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RESUMO

Em todo o mundo as gastroenterites infantis agudas causadas por rotavirus do grupo A
(RV-A) estdo associadas a cerca de 611.000 mortes por ano. RV-A pertencem a familia
Reoviridae, género Rotavirus, e sdo constituidos de onze segmentos de RNA dupla-fita que
codificam para seis proteinas estruturais (VPs) e seis proteinas nao-estruturais (NSPs). Os
gendtipos de RV-A sdo definidos por dois genes que codificam para as duas proteinas do
capsideo externo, VP4 (P) e VP7 (G). Estudos epidemioldgicos demonstraram que
mundialmente cinco gendtipos G sdo mais frequentes: G1-G4 e G9; em associacdo com 0S
gendtipos P [8], P [4] ou P [6]. Em 2005 houve a re-emergéncia do genétipo G3 em criancas
internadas em um hospital publico no Rio de Janeiro, em concordancia com a emergéncia
desse gendtipo em diversas partes do mundo, principalmente nos paises asiaticos. O objetivo
do presente estudo € determinar a relacdo entre os genes VP4, VP7 e NSP4 de RV-A gen6tipo
G3 isoladas no Rio de Janeiro entre 1996 e 2009. A anélise filogenética realizada a partir das
sequéncias de nucleotideos dos genes do VP7, VP4 e NSP4 demonstrou que as amostras que
circularam em 1996 e 1997 no Rio de Janeiro sdo distintas daquelas que foram isoladas em
2005 e 2006, sugerindo uma possivel introducdo deste genétipo no Rio de Janeiro. Em 20009,
mais amostras de RV-A G3 foram detectadas no Rio Grande do Sul. A anélise dos trés genes
estudados demonstrou estreita relacdo genética com as amostras isoladas em 2005.
Recentemente, um novo sistema de classificacdo de rotavirus foi proposto, em que todos os 11
segmentos do genoma de RNA s&o utilizados e valores de cut-off foram determinados para
diferenciar os genotipos. Segundo essa nova classificacdo, todas as amostras desse estudo
foram classificadas como pertencentes aos genoétipos G3 — P[8] — E1 para VP7, VP4 e NSP4,
respectivamente. Em todos os genes estudados foram observadas mutacdes pontuais em
regides antigénicas, porém sdo necessarios mais estudos para avaliar a importancia na
estrutura e funcdo das proteinas. Foram evidenciados eventos de reestruturacdo gendmica
entre amostras humanas para o gene que codifica para VP4 (VP8*), os quais podem estar
relacionados a uma vantagem adaptativa para o virus. Os resultados do presente estudo
confirmam a importancia do monitoramento continuo e da caracterizagdo molecular das
amostras de RV-A a fim de obter melhor entendimento da epidemiologia e a evolugédo dos
RV-A gendtipo G3.
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ABSTRACT

Acute gastroenteritis caused by group A rotaviruses (RV-A) are associated to nearly
611,000 deaths of children worldwide per year. RV-A belong to the family Reoviridae, genus
Rotavirus, and are characterized by having a segmented genome, composed of 11 segments of
double-stranded RNA that encodes six structural proteins (VPs) and six non-structural
proteins (NSPs). The genotypes of RV-A are defined by two genes that codify the two outer
proteins, VP4 (P) and VP7 (G). Epidemiological studies in several parts of the world have
indicated that there are five most common G genotypes: G1-G4 and G9; in association with P
[8], P [4] or P [6] genotypes. In 2005, genotype G3 has emerged in hospitalized children in a
public hospital in Rio de Janeiro, corroborating the global emergence of this genotype,
especially in Asian countries. The present study aims to determine the relationship between
the genes VP4, VP7 and NSP4 of stool samples positive for RV-A genotype G3 isolated in
Rio de Janeiro between 1996 and 2006. Phylogenetic analyses carried out on the VP7, VP4
and NSP4 genes demonstrated that the samples that circulated in 1996 and 1997 in Rio de
Janeiro are distinct from those that were detected in 2005 and 2006, which suggests a possible
entering of a new G3 variant in Rio de Janeiro. In 2009, new samples of G3 were detected in
Rio Grande do Sul. The analysis of the three studied genes demonstrated a straight genetic
relation with the samples identified in 2005. A new rotavirus classification system has been
recently proposed, in which all the 11 RNA genome segments are utilized and cut-off values
were determinated to differ the genotypes. According to this new classification, all the
samples in this study were characterized as genotypes G3 — P[8] — E1 to VP7, VP4 and NSP4,
respectively. In all studied genes there were amino acids substitutions in antigenic regions,
although more studies are necessary to evaluate the importance in the structure and protein
functions. Genomic restructuration events in the VP4 (VP8%*) codifying gene between human
samples have been been described, which might be related to an adaptive advantage for the
virus. The results of the current study confirm the importance of continuous monitoring and
molecular characterization of RV-A samples with the purpose of a better understanding of RV

