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If one advances confidently in the direction of his dreams,
and endeavors to live the life that he has imagined,

he will meet with a success unexpected in common hours.
Henry David Thoreau

Me, my thoughts are flower strewn
ccean storm, bayberry moon.

[ have got to leave to find my way.
Watch the road and memorize

this fife that pass before my eves.
{1

A /F

There's no one left to take the lead,
but I tell vou and you can see
we're closer now than light years to go.
Find the River

REM

Nosso presente ndo € o tempo absoluto.
Lphraim Medeiros



Aos meus pais, Issao e Marilce, e 4 minha irmi, Marilane,

por tudo.
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RESUMO

U picobirnavirus (PBV) ¢ um novo virus, descritos em fezes de humanos, ratos, suinos,
cobaias, aves & coelhos.

No presente trabalho, ¢ relatada a primeira identificagio, através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA), de picobirnavirus em fezes de um animal silvestre mantido em cativeiro, o
tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla). Este fato sugere a existéncia de possiveis novos
hospedeiros para o PBV na natureza.

Tambeém foram implementados e comparados diferentes métodos de concentragio e
purificacio virais a partir de suspensdes fecais de diferentes origens, buscando a obtencio de
particulas virais purificadas para posteriores estudos de sua estrutura.

Quanto aos métodos de concentrag@o, foram usadas a adigdo de cloreto de calcio (CaCl,),
a adigdo de polietilenoglicol (PEG) e cloreto de sodio (NaCl) e a ultracentrifugacio em colchio de
sacarose, meétodo este que apresentou os melhores resuliados.

Em relagio aos processos de purificagdo, foram testadas solugBes de sacarose, tartarato
(acido tartarico, sal dipotdssico), cloreto de césio (CsCl) e cloreto de rubidio (RbCH). A utilizacdo do
cloreto de rubidio (RbCI) mostrou-se uma alternativa viavel i utilizagiio do cloreto de césio (CsCh,
amplamente difundido como protocolo de purificagiio viral, indicando que solugdes de RbCl podem
ser usadas como protocolos alternativos de purificagio do PBV.

Foi ainda implementado o primeiro teste imunoenzimatico para detecgio de picobirnavirus
em amostras fecais de diferentes origens, usando membranas de nitrocelulose como fase solida. Foram
observados resultados positivos nas amostras fecais das trés espécies (ratos, suinos e tamanduas-
bandeira), o que pode indicar que os picobirnavirus que infectam estes animais podem possuir
antigenos comuns.

O teste pode ser utilizado como triagem de amostras em rotina diagnéstica, ao lado da
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) como teste confirmatério. Esta éa primeira descri¢io

de um ensato imunoenzimatico para deteccio do PBV em amostras fecais.



ABSTRACT

A novel virus tentatively named picobirnavirus (PBV) has been described in faeces of several
species of vertebrates (humans, rats, guinea pigs, pigs, rabbits and chickens). Examination by
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) of faecal specimens of giant anteaters (Myrmecophaga
wridaciyle) kept i captivity revealed the presence of the two equimolar bands resembling those of the
picobirnaviruses. This is the first report of picobirnaviruses in faeces of a wild animal in captivity,
suggesting that there might be other natural PBV hosts.

Different methods for virus concentration were tested: addition of calcium chioride (CaCl,),
addition of polyethylene glycol (PEG) and sodium chioride (NaCl) and centrifugation through sucrose
cushion, the method that provided the most reliable results.

Cesium chloride {CsCl) solutions have been widely used for PBV purification protocols.
Alternative protocols for density gradient centrifugation (rubidium chioride, sucrose and potassium
tartrate) were tested. The results obtained by using rubidium chloride (RbCl) were compatible with
those previously reported for CsCl solutions, indicating that RbCl solutions may be used as an
alternative protocol for virus purification, not only for picobirnaviruses but for other viruses as well.

An enzyme immunoassay using nitrocellulose membranes is described for the detection of
picobirnaviruses in faeces from different origins. In this study, positive results were detected in fascal
samples from three different animals (rats, pigs and giant anteaters), suggesting that viruses identified
in these animals might share common antigens.

The test charactenstics indicate that it can be used as a screening test in routine diagnosis,
along with a confirmatory polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) test. This is the first report of

such an assay used to detect this new, and yet little known, virus in faecal specimens.



1. INTRODUCAO

Pereira et al (42), em 1988, pesquisando a presenca de rotavirus em fezes de criangas,
relataram a identificaciic de um novo virus através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA). Este virus recebeu a denominagio de picobimavirus (PBV), em funglio de seu pequeno
tamanho (pico) e da natureza de seu 4cido nucleico, RNA dupla fita {double-stranded: ds) bi-
segmentado, As particulas virais tinham aproximadamente 35 nm de didmetro ¢ apresentavam
conformacdo provavelmente icosaédrica,

As caracteristicas deste novo virus foram comparadas aquelas de outros virus compostos por
RNAds, como os birnavirus, que também apresentam RNA bi-segmentado (39). Uma série de
diferencas entre os virus foi comprovada: o maior tamanho da particula viral dos birnavirus {cerca de
60-65 nm de diametro), a menor densidade destes em CsCl (1,32-1,35 g/ml) em relagio ao PBV
(1,38-1,42 g/mi) ¢ também o maior peso molecular dos segmentos gendmicos dos birnavirus, de
aproximadamente 3,3 e 3.8 kilo pares de bases (kpb) em relagio ao PBV, de aproximadamente 1,3
e 2,5 kpb. Assim, as principais diferencas entre este novo virus e outros, previamente descritos em
vertebrados, referem-se ao tamanho e & morfologia da particula e ao tamanho dos segmentos
genbmicos, porém apresentarm, em certos aspectos, caracteristicas em comum com alguns criptovirus
do subgrupo I, como o nlimero de segmentos gendmicos, o tamanho da particula e a auséncia de
estruturas definidas de superficie (45).

Apos o primeiro relato em fezes de criangas (42), virus semelhantes foram identificados em
ratos de vida livie (43) e, posteriormente, também em fezes e/ou contetidos intestinais de outros

vertebrados: cobaias (44), suinos (8,18,19,34,35,46), aves (32) e coelhos {14.37). Em estudos



Pongsuwanna et al {46} realizaram um estudo com 557 amostras fecais diarréicas de suinos
na Tailandia. Destas amostras, 26 estavam positivas para rotavirus em EGPA, sendo 23 amostras com
rotavirus do grupo A, uma do grupo B e duas do grupo C. Duas amostras apresentaram, em EGPA,
as duas bandas tipicas do PBV. Contudo, niio foi possivel determinar alguma associacio entre a
presenca do virus nas fezes e a ocorréncia de diarréia.

Apos a primeira identificagio do PBV em fezes de coelhos por Gallimore et al (14), Ludert
et al (37} examinaram um total de 211 amostras de fezes de coelhos mantidos sob sistema de barreira
e verificaram a presenga do PBV em 23 (11%) destas amostras. A partir de particulas virais
purificadas, trés coelhos recém desmamados foram inoculados oralmente e dois destes liberaram o
virus em suas fezes. Em um animal, a excregfo do virus ocorreu entre os dias 11 e 17 apds a
noculagdo, e ndo nos oito dias seguintes, o que poderia sugerir uma infeccio aguda auto-limitante,

Gallimore et al (14) haviam descrito a liberagio do virus nas fezes de um coelho por 48 dias,
enquanto que em outros amimais este perfodo era menor. Diferentes interagbes virus-hospedeiro
parecem ocorrer, podendo estar associadas 4 imunocompeténcia do hospedeiro em relacio ao virus,
ou a variagdes antigénicas do virus ou ainda 2 outros fatores no definidos.

Em dois estudos, um realizado a partir de amostras fecais de bovinos e outro a partir de
amostras fecais de eqiinos, foi relatada a presenca de virus semelhantes as PBV. Em ambos os cases,
todavia, os autores sugerem alguma relagdo dos virus descritos com ¢ PBVY, sem 2 afirmacio de que
os mesmos sejam realmente picobirnavirus (5,52,53),

Partindo de amostras de fezes bovinas, Vanopdenbosch e Wellemans {52.53) descreveram
a wentificagio de um virus que apresentava caracteristicas em comum com os birnavirus {birnavirus-

like), mas que apresentava didmetro de aproximadaments 40 nm, ac contrario dos 60 nm

Lo



caracteristicos dos birnavirus. Este fato permitiu aos autores a inferéncia de uma possivel associacio
deste virus identificado em fezes bovinas com o picobirnavirus. No entanto ndo foram realizados
experimentos gue permitissem a definicdo do mesmo como um PBY.

Browning et al (5) realizaram, entre 1987 e 1989, um estudo sobre a prevaléncia de
patdgenos entéricos em fezes de potros na Inglaterra e na Irlanda. Foram examinadas 77 amostras de
fezes normais e 326 amostras de fezes diarréicas. Em amostras diarréicas, a presenca de rotavirus do
grupo A foi verificada em cerca de 37% dos casos. O trabalho reporta ainda a presenca de um
provavel picobiravirus, encontrado em amostras de 6 animais. Assim como no exemplo anterior, nio
foram realizados outros estudos para definico destes virus como PRV,

Em estudo realizado a partir de conteddos intestinais de 257 galinhas {32), foi verificada a
presenca, além do picobiravirus, de um outro provavel novo virus, chamado picotrirnavirus (PTV),
cujo acido nucleico também € constituido por RINA dupla-fita, porém trisegmentado, com segmentos
de aproximadamente 2.9, 2.4 ¢ 0,9 kpb. Os valores calculados para os dois segmentos do PBV foram,
aproximadamente, 2,6 ¢ 1,9 kpb. A anélise e microscopia eletronica de fragBes positivas para PTV
em EGPA revelou a presenca de particulas virais com didmetro aproximado de 35 a 40 nm, similares
aquelas descritas para o PBV (43), sem estruturas distintas de superficie.

Com relagio a ideniificagdes do PBV em fezes humanas, Ludert e Liprandi (36), em 1993,
examinaram um total de 214 amostras de fezes diarréicas de criancas com gastroenterite. Em 1
amostra (0,5% do total} fo1 detectada, em EGPA, a presenga das duas bandas de RNA viral do PRV,
Os autores ressaltaram que a freqiiéncia observada nfc deveria ser uma indicaciio de prevaléncia, ja
que o estudo foi limitado a pacientes hospitalizados com diarréia. O papel do PBV como agente da

doenga, de acordo com o resultado obtido, foi considerado, se nfo inexistente, ao menos de pequena



importancia.

Também em 1993, Grohmann et al (22), analisando, em EGPA, amostras de fezes de
pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), identificaram o PBV em 10
amostras obtidas de pacientes que apresentavam guadro de diarréia e em 2 amosiras em auséncia de
diarréia. Estas 12 amostras, nas quais o PBV fol identificado, foram obtidas a partir de 6 pacientes.
Estes resultados mostraram uma relagio significativa entre liberacio do virus nas fezes e ocorréncia
de diarréia. Esta associagfio, porém, nfo pdde ser considerada conclusiva, pois um paciente
apresentou um prolongade e inesperado periodo de liberagiio intermitente do virus nas fezes e houve
associagdo da presenga do PBV com outro patdgeno entérico em dois casos. O prolongado periodo
de liberagdo do virus poderia ser, segundo os autores, sugestivo de favorecimento da rephicacdo viral
por alieragBes fisiopatoldgicas. Os mesmos ressaltaram o aparecimento do virus em um nimero
pequenc de pacientes ¢ salientaram a importancia de novos estudos a este respeito.

Gallimore et al (15) realizaram, em 1995, uma investigagdo da prevaléncia de picobirnavirus
em amostras de fezes humanas. O experimento foi realizado com amostras coletadas entre 1982 e
1993, com os pacientes divididos em trés grupos: um com pacientes envolvidos em surtos de digrréia,
outro com pacientes hospitalizados (com ou sem gastroenterite como principal doencga) e o dltimo
formado por casos esporadicos de diarréia nos quais os pacientes ndo foram hospitalizados. Foram
utilizados dois métodos de extragio do acido nucleico viral; por fenol-cloroformio e por tiocianato
de guanidina/silica. Foram observadas taxas de prevaléncia entre 3,5 e 13%, sendo que a taxa de
detecgiio pelo segundo método de extracio foi trés vezes maior do que pelo primeiro. De todas as
amosiras positivas para PBY em EGPA, em apenas duas foi visualizada a particula viral do PBV em

microscopia eletronica. A variagio das taxas de prevaléneia verificadas em estudos semelhantes



(22,36,42) pode ser devida, segundo 0s autores, 2 diferenca de idade dos pacientes pesquisados em
cada trabalho, Assim como anteriormente citado (22), foi observado um periodo longo de liberacio
do virus nas fezes, desta feita em um paciente imunocompetente que apresentou, por certo periodo,
quadro de diarréia. Um possivel papel patogénico do virus no trato gastrointestinal humano parece
pouco provavel, dada a falta de correlagio entre doenca e replicacio viral.

