
Primer reverso AGCCCACCACTTCTTCCAAT
Tamanho do produto 879
Molde
o 200 400 600 300 10'00

= =1

Fragmento obtido

Figura 19. Sequéncia nucleotidica para os iniciadores RD9F e RD9R do gene VP7 de RVs-

D
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Fragmento
Iniciadores Sequéncia 5’-3’ Gene amplificado
(pb)*
RD6F (+) GGAGGCGCTGTCTTCAATTGCG
VP6 742
RD6R (-) TGGCCAATAGTGTGTGGCAGCT
RD9F (+) ACCATATAGGAGTGACGCACCT
VP7 879
RD9R (-) AGCCCACCACTTCTTCCAAT

RD6F(+): RVs-D segmento 6 Forward (direto); RD6R(-): RVs-D segmento 6 Reverse
(reverso); RD9F(+): RVs-D segmento 9 Forward (direto) e RD9R(-): RVs-D segmento 9
Reverse (reverso).

Quadro 2. Primers sintetizados para 0os genes que codificam as proteinas VP6 e VP7 de RVs-D

5.6.2. Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase e precedida de Transcri¢cao
Reversa (RT-PCR)

A RT-PCR foi conduzida em dois estagios e realizada com os iniciadores
RD6F, RD6R, RD9F e RD9R. A desnaturacéo da fita dupla de RNA foi realizada a
97°C durante 5 minutos seguidos de choque em gelo durante 5 minutos. Para a
obtencdo do cDNA 3 uL do dsRNA extraido foi adicionado ao par de iniciadores. A
trancricao reversa foi realizada para um volume final de 25 uL contendo 16,5 uL de
H20 livre de RNase e DNase, 2,5 uL de tampao 10x (Invitrogen®), 1 yL de dNTPs
(10 mM Invitrogen®) 0,75 yL de MgCI2 (50 mM, Invitrogen®), 0,25 uL de RT (20 U,
Invitrogen®), e 0,5 pL de cada primer (20 mM, Invitrogen®). A reac&o foi incubada a
42°C por 1 hora.

A PCR foi conduzida acrescentando 25 L do reagente da PCR a amostra de
cDNA para reagdo com volume final de 50 pL. Os reagentes da PCR incluem 18,5
pL de H20 livre de RNase e DNase, 2,5 yL de 10x First-Stand Buffer, 3 uL de
dNTPs (10 mM), 0,75 pL de MgClI2 (50 mM), 0,25 pL de Taq DNA polymerase (2,5
U/pL), com as condi¢des de ciclagem a seguir: 93°C por 3 min (desnaturagéo), 35
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ciclos de 93°C por 1 min (desnaturacao), 55°C (anelamento) de 1 min, e 72°C por 1
min (extensdo), com a incubacéo final de 68°C por 7 min.

5.6.3. Eletroforese em Gel de Agarose

A analise dos produtos da RT-PCR foi realizada por eletroforese em gel de
agarose a 1,5 % em tampao tris base, acido bérico EDTA (0,5M) e H20 livre de
RNAase e DNAase (TBE). Apds completa dissolucdo do gel por aguecimento em
microondas durante aproximadamente um min a uma temperatura de 50°C, seguida
de resfriamento a TA , foi adicionado 1ul de SYBR Safe DNA gel (Invitrogen®) para
cada 10 ml de agarose/TBE, aguardando-se em seguida, a completa solidificacdo do
gel em cuba de eletroforese horizontal (SIGMAF). Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese durante 60 min e a uma voltagem e amperagem médias
de 120 V e 400 mA, respectivamente. A visualizacdo da banda foi realizada
utilizando o instrumento GEL DOC 1000.

O organograma geral dos procedimentos realizados na RT-PCR é

representado na Figura 20.

0,5pl de cada Primer Termociclador
(direto e reverso) + 97°C /5 min. Adicdo da Mix da RT.
3ul de RNA. 0°C/ 5 min.

. | — |

. ) R
Termociclador
93°C/3 min {1x Adicdo da Mix da Termociclador
PCR. 42°C / 60 min.

