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RESUMO 
 
Picobirnavírus (PBV) pertencem à família Picobirnaviridae, gênero Picobirnavirus e têm como 
espécie tipo Human picobirnavirus e Rabbit picobirnavirus. Estes pequenos vírus não 
envelopados, de dois segmentos genômicos de RNA dupla fita, são encontrados em amostras de 
fezes diarreicas ou não de diferentes hospedeiros mamíferos, incluindo o homem, aves e répteis. 
Os mecanismos da infecção por PBV e sua associação a gastroenterites ainda não estão 
esclarecidos, mas são colocados como agentes emergentes e oportunistas e seu potencial 
zoonótico foi sugerido. As técnicas utilizadas para a identificação desses vírus são: eletroforese 
em gel de poliacrilamida (EGPA) e RT-PCR. A primeira permite diferenciar os PBV pelas 
diferenças de migração dos seus segmentos genômicos. Já na RT-PCR são sete os pares de 
iniciadores descritos, incluindo aqueles que permitem sua diferenciação em genogrupo I ou II. 
Este projeto objetivou caracterizar genética e filogeneticamente PBV de diferentes hospedeiros 
naturais e as estratégias utilizadas foram o sequenciamento total e parcial dos segmentos 
genômicos de PBV e a definição de uma região conservada para o desenho de iniciadores capazes 
de diagnosticar todos os PBV por RT-PCR. Foram analisadas para a presença de PBV amostras 
de fezes de suínos, coelhos, ratos, cães, cobras, ratos silvestres, capivaras, cavalos e bovinos. 
Utilizando a EGPA, PBV foram identificados em todos os hospedeiros estudados e pela RT-PCR 
identificou-se genogrupo I de PBV em quase todos, com exceção de capivaras e bovinos. O 
genogrupo II não foi identificado. A circulação do genogrupo I em diferentes hospedeiros sugere 
que não existe especificidade genogrupo-espécie de hospedeiro. O sequenciamento parcial do 
segmento menor dos PBV identificados em cães, cobra e ratos mostrou uma relativa homologia 
principalmente com sequências de PBV identificados em humanos. A coexistência de duas ou 
mais populações de PBV em um mesmo hospedeiro foi identificada em cavalos, suínos, rato, rato 
silvestre e coelho a partir do sequenciamento parcial do segmento menor após clonagem, 
sugerindo um possível mecanismo de reassortment, o que pode levar a salto entre espécies. Esses 
resultados suportam o potencial emergente e zoonótico dos PBV. A heterogeneidade nas 
sequências de nucleotídeos verificada por esse sequenciamento sugere a presença de 
quasiespécies de PBV nesses hospedeiros. A menor variação observada nas sequências de 
nucleotídeos de PBV identificados em animais não confinados pode ser justificada pela tendência 
ao menor contato entre esses animais do que entre os de cativeiro, fazendo com que a transmissão 
viral também seja menor. Foi proposta uma padronização para a nomenclatura dos PBV, baseada 
em seu hospedeiro, país e ano de identificação. O atual sistema de classificação para os PBV não 
é apropriado, devido à identificação de PBV não pertencentes a nenhum dos genogrupos já 
descritos e à presença de heterogeneidade nas sequências de PBV do genogrupo I. Infelizmente, 
não foi possível sequenciar o genoma completo dos PBV estudados, não sendo identificada 
nenhuma sequência conservada que permitisse o desenho de iniciadores capazes de unificar o 
diagnóstico dos PBV. Estudos tentativos estão em andamento para que, a partir do 
sequenciamento completo e análise do genoma de diferentes PBV, seja possível definir as 
porcentagens de identidade mínimas para sua classificação em genogrupos e/ou genotipos. 
 
Palavras-chave: picobirnavírus; genogrupo I; hospedeiros naturais; quasiespécies. 
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ABSTRACT 
 
 
Picobirnaviruses (PBV) belong to the Picobirnaviridae family, genus Picobirnavirus, and Human 

picobirnavirus and Rabbit picobirnavirus are the type species. These small non-enveloped 
viruses, with two genetic segments of double-stranded RNA, can be found in diarrheic or non-
diarrheic fecal samples from different hosts like mammals, including humans, birds and reptiles. 
PBV infection and its association with gastroenteritis are still unknown, but they are considered 
opportunistic and emergent pathogens, and their zoonotic potential has also been suggested. 
Techniques for PBV identification include: polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and RT-
PCR. The first one allows characterization of PBV according to the migration pattern of their 
genomic segments. In the RT-PCR, seven primers’ pairs have been designed, including one that 
allows classification of PBV into genogroups I or II. The aim of this project was the genetic and 
phylogenetic characterization of PBV identified in fecal samples from different natural hosts by 
complete and partial sequencing of PBV genomic segments and set up of a conserved region for 
designing primers able to detect all PBV by RT-PCR. Fecal samples from pigs, rabbits, rats, 
dogs, snakes, wild rats, capybaras, horses and cattle were analyzed for PBV occurrence. PBV 
were identified in all studied hosts by PAGE and genogroup I was identified in the majority of 
them by RT-PCR, except in capybaras and cattle. Genogroup II was not identified. Genogroup I 
circulation in different hosts suggests that there is no genogroup-host species’ specificity. Partial 
sequencing of small PBV’s genomic segment identified in fecal samples from dogs, snake and 
rats showed homology mainly to human PBV sequences. Coexistence of two or more PBV 
population in the same host could be determined in fecal samples from horses, pigs, rat, wild rat 
and rabbit by partial sequencing of small PBV’s genomic segment after cloning, suggesting that 
reassortment may occur in nature, allowing host species jump. These results support the emergent 
and zoonotic potential of PBV. The heterogeneity found in PBV’s nucleotide sequences after 
cloning suggests the existence of PBV quasispecies in these hosts. The little variation in 
nucleotide sequences of PBV identified in hosts living in an open environment could be justified 
by a tendency of less contact among these animals, allowing less viral spread. The classification 
system used nowadays is cannot be considered appropriated as it doesn’t consider the 
heterogeneity found in PBV’s genogroup I sequences. Also, PBV that don’t belong to any of the 
described genogroups, remain with no classification. Therefore, a new standard nomenclature for 
PBV, based on its host, country and year of identification was proposed. Unfortunately, it was not 
possible to sequence the complete genome of PBV found in this study. Also, no conserved 
sequence could be identified for primers’ design, which would be capable of standardized PBV 
detection. Additional studies are ongoing to try to define nucleotide sequences identity 
percentages for genogroups and/or genotypes classification. 
 
 
 
Key-words: picobirnavirus; genogroup I; natural hosts; quasispecies. 
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1 INTRODUÇÃO 

Vírus de dois segmentos genômicos encontrados ao acaso em fezes de crianças foram 

denominados picobirnavírus (PBV). Seu diâmetro de 30 a 35 nm lhe rendeu o prefixo pico, de 

pequeno. Já seu genoma, constituído por dois segmentos de RNA dupla fita (double-stranded 

RNA - dsRNA), foi responsável pelo birna do nome (PEREIRA et al., 1988a). PBV possuem 

densidade de 1,38 a 1,40 g/mL em gradiente de cloreto de césio e os segmentos genômicos 

apresentam dois tipos de perfis eletroforéticos, denominados longo e curto, de acordo com o 

padrão de migração em eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). O perfil curto tem o maior 

segmento com 1,75 kpb e o menor com 1,55 kpb e foi identificado juntamente com oocistos de 

Cryptosporidium parvum em amostras de fezes de humanos, sugerindo a associação do vírus a 

este parasita (GALLIMORE et al., 1995a). Para o perfil longo, os tamanhos estimados dos 

segmentos maior e menor dos PBV são de 2,3 a 2,6 kpb e de 1,5 a 1,9 kpb, respectivamente 

(GATTI et al., 1989).  

Atualmente, estes vírus são classificados pelo ICTV (International Committee of 

Taxonomy of Virus) como membros da família Picobirnaviridae, gênero Picobirnavirus, e têm 

como espécies tipo: Human picobirnavirus e Rabbit picobirnavirus.  

Após serem detectados em fezes de crianças (PEREIRA et al., 1988a), estes vírus foram 

também encontrados em fezes de diferentes hospedeiros animais, principalmente mamíferos, 

como ratos (PEREIRA et al., 1988b, FREGOLENTE et al., 2009), hamsters (PEREIRA et al., 

1989), bovinos (VANOPDENBOSCH & WELLEMANS, 1989; BUZINARO et al., 2003; 

GHOSH et al., 2009), suínos (GATTI et al., 1989; LUDERT et al., 1991; PONGSUWANNA et 

al., 1996; BÁNYAI et al., 2008; CARRUYO et al., 2008), cavalos (BROWNING et al., 1991), 

coelhos (GALLIMORE et al., 1993; LUDERT et al., 1995), tamanduá bandeira (HAGA et al., 
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1999), cães (COSTA et al., 2004, FREGOLENTE et al., 2009), macacos (WANG et al., 2007) 

jumento, orangotango e tatu (MASACHESSI et al., 2007). Em aves foram detectados PBV em 

galinhas (LEITE et al., 1990), gansos (MASACHESSI et al., 2007), nandu-de-darwin, ema, 

pelicano e faisão (MASACHESSI et al., 2007) e, em répteis, esses vírus foram encontrados em 

diferentes espécies de cobra (FREGOLENTE et al., 2009).  

Até o momento não se comprovou que PBV estejam associados a casos de gastroenterites. 

GATTI e colaboradores (1989) demonstraram diferenças significativas na detecção dos vírus em 

fezes diarreicas e não diarreicas de suínos. Por outro lado, LUDERT e colaboradores (1991) não 

confirmaram esses achados. Em humanos os PBV têm sido identificados em porcentagens 

menores que 10%, associados ou não a quadros de diarreia (GROHMANN et al., 1993; 

GALLIMORE et al., 1995b; CASCIO et al., 1996; ROSEN et al., 2000; BÁNYAI et al., 2003; 

BHATTACHARYA et al., 2006; GANESH et al., 2010). Em pacientes portadores do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) é sugerida a associação entre PBV e diarreia (GROHMANN et 

al., 1993; CUNLIFFE & GLASS, 1996; GONZÁLEZ et al., 1998; GIORDANO et al., 1999; 

ROSEN et al., 2000; MARTÍNEZ et al., 2003).  

BHATTACHARYA e colaboradores (2007), em estudo com crianças não portadoras do 

HIV, detectaram PBV em 3,57% das amostras de fezes diarreicas e em 1,48% das não diarreicas, 

sugerindo também a associação dos PBV com diarreia. Apenas uma das amostras de fezes 

apresentou PBV de perfil longo e as análises estatísticas mostraram significativa associação entre 

PBV de perfil curto e diarreia nas crianças afetadas.  

GIORDANO e colaboradores (2008) realizaram um estudo retroativo de 26 anos (1977 – 

2002) a partir da análise de géis de poliacrilamida desidratados mantidos na coleção do 

laboratório. Nesse estudo, PBV de perfil longo foram encontrados em apenas duas das 2224 
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amostras fecais analisadas, referentes a crianças com diarreia, sendo que em uma das amostras de 

fezes havia também a presença dos onze segmentos genômicos típicos de rotavírus. Os autores 

sugerem que PBV de perfil longo devem ser considerados mais como patógenos oportunistas do 

que como agentes etiológicos associados à diarreia em crianças. 

Atualmente, PBV são tidos como patógenos emergentes e oportunistas em casos de 

diarreia, principalmente em indivíduos imunocompromissados. Recentemente, foi sugerido o 

potencial zoonótico destes vírus após comparação de sequências de nucleotídeos de PBV 

identificados em humanos e em animais (GANESH et al., 2010). 

Em estudos no nosso laboratório foram observadas descamações discretas no ápice das 

vilosidades do jejuno de ratos infectados experimentalmente com PBV, mostrando que os 

enterócitos são células permissivas à sua multiplicação. Os animais inoculados também 

excretaram os vírus nas fezes, que não eram diarreicas. Portanto, PBV podem causar a infecção 

sem levar a sinais e sintomas de diarreia, pelo menos nesse modelo animal (FREITAS, 2003). 

MASACHESSI e colaboradores (2007), em seu estudo com animais mantidos em cativeiro, 

também observaram a ausência de sintomas e sugerem que a infecção por PBV seja do tipo 

persistente, já que dois dos animais analisados excretaram o vírus por até sete meses 

consecutivos. A hipótese de re-infecção nesses animais pôde ser descartada já que eles não 

tiveram contato com outros animais e foram supridos por água e alimentos individualmente.  

HAGA e colaboradores (1999), os primeiros a detectar PBV em animais mantidos em 

cativeiro, também observaram a eliminação dos vírus pelas fezes por um período de quatro 

meses, o que sugere infecção do tipo crônica ou persistente. Relações de virulência, 

patogenicidade e possíveis hospedeiros para esses vírus necessitam de novos estudos, incluindo-

se aí a busca de modelos experimentais, que definam pelo potencial patogênico do PBV. 
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Pelo fato dos PBV serem liberados em baixas concentrações nas fezes dos animais 

infectados, dificultando assim sua purificação, além de sua não adaptação em sistemas celulares 

in vitro, testes imunodiagnósticos para sua detecção e/ou caracterização não estão disponíveis. 