Gallimore et al (16), analisando 54 amostras de fezes humanas contendo oocistos de
Crypiosporidiuem tipico de C. parvism, identificaram, em 37% destas amostras, a presenga de um virus
semelhante a0 PBY, chamado picobimavirus atipico (APBV), que apresentava segmentos gendmicos
equimolares menores (aproximadamente 1,75 e 1,55 kpb} quando comparado ao PBV, e um perfil
eletroforético chamado de "estreito”. Neste trabatho, a metodologia empregada para 2 extracio do
RNA viral utilizou tiocianato de guanidina/silica. Os eletroferétipos encontrados para os APBV foram
similares, ao contrario dos verificados em relagdo aos PBV (15). A associagio entre APBV ¢
Cryptosporidium néc foi definida, podendo ir de um favorecimento da replicacio do APBY em
presenca de (ryprosporidium até o fato de ser o APBV um virus de protozoarios, € ndo um virus
animal. Em trabalhos realizados com fezes suinas em nosso laboratério, niio foi detectada a presenca
de Cryptosporidium em nenhuma amostra positiva para PBV (Gatti, comunicagio pessoal)'.

Apesar da falta de informagGes conclusivas a respeito do papel do PBV em casos de diarréia
em humanos, este virus est sendo utilizado como pardmetro em estudos etiologicos. Cox et al (10)
realizaram um acompanhamento clinico em um total de 296 pacientes submetidos a transplante de
medula Ossea. Casos de diarréia aguda sdo comuns nos primeiros 100 dias pos-transplante, mesmo

em pacientes que ndo ingerem alimentos. A preparacio para o transplante inclui uma forte terapia
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citoredutiva, logo imunosupressora, que também pode causar danos & mucosa intestinal, provocando
diarréia. Estes danos, porém, nfio costumam ultrapassar 20 dias ap6s o transplante. Do 20° ao 1002
dia pos-transplante, os casos de diarréia podem ser provoecados por agentes infecciosos ou ndo. Na
maioria dos casos, o agente € ndo infeccioso: efeitos colaterais de medicamentos, doenca enxerto-
contra-hospedeiro (10). Para a determinagiio de possiveis agentes infecciosos (bactérias, fungos, virus,
parasitas), varios testes foram utilizados, entre eles a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)
para detecgdo do PBV. Este virus nfo foi encontrado em nenhuma amostra, mas o fato de a pesquisa
da presenca do PBYV ter sido incluida ao lado de outros virus causadores de diarréia nestes casos
(rotavirus, astrovirus, citomegalovirus, adenovirus, agente Norwalk) deve ser ressaltado.

Em um estudo realizado com criangas que apresentavam quadro de diarréia aguda, Cascio
et al (6) verificaram a presenga do PBV em 0,43% dos casos (3 casos em 690 amostras), um valor
pouco significative e que também ndo pode ser considerado conclusivo para uma definicdo do papel
do PBV como agente causador de diarréia em humanos, ainda que nfo tenham sido encontrados
outros patbgenos entericos nas amostras positivas para PBV.

Em todos os trabathos, amostras fecais serviram como fonte de obtengio do PBV, 14 que
ainda ndo foi definido um modelo de cultura celular para a adaptacdio do virus. Pereira et al {44)
sugeriram um ciclo de multiplicaglio do tipo abortivo, com detecgio do 4cido nucleico viral somente
na primeira passagem do virus em cultivos celulares (células de embrido de cobaia, fibroblastos
dipldides humanos -MRC3-, cultura primaria de células de rim de macaco e células humanas Hep2).

bm trabalhos realizados em nosso laboratério, com a utilizago de culturas primarias de
celulas de rim de camundongos e ratos e de culturas de células das linhagens MA-104 (células

originarias de rim de macaco verde da Africa), CaCo-2 e HT-29 {celulas originanias de intestino



humano), também ndo fol possivel a definicio de um modelo de cultura celular para o PBV. Assim
como anteriormente relatado (44), em alguns destes sistemas foi possivel detectar, em EGPA. o
RNAds tipico do PBYV a partir de sobrenadantes obtidos em passagens iniciais, sugerindo também um
ciclo do tipo abortive nestas células {Vicentini, comunicacfio pessoal}.

Poucos trabalhos apresentaram dados a respeito da composigio proteica do PRV, Ludert
et al (35) identificaram, a partir de particulas virais, dois polipeptideos em eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo duodeci sulfato de sédio (SDS-EGPA), sendo um de 50 x 10° daltons (kDa),
que corresponderia a 80% do total de proteinas do virion, e outro de 33 kDa. Gatti (19), apés
purificacdo das particulas virais, identificou a presenca de trés polipeptideos de, respectivamente, 77,
16,5 ¢ 13 kDa, com o ultimo sendo caracterizado como uma possivel proteina major.

Diversos aspectos relacionados ac PBV continuam indefinidos e s3o objeto de estudos, como
a utilizagdo de diferentes técnicas de extragdo do RNA viral, determinagio do local da infecgio por
PBYV, tentativas de propagagac deste em culturas celulares e determinagio de novos hospedeiros para
o PBV. A continuidade dos estudos a respeito do PBV passa ainda por outros pontos, come a
utilizagdio de metodologias para purificacfo viral e o desenvolvimento de técnicas alternativas de |
diagnostico a partir de suspensies fecais.

Nos trabalhos aqui citados, a EGPA foi a metodologia de escolha para o diagnéstico da
presenca do PBY. A microscopia eletrdnica, apesar de ser um dos possiveis métodos diagnésticos e
um importante pardmetro de estudo, nfio vemn sendo rofineiramente empregada com este propésito
principalmente pelo fato de o PBY estar presente em concentragdes muito baixas nas fezes dos

anirnais infectados. Este fato faz com que, em muitas ocasides, mesmo com a utilizagio de diferentes
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metodos de concentragio viral a partir das suspensdes fecais, seja pouco provéavel a identificacio do
PBY por microscopia eletrdnica.

De tal forma, torna-se clara a necessidade da introdugdo de ferramentas metodoldgicas que
possam levar a uma melhor caracterizagio do PBY, tanto quanto & sua constituigio como quanto ao
seu diagnostico, visando uma futura definic8o do seu papel em gastroenterites. Além disso, outros
possiveis hospedeiros devem ser identificados como forma de definicio da distribuigiio do virus na

natureza e de possivers formas de transmissio para o homem.



2. OBJETIVOS

1. Pesquisa da presenca do picobirnavirus (PBV) em fezes de diferentes espécies.
2. Implementa¢iio ¢ avaliagdo de diferentes métodos de concentragio e purificacio do
picobimavirus (PBV) a partir de suspensdes fecais de diferentes origens (exiratos de fezes de ratos,

porcos ¢ tamandués-bandeira).

3. Padronizagio de um ensaio imunoenzimatico (“dot-blot”) como método de triagem de

amostras fecais de diferentes origens.
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3. MATERIAL F METODOS

3 i-Amostras fecals

A pesquisa de novos hospedeiros para o picobirnavirus (PBV) foi baseada em coletas de
amosiras de fezes dos animais pertencentes ac Parque Ecoldgico Municipal Cid A. Franco, jocalizado
na zona urbana do municipio de Americana (SP). As tabelas | ¢ 2 mostram as espécies pesquisadas
e o numero de amostras fecais coletadas de cada animal. As coletas nfo foram realizadas
individualmente, sendo as fezes coletadas no chio de cada um dos recintos.

As amostras de fezes suinas foram obtidas a partir de material rotineiramente enviado, por
gramjas da regido de Campinas (SP), a0 laboratério de Virologia (DMI/UNICAMP) para pesquisa da
presenca de rotavirus e picobirnavirus.

As amosiras de fezes murinas foram obtidas a partir de animais experimentalmente
inoculados. Foram utilizados ratos da linhagem WISTAR, procedentes do Centro Multi-Institucional
de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-UNICAMP). Estes animais sio
descendentes de matrizes gnotobidticas obtidas do Zemralinstitut fiir Versuchstierzuchi de Hannover
(Alemanha) e sdo mantidos em isoladores do tipo Trexler, com pressdio positiva, em salas com sistema
de barreira e controle ambiental (temperatura de 20 a 22°C, umidade relativa de 55 a 75%, ar filtrado
¢ pressurizado). Os animais foram retirados assepticamente das cidmaras em médulos de transferéncia
¢ enviados ao biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia (DMI) da UNICAMP, onde
foram colocados em iscladores previamente preparados. O material a ser utilizade dentro dos

isoladores passou por processos de esterilizaciio e/ou desinfeccdo guimica. Os animais foram
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inoculados por via oral, recebendo uma suspensio fecal filtrada contendo o picobirnavirus (PBV). Os

animais foram identificados individualmente e as fezes coletadas utilizando coletores individuais,

Tabela 1 - Nomes populares e cientificos de aves pertencentes a0 Parque Ecologico Cid A. Franco,

locatizado no mumicipio de Americana (SP), cujas amostras fecais foram analisadas, em eletroforese

em gel de poliacrilamida (EGPA), para presenca de picobirnavirus (PBV).

Nome Popular

Mome Cientifico

MNamero de
amostras ¢oletadas

Arara canindé
Arara vermelha
Ararajuba

Avestriz

Casuar

Ema

Jacu

Maritaca bronzeada
Mutum

Mutum de penacho
Papagaio

de cauda vermeliha
Papagaio do mangue
Papagaic

do peito roxo
Papagaio galego
Papagaio verde
Pavio branco
Pavio verde
Pingiiim

Tucano

de bico verde
Tucano toco

Ara araraouna

Ara chloropiera
Aratinga guaruba
Struthic camelus
Casuaris casuaris
Rhea americana
Penelope obscura
Ara nobilis

Miter maity tomentosa
Crax fasciolat

Amazorng brasifiensis
Amazora amoazonica

Amazorna vinacea
Amazora xanthops
Amazona farinosa
Pavo cristatus alba
Pavo msticus
Sphenicus magelomicus

Ramphastos dicolorys
Ramphcisios toco
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Tabela 2 - Nomes populares e cientificos de mamiferos pertencentes ao Pargue Ecolégico Cid A
Franco, localizado no municipio de Americana (SP), cujas amostras fecais foram analisadas, em

eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), para presenca de picobirnavirus (PBV).

Nome Popular

Nome Cientifico

MNamero de
amostras coletadas

Alpaca
Anta
Ariranha

Acudad
Cachorro do mato
Cachorro vinagre
Captvara

Chipanzé

Furdo
Hipopétamo

Ledo

Lobo guara

Macaco aranha

de cara vermelha
Mico de cheiro

Mico ledo

de cara dourada
Onga pintada

Onca preta

Sagii de cara branca
Sagiii de coleira
Sagin da serra escura
Sagtii de tufo branco
Sagii de tufo preto
Sagii de Wild

Sagiu preto
Tamandua-bandeira
Tatu-peba

Veado catingueiro

Lama pacas

Tapirus terresiris
Preronura brasiliensis
Ammotragus lervia
Cerdocyvon thous
Speothos venaticus
Hydrochaeris hydrochaeris
Pam froglodytes

Galictis vitiala
Hippopotamus amphibius
Pantera leo

Chrysocyvon brachyurus

Ateles paniscus paniscus
Saimiri sireus

Leon cryvsomelas

Pantera onca palusiris
Pantera onca

Callithrix geoffrovi
Saguinus bicolor
Callithrix aurita
Callithrix jacchus jacchus
Callithrix jacchus penicilata
Callithrix kuhlii
Saguinus midas niger
Myrmecophaga tridactyla
Luphractus sexcinctus
Mazama gouazoupira
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3 2-Preparo das suspensses fecais

As amostras de fezes foram diluidas a aproximadamente 10% em tampdo Tris (100mM
Tris/HCL, 1,5mM Ca™, pH 7.4). Ap6s homogeneizacio, as amostras foram centrifugadas a 1.500 g
durante 10 minutos em rotor JA-14 (J2-21 Centrifuge, Beckman Instruments) e os sobrenadantes

foram recolhidos e mantidos a 4°C {(43).

