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RESUMO

Com o objetivo de se determinar a diversidade intra-genotipica de rotavirus circulantes em criagdes de suinos de
diferentes municipios localizados no Estado de Sdo Paulo, Brasil, um total de 3 amostras de rotavirus pertencentes ao
genotipo G[5] foram submetidas ao sequenciamento parcial do gene codificador da proteina VP7. Analogamente, outras
4 amostras P[6], tiveram o gene codificador da proteina VP4 parcialmente definidas. A identidade nucleotidica entre as
amostras G[5] variou de 93,1% a 99,4%, e em termos de aminoacidos de 97,5% a 100%. Quanto ao genotipo P[6] as
amostras variaram de 93% a 98,7% e 95 a 100% para as identidades de nucleotideos e aminoacidos, respectivamente.
Adicionalmente, inferéncias filogenéticas feitas a partir de aminoacidos, usando o critério de distincia com algoritmo
Neighbor-Joining e corregdo de Poisson como modelo de substitui¢do, demonstraram que as amostras G[5] aqui
definidas agruparam-se exclusivamente com amostras homoélogas descritas previamente em suinos, enquanto que as
P[6] demonstraram relacionamento tanto com amostras humanas e suinas. Em face destes achados, pode-se concluir que
ha uma heterogeneidade de amostras suinas de rotavirus circulantes nos rebanhos suinos do Estado de Sdo Paulo
pertencentes a um mesmo genotipo.
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SUMMARY

In order to determine the intragenotypic diversity of rotaviruses circulating in pig farms located in different
municipalities in Sdo Paulo, Brazil, a total of three G[5] rotavirus samples were subjected to partial sequencing of the
VP7-encoding gene. Similarly, another four P[6] samples had their VVP4-encoding gene partially defined. The nucleotide
identity among G[5] samples ranged from 93.1% to 99.4%, and in terms of amino acids, 97.5% to 100%. Regarding
genotype P[6] samples varied among 93% to 98.7% and 95 to 100% for nucleotide and amino acids identities,
respectively. Besides, the amino acid-based phylogeny using Neighbor-Joining distance algorithm and Poisson
correction as substitution model, demonstrated that samples G[5] defined herein grouped exclusively with homol ogous
strains previously described in pigs while the P[6] demonstrated a relationship both with human and porcine rotavirus.
In face of these findings, one may conclude that there is heterogeneity of porcine rotavirus strains circulating in pig
herdsin the State of Sao Paulo belonging to the same genotype.
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INTRODUCAO

Os rotavirus suinos sdo uma das principais causas
de diarreia nas criagdes, ocorrendo enzooticamente e
acometendo principal mente animais jovens (WIELER
et a., 2001; KATSUDA et a. 2006). Este virus
pertence a familia Reoviridae, género Rotavirus, e tem
como caracteristica um genoma consistindo de 11
fragmentos de RNA de fita dupla, envolto por uma
tripla camada proteica, no qual o core é formado pelas
proteinas VP1, VP2 e VP3, a intermediaria pela VP6,
que por sua vez também serve como base para
classificagdo em grupos (A a G), e a externa, pela VP4
e VP7, cujos respectivos genes sio marcadores (do
grupo A) para os genotipos Pe G (RAMIG et al., 2005;
ESTES & KAPIKIAN, 2007).

Em suinos, rotavirus do grupo A tém sido descritos
mais frequentemente pertencendo ao genotipos G[3],
G[4] ou G[5] associado com P[6] ou P[7] (CHAN-IT et
al., 2008; GREGORI et al., 2009). Estes virus possuem
algumas  caracteristicas que aumentam  sua
variabilidade genética, incluindo um grande niimero de
particulas excretadas durante a infecgdo, ampla
diversidade de espécies suscetiveis, resisténcia as
condigdes ambientais ¢ a possibilidade de infec¢des
simultineas de diferentes sorotipos num mesmo
individuo (GOUVEA & BRANTLY 1995; JAIN et al.,
2001; KOOPMANS & DUIZER, 2004; ESTES &
KAPIKIAN, 2007; COLLINS et al., 2010). Além
disso, 0s mecanismos pelos quais emergem amostras
de rotavirus envolvem mutagdes pontuais (drifts),
reestruturacdes, rearranjos (TANIGUCHI &
URASAWA, 1995) e recombinagdes intragénicas
(PARRA et al., 2004).