epidemiology and evolution.
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1. INTRODUCAO

1.1. A doenca diarréica e os rotavirus

A diarreia é a principal manifestacdo clinica das gastroenterites e pode ser
acompanhada por outros sintomas como nausea, vomito e dor abdominal. E responsavel pela
perda significativa de fluidos, determinando o desequilibrio eletrolitico e consequentemente
desidratacdo, podendo levar a morte quando associado a fatores como desnutrigdo e auséncia
de assisténcia medica (UNICEF/WHO, 2009). Embora a diarréia aguda (DA) infantil seja
uma doenca comum entre criangas de todo o mundo, ela assume um significado especial, pois
é responsavel por um grande nimero de hospitalizacGes pediatricas, além de constituir a
segunda principal causa de morbidade e mortalidade infantil fora do periodo neonatal,
particularmente em paises em desenvolvimento (Bern & Glass, 1994; Gentsch et al., 1996;
Kapikian, Hoshino & Chanock, 2001; Parashar et al., 2006). Nesses paises estima-se que a
cada ano ocorram cerca de um bilhdo de casos de diarréia, 3,3 milhdes deles fatais em paises
da Africa, América Latina e Asia, excluindo a China, em criangas com menos de cinco anos
de idade (Kapikian, Hoshino & Chanock, 2001). A importancia € ainda maior quando se soma
o0 impacto da doenca na populacdo, que pode ser evidenciado por danos a saude, afetando o
desenvolvimento infantil, bem como a sociedade por custos gerados pela demanda aos
servicos médicos, atendimento ambulatorial e hospitalizacdes (custos diretos), além dos
gastos imediatos, por perdas de dias de trabalho, de escola, gastos com medicamentos,
transportes, etc. (Instituto Adolfo Lutz e Centro de Vigilancia Epidemioldgica "Professor
Alexandre Vranjac", 2004).

Ainda hoje, a DA é a segunda maior causa de mortalidade infantil em todo o mundo
(Figura 1), sendo responsavel por cerca de 1,5 milhGes de obitos a cada ano (UNICEF/WHO,
2009). No Brasil, as taxas de mortalidade infantil por DA s&o maiores nas regides nordeste e
norte do pais, e apresentam variagGes nas regides centro-oeste, sudeste e sul (Ministério da
Saude, 2010).
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Figura 1. Principais causas de morte em criancas de até 5 anos de idade em nivel global
(adaptado de UNICEF/WHO, 2009).

Dentre os agentes infecciosos implicados na etiologia da doenca diarréica, podemos
destacar os virus, as bactérias e 0s parasitos, sendo que a importancia das infeccbes intestinais
bacterianas e parasitarias esta diretamente relacionada as condicBGes sécio-econdmicas da
populacdo. Com relacdo aos virus, 0 mesmo ndo pode ser afirmado, visto que muitos destes
permanecem como problema de satde publica mesmo em paises desenvolvidos.