3.3-Extracio do acido nucleico viral

O RNA wiral foi obtido a partir do sobrenadante da suspensio de fezes (25). Desta solucdo
foram retirados 500 pl, acs quais foram acrescentados 50 ul de duodeci! sulfato de sédio (SDS) a
10% em agua destilada. Apds homogeneizacdo, a mistura foi incubada em banho-maria a 37°C
durante 30 minutos. Foram entlio adicionados 500 ul de uma solugio de fenol-cloroférmio {v/v).
Apds 3 minutos de agitagiio em "Vortex”, as amostras foram centrifugadas em centrifuga Eppendorf
5402 3 15.000 g durante 10 minutos a 4°C. O scbrenadante resultante foi coletado e acrescido de 50
ul de uma solugdo de cloreto de sédio (NaCl) a 20% (p/v) em agua destilada e 1 mi de aicool etilico.
Apos homogeneizagio, as amostras permaneceram a -20°C durante 18 horas para a precipitagio do
acido nucleico viral. Decorrido este tempo, as amostras foram centrifugadas em centrifuga Eppendorf
5402 2 15.000 g durante 10 minutos 2 4°C e os sobrenadantes totalmente eliminados. Os precipitados
resultantes foram colocados em vicuo até secagem total e acrescidos de 20 u! de mistura dissociante
(0,0625M Tris/HCI pH 6.8, SM urdia; 5% 2-mercaptoetanol; 3% SDS e 0,01% azul de bromofenol).

Esta solugdo fol incubada a 56°C durante 10 minutos antes da aplicagio em gel de poliacrilamida
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Uma amostra fecal positiva para rotavirus do grupo A recebeu o mesmo tratamento e foi

mcluida nos testes de EGPA como controle positivo.

3.4-Detecglio do PBV por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)

Foram seguidas as recomendagdes de Herring et al (25), segundo as observagdes de Laemmli

Duas placas de vidro de 12,5 cm x 16,5 ¢m foram separadas entre si por espagadores de |
mm de espessura. Apos selagem das placas com agar noble a 1,5% em agua destilada, o filme de gel
separador de poliacrilamida a 7% foi introduzido entre elas e, ap6s polimerizacio, o gel concentrador
de poliacrilamida a 3,5% foi a ele sobreposto. Neste gel foi introduzido um "pente” que permitiu a
formagdo de canaletas nas quais foram introduzidos os materiais a serem examinados. As amostras
foram aplicadas no gel concentrador apos a polimerizagio deste e o preenchimento dos reservatérios
superior e inferior da cuba com tampdo 0,1 M Tris-0,83M Glicina (pH 8,3). O gel permaneceu sob

corrida eletroforética a uma corrente de 10 mA durante 18 horas, 4 temperatura ambiente.

3.5-Impregnagdo do gel de poliacrilamida pelo mérodo da prata

Foi utilizado o método descrito por Sammeons et al {49), modificado por Herring et al (25),
Apos a corrida eletroforética, o gel fol transferido para uma cuba contendo uma solugio de 0,5% de

acido acético e 10% de 4leool etilico em 4gua destilada e mantido sob agitagfo constante durante uma
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hora, sendo entdo colocado em uma solucio de nitrato de prata a 0,11M em agua destilada, mantido
sob agitagiio por 30 minutos e lavado rapidamente em agua destilada por 3 vezes. A revelacio foi feita
através da adicBo de uma solugdo de hidroxido de sodio a 0,75M em agua destilada, acrescida de
0,2M de formalina. Assim que apareceram bandas nitidas na amostra padriio de rotavirus, a revelagiio
foi interrompida transferindo-se o gel para urna solugfo de acido acético a 5% em agua destilada.
Apos observagdo dos resultados, o gel fol transferido para uma solugio de etanol a 10% em agua

destilada, fotografado para documentaciio e seco.

3.5.1- Secagem do gel

A secagem do gel foi realizada segundo o método de Juang et al (28). O gel foi
transferido para uma solugdo de metanol a 65% e glicerol a 0,5% em Agua destilada e deixado sob
agitacdo constante por um periodo de 3 2 4 horas, sendo entdo colocado entre duas folhas de papel
celofane molhado, evitando a formagio de bolhas de ar ou rugas, e prensado. A secagem durou cerca

de 24 horas a temperatura ambiente.

3.6-Concentraglic do picobirnavirus a partir de suspensdes fecais

3.6.1- Adigdo de polietilenoglicol (PEG) e cloreto de sodio (NaCl)

Segundo a metodologia proposta por Beards para rotavirus (3), a concentragio das

particulas virais presentes nas amostras fecais foi feita pela adigio de polietilenoglicol, PEG PM=6000
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(concentracio final de 8% p/v) e cloreto de sddio, Na(l, (concentragiio final de 0,5M) ao extrato fecal
a 10% em tampdo Tris (3.2). Apos agitagdo constante por 18 horas a 4°C, os precipitados foram
coletados por centrifugacdo a 15.000 g por 30 minutos em rotor JA-20 (J2-21 Centrifuge, Beckman
instruments) © ressuspensos ne minimo volume necessario do mesmo tampio. Em alguns
experimentos, o tampdo Tris utiizado para ressuspensdo do precipitado foi acrescido de 0,1% v/v de

Triton X-100 {47).

3.6.2- Uliracentrifugacio em colchio de sacarose

O extrato fecal 2 10% em tampfo Tris foi submetido a concentracio sobre uma
solucdc de sacarose a 45% ou 30% em tampdo Tris, com ultracentrifugacio por 4 horas 2 4°C a
200.000 g em rotor SW-41 (LM-8 Centrifuge, Beckman Instruments). O sobrenadante fol desprezado

¢ 0 precipitado ressuspenso em um volume minimo de tampio Tris.

3.6.3- Adigdo de cloreto de calcio (CaCl,)

A partir da metologia proposta por Molitor et al (38), a suspensio fecal recebeu,
gota a gota, uma solugdo de cloreto de célcio (CaCly) até uma concentragio final de 25 mM. Apos
30 minutos sob agitag3o constante a 4°C, a suspensiio foi centrifugada a 10.000g por 20 minutos, em
rotor JA-20 (J2-21 Centrifuge, Beckman Instruments) sendo o sobrenadante desprezado e o

precipitado ressuspenso em volume minimo de tampio Tris,
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3.7-Purificacio do picobirnavitus a partir de suspensdes fecais

Os precipitados obtidos conforme descrito em 3.6 e ressuspensos em tampdo Tris foram
entdo submetidos a ultracentrifugagio em diferentes solugdes: cloreto de césio (CsCl), cloreto de

rubidioc (Rb(1}, sacarose e tartaraio,

3.7.1- Purificagdo por uitracentrifugagiio em gradiente de cloreto de césio (CsCh)

e cloreto de rubidio (Rb{H

Alguns dos precipitados ressuspensos em tampao Tris foram adicionados a uma

solugfo de cloreto de césio (CsCl) ou de cloreto de rubidio (RbCl), em tampio Tris, com densidade

ajustada para 1,41 g/mi, e ultracentrifugada em rotor SW41 (LM-8 Cenirifuge, Beckman Instruments)

a 120.000 g durante 60 horas (4°C) para formacio do gradiente.

3.7.2- Purtficaglio por ultracentrifugacio em gradiente de sacarose

A amostra foi adicionada sobre um gradiente pré-formado a partir de solugBes com

diferentes concentragbes de sacarose (5-10-15-20-25% em tampdc Tris), e submetida a

ultracentrifugacdo conforme descrito no item anterior,

3.7.3- Purificagdo por ultracentrifugacio em gradiente de tartarato

ig



O gradiente de tartarato (Acido tartarico, sal dipotdssico) e glicerol, a partir das
recomendacbes de Ashley e Caul (2), foi utilizado com o mesmo periodo de ultracentrifugagfio. Neste
caso, foram preparadas duas solugBes-mae, uma de glicerol (30% p/v) e outra de tartarato (60% p/v).
A partir destas solucOes foram preparadas cinco outras, através da diluigdo progressiva da solugio
de tartarato na solucio de gheerol. O gradiente foi formado pela adigdo sucessiva destas solugdes ao
tubo de ultracentrifugacio, sendoe que na parte inferior do mesmo ficava a solugfo-mie de tartarato
e na parte superior a solugdo-mie de glicerol, entremeadas pelas solugdes obtidas apds as diluigdes
da primeira sola¢80 na segunda. De tal forma, formou-se um gradiente de concentragiio e viscosidade,
sendo que a parte mferior do tubo apresentava maior concentragfio que a superior, em fungio da
maior concentrag@o de tartarato nesta parte, concentragiio esta que diminuia na diregio vertical.
Quanto 2 viscosidade, houve a formagio de umm gradiente no sentido inverso: a parte superior do tubo
apresentava maior viscosidade em funcio da maior concentragiio de glicerol, que diminuia em direciio
ao fundo do mesmo.

Em todos os gradientes realizados, foram coletadas fragdes de aproximadamente 0,7 ml pela
parte superior do tubo e suas densidades determinadas por pesagem de 100 pl, realizada em duplicata.
Cada fragao foi dialisada em tampéc Tris por cerca de 18 horas a 4°C e analisada em EGPA, apos
tratamento de uma aliquota de 100 ul de cada fragdo acrescida de 400 ul de tampio Tris e submetida
& extragio do acido nucleico viral, conforme descrito no item 3.3. Em EGPA. a presenca do PBV foi
indicada pelo encontro das duas bandas tipicas de RNAds.

As fragOes positivas para PBY foram, ainda, submetidas 2 leitura em espectrofotémetro em
comprimentos de onda de 260 e 280 nm para estimativa da concentragio proteica (em mg/ml), através

da formula proposta por Kalckar (29):
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Concentracio proteica = 1,45 x DO(280 nm) - 0,74 x DO(260 nm)

3.8-Microscopia eletrénica

As fracGes positivas para PBY em EGPA (obtidas como descrito em 3.7) foram aliquotadas
para analise em microscopia eletrénica. Cerca de 20 ul de cada fraciio foram colocados em uma
pelicula de parafilme ¢, sobre a gota formada por este volume de amostra, foi colocada uma tela de
cobre previamente carbomzada. Apds alguns minutos, a tela foi lavada rapidamente por trés vezes em
salina tamponada com fosfato (PBS, pH 6,8) e transferida para uma gota de 4cido fosfotinestico
(PTA} a 2% por cerca de 2 minutos, para realizagdo da coloragiio negativa (15,34,36). Apés a
secagemn das telas. as mesmas foram analisadas em microscopio eletrdnico de transmissio (Phillips

M400T), no Instituto Adolfo Lutz, em S3c Paulo (SP).

3.9-Obtengdo de antissoros anti-picobirnavirus

Foram utilizadas aliquotas de fragSes coletadas em gradiente de cloreto de césio (CsCl),
positivas para PBY em EGPA. Para efeito de calculo, foi tomado por base o valor de estimativa da
concentragio proteica obtido a partir das leituras espectrofotométricas em 260 e 280 nm {29). A
imunizagio foi feita em coelhos albinos.

Os animais foram sangrados para obteng8o do soro pré-imune e receberam inoculacdo intra-
dérmica de aproximadamente 50 pg de proteinas do PBY, acrescidos de | volume de adjuvante de

Freund completo e dois volumes de Tween 80 (0,1%). Decorridos 14 dias, os animais foram
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novamente inoculados, com o mesmo valor aproximado de concentragiio proteica, acrescido de 1
volume de adjuvante de Freund mncompleto. No 212 dia apés a primeira inoculacfio, os animais
sofreram sangria de prova para avaliagio do titulo de anticorpos anti-PBV, sendo submetidos a
sangria branca dois dias apds (41). O complemento do soro foi inativado por incubacgdo a 56°C por

30 minutoes.

3.10-Ensaio imunoenzimatico (EIE) para determinagio do titulo de anticorpos anti-

picobirnavirus

O ensaio imunoenzimatico seguit as recomendacgdes de Pereira et al (41), propostas para
rotavirus e adenovirus.