Diferencas genéticas dentro de um mesmo genotipo
ja foram demonstradas (MATTHIINSSENS et a.,
2008) incluindo os genes VP4 e VP7 (ARISTA et al.,
2005; COLLINS et a., 2010; LAMHOUJEB et 4.,
2010), que podem trazer implicagdes em termos de
transmissio zoonética (MARTELLA et al., 2010),
selecdo de amostras vacinais e o aprimoramento de
métodos diagnodsticos (ARISTA et al., 2005; KERIN et
al., 2007).

O objetivo deste estudo foi o de determinar a
diversidade intragenctipica de rotavirus circulantes em
criagdes de suinos localizadas em diferentes
municipios do Estado de Sao Paulo, Brasil, baseada no
sequenciamento parcial dos genes codificadores da
VP4 e VP7, dada a restrita disponibilidade de dados
acercade amostras brasileiras.

MATERIAL E METODOS

Um total de 7 amostras fecais diarreicas foram
colhidas entre os anos de 1999 a 2001 a partir de
diferentes criagdes comerciais localizadas em seis
municipios do Estado de Sdo Paulo, Brasil, foram
triadas como positivas para rotavirus por Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida (PAGE) (HERRING et 4.,
1982) e ELISA policlonal “duplo-sanduiche”
(GREGORI et al., 2000).

A partir de uma suspensio fecal a 50% (v/v) em
TRIS-HCI 0,1 M pH 7,3, centrifugada a 12.000 g por
30 minutos, o RNA total foi extraido com o reagente
TRIzol™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo
com asinstrugdes do fabricante.

A genotipagem G e Pfoi redlizada através de nested
multiplex RT-PCR (GOUVEA et al., 1994ab). De
modo a se evitar contaminagdo por carreamento de
DNA, cada etapa das reacoes foi realizada em saas
separadas. A amostra de rotavirus NCDV foi usada
como controle positivo e 4gua ultrapura como
negativo.

Os produtos obtidos de diferentes reagdes de RT-
PCR, 780 pb para o genotipo G[5] e 423 pb para P[6],
foram purificados diretamente dos géis de agarose,
usando o kit Concert (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
e submetido a sequenciamento de DNA bi-direcional
com BigDye 3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA), de acordo com as instrugdes do fabricante e sem
clonagem prévia. As sequéncias foram definidas em
equipamento ABI-310 (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA) e enviadas ao GenBank (Tabela 1).

Tabela 1 - Lista das amostras de rotavirus sequenciadas, de acordo com o seu codigo de identificagdo, numero de

acesso, genotipo e origem geografica.

Identificagdo Numero de Acesso Genotipo Municipio / Estado
J DQ473526 G[-1° P[6] Itabera / SP
JJ6 DQ473528 G[-] F[6] Piedade / SP
JJ7 DQ473529 -] F6] Capivari / SP
Ji8 DQ473530 G[-] P[6] Braganga Paulista / SP
JJ10 DQ473532 G[5] P[] Ibiuna / SP
JJ12 DQ473534 G[5] P[] It / SP
JJ13 DQ473535 G[5] P[-] Ita / SP

2[-] = genotipo indefinido.
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As respectivas sequéncias de nucletideos G[5] e
P[6] bem como as sequéncias de aminoacidos
traduzidas a partir delas, foram alinhadas
reciprocamente e com outras homologas recuperadas
do GenBank, através do programa Clustal W 1.83
(THOMPSON et al., 1994), usando (ntmero de
acesso/nome da amostra/hospedeiro): a) Genotipo
G[5]: X04613/0OSU/suino; DQ813658/344-04-1/suino;
DQ062572/134-04-15/suino;

DQ515961/CMP178/suino; 1L35054/A46/suino;
L.35059/A34/suino; L.35058/C134/suino;
L.35056/CC117/suino; AY 538665/JL94/suino;

DQ857956/RJ40644-90/humano; DQ857955/RJ35400-
87/humano; EF672588/1AL28/humano; b) Genotipo
P[6]: AY955309/221-04-21/suino; AY955302/221-04-
13/suino; AY955301/134-04-8/suino; AY955300/134-
04-11/suino; AB176685/JP3-6/suino; AY955304/51-
02/suino; M33516/GOTTFRIED/suino;
L20877/M 37/humano.