93°C /1 min
55°C/ 1 min 35X
72°C/ 1 min

68°C /7 min —{1x

\— T _/
'z )
Eletroforese em gel
de agarose a 1,5 % . | ~
em tampéao TBE, Vlsuallzqgao _do gel
120 V, 400 mA por I: em trar_lsnymlnadt_)r
cerca de 45 min a com emissé&o de raios
1h. ultravioleta (UV).
\— _/

Figura 20. Organograma da RT-PCR para os genes VP6 e VP7 de RVs-D



40

5.6.4. Clonagem e Sequenciamento

Para a clonagem foram selecionados cinco fragmentos amplificados por RT-
PCR para os genes VP6 e VP7, pertencentes a amostras oriundas de cinco
municipios diferentes. A clonagem foi realizada utilizando o Kit TOPO TA Cloning
(Invitrogen®) de acordo com o protocolo do fabricante. Para a transformacdo por
choque térmico das células competentes E. coli DH5a foram usados 5 uL da ligacéo.
As bactérias transformadas foram plagueadas no meio Luria-Bertani medium (LB),
contendo ampicillina (100 mg/ml) mais IPTG (0,1 mM) e X-Gal (20 pg/mL). As
colonias recombinantes, identificadas pela coloracdo branca foram transferidas para
o meio liquido LB contendo ampicilina (100 mg/ml), incubadas a 37°C por 12 hrs a
250 rpm e submetidas a PCR com os iniciadores especificos para os genes VP6 e
VP7 utilizando as mesmas condi¢des descritas anteriormente afim de confirmar a

presenca do inserto.

As amplificacdes foram purificadas usando o kit QIAquick®PCR Purification,
de acordo com a metodologia do fabricante. Apds purificagdo dos amplicons foi
realizado o sequenciamento de nucleotideos com os iniciadores usados na RT-PCR
utilizando-se o Kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems) com o uso do
sequenciador automatico ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). Uma amostra

positiva de cada municipio foi incluida nessa andlise.

5.6.5. Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas para os genes VP6 e VP7 foram alinhadas e editadas
utilizando-se o programa BioEdit (V.7.0.5.3) e comparadas com sequéncias

disponiveis no banco de genes “Genbank” (http://www.ncbi.nim.nih.gov), a partir do

programa BLAST. Os dendrogramas foram construidos empregando-se o programa
MEGA (v.5.05), pelo método de “Neighbor-Joining”, baseado nos parametros de
Kimura, (1980), utilizando-se o teste de confiabilidade ndo paramétrico de
“bootstrap”com 2000 réplicas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov)/
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5.6.6. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os os softwares Microsoft
Excel 2007e BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007) para avaliar os dados obtidos. O Teste
Binomial para duas Amostras Independentes foi utilizado para comparar as
propor¢cdes de amostras positivas pelos métodos de EGPA e RT-PCR. Para avaliar a
Sensibilidade e a Especificidade dos métodos empregados na deteccao do virus, foi
utilizado o Screening test ou “Teste do Crivo”, bem como a curva “Receiver
Operating Characteristic’ (ROC) para determinar qual método é mais eficiente no
diagnostico. Para identificar o intervalo de idade em que houve maior frequéncia de
infeccdo e confirmar a predilecdo do virus por determinada faixa etéria, foram
aplicados os Testes Binomial para uma Amostra e Qui-Quadrado de Aderéncia. Em
todos os testes, o nivel alfa de 0,05 foi considerado para detectar

diferencas estatisticamente significantes.
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6. ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANGA

O Comité de Etica em Pesquisa Animal do Instituto Evandro Chagas aprovou
o referido projeto sob o nimero 0004/2007 (Apéndice 1). Os responsaveis pelas
granjas assinaram o termo de anuéncia (Apéndice Il), permitindo a visita dos
pesquisadores no estabelecimento para a colheita dos espécimes fecais,
viabilizando assim a realizacdo da pesquisa. Os dados dos estabelecimentos seréo
mantidos em sigilo e os resultados somente ser&o utilizados com finalidade de

pesquisa.

As exigéncias de biosseguranca foram obedecidas quando da colheita dos
espécimes fecais com o cuidado e atencédo as medidas apropriadas para a protecao
dos operadores: Equipamentos de Protecdo Individual (botas, luvas, mascaras,
macacdao, gorros, jalecos e 6culos), além da incineracdo dos produtos descartaveis
gerados durante as colheitas. Procurou-se oferecer riscos minimos aos animais,
visto que a técnica de colheita dos espécimes fecais utilizada ndo exige contencéo
ou manipulacdo direta das aves, uma vez que a forma de colheita dos espécimes
fecais ndo agride 0s mesmos, pois essas aves passam por estresses superiores

durante a captura e transporte para o abatedouro.

Os procedimentos técnicos de manipulagdo das amostras, tais como o
preparo das suspensodes fecais seguidas de extracdo do RNA viral que viabiliza a
pesquisa de rotavirus, foram realizados em cabine de nivel de seguranca biolégica
classe 2 B Il. Os residuos das amostras foram acondicionados em caixa para
descarte de material contaminado e enviados para o incinerador do Instituto Evandro
Chagas (IEC). As amostras foram armazenadas em freezer -20°C ou -70°C e ficardo

sob responsabilidade do Instituto Evandro Chagas.
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7. RESULTADOS

7.1. DETECCAO DO RVS-D POR EGPA

No periodo de outubro de 2008 a maio de 2011 foram coletados 85 pools de
material fecal de espécimes de aves do género Gallus, que correspondeu a 85
amostras fecais. Todos os espécimes foram analisados por EGPA e foi possivel se
observar 14 amostras positivas (16,5%) com perfil eletroforético condizente com o0s
apresentados por RVs-D, ou seja, exibindo o padrédo de migragéo 5:2:2:2. Na Figura
21 pode-se observar o perfil eletroforético dos RVs-D encontrados nas amostras

estudadas. Vale ressaltar que todos os eletroferotipos foram semelhantes nas 14

amostras analisadas.