Atualmente, os rotavirus A (RV-A), norovirus, astrovirus e adenovirus entéricos sdo
reconhecidos como importantes agentes etiolégicos de surtos de gastrenterite em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, embora os dados disponiveis nestes Gltimos estejam
relacionados principalmente aos estudos sobre RV-A. Os rotavirus (RV) sdo os principais
agentes etioldgicos da DA, e estima-se que sejam responsaveis por cerca de 40% de todas as
admissdes hospitalares devido a diarréia em criancas de até cinco anos de idade em todo o
mundo — levando a aproximadamente 100 milhdes de episédios de DA a cada ano, que
resultam em 350.000 a 600.000 mortes (UNICEF/WHO, 2009).

Devido a importancia dos RV-A na etiologia da DA, em abril de 2009 foi
recomendada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) a introducdo da vacinagao contra
RV em todos os programas nacionais de imunizagéo (UNICEF/WHO, 2009).



1.2.  Historico

Em 1973 Bishop e col. descreveram a ocorréncia de particulas virais semelhantes aos
orbivirus pela andlise por microscopia eletronica (ME), de células do epitélio de mucosa
duodenal de criancas com quadro de DA ndo bacteriana. Inicialmente denominados
Orbivirus-like (Bishop et al., 1973), esses virus foram ainda denominados Reovirus-like
(Kapikian et al., 1974) e Duovirus (Davidson et al., 1975). Finalmente, em 1978 foram
denominados Rotavirus devido ao aspecto semelhante ao de uma roda quando observados por
ME, formando um novo género dentro da familia Reoviridae (Flewett & Woode, 1978). No

Brasil, a primeira deteccdo dos RV ocorreu em 1976 por Linhares e col. (1977).

1.3.  Particula viral

A particula viral completa é ndo-envelopada, apresenta simetria icosaédrica e didmetro
de aproximadamente 100 nm. O capsideo é formado por trés camadas protéicas (Figura 2):
capsideo externo, capsideo interno e o core, onde se encontram os 11 segmentos de RNA fita
dupla (RNAfd) que constituem o genoma. No core encontram-se associadas ao RNAfd trés
proteinas estruturais: VP1, VP2 e VP3, codificadas pelos segmentos 1, 2 e 3, respectivamente.
Juntas, essas proteinas representam aproximadamente 18% das proteinas virais. A proteina
VP6, codificada pelo segmento 6, é a mais abundante (51%) e constitui o capsideo interno.
Formando o capsideo externo encontram-se as proteinas VP4, codificada pelo gene 4; e VP7,
codificada pelos genes 7 (Rhesus sp.), 8 (rotavirus bovino UK) ou 9 (SA-11). Outras seis
proteinas ndo-estruturais sdo codificadas pelos segmentos gendmicos restantes: NSP1, NSP2,
NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6 (Kapikian et al., 2001).
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Figura 2. Representacdo esquematica e tridimensional da particula de rotavirus A simio (SA11). A:
Eletroforese em gel de poliacrilamida dos 11 segmentos do genoma do rotavirus A simio (SA11). B: Gel de
poliacrilamida mostrando a separagdo das proteinas estruturais (NSP1 — NSP6) e ndo estruturais (VP1 - VP4,
VP6 — VP7) sintetizadas pelo rotavirus A SA-11. C: Micrografia eletronica de rotavirus A. D: Reconstrugdo em

3D do virion de SA-11, mostrando a localizagdo das VPs. (Adaptada de Conner & Ramig. 1997).