Rotavirus suinos do grupo C com numeros de
acesso M61101 e M74218, foram adicionalmente
incluidos como grupo externo para a analise
filogenética  dos  genotipos  G[5] e P[6],
respectivamente.

Os valores de similaridade entre as sequéncias
nucleotidicas e de aminoacidos foram obtidos com o
programa BioEdit v. 7.0.53 (HALL, 1999). A
inferéncia filogenética baseada em aminoacidos foi
realizada empregando-se o critério de distancia, com o
método de Neighbor-Joining e Corregdao de Poisson
como modelo de substituicdo, com 1.000 replicatas de
bootstrap, através do programa MEGA 4 (TAMURA et
al., 2007).

RESULTADOS

Das sete amostras testadas, foi possivel definir o
genotipo P[6] (423 pb) em quatro delas enquanto que
para o genotipo G[5] (780 pb) somente 3 amostras
foram caracterizadas. Estes dados estio apresentados
na Tabela 1 de acordo com o seu codigo de
identificagdo, nimero de acesso, genotipo e¢ origem
geografica.

ISSN 2175-0106

Os intervalos dos valores de identidade das
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos entre as
amostras geradas neste estudo e comparadas com
outras homologas selecionadas do GenBank, estdo
apresentados na Tabela 2.

O dinhamento das sequéncias de aminoacidos
correspondente aos residuos 92-212 (de acordo com a
amostra OSU X04613) a partir da tradugdo do gene
codificador daVV P7 estd apresentado na Figura 1.

A arvore filogenética baseada em aminoacidos
traduzidos a partir de um fragmento do gene
codificador da VP7 dos rotavirus esta apresentada na
Figura 2, demonstrando um cluster entre as amostras
definidas neste estudo (indicadas com flechas) e outros
rotavirus suinos (A46, A34, OSU e JL94). Numeros
proximos aos nds sido os valores de bootstrap obtidos
com 1.000 replicatas e a escala representa 0 namero de
substituigdes por sitio.

O dinhamento das sequéncias de aminoacidos
correspondente aos residuos 184-264 (de acordo com a
amostra Gottfried M33516) traduzidas a partir do gene
codificador da proteina VP4, estd apresentado na
Figura 3.

A arvore filogenética baseada em aminoacidos a
partir de um fragmento traduzido do gene codificador
da proteina VP4 esta apresentada na Figura 4, na qual
as amostras suinas brasileiras JJ6, JJ7 e JJ8 (indicadas
com flechas) segregaram-se num cluster, enquanto que
a amostra JJ4 agrupou-se com a amostra homologa
51/02.

DISCUSSAO

Ambas proteinas VP7 ¢ VP4 (no que diz respeito
aos seus sub-produtos de clivagem VP8* e VP5*)
interagem com a membrana das células hospedeiras
(CARTER & SAUNDERS, 2007) e estio
independentemente envolvidas com a indugdo de
anticorpos neutralizantes (ESTES & KAPIKIAN,
2007). Desta forma, elas sio um pardmetro para a
selecdo de estirpes vacinais (KIRKWOOD, 2010) e a
variagdo intragenotipica pode ser uma possivel
explicagdo ndo so para falhas vacinais mas também de
umamelhor capacidade de transmissio interespécies.

Tabela 2- Intervalo dos valores de identidade nucleotidica e de aminoacidos a partir de sequencias parciais da VP7

(genotipo G[5]) e VP4 (genctipo P[6]) de rotavirus.