Porém, após a obtenção de VLPs (virion-like particles) de PBV in vitro por DUQUERROY e 

colaboradores (2009) estes testes se tornam passíveis de desenvolvimento. Um dos testes 

utilizados para a sua detecção, a EGPA, permite a visualização do dsRNA viral. Nesse teste a 

variação no perfil eletroforético, ou seja, na migração dos dois segmentos virais, sugere a 

existência de heterogeneidade no genoma viral, que poderá ou não ser importante para as relações 

espécie-hospedeiros ou de antigenicidade, ou mesmo de patogenicidade (BHATTACHARYA et 

al., 2007).  

A reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa (RT-PCR) também é utilizada 

para o diagnóstico de PBV diretamente das fezes de seus hospedeiros ou a partir de amostras de 

água de esgoto (ROSEN et al., 2000; BÁNYAI et al., 2003; WAKUDA et al., 2005; 

BHATTACHARYA et al., 2006 e 2007; BÁNYAI et al., 2008; FREGOLENTE et al., 2009; 

GHOSH et al., 2009; SYMONDS et al., 2009; GANESH et al., 2010; VAN LEEUWEN et al., 

2010).  

Estudos relativos aos segmentos genômicos do PBV buscam definir por suas sequências 

de nucleotídeos e seus produtos. O primeiro foi feito em coelhos, quando GREEN e 

colaboradores (1999) sequenciaram o genoma do segmento maior dos PBV o que revelou três 

regiões de leitura aberta (Open Reading Frames - ORFs). As sequências de aminoácidos 

deduziram para valores de peso molecular dos polipeptídios de 65,8, 6,0 e 11,9 kDa para as ORFs 

1, 2 e 3, respectivamente. A comparação da estrutura primária destas proteínas com a da RNA 

polimerase dependente de RNA (RPDR) não concluiu por homologia, o que sugere que o 
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segmento maior do PBV é o responsável pela codificação de suas proteínas estruturais. Os 

valores obtidos por GREEN e colaboradores (1999) estão próximos àqueles descritos por GATTI 

(1994), que utilizou a EGPA-SDS para a determinação dos pesos moleculares das proteínas de 

vírus purificados. Posteriormente, ROSEN e colaboradores (2000) descreveram a sequência 

parcial do segmento maior e a sequência total do segmento menor de vírus identificados em fezes 

de humanos. Análises das sequências do segmento menor revelaram três domínios característicos 

de genes que codificam RPDR para vírus de RNA fita simples e fita dupla. Após este estudo, 

outros pesquisadores também sequenciaram uma porção do segmento menor do PBV encontrado 

em fezes de humanos e animais, confirmando ser esse segmento o responsável pela codificação 

da RPDR (BÁNYAI et al., 2003 e 2008; BHATTACHARYA et al., 2006 e 2007; CARRUYO et 

al., 2008; FREGOLENTE et al., 2009; GHOSH et al., 2009; GANESH et al., 2010; VAN 

LEEUWEN et al., 2010). Sendo assim, no segmento maior estão as ORFs responsáveis pela 

codificação das proteínas estruturais do PBV.  

WAKUDA e colaboradores (2005) determinaram a sequência completa dos dois 

segmentos de PBV identificados em uma amostra de fezes diarreica de uma criança tailandesa e 

GHOSH e colaboradores (2009) determinaram a sequência completa do segmento menor de PBV 

identificado em uma amostra de fezes diarreica de um bezerro na Índia. Recentemente, foram 

definidas as sequências totais dos dois segmentos de PBV identificados em amostras de fezes de 

humanos na Holanda (VAN LEEUWEN et al., 2010).  

A discussão sobre a quantidade de ORFs codificadas pelo segmento maior teve início com 

GREEN e colaboradores (1999) que definiram por três: uma maior, que codificaria uma proteína 

de 591 aminoácidos, e outras duas menores, que codificariam proteínas de 212 a 532 e de 51 a 

215 aminoácidos. Já ROSEN e colaboradores (2000) e WAKUDA e colaboradores (2005) 
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definiram apenas duas ORFs associadas ao segmento maior de PBV e a comparação entre as 

sequências obtidas por estes estudos demonstrou identidade de 49,7%. Apesar do sequenciamento 

completo dos segmentos genômicos do PBV ter sido feito por WAKUDA e colaboradores 

(2005), esses não determinaram por motivos de aminoácidos que sugiram funções para as 

proteínas codificadas pelas ORFs 1 e 2. Esses mesmos autores buscaram a expressão in vitro das 

proteínas traduzidas pelas ORFs e detectaram uma proteína de 25 kDa, correspondente à ORF 1 

do segmento maior. A proteína esperada de 62 kDa, que deveria ser sintetizada pela ORF 2, não 

foi encontrada. Concluíram, então, que o códon de iniciação da ORF 2 poderia ser fraco no 

sistema de expressão utilizado. Atualmente, considera-se apenas duas ORFs associadas ao 

segmento maior de PBV, sendo que a ORF 2 apresenta seu códon de iniciação sobreposto à 

sequência final da ORF 1. Assim, o início da leitura da segunda região deve-se dar por 

reiniciação traducional, como ocorre em norovírus (NAPTHINE et al., 2009), ou pelo mecanismo 

de mudança de frame de leitura ribossomal, como em HIV-1 (PARKIN et al., 1992). 

Já para o segmento menor, apenas uma ORF foi identificada em todos os estudos que 

determinaram a sequência parcial ou total deste segmento (ROSEN et al., 2000; BÁNYAI et al., 

2003; WAKUDA et al., 2005; GHOSH et al., 2009) e as sequências das regiões 3’ e 5’ do 

segmento menor de PBV de bezerro (GHOSH et al., 2009) e de humanos (ROSEN et al., 2000; 

WAKUDA et al., 2005) são conservadas. 

Em estudo utilizando o sistema de expressão em baculovírus, DUQUERROY e 

colaboradores (2009) obtiveram a formação de VLPs (virion-like particles) de PBV in vitro, 

permitindo assim a elucidação da estrutura desses vírus. Os autores utilizaram o cDNA da ORF2 

do segmento maior de PBV identificado em coelho (GREEN et al., 1999) e verificaram a 

formação de uma proteína de 55 kDa e outra de 7 kDa. Pela análise por espectrometria de massas 
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foi possível concluir que a proteína menor (7 kDa) é resultado de uma modificação pós-

traducional que gera a proteína do capsídeo viral (55 kDa). A proteína menor só está presente 

quando os segmentos genômicos estão contidos no virion, sugerindo um papel no empacotamento 

do genoma durante a montagem das partículas virais. As VLPs apresentam estrutura icosaédrica 

formada por 120 subunidades agrupadas em 60 dímeros simétricos. Esta é uma estrutura única, 

não encontrada em nenhum outro vírus icosaédrico descrito até o momento, mostrando que os 

PBV não estão relacionados aos birnavírus. Além disso, estas VLPs apresentam diâmetro e 

morfologia idênticos àqueles reportados por LUDERT e colaboradores (1991) para virions 

intactos de PBV de suínos. 

A comparação das VLPs de PBV com outros vírus de dsRNA ou RNA simples fita 

(single-stranded RNA - ssRNA) demonstrou que existe uma forte similaridade na organização 

entre PBV e partitivírus. Coincidentemente, partitivírus infectam fungos e plantas e foram os 

únicos vírus caracterizados a infectar Cryptosporidium parvum. PBV considerados atípicos, por 

apresentarem o perfil curto de migração em EGPA, foram identificados em amostras de fezes de 

humanos juntamente com oocistos de C. parvum (GALLIMORE et al., 1995a). Assim, sugere-se 

uma investigação na estrutura destes PBV atípicos e uma comparação destes com partitivírus para 

verificar a possibilidade de PBV terem atravessado a barreira de espécies a partir de organismos 

eucariotos unicelulares para infectar vertebrados (DUQUERROY et al., 2009). 

A utilização da técnica de RT-PCR por ROSEN e colaboradores (2000) permitiu avanços 

no estudo das relações filogenéticas entre PBV identificados em diferentes hospedeiros. Os pares 

de iniciadores desenhados a partir do segmento menor de PBV identificados em humanos 

determinaram por pelo menos dois genogrupos diferentes. O par de iniciadores PicoB25 e 

PicoB43, proveniente da amostra chinesa 1-CHN-97, detectou PBV em amostras fecais coletadas 
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de humanos e animais em sete países de quatro continentes (ROSEN et al., 2000; BÁNYAI et al., 

2003 e 2008; WAKUDA et al., 2005; BHATTACHARYA et al., 2006 e 2007; FREGOLENTE et 

al., 2009; GHOSH et al., 2009) além da detecção de PBV a partir de amostras ambientais de 

esgoto nos Estados Unidos (SYMONDS et al., 2009). Já o par de iniciadores PicoB23 e PicoB24, 

obtido a partir da amostra 4-GA-91, fornecida por um portador de HIV, reagiu com vírus 

provenientes de fezes do mesmo indivíduo que liberou PBV por vários meses (ROSEN et al., 

2000). Além destas, reagiu também com PBV identificados em amostras de fezes diarreicas de 

humanos na Índia (BHATTACHARYA et al., 2006 e 2007) e na Holanda (VAN LEEUWEN et 

al., 2010). Apesar de terem sido amplificadas por este par de iniciadores, as análises das 

sequências de nucleotídeos mostram que estas não apresentam significativa homologia e que, em 

alguns casos, são divergentes entre si. Estes grupos foram denominados de genogrupo I (PicoB25 

e PicoB43) e genogrupo II (PicoB23 e PicoB24) por BÁNYAI e colaboradores (2003) quando 

identificaram três PBV pertencentes ao genogrupo I em fezes de humanos, sendo que apenas duas 

delas eram próximas entre si.  

Uma importante contribuição de BHATTACHARYA e colaboradores (2006 e 2007) foi a 

sugestão de que existe uma relação entre PBV de perfil curto e casos de diarreia e que apenas 

PBV de perfil curto são amplificados com o par de iniciadores do genogrupo II. 

O sequenciamento da porção amplificada pelos iniciadores referentes ao genogrupo I de 

PBV foi realizado por outros grupos analisando PBV de diferentes hospedeiros (BÁNYAI et al., 

2008; FREGOLENTE et al., 2009; GHOSH et al., 2009; VAN LEEUWEN et al., 2010) e 

identificados em amostras de esgoto (SYMONDS et al., 2009). Com amostras fecais de suínos, 

BÁNYAI e colaboradores (2008) obtiveram 13 amplificados referentes ao genogrupo I de PBV 

que foram clonados e sequenciados. A análise filogenética incluiu 43 sequências nucleotídicas de 
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PBV de suínos e 17 de humanos de diferentes países, obtidas do GenBank, sendo apenas uma 

delas do genogrupo II. A similaridade dos PBV de suínos e de humanos para genogrupo I ficou 

entre 50,6% e 89,9%, enquanto entre PBV de suínos variou de 54,5% a 100%. Estes valores estão 

de acordo com aqueles encontrados quando são comparadas apenas sequências nucleotídicas do 

genogrupo I de PBV de humanos. A árvore filogenética resultante mostra que, em geral, PBV de 

suínos têm relativa identidade, o que sugere que PBV poderiam ser facilmente transmitidos entre 

hospedeiros de mesma espécie. Apenas uma sequência nucleotídica de PBV de suíno foi mais 

próxima a uma de PBV de humano. Esta foi a primeira análise filogenética que incluiu 

sequências de nucleotídeos de PBV de outros hospedeiro, além de sequências de PBV humanos. 

As análises anteriores se referem apenas a este hospedeiro (ROSEN et al., 2000; WAKUDA et 

al., 2005; BHATTACHARYA et al., 2006 e 2007). 

A sequência do segmento menor de PBV identificados em bezerro foi comparada às 

sequências deste segmento disponíveis no GenBank e demonstrou ser mais próxima daquelas de 

PBV de suínos do que de PBV de outros hospedeiros. Apesar da sequência nucleotídica de PBV 

de bovino estar próxima às sequências de nucleotídeos de PBV de suínos na árvore filogenética, a 

identidade de nucleotídeos entre aquela e sequências de nucleotídeos de PBV de humanos e de 

suínos variou entre 51,2-64,9% e 53,5-64,1%, respectivamente. Já entre o PBV identificado em 

bezerro a identidade de nucleotídeos foi de 57,3-59,4%, 52-60,6% e 55,3%, quando comparada 

com sequências de PBV de cães, ratos e cobra, respectivamente (GHOSH et al., 2009). 

Variações significativas entre sequências de nucleotídeos de PBV foram também 

identificadas na recente análise molecular de amostras de fezes diarreicas de humanos. Além de 

definir a sequência total dos dois segmentos genômicos de um dos PBV identificados, os autores 

do estudo definiram outras sequências parciais do genogrupo I de PBV, divergentes entre si, 
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encontrando-se em ramos separados da árvore filogenética inferida. Obtiveram também, apenas 

um PBV pertencente ao genogrupo II, corroborando com outros estudos que mostraram baixa 

identificação deste genogrupo (VAN LEEUWEN et al., 2010). 

A fim de analisar especificamente amostras de fezes de suínos, CARRUYO e 

colaboradores (2008) basearam-se em sequências de nucleotídeos de PBV de humano e coelho 

disponíveis no GenBank para desenhar novos iniciadores degenerados, tanto para o segmento 

maior quanto para o segmento menor de PBV. Testando os iniciadores contra amostras de fezes 

de suínos positivas para PBV em EGPA, os autores obtiveram cinco clones a partir de 

amplificados do segmento menor, sendo que todos os clones apresentaram sequências 

nucleotídicas diferentes entre si, exceto para dois deles que foram 100% idênticos. A partir das 

sequências de nucleotídeos obtidas foram desenhados iniciadores específicos e 60% das amostras 

de PBV identificados em suínos testadas frente a estes iniciadores apresentaram-se positivas em 

RT-PCR enquanto apenas 20% das mesmas foram positivas em EGPA. Com esses resultados, 

sugere-se que haja mais de um genogrupo de PBV de suíno circulando na Argentina. Ainda, para 

que seja possível a detecção de PBV por técnicas moleculares será necessário o uso de uma 

combinação de iniciadores capazes de abranger os diferentes genogrupos. 