1.4. Genoma viral

O genoma dos RV é constituido por onze segmentos de RNA fita dupla (RNAfd) e
cada um codifica para uma Unica proteina estrutural (VPs) ou ndo-estrutural (NSPs)
especifica. O segmento 11 é a excecdo, visto que codifica para duas proteinas: NSP5 e NSP6.
Os segmentos variam em namero de nucleotideos (nt), com tamanhos entre 663 e 3.302 pares
de base (pb), totalizando 18.550 pb. Cada segmento de RNA de polaridade positiva (RNA
(+)) inicia-se com uma guanidina (G) na extremidade 5°, seguida de uma regido conservada
ndo-codificante, uma fase aberta de leitura (ORF, do inglés: Open Reading Frame) e outra
regido conservada nédo-codificante, que termina com duas citosinas (C) na extremidade 3". A
maioria termina com uma sequiéncia consenso 5 -UGUGACC-3’, e estas sequiéncias contém
sinais importantes para a expressdo génica e replicacdo. Os tamanhos das regides néo-
codificantes nas extremidades 5" e 3" variam para os diferentes genes, ndo ha poliadenilacédo
na extremidade 3" e todos 0s genes sequenciados possuem pelo menos uma longa ORF ap6s o
primeiro codon de iniciacdo (Estes, 2001). A grande conservacdo das sequéncias terminais

nos segmentos gendmicos sugere que elas possuem importantes sinais para a transcrigéo,
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transporte de RNA, replicacdo, montagem ou empacotamento dos segmentos genémicos
(Patton & Spencer, 2000).

1.5. Proteinas Virais

1.5.1. Proteinas Estruturais

1.5.1.1. VP1

RNA polimerase — RNA dependente. Juntamente com as proteinas VP2 e VP3
participa do complexo de replicagdo e de transcri¢do do virion (Arnoldi et al., 2007). Entre as
proteinas do core € a Unica que possui uma seqiiéncia especifica de reconhecimento ao RNA
viral, através de regides conservadas de quatro bases, UGUG, na extremidade nucleotidica 3’

(Lu et al., 2008).

1.5.1.2. VP2

E a proteina em maior quantidade no core viral. Faz parte do complexo de replicacéo e
liga-se tanto a VP1 quanto a VP3, através de um dominio na sua por¢do N-terminal. A
interacdo protéica VP2/VP1/VP3 é critica na replicagdo e transcricdo do genoma viral
(Heiman et al., 2008). Ainda, a superficie externa da proteina VP2 interage com a proteina
VP6 nos estagios iniciais da morfogénese viral. A interacdo VP2/VP6 é importante para a
formacdo de particulas intermediarias de camada dupla de proteina (DLPs: double layer
particles), também influenciando na atividade transcricional da particula completa que sera
originada (Estes & Kapikian, 2007).

1.5.1.3. VP3

Também é constituinte do core. Embora ndo se tenha certeza do papel da VP3 na
morfogénese dos RV vérios estudos tém demonstrado suas atividades guanilil e
metiltransferase (Patton, 1995; Mertens, 2004). Dados da anéalise de sequéncias do gene que

codifica para VP3 ainda sdo limitados, porém ja foi demonstrado o elevado grau de



conservacdo deste gene em rotavirus obtidos a partir de amostras humanas e uma baixa

conservacao quando comparado a amostras obtidas de animais (Subodh et al., 2006).

1.5.14. VP4

A proteina VP4 ndo é glicosilada e forma espiculas inseridas no capsideo externo de
particulas virais maduras. Exerce fungdes essenciais no ciclo viral, como adesdo a célula e
internalizacdo, além de executar fungGes de hemaglutinacdo e neutralizacdo (Dunn et al.,
1995; Ludert et al., 1996). E susceptivel a proteélise, que esta associada ao aumento da
infecciosidade dos RV e a entrada do virus na célula (Arias et al., 1996; Estes, 2001). Durante
a protedlise, a VP4 é clivada em VP5* e VP8*, que permanecem associadas ao virion. O
peptideo VP5* esta associado a atividade de neutraliza¢do cruzada entre os diferentes tipos de
VP4 e, provavelmente, possui 0s epitopos responsaveis pela adsorcdo do virus a célula. Por
outro lado, o peptideo VP8* contém a maioria dos epitopos associados as reagdes tipo-
especificas (Jayaram et al., 2004) (Figura 3). Cinco epitopos de neutralizacdo foram
recentemente mapeados dentro da subunidade VP8* da proteina VP4, localizados nas
posicBes aminoacidicas M1-L10, 135-R44, 155-D66, V115-G123 e L223-P234 (Kovacs-Nolan
et al., 2003). Como a proteina VP4 estd envolvida no processo de reconhecimento celular, o
dominio de unido a carboidrato de VVP8* é considerado um alvo para o desenvolvimento de
drogas. Poucos estudos tém reportado informacgdo estrutural sobre o dominio da VP8*
(Kraschnefski et al., 2005; Dormitzer et al., 2002; Scott et al., 2005; Monnier et al., 2006).
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Figura 3. Esquema representativo da organiza¢ao do gene de VP4 de rotavirus (adaptada de Estes, 2001).