Genotipo Identidade Nucleotideos (min-max) Aminoacido (min-max)
Entre as sequéncias geradas o . 0 o/
neste estudo 93,1% - 99,4% 97,5% - 100%

G[5] Entre as sequéncias geradas
neste estudo comparadas com
outras recuperadas do Genbank

83,7% - 95%

91,7% - 100%

Entre as sequéncias geradas
neste estudo

93% - 98,7%

95% - 100%

P6] Entre as sequéncias geradas
neste estudo comparadas com
outras recuperadas do Genbank

83,5% - 93,4%

86,4% - 98,7%
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Figural - Alinhamento de um fragmento de 121 aminoacidos a partir da tradugdo do gene codificador da VP7 de
rotavirus, correspondente aos residuos 92-212 (relativo a amostra OSU X04613). Amostras JJ10, JJ12 e JJ13 foram
geradas neste estudo.
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Figura 2 - Arvore filogenética construida com o método de Neighbor-Joining a partir de um fragmento de 121
aminoacidos da protéina VP7 de rotavirus, com amostra do Grupo C dos rotavirus (nimero de acesso M61101) como
grupo externo. Taxons indicados com uma flecha sdo relacionados a amostras de campo brasileiras caracterizadas no
presente estudo; nimeros proximos a cada nd sdo os valores de bootstrap obtidos com 1.000 replicatas e a escala
representa 0 nimero de substituigdes por Sitio.
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Figura 3 - Alinhamento de um fragmento de 81 aminoacidos a partir da tradugdo do gene codificador da proteina VP4
de rotavirus, correspondente aos residuos 184-264 (relativo a amostra Gottfried nimero de acesso M33516). Amostras

J4, 336, JJ7 e JI8 foram geradas neste estudo.
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Figura 4 - Arvore filogenética construida com o método de Neighbor-Joining a partir de um fragmento de 81
aminoacidos da protéina VP4 de rotavirus, com amostra do Grupo C dos rotavirus (niimero de acesso M74218) como
grupo externo. Taxons indicados com uma flecha sdo relativos a amostras de campo brasileiras caracterizadas no
presente estudo; nimeros proximos a cada nd sdo os valores de bootstrap obtidos com 1.000 replicatas e a escala

representa o nimero de substituigdes por sitio.

De fato, no que diz respeito a VP7, a regido
sequenciada corresponde aos residuos de aminoacidos
92 a 212, incluindo parte das regides A e C bem como
a totalidade da B, responsivel pelos epitopos de
neutralizagdo (MATTION et a., 1994).

As amostras G[5] aqui definidas apresentaram
similaridade nucleotidica variando entre 93,1% a
99,4% enquanto que em termos de aminoacidos, entre
97,5% a 100% (Tabela 2). Foram detectadas as
substituigdes D54N, G55E e T80A, como consta na
Figura 1. No que diz respeito a origem geografica das
amostras, houve completa identidade entre aquelas dos
municipios de Ibiuna e Itu (JJ10 e JJ12), embora sejam
distantes em aproximadamente 70 km, enquanto que
dentro do mesmo municipio (Itd) foi detectada

heterogeneidade das amostras circulantes (JJ12 e JJ13),
ainda que pequena (2,5%), podendo representar
diferentes introducdes virais. Cabe ressaltar que o0s
residuos de cisteina na regido alinhada (Figura 1,
posicdes 44, 74, 100, 105 e 116), responsaveis pela
manutencao da conformagdo proteica através das
pontes dissulfidicas (ESTES & COHEN, 1989),
estavam conservadas entre todas as amostras do painel.

Houve uma elevada identidade de aminoacidos
entre as amostras suinas brasileiras com a amostra
OSU (X04613), limitada as substituigdes N54D, E55G,
D66G, T80OM (ou A80M), e amostra A46 (L35054),
com 100% de identidade para as amostras JJ10 e JJ12,
mas por outro lado, o limite inferior da identidade de
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nucleotideos (83,7%) ocorreu entre as amostras
CMP178 e JJ13.