O entendimento da evolução molecular de uma dada população é alvo de estudos para 

epidemiologistas e biólogos evolucionistas. Para isso, vírus de RNA têm se tornado uma 

importante ferramenta devido a características como complexidade limitada do genoma (com 

relação ao número de proteínas codificadas), alta mutabilidade e rápida taxa de replicação 

(DOMINGO & HOLLAND, 1997). Estas características permitem uma elevada taxa de evolução 

dos vírus de RNA, que, quando associado às mudanças no ambiente, são os principais agentes de 

doenças emergentes. Um dos estudos da dinâmica dos sistemas de evolução primitivos em vírus 
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de RNA resultou no conceito de quasiespécie, introduzido por EIGEN e SCHUSTER (1977) e 

descrito por MOYA e colaboradores (2004) como um fenômeno onde o alvo da seleção natural 

não é a linhagem do replicador mais rápido e sim um amplo espectro de mutantes que foi gerado 

por cópias errôneas do mais adaptado. Assim, estudos moleculares com vírus de RNA podem 

determinar por quasiespécies presentes em determinado hospedeiro. Por também ser um vírus de 

RNA, todas as características acima citadas estão presentes nos PBV. A investigação sobre a 

possibilidade da existência dos PBV como quasiespécie foi iniciada (BÁNYAI et al., 2008), mas 

necessita de mais estudos que concluam por esta denominação. Até o momento, o que pode ser 

inferido é que para PBV existem variantes genômicas de acordo com a sequência do gene da 

RPDR, localizado no segmento menor desses vírus. 

Para vírus segmentados existe a possibilidade da ocorrência do fenômeno de reassortment 

quando dois vírus diferentes co-infectam a mesma célula hospedeira. No caso de uma co-

infecção, no momento da montagem de novas partículas virais, pode-se ter a montagem de 

partículas que incluam segmentos pertencentes a cada um dos tipos que estava infectando aquela 

célula, gerando um terceiro vírus diferente dos originais. A ocorrência do reassortment em vírus 

está muitas vezes associada à emergência viral e/ou ao salto entre espécies de hospedeiros. Por 

serem vírus segmentados, PBV estão sujeitos à ocorrência deste mecanismo.       

Com cada vez mais surtos e infecções virais emergentes e com sinais indiretos indicando 

que PBV podem provocar sinais clínicos, pelo menos em pacientes imunocompromissados, 

torna-se importante obter o máximo de conhecimento possível para todos os vírus que estão 

presentes nos ambientes humanos (DUQUERROY et al., 2009). Uma ferramenta atual capaz de 

explorar a diversidade em agentes microbianos de uma determinada comunidade é a análise 

metagenômica. Três estudos utilizando este tipo de análise foram capazes de identificar PBV em 
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fezes de indivíduos sem diarreia (ZHANG et al., 2006), de crianças com diarreia (FINKBEINER 

et al., 2008) e de crianças com paralisia flácida aguda (VICTORIA et al., 2009). Em crianças com 

diarreia, três sequências de nucleotídeos de PBV foram identificadas em duas das doze amostras 

fecais avaliadas. Porém, apenas duas destas três sequências apresentaram homologia significativa 

com sequências de nucleotídeos de PBV disponíveis no GenBank (FINKBEINER et al., 2008). 

Mesmo não utilizando análise metagenômica, um estudo recente propôs a detecção de 

vírus de eucariotos em águas residuárias nos Estados Unidos. Neste caso, PBV do genogrupo I 

foram detectados em 100% das amostras de esgoto bruto e em 33% das amostras de efluente final 

analisadas, demonstrando que podem ser utilizados como indicadores dos processos de 

descontaminação de esgoto (SYMONDS et al., 2009). 

Fica evidente a importância do contínuo estudo de vírus de RNA quando analisamos a 

grande variação genética apresentada e a possibilidade de emergência e zoonose. Dentro deste 

contexto estão os PBV, vírus que necessitam de novos estudos que tragam informações 

moleculares adicionais que, não só definam pelas relações vírus-hospedeiros e as relações 

evolutivas entre diferentes PBV isolados de diferentes hospedeiros, como permitam sua efetiva 

identificação e classificação. A análise dos vários trabalhos da literatura mostra que as 

informações relativas a esses vírus, tanto em seus aspectos epidemiológicos quanto moleculares 

estão em crescente avanço. Também fica evidente que os pesquisadores estão buscando ampliar a 

gama de hospedeiros analisados e as ferramentas de identificação para que uma comparação mais 

precisa dos PBV seja obtida. A efetiva classificação desses vírus será possível com o 

sequenciamento total de PBV encontrados em diferentes hospedeiros.  
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2 OBJETIVO GERAL 

• Caracterizar genética e filogeneticamente picobirnavírus de diferentes hospedeiros 

naturais pelo sequenciamento de seus segmentos genômicos. 

 

3 ESTRATÉGIAS 

• Sequenciar o genoma completo de picobirnavírus identificados em diferentes hospedeiros.  

• Sequenciar o genoma parcial de picobirnavírus identificados em diferentes hospedeiros 

• Definir por uma região conservada para o desenho de iniciadores capazes de diagnosticar 

todos os picobirnavírus. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Amostras de fezes 

Foram analisadas amostras de fezes dos seguintes hospedeiros: bovinos, cães, capivaras, 

cavalos, cobras, coelhos, ratos, ratos silvestres e suínos.  

As amostras de fezes de bovinos (Bos taurus) (n = 72) foram obtidas de animais de 

criação de fazendas da região de Campinas entre os anos de 2004 e 2008. Do total, apenas três 

apresentaram-se diarreicas. 

Os cães (Cannis familiaris) que forneceram as amostras de fezes entre os anos de 2003 e 

2007 eram animais de companhia ou de canis da região de Campinas. As amostras (n = 349) 

foram doadas pela Profa. Dra. Silmara Marques Allegretti, do Departamento de Parasitologia, do 

Instituto de Biologia da Unicamp, e pela Profa. Dra. Verena Hildegard Gyárfás Wolf, da 

Faculdade de Jaguariúna. Do total, 21 delas eram diarreicas. 
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As amostras de fezes de capivara (Hidrochoerus hidrochoeris) (n = 18) e rato silvestre 

(Oryzomys sp.) (n = 54) foram doadas pela Profa. Dra. Silmara M. Allegretti entre os anos de 

2005 e 2007 e são originárias de animais de vida livre. Nenhuma das amostras fecais era 

diarreica. A professora também doou as amostras de fezes coletadas de cavalos (Equus caballus) 

mantidos por criadores da região de Campinas. Dentre o total de 132 amostras fecais, apenas 

cinco eram diarreicas e foram coletadas entre os anos de 2005 e 2009. 

As cobras que forneceram as amostras de fezes entre os anos de 2006 e 2009 eram 

animais de cativeiro de diferentes espécies. As amostras foram doadas pela Profa. Dra. Silmara 

M. Allegretti e pela doutoranda Kiara Carolina Cardoso da Faculdade de Ciências Médicas da 

Unicamp. Do total de 82 amostras de fezes, nenhuma era diarreica.  

A coleta das amostras de fezes de coelhos (Oryctolagus cuniculus) ocorreu durante o ano 

de 2004 de animais mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia, do 

Instituto de Biologia, da Unicamp. No total foram coletadas 167 amostras de fezes e nenhuma 

delas era diarreica. 

As amostras de fezes de ratos (Rattus norvegicus) (n = 56) foram coletadas entre os anos 

de 2003 e 2009. Uma dessas amostras foi obtida de um animal que apresentava diarreia e era 

mantido no biotério do Centro Multidisciplinar Para Investigação Biológica (CEMIB) da 

Unicamp. As demais foram obtidas de animais mantidos no biotério do Departamento de 

Parasitologia, do Instituto de Biologia, da Unicamp. 

Já as amostras de fezes de suínos (Sus domesticus) (n = 37) fazem parte da coleção de 

amostras do Laboratório de Virologia, do Departamento de Microbiologia e Imunologia, do 

Instituto de Biologia, da Unicamp. Elas foram obtidas de animais de criação de diferentes granjas 

da região de Campinas entre os anos de 1997 e 2004 e 15 delas eram diarreicas. 
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Para todas as 967 amostras fecais foi preparada uma suspensão fecal a 10% em tampão 

fosfato salina (PBS) 0,01 M pH 7,4, após centrifugação a 2.000 rpm por 10 minutos (Rotor JA-

14, centrífuga JA21-Beckmann). As amostras de fezes e suspensões foram armazenadas a 4° C 

durante todo o período. 

 

4.2 Extração do RNA viral para EGPA 

A extração do dsRNA viral foi realizada segundo HERRING e colaboradores (1982) com 

modificações. Partindo de 500 µL da suspensão fecal, foram adicionados 50 µL de solução de 

duodecil sulfato de sódio (SDS) a 10% e seguiu-se com a incubação a 37° C por 30 minutos. 

Foram então acrescidos 500 µL de fenol-clorofórmio (v/v) e a suspensão foi agitada em Vortex 

por 1 a 2 minutos. Após centrifugação a 12.000 rpm (centrífuga 5804R, Eppendorf, rotor F45-30-

11) por 10 minutos, a fase aquosa foi removida e a ela foram adicionados 50 µL de NaCl a 20% e 

1.000 µL de etanol a 4° C. A reação foi incubada a -20° C por 18 horas e então se seguiu com a 

centrifugação a 12.800 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precitado foram 

adicionados 20 µL de mistura dissociante. O extrato foi armazenado a -20° C até o momento da 

EGPA ou aplicado diretamente no gel de poliacrilamida. Antes da eletroforese os extratos foram 

incubados a 56° C por 15 minutos e então foram aplicados em um gel de poliacrilamida a 7,5% 

(HERRING et al., 1982). A impregnação do gel por prata foi feita segundo SAMMONS e 

colaboradores (1981). 

Todas as centrifugações foram realizadas a 4° C e amostras de rotavírus de símio do 

grupo A (SA-11) cultivada em células MA104 ou CaCo-2 foram utilizadas como controle 

positivo da reação e marcador de peso molecular para a EGPA. 
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4.3 Extração do RNA viral com TRIzol® para RT-PCR  

Para a caracterização dos genogrupos I e II de PBV pela RT-PCR específica para cada 

genogrupo, o dsRNA foi extraído pelo reagente TRIzol
® (Invitrogen) de acordo com as 

orientações do fabricante.  

A extração se iniciou com 300 µL de suspensão fecal aos quais foram adicionados 900 µL 

de TRIzol
®, sendo então homogeneizado e incubado à temperatura ambiente (TA) por 5 minutos. 

Adicionou-se 240 µL de clorofórmio e a solução foi agitada vigorosamente por 15 segundos e 

incubada a TA por 2 minutos. Após centrifugação a 12.000 rpm por 15 minutos a fase superior 

aquosa foi transferida para outro tubo e a ela foram adicionados 700 µL de álcool isopropílico 

(Merck). A solução foi mantida a TA por 10 minutos e depois foi centrifugada a 12.300 rpm por 

5 minutos. O sobrenadante foi removido com cautela e ao precipitado foram adicionados 900 µL 

de etanol 75% a 4° C. Após agitação em Vortex por 1 minuto, seguiu-se com nova centrifugação 

a 9.700 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e o tubo foi seco por 10 minutos. O 

RNA extraído e precipitado foi ressuspenso em 30 µL de água deionizada estéril tratada com 1% 

de dietilpirucarbonato (DEPC) e estocado a -20° C até o momento do uso. 

Todas as centrifugações foram realizadas a 4° C em centrífuga 5804R, Eppendorf, com o 

rotor F45-30-11. 

 

4.4 RT-PCR para genogrupo I e II 

Foram analisadas por esta metodologia todas as amostras de fezes positivas para PBV em 

EGPA. O protocolo de RT-PCR foi realizado de acordo com o método descrito por ROSEN e 

colaboradores (2000), com modificações.  
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A denaturação do dsRNA se deu a 94° C por 5 minutos em uma solução contendo 2 pmol 

de cada iniciador, 7% de dimetil sulfóxido (DMSO–Riedel-deHaën) e 10 µL de RNA extraído e 

aquecido a 55° C por 10 minutos. Após essa etapa seguiu-se com a adição do tampão da enzima 

[50 mM Tris-HCl (pH 8,3 a temperatura ambiente); 75 mM KCl; 3 mM MgCl2], 10 mM de 

ditiotreitol (DTT-Invitrogen), 20 µM de cada nucleotídeo trifosfatado (dNTP mix-Invitrogen) e 

100 U por reação da enzima MMLV-RT (Invitrogen). A reação de transcrição reversa teve 

volume final de 25 µL e foi incubada a 37° C por 50 minutos com uma etapa final de 70° C por 

15 minutos para a denaturação da enzima. 