Para a sensibilizaclio das placas de poliestireno, foram utilizadas como antigeno aliquotas de
fragBes positivas para PBV em EGPA. Também neste caso o calculo foi baseado no valor estimado
de concentragdo proteica obtido a partir de leituras espectrofotométricas (29). Concentracdes de 0,25,
0,5, 1,3 e 5 ug/ml do antigeno foram adicionadas a placa. Além dos controles habituais, uma amostra
de rotavirus SA-11 obtida em cultura celular foi utilizada como controle do antigeno, nas diluiges
de 1:100, 1:200, 1:500 e 1:1000, feitas em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6, A placa foi
incubada durante 18 horas a 4°C ¢ em seguida lavada com salina tamponada com fosfato (PBS) pH
7.4 contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) por 3 vezes. (0 bloqueio foi realizado pela adicdo, a cada
pogo, de 200 pl de PBST acrescido de 2,5% de leite desnatado (PBSTL). Apés duas horas a 37°C
em camara imida, a placa foi lavada por trés vezes com PBST e incubada novamente durante duas

horas a 37°C com diferentes diluigBes, em PBST, do soro obtido conforme o item anterior e também
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com diferentes diluigBes do soro pré-imune. A placa foi lavada em PBST e incubada com anti-IgG
de coetho conjugada com peroxidase {Calbiochem), na diluigio de 1:10.000 em PBST, durante duas
horas a 37°C em camara umida. Apds novas lavagens em PBST, foi acrescentado o substrato: uma
solugdo de ortofenilenodiamina (OPD) a 0.04% em tamplo acido citrico/fosfato 0,1M pH 5,6
contendo 0,5% de H,0, 30 volumes. A reagdo £oi interrompida pela adigiio de 50 i de 4cido sulfiirico

(H,80,) 2M e a leitura da placa foi realizada em espectrofotdémetro Multiskan a 492 nm,

3.11- Ensaio imunoenzimatico do tipo  ““dot-blot” para deteccio de picobirnavirus em fezes

de diferentes origens

O ensaio foi realizado a partir das recomendagdes de Hawkes et al (24) e Gouvea et al (20),
com modificacdes.

A membrana de nitrocelulose foi inicialmente cortada e colocada em uma placa de 24 pogos.
Foram utilizadas como antigenos as seguintes amostras: rotavirus (RV) SA-11 obtido em cultivo
celular e suspensdo fecal suina positiva para rotavirus em EGPA (controles negativos), suspensdes
fecais positivas para PBV em EGPA, de amostras de fezes suinas, murinas e de tamandua-bandeira
e suspensdes fecais suinas e murinas negativas tanto para RV como para PBV em EGPA. Cada
amostra foi testada em duplicata.

Os antigenos foram diluidos (1:3) emn tampdo carbonato-bicarbonato (0,25M, pH 9,6) e
aproximadamente 10 ul de cada amostra foram aplicados diretamente 2 membrana de nitrocelulose.
Apds a secagem das membranas, foi feito o blogueio das mesmas pela adigio de tampio PBST (PBS

contendo 0,05% Tween 20} contendo 5% de leite desnatado (PBSTL). durante uma hora {nos
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primeiros experimenios}, sendo este periodo posteriormente ampliado para duas horas. As membranas
foram entfio lavadas por trés vezes em PBST e posteriormente incubadas durante duas horas com o
antissoro anti-PBY (1:25 em tamp3o PBST'). Apos trés novas lavagens com PBST, as membranas
foram incubadas durante duas horas com o anticorpo (de origem caprina) anti-IsG de coelho
comjugado com peroxidase (Calbiochem), diluide (1:10.000) em PBST. Apés 2 horas sob agitacdo,
as membranas foram novamente lavadas com PBST antes da adigdo do substrato: 5 mg de
diaminobenzidina (DAB, Sigma) em 30 ml de PBST, acrescidos de 150 ul de H)0, 30 volumes. A
reagdo foi interrompida pela retirada desta solugdo e pela adigdio de PBST. Apos a observagio dos
resultados, as placas foram descartadas em seolugio de hipoclorito de sédio a 1%. Foram também
incluidos na reagdo os controles de blogueio, anticorpo primario e anticorpo conjugado com
peroxidase,

Os valores de sensibilidade e especificidade do teste de Dot-blot foram calculados segundo
a tabela binaria anteriormente proposta para tais caleulos (17,21,51,54), reproduzida na tabela 8
(Apéndice). Os resultados obtidos em EGPA. foram o outro parimetro, além dos resultados obtidos

no Dot-blot, utilizado para este fim.
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4. RESULTADOS

4.1-Resultados relativos  pesquisa de novos hospedeiros para o picobirnavirus

As amostras fecais coletadas no Parque Ecolégico Municipal Cid A. Franco de Americana
{SP) foram submetidas a exiracio de acidos nucleicos deserita no item 3.3 de Material & Métodos.
Foi coletado um total de 196 amostras de 47 diferentes espécies (aves e mamiferos, Tabelas 1 e 2,
Material ¢ Métodos).

A analise inicial, em EGPA, revelou a presenca do perfil eletroforétice tipico do PBV em
amostras de fezes de tamandud-bandeira (Myrmecophaga tridactyia).

Em fungéo dos valores previamente definidos para os tamanhos dos segmentos gendmicos
do rotavirus SA-11 (13), foram calculados valores de aproximadamente 1.9 e 2.3 kpb para os
segmentos do PBY encontrado em fezes de tamandua-bandeira. Este perfil pode ser visualizado na
figura 4, referente ao processo de concentragdo viral por ultracentrifugacio em colchio de sacarose.
Fraghes, positivas em EGPA, obtidas apds ultracentrifugagiio em gradiente de cloreto de césio foram
testadas em microscopia eletrénica, com a detecciio de particulas virais de dois didmetros diferentes
{aproximadamente 21 e 30 nm), conforme figuras 1 e 2. A definicio do 4cido nucleico como um RNA

de fita dupla (RINAds) foi obtida por digestio enzimatica (43).
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Figura 1 - Eletromicrografia de amostra positiva para PBVY, obtida apos
ultracentrifugacBio em gradiente de cloreto de césio (CsCl). Amostira de fezes de
tamandua-bandeira. Aumento de aproximadamente 115 .000 vezes.

Particulas virais de aproximadamente 30 {3 esquerda} e 21 (& direita) nm de
didmetro.
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Figura 2 - Eletromicrografia de amostra positiva para PBV, obtida apos
ultracenirifugacio em gradiente de cloreto de césio {(CsCl). Amosira de fezes de
tamandua-bandeira. Aumento de aproximadamente 115.000 vezes.

Particulas virais de aproximadamente 30 nm de didmetro.



4.2-Resuliados relativos aos processos de concentragio viral

Foram utilizados trés métodos para concentraglio vinl a partir de suspensdes fecais: a adicio
de polietilenoglicol (PEG) e cloreto de s6dio (NaC1) seguidade centrifugacdo, a adigio de cloreto de
caleio seguida de centrifigacio e a ultracentrifugaciio em colchio de sacarose a 45 ¢ 30%. Todas as
suspensdes fecais utilizadas haviam sido previamente testadasem eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA) com visualizagBo do perfil eletroforético tipico do picobirnavirus {(PBV), exemplificado na
figura 3.

Um resumo dos experimentos de concentragiio e purificagio de amostras fecais suinas,

murinas e de tamandua-bandeira pode ser visto, respectivamente, nas tabelas 3, 4 e 5.

Figura 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) de RNAds de picobirnavirus
(PBV} obtidos por extracdo de suspensdes fecais de mtos.

Canaleta 1 - RNAds de rotavirus do grupo A

Canaletas 2. 3, 4, 5 - RNAds de picobirnavins
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Tabela 3 - Experimentos de concentragdo (adicio de PEG/NaCl, adicdo de CaCl,, untracentrifugacio
em colchdo de sacarose a 45 e 30%) e purificagdo (ultracentrifugacio em gradientes de cloreto de
cesio, cloreto de rubidio, sacarose e tartarato) realizados a partir de fezes suinas, num total de 70
experimentos.

Meétodo de concentracio Metodo de purificacio MNimero Nimero de resultados
de experimentos  positivos em EGPA

Adicio de PEG/Na(l CsCl 7 6
Rb(I 3 4
Sacarose 5 0
Tartarato 5 0

Adigdo de CaCl, Cs(d g 0
RbCI 0 0
Sacarose 0 0
Tartarato 0 0

Ultracentrifugagio em

colch3o de sacarose a 45% CsCl 12 7
RbCI 3 3
Sacarose 4 O
Tartarato 5 G

Ultracentrifugacio em

coichio de sacarose a 30% CsCl 10 6
Bb(1 4 3
Sacarose O 4y
Tartarato O 0
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Tabela 4 - Experimentos de concentragio (adig8o de PEG/Na(l, adicao de CaCl,, untracentrifugacio
em colchdo de sacarose a 45 ¢ 30%) ¢ purificacfio (ultracentrifugacio em gradientes de cloreto de
césio, cloreto de rubidio, sacarose e tartarato) realizados a partir de fezes murinas, num total de 62
experimentos.

Meétodo de concentracio Meétodo de purificacio Nimero Numero de resultados
de experimentos  positives em EGPA

Adicio de PEG/NaCl CsCl 9 5
Rb(l 7 4
Sacarose 5 i
Tartarato 5 G

Adigao de CaCl, Cs(l 7 0
RbCl 0 0
Sacarose g {
Tartarato O o

Ultracentrifugacio em

colchfio de sacarose a 45% CsCl 10 7
RbCI 5 3
Sacarose 3 0
Tartarato 3 0

Ultracentrifugacio em

colchio de sacarose a 30% CsCl 3 4
Rb(li 3 2
Sacarose 0 O
Tartarato 0 0




Tabela 5 - Experimentos de concentragio (untracentrifiugacio em colchfio de sacarose a 45 e 3 %%}
e purificaciio (ultracentrifugacio em gradientes de cloreto de oésio, cloreto de rubidio e tartarato}
realizados a partir de fezes de tamandud-bandeira (AMyrmecophaga tridactylay, num total de 14
experimentos.

Metodo de concentracho Metodo de purificagio Numero Numero de resultados
de experimentos  positivos em EGPA

Ultracentrifugacgdo em

colchio de sacarose a 45% CsCi 8 2
Rb(1 2 e
Sacarose O 0
Tartarato 2 0

Ultracentrifugacdo em

colchiio de sacarose a 30% sl 2 2
Rbh{l 0 0
Sacarose 0 0
Tartarato 0 0




A EGPA foi novamente empregaida para verificagio da presenca ou ndo das bandas de
RNAds do PBV apds a realizagiio destes experimentos. Aliquotas dos materiais obtidos apos a
ressuspensdo dos precipitados obtidos por centrifugagio ou ultracentrifugacio foram submetidos 3
metodologia de extragiio de acidos nucleicos descrita no item 3.3 de Material e Métodos.

Nao importando a origem da amostra fecal utilizada, niio houve a detecgiio, em EGPA. das
bandas tipicas do PBV com a utilizagdo da metodologia de adi¢go de cloreto de calcio.

Tanto em experimentos que utilizaram a adigio de PEG/NaCl como nos que empregaram
a ultracentrifugacdc em colchfio de sacarose, observou-se a presenca das bandas tipicas do PBV em
EGPA. Nafigura 4 esta representado um dos resultados obtidos com ultracentrifugacio em colchio
de sacarose a 30%. Foram obtidos resultaci os semelhantes com autilizagio de solugiio de sacarose

a 45%.

Figura 4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) deRNAds de picobimavirus e
rotavirus obtidos a partir de ressusperisiio do “pellet” obtide por ultracentrifiigacio em
colchiio de sacarose a 30% em tampa o Tris.

Canaletas 1, 2 - RNAds de rotavirus do grupo A

Canaletas 3, 4 - RNAds de picobirnavirus (amosta de fezes de tamandus-
bandeira)

Canaleta 5 - RNAds de picobirnavirus (amostra defezes suinas)



4 3-Resultados relativos aos processos de purificagio viral

As amostras obtidas apés os experimentos de concentracdo foram entdo submetidas s
quatro metodologias empregadas para fins de purificagio viral, baseadas na ultracentrifugacio para
formag#o de um gradiente de densidade. Um resumo dos experimentos de concentragio e purificacio
virais pode ser visto nas tabelas 3, 4 ¢ 3, sendo cada uma relativa as diferentes origens das amostras
fecais utilizadas.