Figura 21. Perfil eletroforético dos RVs-D demonstrados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (colunas 1 a 4).
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7.2. DETECCAO DO RVS-D POR RT-PCR

As 14 amostras que exibiram padréo de migragdo de RVs-D foram testadas
por RT-PCR para os genes que codificam para as proteinas VP6 e VP7 confirmando
a presenca de RVs-D em todas as amostras, pela amplificando de fragmentos de
742 pb e 879 pb, respectivamente. As 71 amostras negativas por EGPA também
foram testadas por RT-PCR e o teste demonstrou positividade em 16 amostras.
Portanto, do total de 85 amostras testadas por RT-PCR, 30 amostras (35,3%) foram
positivas. As amplificacBes parciais dos genes que codificam para as proteinas VP6

e VP7 sdo mostradas na Figura 22.

VP6- Amplificacdo do gene VP6 de RVs-D, mostrando um fragmento de 742pb (colunas 2 a
5), RVs-A usado como controle negativo (coluna 6) e peso molecular de 123pb (coluna 1).

VP7- Amplificacdo do gene VP7 de RVs-D, mostrando um fragmento de 879pb (colunas 1 a
4), RVs-A usado como controle negativo (coluna 5) e peso molecular de 123pb (coluna 6).

Figura 22. RT-PCR para a amplificacéo do gene VP6 e VP7 de RVs-D
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7.3. POSITIVIDADE POR MUNICIPIOS E GRANJAS

Dos oito municipios estudados, sete apresentaram amostras positivas para
RVs-D. Dentre as 37 granjas pertencentes a esses municipios foi observado a
presenca dessa infeccdo viral em 17 (45,9%) das granjas estudadas Figura 23.
Inhagapi foi o municipio em que o RVs-D foi observado com maior frequéncia
(85,7%) dentre os municipios estudados e Belém, foi o municipio em que néo foi
encontrada nenhuma amostra positiva (0%). A Figura 23 mostra a positividade por
RT-PCR e EGPA nas amostras obtidas de cada municipio.

Granjas estudadas

Total de 37
granjas

Figura 23. Positividade de RVs-D nas granjas estudadas.
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357

34

30+

OTotal de amostras
B RT-PCR (+)
W EGPA (+)

Ananindeua Belém Benevides Castanhal Inhagapi  StaBarbara  Stalsabel Taua

Figura 24. Positividade encontrada para RVs-D por municipio utilizando as técnicas de

EGPA e RT-PCR.

7.4. COMPARACAO DOS METODOS DE EGPA E RT-PCR

O teste binomial para 2 propor¢cbes comparando a proporcdo de amostras

positivas pelos dois métodos demonstrou p <0, 003 indicando que a diferenca entre

as proporcdes de amostras positivas pelo EGPA (16,5%) e por RT-PCR (35,3%) foi

muito significante estatisticamente. O “Screening test” revelou a RT-PCR como

padrdo ouro demonstrando especificidade de 77,46% e sensibilidade de 100%

guando comparado com & EGPA cuja, sensibilidade foi de 46,67%. Os dados

positivos e negativos de cada teste sdo mostrados no Quadro 3. A curva ROC

demonstrou o valor de distancia (d) para o teste A (EGPA) de 0,53 e para o teste B o

valor de 0,23, indicando o teste B como o de melhor desempenho (Figura 25).




Quadro 3. Comparacéao das técnicas de
EGPA e RT-PCR para deteccdo de RVs-

D.

EGPA RT-PCR
Positivo Negativo Total
Positivo 14 0 14
(16,5%)
Negativo 16 55 71
Total 30(35,3%) 55 85

7.5. FREQUENCIA EM RELACAO A IDADE

Sensibilidade

104+

08+

064

04

o3t
»=
\
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Curva ROC

0 simbolo #
identifica a
localizagdo
dos pontos
de corte.

1 - Especificidade

Figura 25. Curva ROC demonstrando
sensibilidade e especificidade para os
métodos de EGPA (A) e RT-PCR (B).