A reação em cadeia da polimerase foi feita com 2,5 U da enzima Taq DNA polimerase 

(Fermentas), utilizando-se o tampão da enzima [75 mM Tris-HCl, (pH 8,8 a 25° C); 20 mM 

(NH4)2SO4; 0,1% Tween 20], 50 µM de mistura de dNTPs, 2 mM de cloreto de magnésio 

(MgCl2) e 5 pmol de cada iniciador. O volume final da reação de PCR foi de 50 µL. A 

denaturação inicial foi feita a 94° C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de amplificação, sendo a 

denaturação a 94° C por 1 minuto, a temperatura de anelamento de 52° C para o conjunto 

PicoB25/PicoB43 e de 49° C para o conjunto PicoB23/PicoB24 por 1 minuto, e a extensão a 72° 

C por 1 minuto. A extensão final foi feita a 72° C por 7 minutos. 

Em todas as reações de RT-PCR para genogrupo I e II de PBV foi utilizada água tratada 

com DEPC a 1% como solvente e controle negativo e os pares de iniciadores conforme consta 

abaixo no quadro 1. 
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Quadro 1. Sequências dos iniciadores para a caracterização de genogrupos de PBV por RT-
PCR, desenhados a partir de vírus identificados em fezes de humanos (ROSEN et al., 2000). 

 

4.5 Extração do RNA viral para as reações de amplificação completa 

O uso do reagente TRIzol
® para a extração de RNA não é específica para dsRNA. Assim, 

algumas modificações foram propostas a fim de selecionar este tipo específico de ácido nucléico. 

Todas as centrifugações desta etapa foram realizadas a 4° C em centrífuga 5804R, Eppendorf, 

com o rotor F45-30-11. 

Foram pesadas 100 mg de fezes dissolvidas em PBS e foram adicionados 1.000 µL de 

TRIzol
®. Os tubos foram incubados a 65° C por 10 minutos com agitação a cada minuto. 

Adicionou-se 500 µL de clorofórmio, agitou-se por mais um minuto e seguiu-se com a 

centrifugação a 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido em um tubo novo e 

mais 600 µL de clorofórmio foram adicionados. As etapas de agitação, centrifugação e 

recolhimento do sobrenadante foram repetidas e adicionou-se igual volume de álcool 

isopropílico. Uma nova centrifugação foi feita a 12.800 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi 

removido e ao precipitado foram adicionados 90 µL de tampão EB (MinElute Gel Extraction Kit 

– Qiagen). Os tubos foram mantidos por 30 minutos a TA, com agitação leve até a ressuspensão 

do precipitado. Foram adicionados 30 µL de cloreto de lítio 8 M (LiCl) e os tubos foram 

mantidos a 4° C por 18 horas. 

Identificação dos 
iniciadores 

Posição 
(nucleotídeo) 

Sequência (5’-3’) Genogrupo 

PicoB25 665-679 TGG TGT GGA TGT TTC 
I 

PicoB43 850-865 A(GA)T G(CT)T GGT CGA ACT T 
PicoB23 685-699 CGG TAT GGA TGT TTC 

II 
PicoB24 1039-1053 AAG CGA GCC CAT GTA 
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Passado o tempo de incubação refrigerada, seguiu-se com a centrifugação a 14.000 rpm 

por 30 minutos. Após essas etapas, o dsRNA se manteve no sobrenadante enquanto o ssRNA foi 

precipitado. A purificação passou a ser feita pelo uso do MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen). O 

sobrenadante foi então recolhido em tubo novo e a ele foram adicionados 120 µL de álcool 

isopropílico. A solução foi aplicada em coluna e fez-se uma centrifugação a 13.000 rpm por 1 

minuto. O filtrado foi descartado, a coluna foi reposta e 500 µL de tampão QG foram 

adicionados. Repetiram-se as etapas de centrifugação, descarte do filtrado e recolocação da 

coluna e adicionaram-se 750 µL de tampão PE. Após período de incubação a TA por 5 minutos, 

repetiu-se a centrifugação e descarte do filtrado, por duas vezes, e a coluna foi posta em um tubo 

novo. Foram adicionados 10 µL de água tratada com DEPC ou tampão EB e após incubação a 

TA por 1 minuto, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 1 minuto. O dsRNA extraído 

foi mantido a -20° C até o momento do uso.  

 

4.6 Reação de amplificação completa segundo WAKUDA e colaboradores (2005), com 

modificações 

4.6.1 Reação de ligação e purificação  

Nesta primeira etapa, foram utilizados o oligonucleotídeo A, fosforilado na sua porção 5’ 

e bloqueado com um grupamento amina em sua porção 3’, (Quadro 2) e a enzima T4 RNA ligase 

(Promega), que promove a ligação do oligonucleotídeo apenas na porção 3’ do RNA dupla fita 

extraído. Essa reação utilizou 10 U da enzima T4 RNA ligase (Promega), tampão da enzima [50 

mM Tris (pH 7,8), 10 mM MgCl2, 5 mM DDT e 1 mM ATP], 40 U do inibidor de RNAse 

RNAsin
®

 Ribonuclease Inhibitor (Promega), 20 µL de solução de polietileno glicol (PEG) a 40% 

e 100 ng do oligonucleotídeo A. A reação foi incubada a 37° C por 30 minutos.  
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O excesso de oligonucleotídeos não ligados e de ssRNA foram removidos por coluna 

Microcon 100 (Millipore), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

Quadro 2. Sequências do oligonucleotídeo de ligação e dos iniciadores para a RT-PCR do 
genoma completo de PBV identificados em diferentes hospedeiros (WAKUDA et al., 2005).  
Identificação dos 
iniciadores 

Sequências (5’-3’) 

Oligonucleotídeo A 
PO4-

CCCTCGAGTACTAACTAGTTAACTGATCACCTCTAGACCTTT-
NH2 

Iniciador B AAAGGTCTAGAGGTGATCAGTTAACTAGTTAGTACTCGAGGG 

Iniciador C GAGTACTAACTAGTTAACTGATCACCTCTAGACC 

Iniciador D AAAGGTCTAGAGGTGATCAGTTAACT 

 

4.6.2 Reação de transcrição reversa 

A transcrição reversa contou com: a) denaturação do dsRNA ligado ao oligonucleotídeo 

A, que aconteceu em três etapas de aquecimento, 3 minutos a 97° C, 10 minutos a 70° C e 5 

minutos a 60° C; b) anelamento do iniciador B (Quadro 2) ao oligonucleotídeo A (são 

complementares) e c) transcrição reversa com a enzima MMLV-RT (Invitrogen). Esta última 

reação aconteceu por 50 minutos a 37° C e foi composta por: 1,6 mM de solução de dNTP 

(Invitrogen), 5 mM de DTT (Invitrogen), 80 U de inibidor de RNAse RNAsin
®

 Ribonuclease 

Inhibitor (Promega), 40 pmol do iniciador B, 100 U da enzima MMLV-RT (Invitrogen) e 8% de 

DMSO para um volume final de 25 µL de reação. 

 

4.6.3 Reação em cadeia da polimerase 

A reação de PCR foi feita em duas etapas. A primeira utilizou o iniciador C e a segunda o 

iniciador D (Quadro 2). Ambas foram preparadas nas mesmas concentrações de reagente 
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descritas no item 3.4. Para a segunda reação, uma alíquota de 2 µL da primeira reação foi 

adicionada e o volume final de 50 µL foi atingido com água tratada com DEPC. 

 

4.7 Reação de amplificação completa segundo YANG e colaboradores (2004), com 

modificações 

4.7.1 Reação de ligação e digestão  

Nesta primeira etapa, foram utilizados o oligonucleotídeo Rota-1, fosforilado na sua 

porção 5’ e bloqueado com um grupamento amina em sua porção 3’, (Quadro 3) e a enzima T4 

RNA ligase (Promega). Essa reação utilizou 10 U da enzima T4 RNA ligase (Promega), tampão 

da enzima [50 mM Tris (pH 7,8), 10 mM MgCl2, 5 mM DDT e 1 mM ATP], 40 U do inibidor de 

RNAse RNAsin
®

 Ribonuclease Inhibitor (Promega), 10 µL de solução de PEG a 40% e 200 ng do 

oligonucleotídeo Rota-1. A reação foi incubada a 16° C por 18 horas.  

O excesso de reagentes não consumidos durante a reação foram digeridos por ação de 8 

µL do agente ExoSAP-IT
® (USB Corporation), incubado a 37° C por 15 minutos. 

 

Quadro 3. Sequências do oligonucleotídeo de ligação e dos iniciadores para a RT-PCR do 
genoma completo de PBV identificados em diferentes hospedeiros (YANG et al., 2004).  
Identificação 
dos iniciadores 

Sequências (5’-3’) 

Oligonucleotídeo 
Rota-1 

PO4-CCCGTCGACGAATTCTTT-NH2 

Iniciador Rota-2 AAAGAATTCGTCGACGGG 

 

4.7.2 Precipitação 

Para precipitar o dsRNA ligado ao oligonucleotídeo Rota-1, 4,8 µL de solução de NaCl a 

20% e 96 µL de etanol 100% foram adicionados ao tubo de reação. Após período a -20° C por 18 
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horas, uma centrifugação (5804R, Eppendorf, rotor F45-30-11) a 12.800 rpm a 4° C foi realizada 

e o sobrenadante eliminado. O precipitado foi ressuspenso em diferentes volumes de água tratada 

com DPEC. 

 

4.7.3 Reação de transcrição reversa e digestão 

A transcrição reversa contou com: a) denaturação do RNA dupla fita ligado ao 

oligonucleotídeo Rota-1, que aconteceu com uma etapa de aquecimento de 5 minutos a 90° C; b) 

anelamento do iniciador Rota-2 (Quadro 3) ao oligonucleotídeo Rota-1 (são complementares) e 

c) transcrição reversa com a enzima SuperScript™ III (Invitrogen). Esta última reação aconteceu 

em duas temperaturas: 25° C por 5 minutos e 55° C por 60 minutos. A reação foi composta por: 

0,5 mM de solução de dNTP (Invitrogen), 5 mM de DTT (Invitrogen), 40 U de inibidor de 

RNAse RNAsin
®

 Ribonuclease Inhibitor (Promega), 2 pmol do iniciador Rota-2, 200 U da 

enzima SuperScript™ III (Invitrogen) e 7% de DMSO para um volume final de 20 µL de reação. 

Para a digestão do RNA do híbrido RNA/cDNA, 2 U da enzima Ribonuclease H 

(Fermentas) foram adicionadas ao tubo após a reação de transcrição reversa. A reação foi mantida 

por 20 minutos a 37° C. 

 

4.7.4 Reação em cadeia da polimerase 

A PCR foi feita com a enzima Platinum
®

 Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), utilizando-se 

o tampão da enzima diluído 10 vezes, 0,5 mM de mistura de dNTPs, 1,0 mM de sulfato de 

magnésio (MgSO4) e 20 pmol do iniciador Rota-2. O volume final da reação foi de 50 µL. A 

ciclagem se iniciou com duas etapas de pré-PCR, uma a 94° C por 5 minutos e outra a 68° C por 

10 minutos. Seguiram-se então 30 ciclos de amplificação, sendo a denaturação feita a 94° C por 1 
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minuto, o anelamento a 50° C por 1 minuto e a extensão a 72° C por 3 minutos. A extensão final 

foi feita a 68° C por 7 minutos. 

Como controle negativo das reações foi utilizada água tratada com DEPC. 

 

4.8 Reação de amplificação completa segundo POTGIETER e colaboradores (2009), com 

modificações 

4.8.1 Reação de ligação e purificação  

 Nesta primeira etapa, foram utilizados o oligonucleotídeo PC3-T7loop, fosforilado na 

sua porção 5’ e hidroxilado em sua porção 3’, (Quadro 4) e a enzima T4 RNA ligase (Promega e 

Fermentas). Essa reação utilizou 30 U da enzima T4 RNA ligase, tampão da enzima, 8 mM de 

MgCl2, 0,01% de BSA, 1 mM de ATP, 6 µL de solução de PEG a 40% e 200 ng do 

oligonucleotídeo PC3-T7loop. A quantidade de dsRNA adicionada para a reação variou entre 0,4 

e 200 ng. A quantificação foi feita através de leitura por espectrofotometria em equipamento 

específico GeneQuant RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech - mod. 80.2103-98). A reação 

foi incubada a 37° C por 16 horas.  

Para a purificação foi utilizado o kit de purificação MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) 

segundo a orientação do fabricante para purificação de DNA. 

 

Quadro 4. Sequências do oligonucleotídeo de ligação e dos iniciadores para a RT-PCR do 
genoma completo de PBV identificados em diferentes hospedeiros (POTGIETER et al., 2009).  
Identificação dos 
iniciadores 

Sequências (5’-3’) 

Oligonucleotídeo 
PC3-T7loop 

PO4-GGATCCCGGGAATTCGGTAATACGA 
CTCACTATATTTTTATAGTGAGTCGTATTA-OH 

Iniciador PC2 CCGAATTCCCGGGATCC 
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4.8.2 Reação de transcrição reversa 

A transcrição reversa contou com: a) denaturação do dsRNA ligado ao oligonucleotídeo 

PC3-T7loop, que aconteceu na presença de 15% de DMSO a uma temperatura de 95° C por 5 

minutos e b) transcrição reversa com a enzima M-MLV RT (Invitrogen). Esta última reação 

aconteceu a 37° C por 50 minutos. A reação foi composta por: tampão da enzima, 7 mM de 

MgCl2, 1 mM de solução de dNTP (Invitrogen), 5 mM de DTT (Invitrogen), 200 U por reação da 

enzima M-MLV RT (Invitrogen), em um volume final de 20 µL de reação. 