No caso da metodologia que utilizava um gradiente pré-formado de sacarose, com
concentragbes minimas ¢ maximas de, respectivamente, 5 e 25%, nfio houve detecciio do acido
nucleico do PBY em EGPA apés extragio de aliquotas retiradas das fraces coletadas a partir dos
gradientes. O valor maximo de densidade verificado foi de aproximadamente 1,17 g/ml.

Tambem com a utilizacdo do gradiente pré-formado de tartarato e glicerol nfic foram
observadas, em EGPA, as bandas tipicas do PBV. A densidade maxima verificada nestes experimentos
nao ultrapassou 1,41 g/ml, valor que comresponde 2 faixa de densidade esperada para o PBV, segundo
a literatura.

Ja com os outres dois sais utilizados, o cloreto de césio {(CsCl) ¢ o cloreto de rubidio (RbCH,
houve a detecofo do RNA viral em EGPA apos a ultracentrifugacdo. Este fato ocorreu com amostras
fecais de diferentes origens.

As densidades méximas verificadas nos gradientes foram, aproximadamente, 1,56 g/l para
o cloreto de césio e 1,48 g/ml para ¢ cloreto de rubidio. As densidades das fraghes positivas para PBV
em EGPA variatam entre, aproximadamente, 1,36 g/mle 1,43 g/ml.

A concentraglo proteica destas amostras foi estimada por leitura espectrofotométrica {29},
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Com a utilizagdo do clorete de césio, foi verificado um valor médio de 0.213 (= 0,086) mg/ml. Para

0s experimentos com cloreto de rubidio, o valor médio encontrado foi 0,187 (= 0,033) mg/ml,
Alguns destes resultados estio ilustrados pelas figuras 5, 6, 7 & 8 As figuras 5 e 6

representam os resultades obtidos em dois dos experimentos que utilizaram cloreto de césio {CsCh).

As figuras 7 e 8 representam um dos experimentos realizados com cloreto de rubidio (RbCH.

Gradienie em CsCli

B 5 5 8 8 B

Densidade (mg/rl)

E

1,25 - e e =

‘ : ‘ ' REREREIE . ——Série 47|
’ > 3 4 5 & 7 8 < 10 11 —E-Séie 4

Mamero da frag8o

Figura 5 - Valores de densidade obtidos das fragdes coletadas apos ultracentrifugacio em
gradiente de cloreto de césio -CsCl- de amostras de fezes de ratos.

Fragdes positivas para PBV em EGPA Valor estimado de concentragfo proteica
47-7 (d= 1,385 g/mh} 0,215 mg/ml
47-8 (d= 1,425 g/mb) 0,195 mg/mli
48-7 (d= 1,38 g/ml) 0,205 mg/mi
48-8 (d= 1,425 g/ml) 0,162 mg/m!
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Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) de RNAds de picobirnavirus
obtidos a partir de fragdes coletadas ap&s ultracentrifugacio em gradiente de cloreto de
césio (CsCl) de amostras de fezes de ratos.

Canaletas 1, 2 - RNAds de picobimavirus {(PBV) - notar mistura de dois PBY
{Série 48)

Canaleta 3 - RNAds de rotavirus grupoc A

Canaletas 4, 5 - RNAds de picobirnavirus (PBV) - Série 47



Densidade {(mg/mi}

Gradiente em RbCI

145 el

4. L :

1,25 0

Nomere da fraciio

Figura 7 - Valores de densidade obtidos das fragdes coletadas apos ultracentrifugaciio em
gradiente de cloreto de rubidio {Rb(1) de amostras de fezes suinas.

Fracdes positivas para PBV em EGPA Valor estimado de concentracio proteica
35-8 (d= 1.4 g/mi) 0,193 mg/ml
35-9 (d= 1,43 ¢/ml) 0,166 mg/ml



Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) de RNAds de picobirnavirus
obtidos a partir de fragBes coletadas apos ultracentrifugagio em gradiente de cloreto de
rubidio (RbCI) de amostras de fezes suinas.

Canaleta 1 - RNAds de rotavirus grupo A
Canaletas 2, 3 - RNAds de picobirnavirus (PBV)



Apos a verificacdo da presenca do 4cide nucleico viral em EGPA, seie amostras {sendo4
suinas, 1 murina ¢ 2 de tamandua-bandeira) foram examinadas em microseépio eletronico de
transmissdo no Institute Adolfo Lutz, em Sio Paulo (SP). Foram visualizadas, tanto em amostras
vindas de gradientes de CsCl como de gradientes de RbCL, particulas virais de didmetros diferentes,
uma com aproximadamente 21 nm e outra com aproximadamente 30 nm (figuas 9, 10 ¢ 11}, bem
como algumas particulas sugestivas de bacteriéfagos. Na figura 11 pode ainda ser visualizada uma

particula viral vazia.

Figura 9 - Eletromicrografia de amostra positiva para PBV, obtida apods
ultracentrifugacio em gradiente de cloreto de rubidio (RbCl). Amostra de fezes de suinos.
Aumento de aproximadamente 170.000 vezes.

Particulas de aproximadamente 30 nm (seta) € 21 nm (as demais) de didmetro.
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Figura 10 - Eletromicrografia de amostra positiva para PBV, obtida apds

ultracentrifugac@o em gradiente de cloreto de césio (CsCl). Amostra de fezes de suinos.
Aumento de aproximadamente 185.000 vezes.

Particulas de aproximadamente 30 (seta) nm e 21 nm (as demais} de didmetro.



Figura 11 - Eletromicrografia de amostra positiva para PBV, obtida apos
ultracentrifugaciio em gradiente de cloreto de césio (CsCl). Amostra de fezes de ratos.
Aumento de aproximadamente 185.000 vezes. Particulas virais de aproximadamente 30
{seta) e 21 nm de didmetro, e ainda uma particula viral vazia.



4. 4-Resultados relativos a padronizacgio da reacio de “dot-blot”

O teste de “dot-blot”, descrito no item 3.12 de Material e Métodos, foi realizado com
antissoro anti-picobimavirus obtido conforme descrito em 3.10. Em ensaio imunoenzimatico {3.11),
0 soro obtido apresentou um baixo valor de titulo, ao redor de 1:25.

A figura 12 ilustra o resultado obtido em um dos experimentos realizados. Na tabela 6 estio
esquematizados os resultados verificados, em “dot-blot” ¢ em EGPA, para 190 amostras de
suspensdes fecais de diferentes origens: suinas {151), murinas (30) e de tamandua-bandeira (9}. Deste
total, 71 amostras foram positivas em ambos os testes e 91 negativas para ambos os testes. Foram
enconiradas 8 amostras negativas em “dot-blot”™ e positivas em EGPA e 20 amosiras positivas em
“dot-blot” e negativas em EGPA.

Foram obtidos valores de 89% de sensibilidade e 81% de especificidade, sendo os valores
preditivos positivo € negativo de. respectivamente, 78 ¢ 91%.

Na tabela 7, os resultados obtidos em “dot-blot” e EGPA sio dispostos de acerdo com a
origem da amostra utilizada. Das 151 amostras suinas, 70 foram positivas e 81 negativas em “dot-
blot”, enquanto que 57 foram positivas € 94 negativas em EGPA. Entre as 30 amostras murinas, 12
foram positivas ¢ 18 negativas em “dot-blot”, em EGPA foram verificadas 13 amostras positivas e 17
negativas. Todas as 9 amosiras de tamandua-bandeira utilizadas foram positivas tanto em “dot-blot”

como em BGPA.

40



Figura 12 - Resultados, em “dot-blot”, de amostras fecais de diferentes origens, frente a
antissoro anti-picobirnavirus.
Pogos Al ¢ Bl - Amosira de rotavirus SA-11 obfide em cultivo celular
Pogos AZ ¢ B2 - Amosira de suspensio fecal suina postitva para PBY em EGPA
Pogos A3 ¢ B3 - Amostra de suspensiio fecal suina positiva pata PBV e EGPA
Pogos A4 ¢ B4 - Amostra de suspensio fecal sufna positiva para PBV em EGPA
Pogos AS ¢ B3 - Amostra de suspensio feeal muring posttiva para PBV em EGPA
Pogos AG ¢ B6 - Amostra de suspensio fecal de tamandus positiva para PBV em EGPA
Pogos C1 ¢ D1 - Amostra de suspensio fecal muripa positiva para PBY em EGPA
Pocos C2 ¢ D2 - Amostra de suspensio fecal sufna negativa para PBY em FEGPA
Pogos 3 e D3 - Amostra de suspensio fecal murina negativa para PBY em EGPA
Demais pogos - Controles do experimento
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Tabela 6 - Resultados obtidos, nos testes de ““dot-blot” (DOT) e eletroforese em gel de poliacrilamida

(EGPA), a partir de 190 amosiras fecais de ratos, suinos e tamandués-bandeira.

EGPA positive EGPA negativo TOTAL
DOT positivo 71 20 91
DOT negativo 8 91 59
TOTAL 79 111 190

- Sensibilidade: 89%

- Especificidade: 81%

- Valor Preditivo Positivo: 78%
- Valor Preditivo Negativo: 91%

Tabela 7 - Resultados obtidos nos testes de ““dot-blot” (DOT) e eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA), de acordo com a origem da amostra utilizada.

Amostra Suina Amostra Murina Amostra Tamand.

Positive Negative Positive Negative Positive Negativo
BOT 70 81 12 i8 9 0
EGPA 57 94 13 17 9 0




% DISCUSSAQ

Pereira et al {42), em 1988, identificaram duas bandas de RNA dupla fita, utitizando a técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) para pesquisa de rotavirus em fezes de criancas.
Estudos com amostras que continham este material revelaram particulas virais uniformes de
aproximadamente 35 nm de didmetro, conformagio provavelmente icosaédrica e densidade entre 1,38
e 1,40 g/ml em gradiente de cloreto de césic (CsCl). Este pequeno (pico) virus, cujo material
gendmico era composto por RNA bi-segmentado, recebeu o nome de picobirnavirus (PBV).

Os primeiros relatos de identificacio do PBV ocorreram a partir de amostras fecais humanas
{42) e de ratos de vida livre {43). Posteriormente, outros trabalhos mostraram a identificagio do
picobirnavirus em suinos (8,18,19,34,35 46), cobaias (44), aves (32) e coethos (14,37). Virus
semelhantes foram, ainda, descritos em bovinos (52,53} ¢ eqiinos (5). Qutros estudos relataram, sob
diferentes perspectivas, a presenca do PBV em fezes humanas (6,15,16,22,36).

Varios aspectos da biologia destes virus permanecem obscuros e apresentando dados
conflitantes. Por exemplo, questBes como a associagio entre liberaciio do PBV nas fezes e ocorréncia
de diarreia (18,34) e a constituicio proteica do PBV (19,35) permanecem sem dados conclusivos,

Dentre os estudos sendo realizados a respeito do PBV, podem ser destacados a utilizaggo
de diferentes técnicas de extragio do RNA viral, a determinacio do local da infecgdio por PBV e
tentativas de propagagao deste em culturas celulares.

Um dos aspectos nfio previamente estudados a respeito do PBV ¢ sua distribuiciio na
natureza. Na maior parte dos estudos publicados sobre este virus, a wentificacio do mesmo ocorreu

em amostras de fezes de animais de laboratorio e/ou de interesse econdmico ou, ne caso das amosiras



humanas, em ambientes hospitalares. Com a excegdo dos ratos de vida livre (43), o PBV ainda nio
havia sido identificado em outros animais fora das caracteristicas acima mencionadas.

A fim de pesquisar a existéncia de picobirnavirus em fezes de novos hospedeiros, foram
coletadas amostras fecais dos animais pertencentes ao Parque Ecoldgico Municipal Cid A. Franco de
Americana, SEo Paulo.

Foram identificadas, em EGPA, as bandas caracteristicas do PBV a partir de suspensdes
fecais de tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridacivia), com a definigio do tamanho dos segmentos
gendmicos do virus encontrado. Através de regressio linear, e tomando como base de calculo os
valores estipulados por Estes e Cohen (13) para os segmentos de rotavirus SA-11, foram obtidos os
valores de, aproximadamente, 1,9 e 2.3 kpb para os dois segmentos de RNA viral. Estas suspensdes
foram submetidos a metodologia de concentragio por ultracentrifugacio em colchiic de sacarose e
posterior purificagdo por ultracentrifugagdo em gradiente de cloreto de césio (CsCl).