1.5.15. VP6



E a proteina viral mais abundante dos RV e possui na superficie determinantes
antigénicos que permitem a classificacdo dos RV em diferentes grupos (A-G) e subgrupos de
RV-A (1, I, I+1l, ndo-I e ndo-Il). Encontra-se no capsideo interno e é composta por dois
dominios, um que interage com as proteinas VP7 e VP4, e outro com a VP2. Desta forma,
participa de duas importantes funcbes do virus: a adsorcdo e penetracdo na célula, e a
transcricdo do RNAfd (Heiman et al., 2008). O dominio de trimerizacdo da VP6 com
VP7/VP4 e VP2 esté localizado entre os aminoacidos (aa) 246 e 315. Os residuos 296 a 299 e
305 sdo importantes no reconhecimento pelos anticorpos monoclonais Mabs255/60

determinantes de subgrupo (Kapikian et al., 2001).

1.5.1.6. VP7

E uma glicoproteina e, juntamente com VP4, forma o capsideo externo. Altamente
imunogénica, induz a sintese de anticorpos neutralizantes. Esta proteina pode modular a
atividade da VP4 no processo de adsorcdo e entrada dos RV na célula, interagindo com
moléculas da superficie celular, uma vez que a proteina VP4 tenha iniciado o processo de
adsorcédo (Jayaram et al., 2004).

A VP7 apresenta ORF composta por uma seqiiéncia nucleotidica que codifica para 326
aa (Figura 4). Cada uma dessas regides € precedida por dominios hidrofébicos designados de
H1 (aa 6 a 23) e H2 (aa 33 a 44), que podem funcionar com uma sequiéncia sinalizadora para
dirigir a VP7 para o reticulo endoplasmatico (RE). Um terceiro codon de iniciacdo também
esta presente antes do segundo dominio hidrofébico. Algumas amostras de RV contém até trés
sitios potenciais de glicosilacdo. Contudo, aparentemente apenas dois sitios sdo glicosilados
(Kapikian et al., 2001). Anélises da seqliéncia do gene que codifica para esta proteina,
descrevem 9 regides variaveis (VR1 — VR9), sendo 4 destas regides variaveis consideradas
principais sitios antigénicos: regido A (aa 87 — 101), regido B (aa 143 — 152), regido C (aa 208
— 223) e regido F (aa 235 — 242) (Kirkwood et al., 1993). Os demais sitios antigénicos
identificados sdo: regido D (aa 291) e regido E (aa 190) (Dunn et al., 1993).
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Figura 4. Esquema representativo da organizagao do gene de VP7 de rotavirus (adaptada de Estes, 2001).

1.5.2. Proteinas Nao-estruturais

1.5.2.1. NSP1

Apresenta associacfes com o citoesqueleto celular favorecendo a interacdo virus-
célula. E a proteina viral menos conservada, apresentando maior variabilidade de seqiiéncias
do que VP4 e VP7. A NSP1 possui dominios relativamente conservados, regides ricas em
cisteina, que determinam a formacdo de dominios de unido ao RNA (zinc finger domain)
(Estes, 2001; Mertens, 2004).