 

4.8.3 Remoção do excesso de RNA e anelamento do cDNA 

Após a síntese de cDNA a remoção do excesso de RNA foi feita pela adição de 0,1 M de 

NaOH e incubação a 65° C por 30 minutos em termociclador. Antes de iniciar o anelamento do 

cDNA, 0,1 M de Tris-HCl (pH 7,5) e 0,1 M de HCl foram adicionados. O anelamento ocorreu 

durante incubação a 65° C por uma hora. 

 

4.8.4 Reação em cadeia da polimerase 

A amplificação do cDNA foi feita com a enzima Taq DNA Polimerase (Fermentas), 

utilizando-se o tampão da enzima, 1 mM de mistura de dNTPs, 1 mM de MgCl2 e 20 pmol do 

iniciador PC2. O volume final da reação foi de 50 µL. A ciclagem se iniciou com duas etapas de 

pré-PCR, uma a 72° C por 1 minuto e outra a 94° C por 2 minutos. Seguiram-se então 30 ciclos 

de amplificação, sendo a denaturação feita a 94° C por 1 minuto, o anelamento feito a diferentes 

temperaturas por 1 minuto e a extensão a 72° C por 3 minutos. A extensão final ocorreu a 72° C 

por 5 minutos. 
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4.9 RT-PCR com sobreposição de sequências para os dois segmentos de PBV 

Dado a não obtenção dos segmentos completos de PBV a partir de uma única 

amplificação uma alternativa testada foi a amplificação parcial desses segmentos virais. Para isso, 

novos iniciadores foram desenhados por nós, com a colaboração de Fernando Rosado Spilki e 

Jorge Mondego, baseando-se nas sequências de nucleotídeos de PBV de humanos disponíveis no 

GenBank. Assim, para o segmento maior foram desenhados os iniciadores PBV2.1 ao PBV2.8, 

conforme consta no Quadro 5. As posições dos iniciadores foram definidas de maneira a permitir 

a sobreposição de sequências. Já para o segmento menor, os iniciadores PBV1.1 ao PBV1.4 

foram desenhados a fim de que os iniciadores para genogrupo I fossem utilizados em conjunto. 

Assim, PicoB25 foi usado em reação de RT-PCR com PBV1.1 e em reação de semi-nested PCR 

com PBV1.2. Da mesma maneira, PicoB43 foi usado com PBV1.3 e PBV1.4. 

 

Quadro 5. Sequências e características dos oligonucleotídeos utilizados para a RT-PCR com 
sobreposição de sequências de PBV identificados em diferentes hospedeiros.  

Identificação dos 
oligonucleotídeos Sequências (5’-3’) Sentido 

Posição inicial 
no genoma 

(nucleotídeo) 
Segmento 

PBV1.1 GCAGTTGGGACTGT Reverso 30 

Menor 
PBV1.2 ATCCTCCGCAGATA Reverso 416 

PBV1.3 GAAAGGAGTTTAATAGTTTA Direto 1196 

PBV1.4 CAAAGGCTATTAGCGC Direto 1732 

PBV2.1 GGCAGCCGACACACTAAC Direto 96 

Maior 

PBV2.2 TGGCTCGATCCGCACTTG Reverso 682 

PBV2.3 ATCGATACGTGCCACCAA Direto 510 

PBV2.4 ACACACATCACACCAGGA Reverso 1129 

PBV2.5 GTTGCAAGCGCTACTGAGTG Direto 1061 

PBV2.6 GAGGGGATCGTATGTGGG Reverso 1826 

PBV2.7 GGTTAAACTGCTGGCTGTTG Direto 1769 

PBV2.8 CAGAGTTTCACCCGTAAGGA Reverso 2420 
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Para estas reações o dsRNA foi extraído por TRIzol
® (Invitrogen) como já descrito no 

item 3.3. As reações de RT-PCR foram feitas segundo a mesma descrição para as reações do item 

3.4 exceto pelas temperaturas de anelamento dos iniciadores. 

A reação para o segmento menor contou com um semi-nested PCR que foi feito da 

seguinte maneira: 2 µL do resultado da PCR foram adicionados ao volume da solução de nested, 

sendo o volume final de 50 µL. As concentrações dos reagentes foram as mesmas da reação de 

PCR. 

 Em todas as reações foi utilizada água tratada com DEPC como solvente e controle 

negativo e os pares de iniciadores já descritos acima (Quadro 5). 

 

4.10 Eletroforese em gel de agarose 

Todos os resultados de RT-PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5%, visualizado 

em transluminador-UV após impregnação em solução de brometo de etídio a 0,5 µg/mL. 

 

4.11 Clonagem em vetor de sequenciamento 

Os amplificados selecionados para a clonagem são aqueles que não puderam ser 

sequenciados diretamente a partir do resultado da RT-PCR para genogrupo I de PBV. Esses 

amplificados correspondem às amostras: PBV/horse/BRA-01/2006 e PBV/horse/BRA-02/2009, 

de cavalos, PBV/pig/BRA-01/1998 e PBV/pig/BRA-02/1999, de suíno, PBV/rat/BRA-04/2006 

de rato, PBV/wild rat/BRA-01/2006, de rato silvestre, e PBV/rabbit/BRA-01/2004, de coelho. 

Para a clonagem, o vetor pGEM
®

-T Easy (Promega) foi utilizado, seguindo as orientações do 

fabricante e com células competentes de Escherichia coli da linhagem JM109. Antes de iniciar os 
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protocolos de clonagem, os amplificados foram purificados com o uso do reagente ExoSAP-IT
® 

(USB Corporation), também seguindo orientação do fabricante. 

 

4.12 Sequenciamento 

Esta etapa foi desenvolvida no Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da 

Unicamp sob os cuidados do Dr. Márcio José da Silva.  

A reação de PCR para o sequenciamento foi feita com o kit Big Dye (Applied 

Biosystems), sendo 0,5 µL de Big Dye, 4 µL de tampão, 5 pmol do iniciador, 1 µL de cDNA e 

água para completar o volume para 20 µL. A ciclagem da reação se iniciou com uma etapa de 

denaturação a 96° C por 90 segundos seguida de 25 ciclos de 12 segundos a 96° C, 6 segundos a 

50° C e 4 minutos a 60° C. O sequenciador automático utilizado foi o modelo 3700 DNA 

Analyser (Applied Biosystems). 

Para o sequenciamento direto dos produtos da RT-PCR para genogrupo I de PBV foi feita 

tanto a leitura direta quanto a reversa utilizando os iniciadores PicoB25 ou PicoB43 na reação de 

sequenciamento. Os PBV selecionados para esta etapa foram: rat/BR-01/BRA/2006, rat/BR-

02/BRA/2006 e rat/BR-03/BRA/2006 de ratos, dog/BR-01/BRA/2004 e dog/BR-02/BRA/2004 

de cães, e snake/BR-01/BRA/2006 de cobra. 

Já para o sequenciamento após clonagem em vetor, os PBV selecionados estão descritos 

no item 3.11. Foi realizada apenas a leitura direta com o iniciador M13 do vetor e pelo menos 24 

clones de cada PBV foram selecionados para o sequenciamento.  
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4.13 Análise das sequências de nucleotídeos e análises filogenéticas 

As sequências de nucleotídeos obtidas após o procedimento de clonagem foram 

inicialmente triadas com a colaboração de Gustavo Lacerda Costa, do Laboratório de Genômica e 

Expressão, do Instituto de Biologia da Unicamp. Foram eliminadas das sequências de interesse 

aquelas de baixa qualidade de leitura e os nucleotídeos referentes ao vetor de sequenciamento. 

As sequências obtidas tanto pelo sequenciamento direto quanto pelo sequenciamento pós-

clonagem foram comparadas com outras já existentes no banco de dados GenBank através das 

ferramentas Blastn e Blastx.  O alinhamento das sequências foi feito pelo programa BioEdit 

Sequence Aligment Editor (7.0.9.0) e as análises filogenéticas foram realizadas através do 

programa MEGA (4.0.2). 

 

5 RESULTADOS 

De um total de 967 amostras de fezes testadas em EGPA, PBV foram detectados em 63 

delas (6,51%), distribuídos entre os hospedeiros conforme mostra a tabela 1. Todas as amostras 

fecais positivas em EGPA foram submetidas à RT-PCR utilizando o par de iniciadores PicoB25 e 

PicoB43 (genogrupo I). Das 63 amostras de fezes positivas em EGPA, 29 resultaram em 

amplificados de 201pb, esperado para o genogrupo I. As outras 34 foram testadas em nova RT-

PCR com os iniciadores PicoB23 e PicoB24 (genogrupo II), mas geraram apenas amplificados 

inespecíficos.  
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Tabela 1. Identificação de PBV por EGPA e por RT-PCR em amostras de fezes de diferentes 
hospedeiros.  

Hospedeiro 

Número de 
amostras de fezes 

positivas em 
EGPA/Total de 

amostras analisadas 

Porcentagem de 
identificação por 

EGPA 

EGPA positivas* 

RT-PCR 
positivas para 
genogrupo I 

RT-PCR 
negativas 

Bovino 2/72 2,77% 0 2 

Cão 3/349 0,86% 2 1 

Capivara 1/18 5,55% 0 1 

Cavalo 5/132 3,78% 2 3 

Cobra 7/82 8,54% 2 5 

Coelho 12/167 7,20% 10 2 

Rato 14/56 25% 7 7 

Rato Silvestre 3/54 5,55% 2 1 

Suíno •16/37 43,24% ♦4 12 

Total 63/967 6,51% 29 34 
*Somente as amostras de fezes EGPA positivas foram testadas em RT-PCR e esta reação foi feita 
para genogrupo I de PBV segundo ROSEN e colaboradores (2000). 
• Seis amostras diarreicas 
♦ Três amostras diarreicas 
 

Apesar da porcentagem total de identificação de PBV por EGPA (6,51%) ser baixa entre 

os hospedeiros analisados, dois se destacam pela elevada taxa de identificação, são eles os ratos 

(25%) e os suínos (43,24%). Ainda, apresentamos a primeira detecção de PBV em cobras e 

capivara. As amostras de fezes de cobra positivas para PBV em EGPA podem ser observadas na 

figura 1. 
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Figura 1. Resultado da EGPA 
para amostras de fezes de cobras. 
Coluna 1-5, 7 e 8: perfil longo de 
dsRNA de PBV; Coluna 6: 
dsRNA padrão de rotavírus SA-
11.  

 

 Anteriormente a esse estudo havia apenas uma descrição para genogrupo I de PBV em 

animais que não humanos (BÁNYAI et al., 2008). Aqui apresentamos a primeira detecção de 

genogrupo I de PBV em cães, cavalos, cobras, coelhos, ratos e ratos silvestres. Na figura 2 é 

possível a visualização do resultado da RT-PCR para genogrupo I de PBV para amostras de fezes 

de diferentes hospedeiros. 

Com relação ao sequenciamento total dos dois segmentos genômicos do PBV, as 

metodologias aplicadas durante o período não se mostraram eficientes. As modificações 

propostas por WAKUDA e colaboradores (2005) nos protocolos preconizados por LAMBDEN e 

Segmento menor 
(1,5 a 1,9 kpb) 

Segmento maior 
(2,3 a 2,6 kpb) 

1611 pb 

2362 pb 
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colaboradores (1992), apesar de terem sido descritos especificamente para PBV, não se 

adequaram às nossas amostras. Foram testadas também outras modificações propostas por 

YANG e colaboradores (2004) e POTGIETER e colaboradores (2009), bem como alterações 

comunicadas pessoalmente por NAVECA, F.  

 

     M         1          2         3          4          5          6          7          8 

 
Figura 2. Resultado da RT-PCR para genogrupo I de PBV. M: 
Padrão de peso molecular (100 pb); colunas 3-7: amostras de fezes 
positivas para PBV (201 pb); coluna 8: controle negativo. Colunas 3 
e 4: amostras de fezes de ratos; coluna 5: amostra de fezes de 
coelho; coluna 6: amostra de fezes de rato silvestre; coluna 7: 
amostra de fezes de suíno. 

 

Na tentativa de obter os dois segmentos genômicos de PBV amplificados completamente 

em uma única reação, as primeiras alterações nos protocolos foram relacionadas à concentração e 

presença dos diferentes reagentes em cada etapa proposta.  

200 pb 
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Na reação de ligação foram alteradas: concentração do oligonucleotídeo de ligação; 

concentração e presença do reagente PEG; quantidade de dsRNA extraído e temperatura e tempo 

de reação; enzima T4 RNA ligase de diferentes fabricantes. 

A purificação com diferentes colunas também foi alterada e eliminada em alguns testes. 

Para concentrar o resultado da reação de ligação e manter apenas o dsRNA ligado ao 

oligonucleotídeo nas etapas seguintes, foi testada também uma precipitação com NaCl 20% e 

etanol 100%. A digestão dos reagentes não utilizados pelo reagente ExoSAP-IT
® (USB 

Corporation), foi testada antes de iniciar a precipitação. 

Já para as reações de RT-PCR as modificações foram mais diversificadas. Foram testadas 

diferentes concentrações dos iniciadores; diferentes concentrações de DMSO, dNTP e DTT; 

presença do inibidor de RNAse; diferentes temperaturas de anelamento dos iniciadores; e 

diferentes ciclagens para as reações de PCR. Além disso, testou-se o uso da enzima 

SuperScript
TM

 III (Invitrogen) para a transcrição reversa e da Platinum
® Pfx (Invitrogen) para a 

amplificação. Também foi testada uma etapa de digestão com Ribonuclease H (Fermentas) após 

o término da transcrição reversa. 

Dado a não obtenção dos segmentos completos de PBV a partir de uma única 

amplificação, uma alternativa apresentada foi a amplificação parcial desses segmentos virais. 