As fragbes coletadas, apds extragfio, foram analisadas em EGPA, com a verificagio da
presenca das duas bandas tipicas do PBV em fragdes com densidades aproximadas de 1,38 g/ml Em
microscopia eletrbnica, foram encontradas particulas virais de, aproximadamente, 21 e 30 nm de
didmetro. A caracterizagio dos segmentos como RNA dupla-fita (ds) foi realizada através de digestio
enzimatica {43}.

Esta descoberta pode auxiliar o melhor entendimento das condicBes observadas em
tamanduas mantidos em zooldgicos, j4 que ha poucas informacdes disponiveis em relagdo as
patologias que podem acometer estes animnais (11,12). Em um dos raros trabathos cientificos
publicados sobre tamanduds-bandeira (11), ndo hé mencio a pesquisa de virus como possiveis

causadores de gastroenterites, ainda que problemas do trato gastrointestinal sejam responsaveis por
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26% das patologias encontradas em animais capturados. Apesar de ndo haver sido deteciada
correlagdo entre a liberaglio do PBV nas fezes e diarréia, a presencga de virus nas fezes ¢ um
importante par@metro 2 ser considerado em futuros estudos sobre estes animais,

Um ponto mmportante a respeito da liberacio do PBV em fezes de tamandua-bandeira ¢ o
fato de que, ac longo de uma série de coletas semanais, houve deteccio do virus em praticamente
todas as amostras. Nio foi possivel coletar as amostras individualmente, 14 que as fezes coletadas
estavam no ch@o do recinto no qual vivem trés animais. Pode-se inferir que pelo menos um destes
animais apresentou um periodo longo de liberagiio do virus nas fezes, o que caracterizaria uma
infecclo cronica. Tal fato foi também descrito em humanos (22), com um individuo HIV-positivo
apresentando um periodo de dois meses de liberagio do PBV nas fezes, nio associado a casos de
diarréia,

Bste trabaiho também levanta a hipotese da existéncia de mais animais hospedeiros para o
PBY, sendo que alguns destes podem ser animais silvestres ou mesmo representar um possivel
reservatono natural para o virus.

Este projeto, que continua em andamento no laboratorio de Virologia, pode levar a
descoberta de novos hospedeiros para o PBV, ou mesmo de um reservatorio natural para o virus,
fatores importantes para o esclarecimento a respeito da origem e distribui¢do deste virus, e de uma
possivel via de transmissfio do mesmo para seres humanos e outros animais.

Para que os estudos a respeito do PBV tenham seqiiéncia, € necessario que haja uma
metodologia eficiente de concentracdo e purificacio virais. E a partir deste ponto, por exemplo, que
podera ser feito © sequenciamento do RNA viral que, por sua vez, pode levar a padronizacdo de um

teste de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo do PBV, cuja relevincia sera
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novamente regsaltada adiante.

No presente estude, foram utilizados trés métodos de concentragio viral: adicio de cloreto
de calcio seguida de centrifugacio (38), adi¢@o de polietilenoglicol (PEG) e cloreto de sédic (NaCl)
seguida de centrifugagio (3) e ultracentrifugacio da suspensio fecal em colchic de sacarose.

As tabelas 2, 3 e 4 mostram os resultados obtidos nos experimentos de concentragio e
purificagdo virais, de acordo com a origem da amostra fecal utilizada. Inicialmente, torna-se
necessario esclarecer que nem todos os métodos foram utilizades concomitantemente. Assim, por
exemplo, no inicio da comparagio entre os meétodos de concentragio, a utilizagio dos gradientes de
cloreto de rubidio (RbC(l), sacarose e tartarato como forma de purificacio ainda nio havia sido
implementada, justificando a auséncia destes experimentos junto 4 concentragio por adicio de cloreto
de caleio (CaCly). Quando o uso de cloreto de rubidio, sacarose e tartarato foi iniciado, o método de
concentragdo por adicdo de cloreto de calcio ja havia sido descartado em fungio dos resultados
negatives obtidos anteriormente.

Da mesma forma, ndio foram testados experimentos mesclande concentragdo por
ultracentrifugagdo em colehiio de sacarose a 30% e purificagio em gradientes de sacarose e tartarato,
em fungdo dos resultados negativos obtidos com a utilizacio destes dois tiltimos gradientes. Observe-
se que o unico método de purificacho presente em todos os experimentos foi aquele com a utilizacio
do cloreto de eésio (CsCl),

As amostras fecais de tamandué-bandeira (tabela 4), por sua vez, foram incorporadas durante
a execugiio do projeto, e, para fins de concentragio e purificagio, optou-se pela utilizacdo conjunta
de métodos que haviam apresentado resultados positivos com amostras de fezes das demais origens

{murina e suinaj, ao lado de dois experimentos baseados na purificacio em gradiente de tartarato.
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Estes Ultimos, assim como para as amostras das outras duas origens, apresentaram resuliados
negativos, quando avaliados em EGPA para verificagfio da presenga das bandas tipicas do PBV.

De acordo com os dados das tabelas 2 ¢ 3, percebe-se inicialmente que o método de
concentragdo por adigdo de cloreto de calcio mostrou-se ineficaz. Ja os demais métodos de
concentracdo apreseniaram recuperacdo do PBYVY, apds purificacio, em a0 menos dois dos sais
utilizados para este fim, o cloreto de césio (CsCl) e o cloreto de rubidio (RbCY).

Em relag@o dos métodos de purificagio, nota-se que nio houve recuperacio do virus em
experimentos nos quais foram empregados gradientes de sacarose e tartarato.

Em uma analise mais detalhada dos resultados obtidos nos experimentos de concentracio
e purificacdo, resumidos nas tabelas 2, 3 e 4, verifica-se que a primeira metodologia de concentracio
(adiggo de cloreto de calcio), quando avaliada em EGPA para verificagio da presenca das duas bandas
tipicas do PBV, ndo se mostrou eficiente. Este resultado pode ser indicativo de que o cloreto de calcio
ngo teria a capacidade de precipitar o PBV ou mesmo de que este sal, na concentracio utilizada nesta
técnica, estaria, de alguma forma, influindo na estabilidade da particula viral (38).

As demais metodologias apresentaram recuperagio do PBV quando avaliadas em EGPA.
Venticou-se que, quando da utilizacio de PEG/NaCl, ocorria, apés a centrifugagdo, a formacio de
um precipitado denso que demandava um maior volume de tampdo para sua ressuspensio, guando
comparado a0 mesmo volume necessario para ressuspensio do precipitade formado apos a
ultracentrifugac@io em colchiio de sacarose.

Acrescentou-se entdo ao tampio 0, 1% v/v de Triton X-100 (47), como forma de eliminar
a0 menos parte do material de origem lipidica acumulado no precipitado. Em funcdo deste precipitado

formado, tornava-se mais trabathosa a manipulaciio do material. Por vezes, tornava-se necessario que



este material fosse submetido & ultracentrifiigac@o em colchfio de sacarose como forma de clarificacio
da amostra.

Apesar dos resuitados obtidos em relacio a recuperagio do virus (apos realizacio da EGPA,
parémetro utilizado para fins de avaliagio do processo de concentragio), semelhantes para ambos os
métodos, optou-se pela ultracentrifugacio em colchiio de sacarose como método de escolha para
concentracdo do PBV a partir de suspensdes fecails.

Como mencionado, havia uma maior dificuldade de manipulacio do material submetido a
concentragdo por PEG/NaCl em fungo das caracteristicas do precipitado formado. Apesar da maior
simplicidade deste método ¢ de o mesmo nfio demandar o uso de ultracentrifuga, havia ainda a
possibilidade de uma maior contaminagdo da amostra a ser submetida s técnicas de purificagio, ja
que outros elementos, inclusive outros virus e ainda bactérias, poderiam também estar sendo
precipitados juntamente com o PBV (3), tornando necessario um passo de clarificacio da amostra.

A ultracentrifugaciio em colchio de sacarose, além de ter se mostrado eficiente como método
de concentragdo viral, também tem como caracteristica a capacidade de clarificar a amostra (32).

Tanto a utilizacdo da ultracentrifugacio em colchiio de sacarose a 45% como a 30%
mostraram-se efetivas na recuperagdo do acido nucleico viral quando avaliadas em EGPA. Por
questdes de praticidade, poder-se-ia recomendar o uso de uma soluciio de sacarose a 30%,

Com estes dados, passou-se entdo & avaliagio dos quatro processos de purificacdo, as
ultracenirifugactes em gradientes de cloreto de césio (CsCl), cloreto de rubidio {Rb(Cl}, sacarose e
tartarato {acido tartarico, sal dipotassico)-glicercl (2). Buscou-se encontrar um procedimento
alternativo para a utilizagdo do cloreto de césio, que € amplamente empregado para fins de purificacio

viral {9,27.50} . Este método foi o de escolha de todos os estudos ja realizados com relacdo a
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purificagiio do picobirnavirus (14,32.34,37, 43 _44).

No caso do gradiente de sacarose, 0 mesmo é pré-formado pela adicio sucessiva de soluces
contendo diferentes concentragdes do aglicar, variando, no presente estudo, entre 5 e 25%. Apos o
periodo de ultracentrifugagio, o valor méximo de densidade encontrado no gradiente foi de 1,17 g/ml,
abaixo da faixa de densidade esperada para o PBV. Nio houve, em EGPA, a detecclio do acido
nucleico viral em nenhuma das fragdes coletadas. Em fungdo destes pontos, a niio detecgdo do acido
nucleico viral em EGPA e as baixas densidades finais encontradas, a utilizacio do gradiente de
sacarose acabou sendo descartada.

Ainda como forma de busca de novas alternativas, foi impianiada uma pova metodologia de
purificagio, baseada no trabatho desenvolvido por Ashley e Caul (2) para estudo de parvovirus, assim
como ¢ PBV também um virus relativamente pegueno e muitas vezes presente em quantidades
pequenas nas fezes (32},

Esta metodologia utiliza uma mistura de tartarato (4cido tartarico, sal dipotassico) e glicerol
no lugar dos sais rotineiramente empregados em processos de purificagio. No trabalho anteriormente
mencionado (2), houve uma significativa melhora da recuperacio de particulas de parvovirus com a
utilizagdo do gradiente de tartarato/glicerol. O gradiente ¢ pré-formado, com a mistura de diferentes
volumes de solugbes-esioque das duas substéncias, sendo que a porgdo inferior do tubo recebe maior
guantidade de soluclo de tartarato -0 que confere maior densidade & mesma- ¢ a porgdo superior
recebe uma maior proporgo de glicerol, conferindo maior viscosidade -e menor densidade- a esta
parte do gradiente.

Us resuitados obtidos com esta metodologia foram semelhantes aos verificados anteriormente

em relagdo ao gradiente de sacarose: nfio houve detecciio do acido nucleico em EGPA e o valor
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maximo de densidade observado (aproximadamente 1,41 g/ml) corresponde ao que seria esperado
para 0 PBV (7). Este valor maximo foi obtido apds modificagdes na metodologia original, inicialmente
com o aumento da concentraciio de tartarato utilizada, diminuicdo da conceniracdo de glicerol (que
acabava por diluir o sal) e por fim a eliminagio do glicerol, com a utilizagdo apenas do tartarato para
a preparagio do gradiente.

Apesar dos resultados obtidos no trabalho original (2), nfio houve reprodutibifidade dos
mesmos em relacdo ac PBV e esta metodologia acabou também sendo descartada,

A utilizaglo dos gradientes de cloreto de rubidio (RhCl) e cloreto de césio {CsCl) apresentou
melhores resultados. Os experimentos realizados com cloreto de rubidio apresentaram um valor
maximo de densidade de solugdo (aproximadamente 1,48 g/mi) inferior ao valor encontrado para os
experimentos que utilizaram cloreto de césio (aproximadamente 1,56 g/ml), mas este valor & superior
aquele esperado para o PBY, o que ndo elimina o RbCl como uma possivel alternativa para ¢ CsCl
Houve detecgfio, em EGPA, do 4cido nucleico viral a partir de fragdes coletadas em experimentos
utihzando o cloreto de rubidio. As densidades das fracdes positivas para PBV em EGPA também
concordam com os dados disponiveis na literatura (7,14,15,32,34,3 7.42.,43 44),

A estimativa de concentragio proteica realizada a partir de leituras espectrofotométricas (29)
das fracdes positivas para PBY em EGPA apresentou valores que podem ser considerados baixos
(item 43 de Resultados). Mesmo sendo uma metodologia pouco precisa como método de
quantificagdo proteica, esta pode ser um parimetro a mais em uma comparagdo entre a utiizagdo dos
dois sais. No presente trabalho, o valor médio encontrado nas fragdes obtidas em gradientes de
cloreto de césio {0,213 % 0,086 mg/ml) foi maior do que aquele encontrado com a utilizacio do

cloreto de rubidio (0,187 + 0,033 mg/ml),
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Nio se pode afirmar, com os dados obtides, que um sal proporcione methores resultados ou
ainda que a particula viral € mais estavel em uma solugio do que na outra. Para tais afirmacdes, seriam
necessarios testes com as particulas virals, como, por exemplo, a inoculagio experimental em animais
e verificagdo da sua infectividade. Para a realizagio de outros testes, torna-se necessario que a
estrutura e composicio do PBV estejam definidas.