1.5.2.2. NSP2

Proteina extremamente conservada e expressa em altos niveis em células infectadas. E
encontrada no viroplasma, regido eletrodensa do citoplasma da célula infectada e adjacente ao
RE onde ocorrem 0s processos de transcri¢do, traducdo, replicacdo e empacotamento do
RNATfd gendmico viral. A NSP2 associa-se a NSP5, estando ambas as proteinas envolvidas na
replicacdo, formacdo de viroplasmas e encapsidacdo viral. A NSP2 possui ainda atividade
desestabilizadora de hélices de acidos nucléicos e atividade NTPase (Estes, 2001; Mertens,
2004).



1.5.2.3. NSP3

Envolvida na regulagéo da traducdo. A NSP3 tem conformacdo de um homodimero
que reconhece a seqiiéncia consenso 3’ do RNA mensageiro (RNAm), o que favorece a
traducdo dos transcritos de RNAmM aos ribossomos e ainda impede a degradacdo dos mesmos

por nucleases celulares (Jayaram et al., 2004).

1.5.24. NSP4

Unica proteina ndo-estrutural que ndo se liga a0 RNA, é muito estudada devido a sua
importancia na morfogénese viral e por sua funcdo de enterotoxina (Estes, 2001).

Possui trés dominios hidrofobicos localizados na porcdo N-terminal, H1 - H3, dois
sitios de glicosilacdo situados em uma pequena alca no limen do RE, um dominio
transmembrana, um dominio de oligomerizacdo, um sitio de ligacdo com a VP4 e uma regido
com cerca de 20 aa para a ligacdo com o capsideo imaturo (Figura 5); (Bowman et al., 2000;
Huang et al., 2004).
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Figura 5. Representagdo esquemaética da proteina NSP4 de rotavirus. Detalhes de sua

localizacdo na membrana do reticulo endoplasmaético (adaptada de Bowman et al., 2000).

Na morfogénese do virus, além de ser um receptor para a VP4, atua como receptor
intracelular na membrana do RE para as DLPs durante o processo de matura¢do. Também
participa do processo de transporte dessas particulas através do RE e na remocdo do
envoltorio transitorio durante a montagem de particulas maduras (Taylor & Bellamy, 2003). A



NSP4 é capaz de ativar os canais dependentes de Ca** no intestino e foi descrita como a
primeira enterotoxina viral (Ball et al., 1996). O peptideo correspondente aos residuos aa 48-
91 de NSP4 é capaz de promover uma desestabilizacdo da membrana do RE com consequente
lise do mesmo, levando a um aumento do Ca" intracelular (Browne et al., 2000). Por
consequéncia, ha o aumento de secrecdo de ions cloreto (CI") e ocorréncia de diarréia de
natureza secretoria (Tian et al., 1995; Estes, 2001; Huang et al., 2004).

Um residuo de aa nas posi¢des 114 até 135 da NSP4 foi descrito como sendo capaz de
induzir a diarréia em camundongos recém-natos e que alteracdes dos aa neste residuo podem
levar a mudancas na atividade toxigénica e viruléncia dos RV (Figura 6) (Huang et al., 2004).
Quatro sitios antigénicos foram descritos para esta proteina: ASI (151 — 169), ASII (136 —
150), ASIII (112 — 133) e ASIV (1 — 24) (Borgan et al., 2003).

Em um estudo com camundongos vacinados com esta proteina foi observada a
inducdo de protecdo homotipica e heterotipica contra diarréia por RV (Estes, 2001). Em
humanos, a NSP4 foi descrita como sendo capaz de induzir reposta imune celular e humoral
(Johansen et al., 1999).
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VP4 binding site
112 eNSP4 175
H1, H2 e H3 — Dominios hidrofobicos C — Cisteinas conservadas
Dip — Sitio de ligacdo com a VP4 P — Prolinas conservadas

Y — Sitios de glicosilacédo

Figura 6. Esquema representativo da organizacdo do gene para a proteina NSP4 de rotavirus (adaptada de

Estes, 2001).