Em nosso estudo o intervalo de idade em que o RVs-D foi detectado com

maior frequéncia foi o de aves com idades entre 16 a 30 dias em 23/37 (p = 0, 0003),

62% do total de amostras colhidas nesta faixa etaria equivalendo a 76,7% (23/30)

das amostras positivas. Esta frequéncia foi significativamente maior do que o
observado nos grupos etarios de 0-15 e 31-45 (teste binomial, p = 0, 035 e p =
0,003, respectivamente). o X* de aderéncia em relacdo da infeccdo de RVs-D com
as faixas etarias resultou em X? = 26,6; gl = 2; p < 0, 0001. Na Tabela 1 é indicada

positividade em frangos de corte com relacéo a faixa etaria de idade em dias

Tabela 1- positividade para RVs-D associadas com a idade
Mesorregido metropolitana de Belém-Para.

IDADE EM DIAS Amo%tras Amc-oS:tras p valor
colhidas positivas
0-15 " 1 (9%) 0, 035
16-30 37 23 (62%) 0, 0003
31-45 37 6 (16%) 0, 008
TOTAL 85 30 < 0,05

de frangos de corte da
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7.5. ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS

7.5.1 VP6

Para a construcdo do dendrograma foram comparadas sequéncias de
rotavirus do grupo A, tanto de origem humana quanto animal, e a sequéncia
protétipo de rotavirus dos grupos D (chicken/05V0049/DEU/2005 [GU733448)), F
(chicken/03V0568/DEU/2003 [HQ403603]) e G (chicken/03V0567/DEU/2003
[HQ403604]). A analise englobou todo o fragmento de 742 pb amplificado na RT-
PCR, correspondendo aos nucleotideos 3 a 744 da regido codificadora do gene VP6

usando-se como referéncia o prototipo do grupo D.

As sequéncias nucleotidicas de sete amostras foram analisadas e
classificadas como pertencentes ao grupo D de rotavirus com bootstrap de 100
corroborando com esse agrupamento (Figura 26). Estas sequéncias apresentaram
90,8-91,3% de similaridade com o prototipo deste grupo e 98,5-99,9% de

similaridade quando comparadas entre

[ JQ065734 RVD/Chicken-wt/BRA/37/2009/GxPx
JQ065735 RVD/Chicken-wt/BRA/27/2008/GxPx

RVD/Chicken-wt/BRA/109/2011/GxPx
RVDIChicken-wt/BRA/43/2009/GxPx

99 } JQO065736 RVD/Chicken-wt/BRA/69/2009/GxPx

L IN703463 RVD/Chicken-wt/BRA/105A/2010/GxPx
RVD/Chicken-wt/BRA/91/2010/GxPx

100

— GU733448 Rota/D/chicken/05V0049/DEU/2005
HQ403603 Rota/F/chicken/03V0568/DEU/2003

FJ169858 Rota/A/chicken/02V0002G3/Germany/2002/111
EF554130 Rota/A/HU/ITA/PA169/1988/G6P14/12-R2-C2-M2-A3-N2-T6-E2-H3
100 | DQ119822 Rota/A/Po/China
go| DQ870496 Rota/A/Cow/USA/NCDV/1967/G6P1/12-R2-C2-M2-Ax-N2-T6-E2-Hx
K02254 Rota/A/Bo/RF

97

HQ403604 Rota/G/chicken/03V0567/DEU/2003

—

Figur§'126. Dendrograma baseado na sequéncia nucleotidica do gene que codifica para a
proteina VP6 envolvendo 7 amostras da Mesorregido metropolitana de Belém e protétipos.
Os valores de bootstrap (2.000 pseudoréplicas) estdo indicados nos nés da arvore, valores
menores que 70% né&o estdo representados.
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7.5.2VP7

Para a construcdo do dendrograma do gene VP7 foram comparadas
sequéncias de rotavirus, tanto de origem humana quanto animal, pertencentes aos
grupos A, B, C e D. A andlise englobou o fragmento de 841 pb correspondendo aos
nucleotideos 1 a 841 da regido codificadora do gene VP7 usando-se como
referéncia o protétipo do grupo D (GU733451/RVD/chicken/05V0049/DEU/2005).

Para o gene VP7, as sete amostras do presente estudo foram classificadas
como pertencentes ao grupo D de rotavirus, com bootstrap de 100 corroborando
com esse agrupamento (Figura 27). Estas sequéncias apresentaram 87-96,1% de
similaridade com o protétipo deste grupo. Entre si, as amostras de Belém foram
94,1-100% similares.