Para isso, novos iniciadores foram desenhados por nós, baseando-se nas sequências de 

nucleotídeos de PBV de humanos disponíveis no GenBank. Amostras de PBV, provenientes de 

diferentes hospedeiros, positivas para estes vírus em EGPA e RT-PCR para genogrupo I, foram 

testadas frente aos novos conjuntos de iniciadores. 

Essa outra tentativa gerou amplificados inespecíficos para apenas uma das amostras 

testadas. Esse amplificado foi enviado para sequenciamento direto, porém não foi obtida 
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nenhuma sequência de nucleotídeos definitiva, já que em diferentes pontos houve problemas na 

leitura. Nem mesmo a clonagem deste fragmento pôde elucidar o problema no sequenciamento. 

Após a não obtenção das sequências totais dos segmentos genômicos do PBV, iniciamos o 

sequenciamento parcial do segmento menor de PBV identificados em diferentes hospedeiros. 

Assim, seguimos com a obtenção de sequências referentes à porção do gene da RPDR que é 

amplificada pela RT-PCR para genogrupo I. Para isso, o resultado da reação foi levado 

diretamente ao sequenciamento, sem clonagem, com o uso dos iniciadores PicoB25 e PicoB43. 

Essa parte do estudo resultou em um artigo publicado no periódico Virus Research sob o título: 

Molecular characterization of picobirnavirus from new hosts (FREGOLENTE et al., 2009) (em 

anexo). 

Nesse estudo, 13 dos 29 amplificados obtidos foram sequenciados, porém apenas seis 

apresentaram resultados que puderam ser analisados. Para as outras sete amostras os resultados 

não foram conclusivos. A análise visual dos cromatogramas sugeriu a co-existência de 

amplificados heterogêneos, como o observado por BÁNYAI e colaboradores (2008). Esses 

autores solucionaram o problema do sequenciamento ambíguo com a clonagem dos amplificados 

e escolha aleatória de variantes clonadas para novo sequenciamento. Esta estratégia levou a 

melhores resultados e foi empregada por nós na tentativa de elucidar mais sequências parciais de 

nucleotídeos de PBV identificados em diferentes hospedeiros. Os resultados referentes a ela serão 

descritos a seguir.  

As seis sequências de nucleotídeos obtidas foram submetidas ao GenBank e podem ser 

encontradas pelos seguintes números de acesso: EU814970, EU814971, EU814972, EU814973, 

FJ164031 e FJ164032. Esses PBV foram identificados em três hospedeiros: rato (3), cobra (1) e 

cão (2); e as sequências de todos eles apresentaram homologia com sequências do segmento 
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menor de PBV identificados em humanos e suínos. A análise da matriz de identidade de 

nucleotídeos demonstrou que a amostra rat/BR-01/BRA/2006 apresentou 77% de identidade com 

a amostra rat/BR-02/BRA/2006 e 92% de identidade com a amostra rat/BR-03/BRA/2006. As 

amostras rat/BR-02/BRA/2006 e rat/BR-03/BRA/2006 foram 77% idênticas. Como esperado, 

essas três amostras de PBV de ratos estão num mesmo grupo taxonômico na árvore filogenética 

(Figura 3). Ainda analisando a matriz de identidade, snake/BR-01/BRA/2006 apresentou 73% de 

identidade com a amostra de PBV de rato rat/BR-02/BRA/2006, o que representa o maior valor 

de identidade obtido entre PBV de diferentes hospedeiros. A análise filogenética (Figura 3) 

mostrou que na maioria dos grupos são mais próximos os PBV que infectam o mesmo 

hospedeiro. As seis amostras de PBV apresentadas neste estudo estão mais próximas a PBV de 

humanos do que de suínos, como também foi observado com a comparação entre as sequências 

de nucleotídeos depositadas no GenBank. As amostras de cães foram 41% idênticas e a amostra 

dog/BR-01/BRA/2004 foi a mais diversa sequência de nucleotídeo obtida, estando mais próxima 

ao grupo externo do que às sequências de nucleotídeos referentes ao genogrupo I. O oposto foi 

verificado para a amostra dog/BR-02/BRA/2004, que foi proximamente relacionada com a 

amostra padrão para genogrupo I de PBV 1-CHN-97, com 69% de identidade. 

Este trabalho apresenta a primeira obtenção de sequências de nucleotídeos de PBV de 

cobra, cães e ratos.  
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Figura 3. Relações filogenéticas entre amostras de 
genogrupo I de PBV baseadas em suas sequências de 
nucleotídeos. Amostras de PBV de humanos e suínos são 
indicadas pelos prefixos “Hu” e “Po”, respectivamente. 
As sequências obtidas nesse estudo são indicadas por    . 
A amostra 4-GA-91 (genogrupo II) foi usada como 
grupo externo. A árvore foi inferida pelo programa 
MEGA utilizando o método de Neighbor-Joining com as 
distâncias evolutivas calculadas pelo método de Kimura 
2. Valores de bootstrap acima de 70% são indicados. As 
barras representam unidades de substituição por 
nucleotídeo. 
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Ainda em relação ao sequenciamento parcial dos segmentos genômicos de PBV, outros 

resultados foram obtidos após clonagem dos amplificados de PBV do genogrupo I e posterior 

sequenciamento. Para cada um dos sete PBV clonados, pelo menos 24 clones foram selecionados 

para o sequenciamento. Porém, o número de sequências finais foi menor, já que elas foram 

triadas pela qualidade de leitura. No total, foram 103 sequências obtidas, mas apenas 90 foram 

analisadas (Tabela 2), pois para as análises foram retiradas as sequências que apresentavam 100% 

de identidade de nucleotídeo. Cada sequência obtida a partir de um clone foi considerada como 

uma variante genômica possível dentro de cada PBV. Assim, cada um desses genomas foi 

denominado por uma letra maiúscula ao final do nome da amostra. Comparando-se as sequências 

de nucleotídeos dos genomas de um mesmo PBV, a partir da análise da matriz de identidade, 

observamos que as amostras PBV/horse/BRA-01/2006 e PBV/horse/BRA-02/2009 foram as que 

apresentaram maior variação da identidade, aproximadamente 90 pontos percentuais cada uma, e 

a amostra PBV/wildrat/BRA-01/2006 apresentou menor variação (59,7 – 99,5%) (Tabela 2). 

Mutações podem ser identificadas em todas as variantes genômicas, mas na maioria dos 

casos ocorrem mutações de ponto ao longo da sequência sem que haja um local preferencial. 

Além disso, essas mutações não alteram o domínio característico da RPDR (D-T/S-D).  
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Tabela 2. Número de sequências submetidas, número de acesso no GenBank, número de 
sequências analisadas e porcentagem de identidade entre as sequências de cada genogrupo I de 
PBV examinados. Os valores de identidade foram obtidos pela análise da matriz de identidade de 
nucleotídeos para cada amostra. 

Amostra 
Número de 
sequências 
submetidas 

Números de 
acesso 

Número de 
sequências 
analisadas 

Variação da 
identidade (%) 

PBV/horse/BRA-01/2006 6 
GU230476 - 
GU230481 

6 6,1 – 97 

PBV/horse/BRA-02/2009 27 
GU230482 - 
GU230508 

27 9,4 – 99,5 

PBV/pig/BRA-01/1998 17 
GU230509 -
GU230525 

10 21,4 – 99,5 

PBV/pig/BRA-02/1999 23 
GU230526 - 
GU230548 

16 17,7 – 99,5 

PBV/rat/BRA-04/2006 18 
GU230565 - 
GU230582 

14 21,1 – 99,5 

PBV/wildrat/BRA-01/2006 17 
GU230583 - 
GU230599 

11 59,7 – 99,5 

PBV/rabbit/BRA-01/2004 16 
GU230549 - 
GU230564 

13 19,6 – 99,5 

Total 124 --- 97 --- 
 

Todas as variantes genômicas obtidas a partir da amostra PBV/horse/BRA-01/2006 foram 

analisadas. A sequência consenso para esta amostra mostrou-se 76% idêntica à amostra referência 

para genogrupo I de PBV 1-CHN-97 e esta proximidade pôde ser confirmada na árvore 

filogenética (Figura 4). Uma extensa deleção, a partir do nucleotídeo 32 até o 155, pode ser 

identificada na variante genômica PBV/horse/BRA-01/2006/B. Essa mutação não altera o 

domínio característico da RPDR, mas pode prejudicar o funcionamento dessa enzima. Na árvore 

filogenética, essa variante genômica está mais próxima à amostra do grupo externo 4-GA-91 do 

que de outras sequências de nucleotídeos de PBV do genogrupo I. 

Vinte e sete variantes genômicas foram obtidas e analisadas a partir da outra amostra de 

genogrupo I de PBV de cavalo, PBV/horse/BRA-02/2009, e a inserção de um nucleotídeo foi 

identificada em uma das variantes genômicas dessa amostra. Caso essa inserção não seja 



38 
 

corrigida ao longo da sequência essa mutação pode alterar o frame de leitura da proteína levando 

a uma molécula defectiva de RPDR e a uma partícula viral imprópria. A sequência consenso 

formada por todas as variantes genômicas mostrou, pelas análises do Blastn, identidade com 

sequências de nucleotídeos de diferentes amostras de PBV detectados em águas residuárias nos 

Estados Unidos e identidade de 86% com a amostra de PBV de suíno C10-6. As sequências das 

variantes genômicas O e Z demonstraram ser diferentes das demais e na árvore filogenética estas 

variantes genômicas estão mais próximas aos PBV de humanos 3-HUN-01 e Hy005102, 

respectivamente (Figura 4). 

Apesar de nem todas as sequências de nucleotídeos obtidas a partir da amostra 

PBV/pig/BRA-01/1998 terem sido analisadas, foi possível identificar dois grupos diferentes de 

variantes genômicas que apresentam sequências consenso próprias e uma variante genômica que 

não pôde ser adicionada em nenhum desses dois grupos (Figura 4 e Figura 5). As variantes 

genômicas B, L, Q e S apresentam uma inserção de seis nucleotídeos entre as posições 80 e 97, o 

que resulta na adição de três aminoácidos na sequência da proteína (Figura 5). A variante 

genômica C, que apresenta uma sequência de nucleotídeos diferente dos dois grupos, está mais 

próxima ao ramo da árvore filogenética em que se encontram variantes genômicas da outra 

amostra de PBV de suíno PBV/pig/BRA-02/1999. A análise pelo Blastn mostrou que a 

sequência consenso do grupo formado pelas variantes genômicas A, D, E, F e G tem 

similaridade com PBV identificados em amostras de esgoto e apresentou 90% de identidade com 

a amostra de PBV de humano Castellon-3880. A sequência consenso do outro grupo também 

mostrou similaridade com amostras de PBV identificados em esgoto e mostrou-se 82% idêntica à 

amostra de PBV de suíno C10-6. 
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Legenda 
 
    Amostra PBV/horse/BRA-01/2006 

    Amostra PBV/horse/BRA-02/2009 

    Amostra PBV/pig/BRA-01/1998 

    Amostra PBV/pig/BRA-02/1999 

    Amostra PBV/rat/BRA-04/2006 

    Amostra PBV/wildrat/BRA-01/2006 

    Amostra PBV/rabbit/BRA-01/2004 

Figura 4. Relação filogenética entre variantes 
genômicas de PBV do genogrupo I baseada em 
suas sequências de nucleotídeos. Amostras de 
PBV de humanos e de suínos são indicadas 
pelos prefixos “Hu” e “Po”, respectivamente. 
As sequências obtidas por este estudo são 
indicadas conforme a legenda. Cada variante 
genômica está identificada por uma letra 
maiúscula no final do nome da amostra. A 
amostra 4-GA-91 (genogrupo II) foi usada 
como grupo externo. A árvore filogenética foi 
inferida pelo programa MEGA utilizando o 
método de Neighbor-Joining, com as distâncias 
evolutivas calculadas pelo método de Máxima 
Verossimilhança. Valores de bootstrap acima 
de 70% são indicados. As barras representam 
unidades de substituição por nucleotídeo. 
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Figura 5. Alinhamento das variantes genômicas da amostra PBV/pig/BRA-01/1998.   

 

Um padrão similar de agrupamento pôde ser verificado para a amostra PBV/pig/BRA-

02/1999: dois grupos de variantes genômicas e duas variantes genômicas que não se encaixam 

em nenhum dos grupos formados (Figura 6). As variantes genômicas B, D, I e L foram agrupadas 

em um ramo da árvore filogenética e as variantes genômicas A, C, F, G, H, K, N, G e T estão em 

outro ramo. As variantes genômicas O e S não apresentaram similaridades com nenhum desses 

grupos (Figura 4). As variantes genômicas K e V não puderam ser completamente sequenciadas, 

talvez por um problema na técnica. Assim, a variante genômica V não está localizada juntamente 

com nenhum dos grupos na árvore filogenética, estando mais próxima ao grupo externo. A 

máxima identidade das sequências consenso dos grupos BDIL e ACFGHKNGT foi de 75% com 

a amostra de PBV identificado em esgoto Maryland_Raw_Sewage18 e 97% com a amostra de 
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PBV de suíno E4-8, respectivamente. Na árvore filogenética a variante genômica O se encontra 

próximo à amostra de PBV de suíno C6-18. 

 

Figura 6. Alinhamento das variantes genômicas da amostra PBV/pig/BRA-02/1999.  