No caso do rotavirus, que conta com esta definigio, e que pode ser tomado como parimetro
para uma comparagio com o PBV em funcfo de algumas caracteristicas que ambos os virus t8m em
comum (ambos s&0 virus entéricos, constituidos por RNAds segmentado), ha alguns fatores que
podem influir tanto na estabilidade como na prépria densidade da particuls viral quando em solucio
de cloreto de césio. Em primeiro lugar, linhagens diferentes do proprio virus podem apresentar
caracteristicas distintas, sendo um virus de determinada origem, por exemplo, mais estavel, em relacio
a temperatura, que ouiro de origem diversa. Isto poderia ser causado pela variagdio de genes virais
especificos (9).

A infectividade do virus apos a realizacfio dos gradientes é outro fator a ser considerado. Um
prolongado periodo de estocagem poderia acarretar perda de infectividade, que neste caso também
poderia estar relacionada a temperatura. A prépria exposicdo a uma concentragfo alta de sal {que
ocorre em tais gradientes) poderia influir neste ponto, além de poder ser responsavel por um possivel
processo de degradagfio da particula. A integridade da particula também pode ser afetada pela
concentragdo de fons Ca™ na soluciio. Quanto 4 densidade da particula, a propria composigio quimica
do acido nucleico viral pode influir, Assim, diferentes linhagens virais com diferentes proporgdes de
bases GC poderiam apresentar diferentes densidades em CsClL Uma outra possibilidade a ser estudada

seria a permeabilidade dos virus aos fons Cs'. No case dos poliovirus, por exemplo, a densidade das
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particulas aumnenta significativamente na presenca de CsCl (9),

Todos estes fatores, que foram aplicados ao estudo da estabilidade dos rotavirus em solugio
de cloreto de césio, deveriam ser levados em consideragio numa comparacio entre o uso de CsCl e
de RbClL. Para tanto, senia imprescindivel que tanto a estrutura genética como a proteica do PBV
estivessem claramente definidas, o que ainda nfo foi possivel.

Ja que ainda ndo se dispde de um cultivo celular definido para o PBV, um possivel estudo
de infectividade viral poderia ser realizado através de inoculagiio experimental em ratos. Esta utilizaria
particulas obtidas tanto a partir de gradientes de cloreto de césio {CsCl) como de cloreto de rubidio
(RbCY). Uma possivel diferenca de infectividade poderia ser detectada, o que sugeriria modificactes
na integridade do receptor viral, em fungfo do sal utilizado no processo de purificacio. No entanto,
uma comparagdo mais acurada entre o uso de CsCl e RbCl para a purificagiio do PBV seria, na atual
conjuntura, pouco viavel. No entanto, pode-se sugerir a utilizagio do RbCl como método alternativo
ao CsCl em protocolos de purificagio ndo somente do PBV, mas também em ¢asos nos quais haja
duvida sobre a estabilidade de uma determinada particula viral em solugdes de CsCl ou, como no
exemplo do PBV, em casos nos quais a quantidade de informacdes a respeito da COmMpOSigAs quimica
do virus ¢ limitada.

Um dos possiveis pardmetros para a comparagio entre solugdes de RbCl e CsCi seria o
estudo, em microscopia eletronica (ME), das particulas virais obtidas nas fragtes coletadas dos
gradientes de ambos os sais. Foram encontradas particulas sugestivas de PBV tanto em fracdes
coletadas em gradientes de RbCl como de CsCl. Foi verificada a presenca de particulas de diferentes
didmetros: uma mator, com o didmetro de aproximadamente 30 nm, e uma menor, com ¢ didmetro

aproximado de 21 nm. Em uma amostra também foi verificada a presenca de uma provavel particula



viral vazia (figura 11}

A presenca de particulas de diferentes tamanhos em amostras positivas para PBV foi
anteriormente verificada em diferentes trabalhos (14,15). Foram verificadas variacdes no tamanho
aproximado das particulas, de, respectivamente, 26 a 30 nm e de 35 a 41 nm. Diferentes hipoteses
podem ser propostas para um eventual esclarecimento deste fato. Inicialmente, deve-se considerar que
ambas as particulas apresentam a mesma densidade, ou uma densidade proxima o suficiente para no
permitir uma separagiio das mesmas apos ultracentrifugagio em gradiente de cloreto de césio (CsCh
ou cloreto de rubidio (RbCl). Uma possibilidade seria o fato de o virus apresentar duplo capsideo.
Assim, a maior particula seria completa e a menor teria perdido o capsideo externo.

Estas particulas poderiam ser, também, dois diferentes virus, sendo o PBV apenas uma delas.
O acido nucleico do outro virus poderia nfo ser detectado pelas metodologias utilizadas no
laboratorio, por ndo ser RNA dupla fita. Em outra hipotese, uma das particulas poderia ser um “PBV
atipice” (APBV), conforme descrito por Gallimore et al (16), cujo eletroferétipo nio seria detectado
em EGPA em funcio de sua menor concentragio na amostra.

Ha, ainda, a possibilidade de uma destas particulas exercer uma fungo “helper”, sendo a
outra uma particula defectiva, o que tornaria fundamental sua presenca e justificaria tanto a deteccio
de ambas as particulas em todas as amostras analisadas como a variacio de tamanho encontrada {48}

Um fator verificado em todas as amostras, além da variacio no tamanhoe das particulas, foi
a pequena concentragdo das mesmas. Ndo foram encontrados aglomerados de particulas, com estas,
em sua grande maloria, encontrando-se isoladas.

Este pequenc nimero de particulas pode justificar a ndo deteccio do acido nucleico viral em

EGPA, fato ocorrido em vérios experimentos {vide tabelas 2, 3 e 4). Inicialmente, um pontio a ser



considerado € o termpo de estocagem do material fecal uiilizado nestes experimentos. As amostras sio
testadas em EGPA logo ap6s sua chegada ao laboratorio €, em caso de detecgdo das bandas do PBV,
as mesmas sB0 estocadas a 4°C. O tempo de estocagem poderia ser um fator limitante quanto a
estabilidade da particula, assim como a temperatura. Em alguns casos, uma amostra previamente
testada e positiva para PBV em EGPA mostra-se, apés um novo teste, negativa. Tal fato também
ocorreu quando algumas aliquotas de amostras positivas foram mantidas a -20°C. A nfio recuperacdo
do acido nucleico viral apos certo tempo de estocagem pode sugerir a existéncia de algum fator fisico
influenciando a estabilidade da particula, o que € refletido posteriormente nos experimentos de
purificagio.

Amostras de fezes de ratos experimentalmente inoculados com PBV e mantidos conforme
descrito no item 3.1 de Material e Métodos foram testadas em EGPA e, ap6s a detecclo do acido
nucleico deste virus, submetidas ao processo de concentragiic por ultracentrifugacio em colchiic de
sacarose e purifica¢@o por ultracentrifugagiio em gradiente de cloreto de césio. Apos a determinacio
das fragOes positivas em EGPA, as mesmas foram lidas espectrofotdmetro (260 e 280 nm) para
estimativa da concentragdo proteica (29). O indeulo foi realizado em dois coelhos albinos, de acordo
com a metodologia utilizada por H.G. Pereira (item 3.9 de Material & Méetodos).

Com este procedimento, fot obtido um antissoro anti-PBV para utilizacio no teste seguinte,
baseado em reagOes sorologicas, o “dot-blot”. Conforme anteriormente mencionado, o valor de titulo
observado para este antissoro {0 baixo (1:25), o que pode estar diretamente ligado ao fato de o PBV
apresentar proteinas de baixo peso molecular, menos imunogénicas que proteinas de alto pesc
molecular, que desencadeariam uma resposta imune fraca, justificando o valor encontrado para o

titulo do antissoro.



O teste de “dot-blot” foi implementado 2 partir das recomendagGes de Hawkes et al (24) e
Gouvea et al (20}). Algumas modificagdes foram feitas, como a nio utilizacfio de um antissoro de
captura, ¢ sim a adsorgdo direta da amostra contendo o antigeno (no caso, suspensdes fecais), diluido
em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6, a membrana de nitrocelulose. O periodo de bloqueio com
PBST contendo 5% de leite desnatado {(PBSTL) foi, inicialmente, de uma hora. Os resultados
mostravam indicios de ligagdes inespecificas ocorrendo em toda a superficie da membrana, mesmo
em partes sobre as guais ndo haviam sido aplicadas as amostras, fato que acarretou o aumento do
periodo de bloquieio para um minimo de 2 horas. O mesmo intervalo de tempo foi utilizado nos passos
de incubaglo das membranas com o anticorpo primario e com o anticorpo secundario (conjugado com
peroxidase).

As amostras utilizadas como antigeno foram: sobrenadante de cultura celular de rotavirus
(RV} 8A-11, suspensdes lecais de amostras de fezes suinas, murinas e de tamandui-bandeira, também
positivas para PBY em EGPA, e suspensdes fecais suinas e murinas negativas para ambos os virus.

Os resultados obtidos em “dot-blot™ foram comparados com as informacdes previamente
disponiveis quanto a presenca ou nio, em EGPA, do acido nucleico viral do PBV em suspensdes
fecais. Sendo a EGPA e o “dot-blot” testes distintos que visam a identificacio de diferentes
substancias, acidos nucleicos para o primeiro e determinados componentes de natureza proteica
(componentes estes que podem ou ndo estar associados a particulas virais) para o segundo, ndo seria
indicado comparar diretamente parimetros como sensibilidade e especificidade das duas
metodologias. Seus resultados devem, portanto, ser avaliados com critério, em fungio das
caracteristicas de cada técnica.

Conforme anteriormente mencionade, dispde-se, atualmente, de dois métodos diagnosticos
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para o picobirmavirus, a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), que detecta a presenca das
duas bandas tipicas do RNA viral, ¢ a microscopia eletrbnica, com a observacdo de particulas
virais sugestivas de picobirnavirus. N&o ha, ainda, métodos imunoenziméticos que sejam
rotineiramente usados para o diagndstico deste virus. Sendo este tipe de metodologia uma
importante e difundida ferramenta utilizada para a detecciio da presenga de um determinado virus
{ou do anticorpo produzido contra 0 mesmo) em amostras biologicas diversas, procurou-se
implementar um teste diagnostico para identificacdo do PBV baseado em reagfes sorologicas, de
realizacio e leitura simplificadas.

O “dot-blot” vem sendo utilizado como método diagnostico em diferentes rotinas
laboratoriais, indo desde a identificagiic de antigenos de parasitas como Toxeplasma gondii {4)
a identificagdo de virus entéricos (33}, além de rotavirus e adenovirus (20), por exemplo. Baseado,
assim como 0s ensaios imunoenziméticos do tipo ELISA, em reagdes soroldgicas, o “dot-blot”
apresenta algumas vantagens em relacdo a estes Ultimos. Normalmente, este Gltimo & realizado em
placas de poliestireno, sendo o antigeno {ou o anticorpo de captura, dependendo do ensaio)
diretamente adsorvido a uma fase solida, no caso parte da propria superficie da placa. Sua
realizacio demanda uma série de lavagens que, ao contrario do “dot-blot” (no qual estas podem
ser realizadas manualmente), muitas vezes requerem um aparelho proprio para este fim. Outra
vantagem do “dot-blot” ¢ & leitura visual dos resultados, sem a necessidade de um aparelho de
leitura espectrofotomeétrica. A soma deste fatores torna o “dot-blot” um teste de realizacio mais
simples e de custo mais baixo em relacdo ao ELISA, justificando sua escolha. Outro ponto
favoravel a utihzaclo do “dot-blot” serd discutido adiante.