RVD/Chicken-wt/BRA/37/2009/GxPx
RVD/Chicken-wt/BRA/105A/2010/GxPx

100f RVD/Chicken-wt/BRA/69/2009/GxPx
RVD/Chicken-wt/BRA/27/2008/GxPx
RVD/Chicken-wt/BRA/43/2009/GxPx

100 RVD/Chicken-wt/BRA/109/2011/GxPx

RVD/Chicken-wt/BRA/91/2010/GxPx
94 L GU733451 RVD/chicken/05V0049/DEU/2005

EU486971 RVA/Chicken/Ch-02V0002G3/Germany/2002/G19

98 EF554131 RVA/Hu-tc/ITA/PA169/1988/G6P14-12-R2-C2-M2-A3-N2-T6-E2-H3

100 X65940 RVA/BO/RF
m[ JF411750 RVA/Turkey/TURVO05/BRA/2010
U31750 RVC/Bo/Shintoku
HQ833830 RVC/Po/CUK-5/South Korea
99 _|:HQ896715 RVC/Hu/CAU 10-312/South Korea/2010

AB648916 RVC/Hu/Y11-1/Japan/2011
JQ288103 RVB/Cow-wt/MN10-1/2010/G3

100

100 I— JN009782 RVB/Hu/NIV-005625/India/Oct-2000

P
02

Figura 27. Dendrograma baseado na sequéncia nucleotidica do gene que codifica para a
proteina VP7 envolvendo 7 amostras da Mesorregido metropolitana de Belém e protétipos.
Os valores de bootstrap (2.000 pseudoréplicas) estédo indicados nos nés da arvore, valores
menores que 70% nao estdo representados.
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A analise da sequéncia de aminoacidos para o gene VP7 revelou relativa
divergéncia entre o prot6tipo do grupo D e as amostras da mesoregido metropolitana
de Belém. Tal divergéncia, provavelmente foi reflexo de diversas substituicoes
aminoacidicas observadas na presente analise. Dentre as amostras deste estudo, a
similaridade aminoacidica variou 96,5-100%, havendo substituicbes Unicas em
algumas amostras (Quadro 3). A similaridade nucleotidica foi de 88,6-91,3%. O
alinhamento de aminoacido de todo o fragmento analisado encontra-se no apéndice
[l

RVD/Av/OSV0040 Y ILVIRVUNLIAVANTTMSIEDRKCHVUDNRSATINTSSIN
ROI09-Sto Tawa VVLO?90VUVLI A, MDNR.YIL.EDR.VV, §TW.?
RO9I-Sta Isabel  VALVEIL VVLI AS..  MDN... .. EDRLVVLDSTN . K
RO105-Castanhal  VALVEILSVVLI A, A, MDN,. V. EDRIVV.DSTN.Y
RO27-Ananindeus . VALVEILSVVLITA. A, MDN,. V. EDRLUV,DSTNTY
RD69-Sta Barbara  VALVEILSVVLITA A, MDN..!. EDRLVV.DSTNTY
RO43-Bengvides  VALVEILSVVLI.A. A, MDN.,. V. EDRLUV.DSTN.Y
RO37-Inhagapi FVALVEILSVVLI A, A LMDN,RY. EDRLVV.DSTN.Y

— <t <t <t <

Quadro 4. Divergéncia encontrada de aminoacidos das cepas de rotavirus aviario da
mesorregido metropolitana de Belém com o prot6tipo RVs-D 05V0049 Os pontos indicam
similaridade com 05V0049 e (?) Indicam sequéncia ndo determinada. Os nimeros acima de
sequéncias indicam a posi¢do do aminoacido na proteina VP7.
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8. DISCUSSSAO

A presenca de RVs-D tem sido documentada em aves principalmente em
frangos e perus, devido sua importancia no ambito econémico e comercial (OTTO et
al., 2006; KARIN et al., 2007; SAVITA et al., 2008; ISLAN et al., 2009; OTTO et al.,
2011). Essa deteccdo baseava-se essencialmente na EGPA, ja que o perfil
eletroforético exibido por essa técnica é caracteristico, possui especificidade
relativamente alta, portanto permitindo classifica-los em grupos. Entretanto é
problemético devido a baixa sensibilidade (OTTO et al., 2011) e possivel ocorréncia
de rearranjos (DESSELBERGER, 1996). Mais recentemente, com a descricdo da
sequéncia completa dos RVs-D por TROJNAR et al.,( 2010), foi possivel o
desenvolvimento de novas técnicas moleculares de deteccéo para os RVs-D como a
RT-PCR e o PCR em tempo real (OTTO et al., 2011) bem como a RT-PCR para 0s
genes VP6 e VP7 como no estudo aqui apresentado, visando & busca da real

frequéncia do grupo D de RVs.

No presente estudo, iniciadores especificos foram construidos para amplificar
parcialmente os genes que codificam as proteinas VP6 e VP7 dos RVs-D. Estes
iniciadores demonstraram boa especificidade e sensibilidade como demonstrado
pelos testes estatistico utilizados, uma vez que amplificaram as amostras positivas e

negativas por EGPA para RVs-D e ndo amplificaram amostras de RVs-A.