 

As 14 variantes genômicas da amostra PBV/rat/BRA-04/2006 também puderam ser 

divididas em dois grupos: variantes genômicas A, C, D, J e O e variantes genômicas B, E, H, I, 

M, P, Q, R e S (Figuras 4 e 7). A sequência consenso do primeiro grupo demonstrou ser 100% 

idêntica às três sequências de nucleotídeos de PBV de ratos disponíveis no GenBank (rat/BR-

01/BRA/2006, rat/BR-03/BRA/2006 e rat/BR-02/BRA/2006). Já a sequência consenso do outro 

grupo apresentou uma identidade que variou de 72 a 74% com amostras de PBV identificados em 

esgoto. 
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Figura 7. Alinhamento das variantes genômicas da amostra PBV/rat/BRA-04/2006.  

 

Dois grupos de variantes genômicas puderam ser formados a partir da amostra 

PBV/wildrat/BRA-01/2006, apesar desta ter demonstrado a menor variação de identidade entre 

essas variantes genômicas (Figura 8 e Tabela 2). Os dois grupos podem ser vistos na árvore 

filogenética e suas sequências consenso apresentaram identidade com amostras de PBV 

identificados em esgoto variando entre 81 a 86% para o grupo formado pelas variantes genômicas 

A, J e Q e entre 67 a 73% para o grupo formado pelas outras variantes genômicas (Figura 4). 
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Figura 8. Alinhamento das variantes genômicas da amostra PBV/wildrat/BRA-01/2006.  

 

As variantes genômicas da amostra PBV/rabbit/BRA-01/2004 puderam ser separadas em 

três grupos de sequências de nucleotídeos (Figura 9) que pertencem a três diferentes ramos na 

árvore filogenética (Figura 4). O ramo formado pelas variantes genômicas A, B, F, G, H, J, N e Q 

está mais relacionado com a amostra de PBV de cobra snake/BR-01/BRA/2006 e a sequência 

consenso deste grupo apresentou-se 77% idêntica à sequência de nucleotídeo desse PBV pelas 

análises do Blastn. Apesar de terem quantidades de nucleotídeos diferentes, as variantes 

genômicas C e D, que formam o outro grupo, são 100% idênticas e sua sequência consenso 

apresentou o maior valor de identidade (75%) com a sequência nucleotídica de PBV de suíno E2-

5. Na árvore filogenética esse grupo se encontra próximo à amostra de PBV de suíno E4-6. As 

últimas três variantes genômicas (K, T e V) mostraram uma contaminação na sequência entre os 

nucleotídeos 21 e 81. Esta parte da sequência não se assemelha a nenhuma sequência de 

nucleotídeos de PBV. A sequência entre os nucleotídeos 1 a 20 se refere ao iniciador PicoB25 e a 

sequência entre os nucleotídeos 81 e 201 apresentou 78% de identidade com a sequência de 

nucleotídeos de PBV de humano 2005000756MN pela análise do Blastn. Este grupo de variantes 



44 
 

genômicas também apresentou uma deleção de três nucleotídeos da posição 171 a 173, resultando 

na deleção de um aminoácido na sequência da proteína.  

 

Figura 9. Alinhamento das variantes genômicas da amostra PBV/rabbit/BRA-01/2004.  

 

Comparando-se todas as sequências de nucleotídeos diferentes, incluindo-se as sequências 

consenso e as sequências únicas de cada amostra de PBV, o maior valor de identidade observado 

pela matriz de identidade foi de 81,5%. Nessa comparação, a amostra PBV/horse/BRA-02/2009 

foi a mais distante de todas as outras, com uma identidade menor que 32,8%. 

Atualmente existem 404 sequências de nucleotídeos de PBV disponíveis no GenBank, 

porém não havia nenhuma padronização com relação à nomenclatura das amostras de PBV. 

Tendo em vista o aumento no número de trabalhos publicados referentes ao PBV e o crescente 

depósito de sequências de nucleotídeos desses vírus em bancos de dados, resolvemos propor uma 

padronização na nomenclatura dos PBV. Essa padronização se baseia no hospedeiro, no país e no 

ano de identificação da amostra nominada. Por exemplo, caso a 7ª amostra fecal de suíno, datada 

de 2006, no Brasil, seja identificada como positiva para PBV em EGPA e RT-PCR para o 
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genogrupo I, a nomenclatura desta será: GI strain PBV/pig/BRA-07/2006 (FREGOLENTE & 

GATTI, 2009). 

 

6 DISCUSSÃO 

Picobirnavírus têm sido amplamente estudados devido à sugestão de que estes vírus de 

RNA apresentam um papel importante como patógenos emergentes e oportunistas em casos de 

diarreia em humanos (BHATTACHARYA et al., 2006; GIORDANO et al., 2008) e outros 

animais (WANG et al., 2007), como também sugere-se que tenham associação com casos de 

gastroenterites em pacientes HIV positivos (GROHMANN et al., 1993; GIORDANO et al., 

1999). Além disso, a identificação de sequências de nucleotídeos de PBV de animais 

proximamente relacionadas àquelas de PBV de humanos sugere o potencial zoonótico destes 

vírus (GANESH et al., 2010). A recente proposta de nomenclatura para PBV constitui uma 

importante ferramenta para a padronização da nomenclatura das diferentes amostras de PBV que 

atualmente estão sendo publicadas e depositadas em bancos de dados (FREGOLENTE & 

GATTI, 2009). 

Neste trabalho, PBV foram detectados utilizando EGPA (6,51%) e o genogrupo I de PBV 

foi identificado em 29 das 63 amostras fecais positivas em EGPA (46%) com o uso da RT-PCR. 

A taxa de identificação pela EGPA está de acordo com o preconizado na literatura, onde PBV são 

identificados em menos de 10% das amostras fecais analisadas (MASACHESSI et al., 2007; 

BÁNYAI et al., 2008; GIORDANO et al., 2008). Apesar da baixa taxa de identificação total, 

alguns hospedeiros, como ratos e suínos, se destacaram com valores altos de detecção desses 

vírus, com 25% e 43,24%, respectivamente. Bovinos, cães, cavalos, coelhos, ratos, ratos 

silvestres e suínos já haviam sido descritos como hospedeiros para PBV (PEREIRA et al., 1988b; 
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GATTI et al., 1989; VANOPDENBOSCH & WELLEMANS, 1989; BROWNING et al., 1991; 

GALLIMORE et al., 1993; COSTA et al., 2004). Neste trabalho, pela primeira vez foram 

descritos PBV em amostras de fezes de capivaras e cobras. 

Nem todos os PBV identificados por EGPA neste trabalho, após aplicação do teste de RT-

PCR, puderam ser incluídos em um dos dois genogrupos propostos por BÁNYAI e colaboradores 

(2003). Das 63 amostras de fezes positivas para PBV em EGPA, apenas 29 foram classificadas 

como sendo PBV do genogrupo I. Nenhuma amostra foi positiva nos testes de RT-PCR para o 

genogrupo II. A incidência do genogrupo II está descrita em poucos estudos com baixas 

porcentagens de identificação (BHATTACHARYA et al., 2006 e 2007; VAN LEEUWEN et al., 

2010), talvez pelo fato da pouca abrangência do par de iniciadores que define este genogrupo. A 

não detecção de PBV usando o conjunto de iniciadores para o genogrupo II em amostras de PBV 

identificadas em tantos hospedeiros diferentes pode significar sua relação de especificidade com 

PBV de perfil curto, identificados em humanos (BHATTACHARYA et al., 2006 e 2007). O fato 

é que se existem amostras fecais positivas para PBV em EGPA, mas estes não podem ser 

identificados em RT-PCR por nenhum dos genogrupos propostos, existem PBV que não 

pertencem a nenhum desses genogrupos. Assim, esta ferramenta, da maneira como está sendo 

utilizada, não é a melhor para se classificar os PBV. Continuam sendo necessários estudos que 

definam por uma sequência nucleotídica única e conservada, que permita o desenho de 

iniciadores capazes de diagnosticar todos os PBV. Ainda, uma classificação dos PBV em 

genogrupos, ou até mesmo em genotipos diferentes, só será possível após estudos que definam 

porcentagens limites de identidade, para cada um dos segmentos, assim como já está descrito 

para rotavírus (MATTHIJNSSENS et al., 2008) 
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Outro fato que colabora para que se repense a classificação dos PBV é a detecção do 

genogrupo I em diferentes hospedeiros (FREGOLENTE et al., 2009). Essa identificação deveria 

indicar a circulação entre eles de vírus semelhantes, demonstrando que não existe uma 

especificidade entre genogrupos e espécies de hospedeiros. Porém, como foi mostrado por este 

trabalho e por outros na literatura (BHATTACHARYA et al., 2006 e 2007; BÁNYAI et al., 

2008), PBV podem apresentar sequências de nucleotídeos muito diferentes, mesmo sendo todos 

classificados atualmente como pertencentes ao genogrupo I. 

Mesmo propondo uma alteração nesse sistema de classificação, neste trabalho temos a 

primeira detecção de genogrupo I de PBV em cães, cavalos, cobras, coelhos, ratos e ratos 

silvestres. 

 Não foi possível a obtenção das sequências completas dos segmentos genômicos do PBV 

por nenhuma das técnicas utilizadas, mesmo após as diversas tentativas de ajustes nos protocolos 

propostos por diferentes autores (YANG et al., 2004; WAKUDA et al., 2005; POTGIETER et al., 

2009). Na tentativa de encontrar a falha nos protocolos, passamos a verificar cada etapa para a 

presença do amplificado de 201pb, esperado como produto da RT-PCR para genogrupo I de 

PBV. Mesmo tendo sido verificada a presença do amplificado após a extração do RNA segundo 

as metodologias descritas nos itens 3.3 e 3.5, após a etapa de purificação o amplificado não foi 

mais detectado. Mesmo com o uso de diferentes sistemas de purificação, a RT-PCR foi sempre 

negativa. Esses resultados nos sugerem que seria o sistema de purificação e concentração 

utilizado que estaria, de alguma maneira, impedindo que o dsRNA permaneça na reação. A 

degradação do RNA, tanto na presença quanto na ausência do inibidor de RNAse, não pode ser 

descartada, mas o sistema de purificação parece estar envolvido para os resultado negativos. Uma 

das hipóteses é a de que a coluna do sistema não estaria retendo esse material no primeiro 
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momento, ou por falha do sistema ou por degradação do RNA. Apesar da ineficiência dos 

sistemas testados, estes são ferramentas importantes para que o volume de dsRNA na reação de 

RT-PCR seja mantido e para que os reagentes não envolvidos nas próximas reações sejam 

eliminados.  

 A tentativa de amplificações parciais que se sobrepusessem nas sequências também não 

foi eficaz. Neste caso, como o desenho dos iniciadores foi baseado em sequências de 

nucleotídeos de PBV de humanos disponíveis no GenBank, e, visto que, existe grande 

heterogeneidade nas sequências de nucleotídeos desses vírus e, talvez, por não testarmos 

nenhuma amostra de PBV de origem de humanos, não houve alinhamento dos novos iniciadores 

com os PBV aqui estudados.  

A não obtenção da sequência nucleotídica total dos PBV também não nos permitiu a 

identificação de uma região conservada que permitisse o desenho de iniciadores capazes de 

diagnosticar todos os picobirnavírus. Desta maneira, não foi possível contribuir com a proposição 

de características genéticas que permitissem uma melhor classificação para estes vírus. 

O estudo envolvendo o sequenciamento direto dos amplificados do genogrupo I de PBV 

foi o primeiro a apresentar uma análise filogenética que incluísse sequências de nucleotídeos de 

PBV de cães, cobra e ratos, já que na literatura os trabalhos incluíam apenas sequências 

nucleotídicas de PBV identificados em humanos e suínos (ROSEN et al., 2000; MATÍNEZ et al., 

2003; BÁNYAI et al., 2003 e 2008; WAKUDA et al., 2005; BHATTACHARYA et al., 2006 e 

2007; CARRUYO et al., 2008). Os resultados desse estudo mostram que os valores de identidade 

foram maiores para as três sequências de nucleotídeos de PBV de ratos do que entre os outros 

hospedeiros. Esse resultado é semelhante ao obtido por BÁNYAI e colaboradores (2008) e 

CARRUYO e colaboradores (2008), sendo que estes últimos demonstraram que o clone de PBV 
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de suíno PBV1-POR tinha 77% de identidade com a amostra referência para genogrupo I de 

PBV, 1-CHN-97. Quando comparada com as nossas amostras de PBV, esta amostra de PBV de 

humano se encontra no mesmo ramo da árvore filogenética que a amostra de PBV de cão 

dog/BR-02/BRA/2004. 

A partir da análise da matriz de identidade entre as sequências de nucleotídeos obtidas, o 

maior valor de identidade entre PBV de diferentes hospedeiros ocorreu entre aqueles 

identificados em ratos e cobra. As cobras inseridas nesse estudo eram mantidas em cativeiro e 

recebiam ratos como alimento. Essa situação suporta a hipótese de que PBV podem ser 

transmitidos dos ratos para as cobras pela alimentação. Ou ainda, PBV poderiam estar infectando 

os ratos e as cobras serviriam apenas como carreadoras dos vírus, sem estarem infectadas 

(PEREIRA et al., 1988b). Essas hipóteses se baseiam apenas no alto valor de identidade 

encontrado entre as sequências nucleotídicas dos PBV identificados nesses hospedeiros, ou seja 

73%. Apesar das amostras de fezes dos dois hospedeiros terem sido coletadas no mesmo ano 

(2006), os ratos positivos para PBV não foram aqueles que serviram de alimentos à cobra, que 

também foi positiva para esses vírus. Novos estudos que definam pela forma de transmissão dos 

PBV entre esses dois hospedeiros, de classes diferentes, são necessários para que essa afirmativa 

possa ser definida como verdadeira. 