Um exemplo do valor diagnéstico do “dot-blot” foi descrito recentemente por
Nunamaker et al (40), em estudo realizado com o virus “bluetongue” (BTV). Os pesquisadores

verificaram que tanto o “dot-blot” quanto o ELISA apresentavam rendimentos semethantes no
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diagnostico da infecg@o deste virus em seu vetor, uma espécie de mosquito {Culicoides
variipennis soncrensisy. A utilizagio de imunoeletromicroscopia mostrou methores resultados que
0s testes anteriormente mencionados, mas os préprios autores ressaltam a importincia do custos
dos testes quando da defini¢io da metodologia diagnostica, maiores no caso da microscopia e
equivalentes para “dot-blot” e ELISA. No entanto, o primeiro conta com as mesmas vantagens,
em relaglio ao segundo, ja descritas no paragrafo anterior.

Foram testadas, em “dot-blot”, 190 amostras de suspensdes fecais estocadas no
laboratorio de Virologia, previamente analisadas em EGPA quanto 4 presenca do 4cido nucleico
do PBV. Destas amostras, como mostrado no quadro 1, 71 mostraram-se positivas ¢ 91 negativas,
para ambos os testes. Foram encontradas 8 amosiras negativas em “dot-blot” e positivas em
EGPA e 20 amosiras positivas em “dot-blot™ e negativas em EGPA.

Conforme mencionade, estes testes sio distintos quanto 3 metodologia e principio,
tornando necessaric novamente ressaltar o propésito da implementacio do teste de “dot-blot”, que
€ ter 4 disposi¢io um teste simplificado para triagem das amostras fecais. Partindo deste ponto,
utilizou-se a EGPA como confirmagio ou nfio da presenca do PBV na amostra, e 2 partir da
comparacdo de seus resultados com os verificados no “dot-blot”, foram obtidos os valores de
sensibilidade e especificidade deste Gltimo. Deve-se salientar, portanto, que, para fins de calculo
de tais valores, considerou-se ¢ resultado em EGPA como confirmatério ou nfio da presenca do
PBV em uma determinada amostra.

Foram obtidos valores de 89% ¢ 81% para, respectivamente, valores de sensibilidade e
especificidade do teste de “dot-blot”. O valor preditivo positivo do teste foi de 78% e o valor
preditive negativo de 91%.

De acordo com os dados apresentados na tabela 7, observa-se que a discordancia dos

resultados obtidos nas duas metodologias (“‘dot-blot” ¢ EGPA), encontra-se fundamentalmente
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nas amostras suinas. Em primeiro lugar, deve-se considerar o maior nlimero desias amostras em
relacdo as outras duas amostras utilizadas.

Um segundo fator seria a propria origem da amostra fecal utilizada como indculo para
a obtengio do antissoro anti-PBV, uma amostra murina. De acordo com os resultados mostrados
na tabela 7, verifica-se que, em relagdo a utilizacio de amostras fecais murinas e de tamandués-
bandeira, ha urma maior correlacio entre os resultados obtidos em “dot-blot”e EGPA do que
aquela verificada para as amostras suinas. Mesmo com o menor nimero de amostras de fezes
destas especies (em relagio ao mimero de amostras suinas), pode-se considerar a possibilidade de
o PBY murino possuir mais antigenos em comum com o PBV de tamanduas-bandeira do que com
o PBV suino, o que poderia explicar a maior discordancia de resultados verificada com a utilizacio
de amostras fecais suinas.

Nas amostras suinas poderia, ainda, estar presente um maior nGmero de outros
componentes proteicos que poderiam estar reagindo com o antissoro, contribuindo para as
variagles encontradas para estas amostras, componentes estes muitas vezes detectados pela
EGPA. Novamente ressalia-se a possibilidade de o PBV possuir proteinas de baixo peso
molecular, que provocariam uma reagio imune fraca, levando ao baixo valor encontrado para o
titulo do antissoro e, conseqlentemente, a um maior niimero de reacdes inespecificas.

Uma analise inicial dos resultados mostrados na figura 6 poderia acabar determinando
o abandono do mesmo como método diagndstico, mas alguns pontos devem ser lembrados. Testes
que identifiquern, per se, com 100% de sensibilidade e 100% de especificidade, a presenca de um
determinado antigeno cu anticorpo fazem parte de um ndmero extremamente reduzido de casos
{21). No caso da utilizagho conjunta de dois testes, o que é aqui proposto em relagfo ao “dot-
blot” e a EGPA, deve-se ter em mente o fato de que um dos testes (EGPA) funciona basicamente

como confirmatério do resultado do outro (“dot-blot™),



Na utilizagio conjunta de dois ou mais testes diagnosticos, requere-se que ¢ mais
especifico seja utilizado como teste confirmatério (21,51). Em funclo de suas caracteristicas,
considera-se a EGPA um método altamente especifico para detecgio de RNA dupla fita, fato que.
ressaltado pelas caracteristicas proprias do RINA dupla fita de PBV (genoma bisegmentado,
equimolar e com eletroferotipo definido), fazem com que esta metodologia seja a indicada para
confirmacio dos resuliados do “dot-blot”. Além disto, 2 metodologia de impregnacio do gel pela
prata € capaz de detectar limites de cerca de 300 a 400 pg de RNA (25), conferindo uma boa
sensibilidade a EGPA.

Sendo o proposito fundamental da implementago do “dot-blot™ a obtenciio de um teste
que possa ser usado para fins de triagem e/ou exclusio de amostras negativas, ¢ indicado que este
teste seja basicamente sensivel. A reducio dos valores de especificidade pode ser aceitavel
particularmente em casos nos quais nfo ha outros testes disponiveis com melhores indicadores
(21). Um ponto a ser considerado neste caso €, mais uma vez, o baixo valor de titulo verificado
para o antissoro obtido, o que pode aumentar o nimero de reagdes inespecificas e,
consequentemente, ¢ numero de resultados falso-positivos em um ensaio sorologico. Deve-se
selientar, no entanto, a ndo reagdo cruzada entre o antissoro e as amostras positivas para rotavirus
mcluidas como controles nos testes de “dot-blot™.

Quando um deternunado teste diagnostico ¢ avaliado, deve-se ter definido o propésito
basico do mesmo. se confirmar ou excluir uma determinada possibilidade (21). No primeiro caso,
¢ indicada a escolha de um teste mais restritivo, o que equivaleria a2 uma maior especificidade e
uma menor sensibilidade. No segundo caso, se o propésite do teste ¢ a exclusio de uma
possibilidade, ¢ indicado que o mesmo tenha maior sensibilidade em detrimento de sua
especificidade.

No caso da implementagio do “dot-blot”, buscou-se um método alternative de
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diagnostico da presenga do picobirnavirus em amostras fecais que pudesse ser utilizado como
triagem anteriormente a realizaciio do teste em EGPA. Assim, o propésito basico do teste é
excluir amostras negativas, sendo as positivas posteriormente confirmadas ou n3o pela EGPA. De
tal forma, ¢ “dot-blot” pertence 4 categoria de testes na qual a sensibilidade é o principal fator a
ser considerado, ao lado do valor preditivo negativo.

A EGPA ja fo1, em estudos anteriores (22) considerada mais eficiente que a MiCroscopia
eletrdnica para a detecgdo de PBV a partir de amostras fecais. Além disto, esta vem sendo a
metodologia de escolha para o diagndstico da presenca de PBV em uma amostra fecal. Visando
a identificagdo do acido nucleico viral, a técnica demanda a realizagio de um procedimento de
extracdo do acido nucleico a partir da amostra, resultando em um maior tempo gasto para sua
execugdo do que © necessario para a realizacio do “dot-blot™

A realizagBo do teste de “dot-blot” mostrou-se confidvel como método inicial de
diagnostico da presenca do PBY em uma amostra fecal. A implantagio deste método na rotina
laboratorial conta ainda com outros pontos favoraveis, a comegar pela possibiiidade de utilizacio
de outras amostras alem de suspensdes fecais, como material provindo de lavagem intestinal.

Além do seu valor diagndstico, os resultados obtidos nos testes de “dot-blot”, no qual
0 mesmo antissoro reagiu com amostras de fezes dos 1rés animais utilizados {ratos, suinos ¢
tamanduas-bandeira), sugerem que os virus presentes nestes animais possam apresentar antigenos
em comum, um unportante pomto a ser considerado em futuros estudos sobre diferencas
antigénicas entre picobirnavirus de diferentes origens.

Conforme mencionado anteriormente, hé uma série de estudos sendo realizados a respeito
do picobirnavirus ¢ um dos principais diz respeito ac sequenciamento de seu RNA. Para gue isto
seja possivel, torna-se necessaria a existéncia de métodos eficazes de concentraciio e purificacio

virais, que possam fornecer material suficiente para realizacio de tal técnica. Tendo em mios ao
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menos parte da seqiéncia do RNA viral, pode-se construir uma sonda que tornaria viavel a
implementagdc de um teste de reaglio em cadeia da polimerase {PCR), aliado 3 transcriptase
reversa (RT-PCR). Este método poderia também ser utilizado como forma de identificacio da
presenca do PBYV em amosiras fecais, aliado aos ja existentes: EGPA, microscopia eletrdnica e
“dot-blot™.

Exemplos recentes mostram que ensaios imunocenzimaticos do tipo “dot-blot” também
podem ser utilizados para a detecglio de proteinas virais, com a utilizagio de anticorpos
monoclonais, como ne caso da proteina nio estrutural nsP2 do Semliki Forest virus (30), ou ainda
para fins de quantificaclio proteica (1,26), além do ja citado exemplo de utilizacio do método de
“dot-blot” para diagnostico viral, ao lado de outros ensaios, relatado por Nunamaker et al (40)
para detecgio do virus “bluetongue” (BTV) em mosquitos (Culicoides variipennis sonorensis),

De tal forma, além de seu valor diagnéstico, a implementacio da técnica do “dot-biot”
pode vir a ter outras aplicagles futuras no ¢ue se refere ao estudo do PRV, justificando sua
padronizagdo e utilizacio.

Ainda ha uma série de trabalhos a serem realizados para que se consiga uma mais
completa definicBo das caracteristicas estruturais e antigénicas do PBV, bem como da
epidemiologia de sua infeccdo e de seu papel etioldgico. Esta definigio passa pelos aspectos
discutidos no presente trabalho, como a definiciio de hospedeiros naturais para ¢ virus, o
estabelecimento de metodos eficazes de concentragio e purificacio virais e a mmplementagio de
novos métodos de diagnostico.

A continuidade dos estudos a respeito deste novo virus pode levar ao reconhecimento
de uma nova familia, tendo em vista o fato de que as caracteristicas do PBV niio se encaixam em
nenhum dos taxons virais ja definidos, ¢ que seria um importante ponto dentro dos estudos sobre

origem e filogenia dentro da Virclogia.
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6. CONCLUSOES

- Este € o primeiro relato de identificac#o de picobirnavirus (PBV) em fezes de um animal
sitvestre (tamandué-bandeira, Myrmecophaga tridactyla) mantido em cativeiro, o que pressupde

a existéncia de outros hospedeiros naturais para o virus.

- Dentre as metodologias de concentraciio viral a partir de suspensdes fecais, 0s
resultados mais expressivos foram obtidos com a ultracentrifugacio em colchio de sacarose a 30

ou 45%,

- A utilizacdo dos gradientes de sacarose e tartarato mostrou-se ineficiente.

- A utilizagio do cloreto de rubidio (RbC1) como método alternativo ao cloreto de césio

(CsCly em protocolos de purificaciio do PBV mostrou-se eficiente.

- O teste de “dot-blot” implementado representa o primeiro relato de um ensaio

imunoenzimatico para detecgio do PBV em suspensdes fecais.

- Apesar de ter apresentado valores relativamente baixos de especificidade e predigio
positiva, o “dot-blot™ pode ser utilizado como um teste de triagem em uma rotina diagnéstica, ao

lado de um teste confirmatério como a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA).



7. APENDICE

Tabela 8 - Tabela binaria para calculos de valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo € valor preditivo negativo dos resultados obtidos em teste de “dot-blot” em relacio aos
obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA).

EGPA positive EGPA negative
“PDot-blot™ positive a b
“Dot-blot™ negative € d

Sensibilidade: a/atc
Especificidade: d/b+d

Valor Preditive Positivo: a/a+b
Valor Preditivo Negativo: d/c+d
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