A presente andlise baseou-se essencialmente na EGPA e na RT-PCR para a
deteccdo de RVs-D e ratificou a baixa sensibilidade apresentada pela EGPA para
essa infecgao viral, ja que somente 16,5% da amostras apresentaram perfis de RVs-
D, contra 35,3% de positividade na RT-PCR. Em estudos com RVs-A ja havia sido
demonstrado essa divergéncia quando usada essas diferentes técnicas (OTTO et
al., 2006), ja com relagdo aos RVs-D, essa comparacao utilizando-se a EGPA e a

RT-PCR nas mesmas amostras até o presente momento nao havia sido relatada.

Alguns estudos conduzidos em aves oriundas de alguns paises como
Bangladesh usando a técnica de EGPA mostraram frequéncia de RVs-D variando de
13,15% e 19,3% (KARIN et al., 2007; ISLAN et al., 2009); na india com 15,2%
(SAVITA et al., 2008); na Alemanha com 35,3% (OTTO et al., 2006); e em estudo
conduzido em paises europeus com 35,5% em frangos e 57,6% em perus (OTTO et

al., 2011). Vale ressaltar que todos os estudos citados foram realizados com animais
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apresentando sinais clinicos da doenca. No Brasil, perfis eletroforéticos distintos de
rotavirus foram relatados em amostras de fezes de aves, mas ndo classificaram

suas amostras em grupos (TAMEHIRO et al., 2003).

No entanto, a deteccdo desses virus usando somente a técnica de EGPA é
problematica por provavelmente subestimar a verdadeira frequéncia desse grupo de
rotavirus, devido a menor sensibilidade dessa metodologia, em relacdo a outras
técnicas moleculares como a RT-PCR. Além disso, os RVs-D ndo se propagam em
cultivos celulares de MA-104 (DEVITT e REYNOLDS, 1993) e, portanto as amostras
com baixos titulos virais que nao sdo detectados por EGPA precisam de um método

de deteccdo mais sensivel, tal como a RT-PCR.

A frequéncia de RVs-D em aves encontrada no presente estudo foi 35,3%,
baseada em métodos moleculares como a RT-PCR em contraste com a descrita por
Otto et al. (2011), que descreveu uma frequéncia de 65,9% em galinhas e perus.
Essa divergéncia pode ser explicada provavelmente pela diferenca na localizacéo
geografica e dos rebanhos, além de diferentes procedéncias das amostras em
relagdo a auséncia de sintomatologia clinica nas aves estudadas. No estudo
realizado por Otto et al.( 2011) as amostras foram oriundas de aves com sinais
clinicos de doenca, ja neste estudo as amostras procederam de aves sem sinais

clinicos aparentes.

by

Levando-se em consideracdo a diferenca quanto a sintomatologia clinica,
faltam mais estudos tanto com aves sintomaticas quanto naquelas ausentes de
sintomatologia para indicar se existe faixa etaria mais susceptivel a infeccdo. A
pesquisa de rotavirus em aves assintomaticas é de suma importancia, pois ha
excrecdo viral na auséncia de manifestacdes clinicas aparentes, disseminando

dessa forma o virus para animais susceptiveis.

Existem poucos estudos com amostras oriundas de aves sem sinais clinicos
de doencas para a deteccdo de RVs-D por meio da RT-PCR, tornando-se
imprescindivel a pesquisa e 0 monitoramento desses agentes virais em aves
comerciais usando metodologia mais sensivel. Portanto, o presente estudo é
pioneiro nesse ambito, porque oferece dados de frequéncia, descricdo de
sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas na Mesorregido Metropolitana de Belém,

no Brasil e no mundo no que tange aos RVs-D.
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No que diz respeito & idade mais susceptivel para infec¢do por RVs nas aves
o presente estudo demonstrou frequéncia significativa em frangos de 16 a 30 dias (p
= 0, 0003). Outros estudos tém mostrado resultados divergentes, para os RVs-A as
aves adultas seriam mais susceptiveis as infeccbes (56 a 70 dias) se comparado
com aves de menor idade (1 a 7 dias) (BARRIOS et al.,1991), jA em estudo
conduzido por TAMEHIRO et al. (2003) foi demonstrado que o rotavirus foi um
importante agente etiolégico de distlrbios entéricos, especialmente em frangos de
corte com idade inferior a 30 dias. Em relacdo ao RVs-D, dentre os poucos estudos
que verificaram a frequéncia desse parametro mostraram que a idade mais
susceptivel foi a de aproximadamente 7 a 12 dias (KARIN et al., 2007; ISLAN et al.,
2009).