Considerando a regido sequenciada, nio ¢ possivel
concluir que as amostras suinas brasileiras constituam
uma sub-linhagem, embora estudos prévios ja tenham
demonstrado divergéncia dos genes codificadores da
VP7 de outros genotipos ao se comparar, por exemplo,
aqueles pertencendo ao G4 em humanos e suinos
(ARISTA et d., 2005; COLLINS et a., 2010). Com
relagio ao G5, Silva et al. (2011) definiram trés
diferentes linhagens, onde em duas delas coexistem
amostras humanas e suinas. De fato, tal como consta na
Figura 1, rotavirus humanos G[5] previamente
descritos no Brasil, apresentaram um maior
polimorfismo quando comparado aos  Ssuinos,
especialmente as substituigdes DS5ST, D9E e
IS5G/E/V/A.

Estes achados estio de acordo com a topologia da
arvore G[5] (Figura 2) na qual as amostras brasileiras
JJ10 e JJ12 agruparam-se com a A46, devido a
auséncia de polimorfismos no fragmento sequenciado,
resultando numa politomia. Por outro lado, os dados de
sequenciamento  demonstraram  relagdo  entre  as
amostras JJ13, JL94 e OSU, enquanto que a topologia
da arvore denota uma maior distancia entre as amostras
Suinas e aquelas isoladas de humanos, que por sua vez
formaram um grupo separado (Figura 2).

Considerando o genotipo P[6], aregido sequenciada
do gene codificador da proteina VP4 (residuos de
aminoacidos 184-264) compreende principalmente o
produto de clivagem VP8* (MATTION et al., 1994).
Os valores de identidade de aminocacidos variaram de
95% a 100% (Tabela 2), com vaor maximo
apresentado entre amostras dos municipios de Piedade
(JJ6) e Braganca Paulista (JJ8), geograficamente
distantes entre si em torno de 170 km. Estas amostras
também diferiram por uma unica substituicdo de
aminoacidos (H61Y) da amostra JI7 (Figura 3),
também refletida pela topologia da arvore (Figura 4). A
amostra JJ4 manteve um maior relacionamento
filogenético com a amostra suina 51/02, previamente
descrita na Espanha. As substituigdes de aminoacidos
encontradas entre as amostras sequenciadas neste
estudo sdo V131, V491, Y61H e R62Q.

Martella et a. (2006) através da andlise da VP8*
observaram que o0s rotavirus suinos podem ser
caracterizados em diferentes linhagens dentro do
mesmo genotipo P[6], mas observaram um maior grau
de similaridade nucleotidica e de aminoacidos com a
amostra prototipo humana M37 (linhagem 1) do que
com a amostra suina Gottfried (linhagem II), sugerindo
um forte relacionamento na evolugdo dos rotavirus
animais e humanos. A topol ogia da arvore, mostrada na
Figura 4, esta de acordo com este fato, uma vez que as
amostras suinas JJ4, JJ6, JJ7 e JI8 apresentaram
relacionamento proximo com a M37, embora a regido
hipervariavel B, localizada entre os residuos 92 a 192,
nao tenha sido incluida na analise. Espera-se que o0s
genes codificadores da VP4 e VP7 tenham diferentes
niveis de conservac¢do nucleotidica uma vez que eles
Sio alvo de anticorpos neutralizantes (TANIGUSHI &
URASAWA, 1995), e nesse sentido a comparagdo da
patogenicidade e viruléncia causadas por substitui¢des

de aminoacidos é necessaria para uma compreensiao
mais ampla das infec¢des causadas por rotavirus bem
como para a predicdo da eficiéncia de imundgenos.
Além  disso, ndo foi possivel caracterizar
simultaneamente os genotipos G e P das amostras
estudadas, 0 que pode ser atribuido a variabilidade nos
sitios de reconhecimento dos primers (KERIN et a.,
2007; COLLINS et al., 2010) tornando necessaria uma
constante revisio ou atualizagio destes
oligonucleotideos assim que novas sequéncias tornem-
se disponiveis.

Apesar de que regides parciais dos genes
codificadores da VP4 e VP7 tenham sido |levadas em
consideragdo e o tamanho da amostra relativamente
pequeno, ¢ possivel concluir que hd uma mistura de
rotavirus suinos pertencentes a um mesmo genotipo
circulantes nos rebanhos do Estado de Sio Paulo,
Brasil.
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