A análise filogenética das sequências nucleotídicas obtidas por este estudo com aquelas 

de PBV de suínos e humanos disponíveis no GenBank mostra que PBV de cão, dog/BR-

02/BRA/2004, e os três PBV de ratos estão mais próximos a PBV de humanos do que de suínos. 

Ainda, conclui-se que PBV de humano, amostra 3-HUN-01, e de suíno, PBV4-POR, pertencem 

ao mesmo ramo da árvore filogenética. Esta última assertiva foi observada também por 

CARRUYO e colaboradores (2008), que fizeram o sequenciamento da amostra PBV4-POR. A 
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identificação de PBV proximamente relacionados em diferentes hospedeiros sugere que esses 

vírus podem circular numa variedade de animais, incluindo os homens, o que suporta seu 

potencial zoonótico (GANESH et al., 2010). 

 Sequências nucleotídicas heterogêneas são esperadas em vírus de genoma de RNA que 

infectam diferentes hospedeiros, mesmo sendo esses hospedeiros pertencentes à mesma espécie 

(DOMINGO & HOLLAND, 1997). Estudos recentes vêm demonstrando uma diversidade 

genética nas amostras de PBV do genogrupo I (BÁNYAI et al., 2008; FREGOLENTE et al., 

2009; GOSH et al., 2009), o que levou à sugestão de que esses vírus poderiam existir como 

quasiespécies (BÁNYAI et al., 2008). No estudo envolvendo o sequenciamento de amostras de 

PBV após sua clonagem, foi verificada uma alta taxa de heterogeneidade entre as variantes 

genômicas de cada PBV, com uma identidade de nucleotídeos mais variável do que aquela 

observada por BÁNYAI e colaboradores (2008). Este fato é esperado para vírus de genoma de 

RNA devido à falta de correção da polimerase (MOYA et al., 2004) e sugere que a RPDR dos 

PBV também tem uma alta taxa de erro, como ocorre com outras RNA polimerases. 

 Baseando-se na análise da matriz de identidade de nucleotídeos entre as sequências intra-

amostras de PBV incluídas nesse estudo, o PBV menos heterogêneo foi o encontrado em rato 

silvestre PBV/wildrat/BRA-01/2006 (59,7 a 99,5% de identidade). Esses animais eram de 

ambientes de vida livre, onde o contato entre os indivíduos tende a ser menor do que aquele em 

ambiente de confinamento. O contato entre os hospedeiros desempenha um papel importante na 

transmissão viral, consequentemente é importante para sua manutenção e evolução. Quanto mais 

contato ocorre, maior pode ser a transmissão viral entre os hospedeiros e a chance de uma co-

infecção com diferentes populações virais aumenta. Dessa maneira, uma maior variabilidade viral 

é esperada em hospedeiros que vivem em ambientes que permitam um maior contato entre os 
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indivíduos, mesmo que, estando confinados em um mesmo ambiente, estes indivíduos sofram as 

ações das mesmas pressões de seleção. Nossos resultados estão de acordo com essa hipótese 

quando mostram que todos os PBV obtidos a partir de hospedeiros em cativeiro apresentaram 

uma taxa de identidade mais variável do que aqueles de vida livre (Tabela 2). 

 Apesar do alto grau de variabilidade entre as sequências de nucleotídeos das variantes 

genômicas de PBV, pelo menos uma sequência consenso pôde ser gerada para cada um dos PBV 

estudados. As duas amostras de PBV identificadas em cavalos apresentaram apenas uma 

sequência consenso, já as demais amostras apresentaram mais de uma. Cada sequência consenso 

é considerada o centro da nuvem da quasiespécie, a partir da qual cada variante genômica se 

origina (EIGEN, 1993). Isso sugere que em todos os animais analisados PBV exibiam o 

fenômeno da quasiespécie e ainda que todos os animais, exceto os cavalos, apresentavam co-

infecção de diferentes PBV. Caso estes diferentes PBV co-infectem a mesma célula, pode 

acontecer um reassortment (genetic shift), tendo em vista que estes vírus apresentam o genoma 

segmentado. O reassortment pode ocasionar um salto entre espécies-hospedeiras, caso a análise 

da sequência do outro segmento genômico do PBV pressuponha ou indique uma relação espécie-

específica. Estudos futuros são necessários para que se detecte o reassortment em células 

infectadas por PBV. 

  A árvore filogenética com as amostras de PBV aqui analisadas suporta as análises 

comparativas da matriz de identidade e do Blastn para cada PBV. Como observado em estudo 

anterior, a amostra de PBV de bovino RUBV-P/IND/2005 está no mesmo ramo que uma amostra 

de PBV de suíno, neste caso a amostra E4-6 (GOSH et al., 2009). Cada ramo representa o grupo 

de sequências formado pelas variantes genômicas mais próximas de cada PBV e a maior parte 

dos ramos está suportada por valores de bootstrap acima de 70%. Sequências de nucleotídeos 
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mais heterogêneas são observadas isoladas dos grupos, como pode ser observado para a variante 

genômica PBV/horse/BRA-01/2006/B, variantes genômicas O e Z da amostra PBV/horse/BRA-

02/2009, variante genômica PBV/pig/BRA-01/1998/C e variantes genômicas O e S da amostra 

PBV/pig/BRA-02/1999. A variante genômica PBV/horse/BRA-01/2006/B é tão diferente das 

demais que está mais próxima da amostra 4-GA-91, grupo externo e amostra referência para o 

genogrupo II, do que das demais amostras do genogrupo I. Isto pode ser resultado da extensa 

deleção observada nessa variante genômica. A variante genômica PBV/horse/BRA-02/2009/Z 

também apresenta diferenças que a aproxima da amostra de PBV de humano Hy005102 e as 

variantes genômicas A e C da amostra PBV/horse/BRA-01/2006 são mais próximas da amostra 

referência para genogrupo I de PBV 1-CHN-97. De maneira geral, esses resultados suportam o 

potencial zoonótico dos PBV sugerido por GANESH e colaboradores (2010). 

 Apesar da detecção de duas populações de variantes genômicas de PBV na amostra 

PBV/rat/BRA-04/2006, apenas uma delas está no mesmo ramo que as outras três amostras de 

PBV de ratos depositadas no GenBank. Isto sugere que apenas essa população é próxima aos 

PBV de mesmo hospedeiro. De maneira semelhante, a população formada pelas variantes 

genômicas A, B, F, G, H, J, N e Q, da amostra PBV/rabbit/BRA-01/2004, foi agrupada em um 

ramo com a amostra de PBV de cobra snake/BR-01/BRA/2006.  

 Mutações positivas ou neutras podem ser consideradas melhores que mutações deletérias 

porque mutantes originários daquelas produzirão descendência, enquanto aqueles originários 

destas não produzirão. Portanto, as mutações de ponto geradas numa população viral 

apresentando quasiespécie, especialmente aquelas mutações que ocorrem nos primeiros dois 

nucleotídeos do códon, têm uma chance maior de serem mantidas pela seleção natural (EIGEN, 

1993). Neste estudo, as mutações observadas foram predominantemente de ponto que não 
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alteraram o domínio característico D-T/S-D da RPDR de PBV. Enquanto outras análises são 

necessárias para se definir se essas mutações são positivas ou neutras, como elas não alteram o 

domínio da RPDR, elas não parecem ser deletérias. Estudos futuros que analisem toda a 

sequência de nucleotídeos do segmento menor são necessários para que se determine se as 

deleções e inserções observadas na sequência parcial de nucleotídeo podem alterar a função da 

polimerase. 

 Enquanto a maioria das características associadas a vírus de RNA que geram quasiespécie 

tenham sido identificadas em PBV, a presença de quasiespécies nesses vírus não havia sido 

confirmada até o momento. Nesse estudo foi demonstrada a presença de variantes genômicas 

dentro de cada PBV e a co-existência de diferentes populações de PBV em um mesmo indivíduo 

hospedeiro. Esses resultados sugerem a existência de quasiespécie em PBV em diferentes 

hospedeiros e confirmam o potencial emergente desses vírus. 

 A presença de vírus em seus hospedeiros por um longo período de tempo, no caso de 

infecções do tipo persistente, pode ser decorrente da baixa afinidade de anticorpos produzidos 

contra esses vírus, ou ainda, por mecanismos de escape viral. Este tipo de infecção foi verificado 

em animais de cativeiro infectados por PBV (HAGA et al., 1999; MASACHESSI et al., 2007) e 

pode ter colaborado para a manutenção de quasiespécies, já que partículas virais variadas podem 

se formar na progênie. 

 De maneira geral, foram identificados PBV que não se apresentavam como quasiespécie 

em seus hospedeiros (rat/BR-01/BRA/2006, rat/BR-02/BRA/2006, rat/BR-03/BRA/2006, 

snake/BR-01/BRA/2006, dog/BR-01/BRA/2004 e dog/BR-02/BRA/2004) e PBV que 

apresentavam esse padrão (PBV/horse/BRA-01/2006, PBV/horse/BRA-02/2009, PBV/pig/BRA-

01/1998, PBV/pig/BRA-02/1999, PBV/rat/BRA-04/2006, PBV/wildrat/BRA-01/2006 e 
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PBV/rabbit/BRA-01/2004). Em ambos os casos, foi observada uma heterogeneidade nas 

sequências de nucleotídeos entre esses PBV, que pertencem todos ao genogrupo I. Ainda, todas 

as sequências obtidas são referentes a uma região do gene da RPDR, que, sendo uma proteína 

não-estrutural, deveria apresentar um gene mais conservado do que um gene de uma proteína 

estrutural.  

Uma zoonose é caracterizada pela transmissão de agentes de animais para o homem. No 

caso dos vírus, para que esta transmissão tenha sucesso é importante que haja, inicialmente, a 

interação específica entre as proteínas estruturais dos vírus (anti-receptores) com as proteínas de 

superfície celular (receptores) que permitam a adsorção e a entrada dos vírus na célula 

hospedeira. Assim, o conhecimento das proteínas estruturais dos PBV de diferentes hospedeiros é 

fundamental para que o potencial zoonótico destes vírus seja estabelecido. Apesar de não 

contarmos com as sequências de nucleotídeos do segmento maior de PBV, podemos sugerir seu 

potencial zoonótico pela comparação das sequências do segmento menor, já que a ação da 

polimerase também pode determinar uma restrição de espécie de hospedeiro. Uma 

incompatibilidade entre a RPDR e a maquinaria celular impediria a correta replicação destes 

vírus. A emergência de uma zoonose depende tanto da capacidade do vírus em adsorver e entrar 

corretamente na célula, como da sua capacidade de replicação, sem levar em conta os aspectos 

intrínsecos aos hospedeiros (HAAGMANS et al., 2009). 

Portanto, novos estudos são necessários para que haja um maior conhecimento de PBV de 

diferentes hospedeiros que definam: a) uma melhor classificação desses vírus; b) sua(s) forma(s) 

de transmissão; e c) o potencial zoonótico desses vírus e de uma possível associação a doenças 

emergentes.   
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7 CONCLUSÕES 

Objetivando a caracterização genética e filogenética de picobirnavírus identificados em 

amostras fecais de diferentes hospedeiros naturais e após sequenciamento parcial do segmento 

genômico menor, responsável pela codificação da RPDR, pode-se concluir ou mesmo sugerir 

que: 

1. Para PBV, não existe uma especificidade genogrupo-espécie de hospedeiro, visto que o 

genogrupo I de PBV foi identificado em cães, cavalos, cobras, coelhos, murinos e ratos silvestres. 

2. Os resultados obtidos revelam a proximidade entre sequências de nucleotídeos do 

segmento menor de PBV identificados em humanos e em outros animais, o que suporta o 

potencial zoonótico desses vírus; dados sugerem que PBV detectados em ratos poderiam infectar 

cobras via oral, havendo também a possibilidade de transmissão entre animais. 

3. A menor variação observada nas sequências de nucleotídeos de PBV identificados em 

ratos silvestres pode ser justificada pela tendência ao menor contato entre os animais não 

confinados do que entre os de cativeiro. Assim, a transmissão viral também é menor, o que 

justificaria a menor heterogeneidade na população viral. 

4. Os resultados obtidos suportam o potencial emergente e zoonótico dos PBV, pois foi 

identificada a coexistência de duas ou mais populações de PBV em um mesmo hospedeiro, o que 

sugere um possível mecanismo de reassortment, que pode levar a um salto entre espécies. 

5. As mutações de ponto observadas nas sequências do segmento menor sugerem 

heterogeneidade nas populações de PBV, porém não alteram o domínio característico da RPDR. 

6. Sugere-se a presença de quasispécies em PBV detectados em suínos, cavalos, murino, 

rato silvestre e coelho. 
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7. O atual sistema de classificação para os PBV não é apropriado, devido à identificação 

de PBV não pertencentes a nenhum dos genogrupos já descritos e à presença de heterogeneidade 

nas sequências de PBV do genogrupo I. A partir do sequenciamento completo e análise do 

genoma de diferentes PBV será possível definir as porcentagens de identidade mínimas para sua 

classificação em genogrupos e/ou genotipos. 

Infelizmente, não foi possível sequenciar o genoma completo dos PBV estudados e 

também não foi identificada nenhuma sequência conservada que permita o desenho de 

iniciadores capazes de unificar o diagnóstico dos PBV. Estudos complementares e tentativos 

ainda estão em andamento.  
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