Com relacdo a migracdo eletroforética ndo foi observado no estudo a
existéncia da migracdo diferenciada do 11° segmento, corroborando com os demais
estudos em que nao foi descrito esta classificacdo (OTTO et al., 2006; KARIN et al.,
2007; ISLAN et al., 2009; OTTO et al., 2011), contudo em estudo conduzido por
Savita et al. (2008) houve a descricdo de perfis eletroforéticos de RVs-D

classificando-os em longo e curto.

Nas amostras do nosso estudo nao foi observado a existéncia da migracao
diferenciada do 11° segmento, Mais estudos para identificacdo dos eletroferotipos de
RVs-D poderao responder se existem cepas de RVs-D com migracao diferenciada
do 11° segmento.

A analise da sequéncia de aminoacidos do gene VP6 revelou elevada
similaridade entre as amostras do presente estudo e o protétipo do RVs-D (100-
99,2%), havendo apenas uma Unica diferenca entre elas no residuo 12, em que seis
amostras da presente analise apresentam uma lisina e o protétipo do RVs-D
apresentou uma arginina (a excecao foi a amostra Rota/D/Chicken/37/PA/BR). Com
relacdo aos prototipos de aves dos demais grupos, a similaridade das amostras
variou de 52,9 - 56,8% (RVs-A), 53,5 - 54% (RVs-F), 42,9 - 43,2% (RVs-G). Tais
valores sdo muito similares aos observados entre as amostras desses grupos em
comparacao ao RVs-D (42,5 - 57,5%) de acordo com o observado por Trojnar et al.
(2010). Ao analisar a sequéncia de aminoacido do gene VP6 pode-se observar que

nao houve significativa diferenca com as amostras entre sim e com relagcdo ao
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protétipo da Alemanha, concluindo-se que o gene VP6 dos RVs-D é relativamente
conservado, assim como 0 observado com 0s outros grupos de RVs.

No que tange a analise de aminoacidos para o gene VP7, houve maior
divergéncia com o protétipo da Alemanha e com as amostras entre si onde foram
observados substituicdes Unicas em algumas amostras. Estudos posteriores poderao
revelar se essas modificacdes aminoacidicas geram alterac6es conformacionais das
proteinas e se acontece a propagacao de tais mutacdes para a progénie viral. Com
relacdo aos prototipos dos demais grupos, a similaridade variou de 50,5-53% (RVs-
A), 33,2-34,5% (RVs-B) e 43-46,6% (RVs-C). Tais valores sdo muito similares aos
observados entre as amostras desses grupos em comparag¢ao ao grupo D (51,4-
65,5%) (TROJNAR et al., 2010). N&o foi possivel a inclusédo dos protoétipos dos RVs-
F e RVs-G na analise devido a inexisténcia da descricdo de sequéncias
nucleotidicas do gene VP7 desses grupos de rotavirus em aves. Todas as amostras
estudadas quando comparadas com o prototipo tiveram suas peculiaridades
aminoacidicas. A existéncia de somente uma sequéncia nucleotidica descrita do
RVs-D impossibilita uma discussdo mais ampla quanto a andlise de similaridade e
diversidade das cepas circulantes. Portanto, se torna imprescindivel o estudo com
RVs-D visando diminuir a escassez quanto as informac¢des no que tange a todos os

aspectos desse grupo de rotavirus.

Os resultados obtidos ampliam o conhecimento acerca desses agentes virais,
tanto em relacdo a sua frequéncia, quanto na descricdo de sequéncias nucleotidicas
e aminoacidica e € pioneiro no Brasil, e no mundo representando a segunda

descricdo de sequéncia de RVs-D.
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CONCLUSOES

O RVs-D foi detectado em granjas de frangos de corte da Mesorregiao
metropolitana de Belém.

A deteccao foi mais eficiente quando se utilizou a RT-PCR ao invés da EGPA.

Os iniciadores construidos para VP6 e VP7 demonstraram boa
especificidade.

A frequéncia de RVs-D encontrada foi de 35,3%.

Foi verificada a presenca de RVs-D em sete dos oito municipios estudados e

em 17 das 37 granjas estudadas.

Foi registrado maior niumero de casos de infeccdo por RVs-D na faixa
compreendida entre 16 a 30 dias de idade.

As sequéncias nucleotidicas de VP6 e VP7 das amostras estudadas foram

classificadas como pertencentes ao grupo D de rotavirus.

O gene VP6 apresentou elevada similaridade com o protétipo e nas amostras

entre si havendo apenas uma Unica diferenca entre elas no residuo 12.

O gene VP7 mostrou maior variabilidade genética em relacdo ao protétipo e

substituicdes Unicas em algumas amostras quando comparada entre si.
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10. PERSPECTIVAS

O uso de ferramentas moleculares com énfase para a RT-PCR e o
sequenciamento de nucleotideos para os RVs-D é de suma importancia haja vista a
baixa sensibilidade da EGPA. Desta forma é imprescindivel que estudos posteriores
sejam conduzidos com o intuito de permitir a descricdo de todas as sequéncias
nucleotidicas das amostras positivas obtidas neste estudo, assim como a construcao
de iniciadores para outros genes do RVs-D e para os grupos F e G, a fim de
acumular mais informacdes sobre esse agente colaborando com o conhecimento

acerca da sua diversidade genética.
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APENDICE I
TERMO DE ANUENCIA (GRANJA)

Eu, ,

responsavel pela granja:

,convidado a ©permitir
que seja realizado o estudo: “Pesquisa de Virus Entéricos em Aves Criadas
em Granjas na Mesoregido Metropolitana de Belém-PA”, no estabelecimento

avicola supracitado, fui informado que:

e O estudo tem o objetivo de avaliar a ocorréncia de virus entéricos em
granjas avicolas da regido Mesoregido Metropolitana de Belém;

e Para cada granja, serd preenchida uma ficha epidemioldégica com dados
de manejo de producdo do estabelecimento;

e Serdo coletadas amostras fecais depositadas sobre as camas em noves
pontos distintos de cada avidrio amostrado, por profissional capacitado;

e E pouco provavel que ocorra 6ébito durante o procedimento de coleta,
pois essas aves passam por estresses superiores durante a captura e
transporte para o abatedouro, mas caso ocorra morte da ave durante o
procedimento de coleta, a carcaga receberd o destino designado pelo médico
veterindrio responsavel pela granja.

e FEstas amostras serdo acondicionadas sob refrigeragdo e encaminhadas
ao Instituto Evandro Chagas (IEC) em Ananindeua - PA, onde serdo realizados
0s exames para isolamento de Rotavirus. As sobras das amostras serdo
acondicionadas em embalagens isotérmicas e enviadas para o incinerador do
IEC, onde serdo descartadas. As cepas isoladas serdo armazenadas em freezer
-70°C e ficardo sob responsabilidade do IEC;

e O projeto Dbeneficiard as granjas participantes, uma vez que o0s
resultados dos exames serdo disponibilizados para o responsavel pelo
estabelecimento avicola, permitindo a adog¢do de medidas preventivas;

e Os dados do estabelecimento serdo mantidos em sigilo e os resultados
somente serdo utilizados com finalidade de pesquisa;

e A qgualgquer momento, o responsavel pela granja terd liberdade de
perguntar ou questionar os pesquisadores sobre a conduta que estiver sendo
realizada;

e Caso qualquer responsavel pela granja gqueira abandonar o estudo,
nenhuma penalidade lhe serd aplicada, pois sua participacdo é voluntéaria.

Dra. Joana D’Arc Pereira Mascarenhas

Endereco: Instituto Evandro Chagas BR 316 S/N Telefone: 32142016

Ciente das informacdes acima, aceito por minha livre e espontdnea vontade,
incluir minha granja nesta pesquisa

, PA de de 20

Assinatura do

responsavel pela granja



BVD/ Aar/ 05W00 45
ED109-Taua

BD91- Sta Isabel
BD105-Castahal
BD27- Ananindeua
BEDé9- Sta Barbara
RD43- Benevides
ED37- Inhagapi

BVD Aow/ 0OW00 45
BD109-Taua

EDal- S5ta Isabel
RD105-Castahal
EDZ27- Ananindeua
RD6%- Sta Barbara
ED43- Benevides
BD37- Inhagapi

BVD/ Aar/ 05W00 45
ED109-Taua

BD91l- Sta Isabel
BD105-Castahal
BD27- Ananindeua
BDé9- Sta Barbara
ED43- Benevides
ED37- Inhagapi

BWD/Aar/ 05V00D 45
ED109-Taua

BD1- Sta Isabel
BD105-Castahal
BD27- Ananindeua
ED69- 5ta Barbara
BD43- Benevides
BD37- Inhagapi
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ANEXO |

Letra Sigla Nomes dos aminoacidos Carater
A Ala Alanina Nao Polar
C Cis Cisteina Mo Polar
D Asp acido aspartico Acido
E Glu acido glutimico Acido
F Fen Fenilalanina Nao Polar
G Gli Glicina Nao Polar
H His Histidina Basico
| lle Isaleucina Mo Polar
k. Lis Lisina Basico
L Leu Leucina Mo Polar
M Met Metionina Nao Polar
M Asn Asparagina Folar
P Pro Prolina Nao Polar
Q Gln Glutamine Polar
R Arg Arginina Basico
S Ser Serina Folar
T Tre Treonina Polar
WV Val Valina Nao Polar
W Trp Triptofano Nao Polar
Y Tir Tirosina Folar
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