1.5.2.5. NSP5

Possui atividade autoquinase e apresenta formas hipo e hiper fosforiladas em células
infectadas (Taraporewala & Patton, 2004). Durante o processo de replicacdo, NSP2, NSP5 e
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NSP6 estdo associadas na formacdo de viroplasmas (Estes, 2001). Mesmo na auséncia de
outras proteinas virais, a interagdo com NSP2 leva & formacdo in vitro de estruturas
semelhantes a viroplasmas (VLS, do inglés: viroplasm-like structures). Ambos os dominios

N- e C-Terminais encontram-se implicados na formacéo das VLS (Fabbretti et al., 1999).

1.5.2.6. NSP6

Codificada por uma ORF localizada no segmento 11, distinta da que codifica para
NSP5, € encontrada principalmente nos viroplasmas. Interage com NSP5, evidenciando sua
participacdo nos processos de replicacdo e encapsidacdo do virus. Tem sido proposto que
algumas variantes de RV-A e RV-C ndo codifiquem esta proteina (Taraporewala & Patton,
2004; Estes & Kapikian, 2007).

1.6. Replicacao viral

A replicacdo ocorre no citoplasma das células absortivas diferenciadas, localizadas no
terco apical das vilosidades do intestino delgado. As particulas infecciosas sdo liberadas no
limen intestinal e o processo replicativo tem continuidade na area distal do intestino delgado
(Estes, 2001).

A infecciosidade dos RV in vitro é aumentada pela tripsina. A acdo proteolitica desta
enzima resulta na clivagem da proteina VP4, gerando dois polipeptidios: VP5* e VP8*. Esta
clivagem interfere no processo de adsor¢cdo, mas esta associada a internalizacéo das particulas
de RV nas células. Uma vez que os RV estdo expostos as secrecdes pancredticas, presume-se
que esta clivagem ocorra no limen intestinal do hospedeiro durante a infeccdo viral (Zarate et
al., 2000).

O inicio do processo de adsorcdo se da por interacdo dos dominios VP8* e VP5* com
acido sialico e integrinas, respectivamente, presentes em receptores celulares. Estudos
demonstraram que concentra¢fes apropriadas de célcio sdo necessarias para a estabilidade da
particula, aparentemente pela estabilidade de VP7. A remog&o dos ions livres de Ca*" dissocia
os trimeros de VP7 em monomeros, liberando a VP7 do virion, e resulta no inicio da
penetracao induzida por mudancas conformacionais que ocorrem em VP4 (Aoki et al., 2009).

O mecanismo de penetracdo viral ainda ndo foi totalmente esclarecido. Ambos os

mecanismos de penetracdo viral, endocitose mediada por receptor ou penetracéo direta através
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da membrana celular, tém sido sugeridos para RV. Possivelmente ocorra mais de um
mecanismo de penetracao viral, como ja foi descrito para os poliovirus e os reovirus (Estes &
Kapikian, 2007).

No citoplasma ocorre a perda do capsideo externo (desnudamento) liberando as DLPs
no citoplasma celular (Figura 7). Os RNAs sdo transcritos pela RNA-polimerase RNA-
dependente (VP1). Ocorre a sintese de RNA(+) a partir da fita negativa do RNA viral. As fitas
de RNA(+) servirdo de RNAmM para a traducdo das proteinas virais (estruturais e ndo-
estruturais) e de molde para a producdo de novas fitas de RNA(-). As proteinas recém
sintetizadas (VP1, VP2, VP3 e VP6; NSP2, NSP5 e NSP6, esta ultima quando presente) e o
RNA fita simples (RNAfs) viral sdo reunidos no citoplasma da célula infectada, constituindo
uma regido eletrodensa denominada viroplasma (Kapikian et al,. 2001; Estes & Kapikian,
2007). O capsideo interno (VP6) envolve o core (RNAfd, VP1-VP3) formando a particula
viral incompleta, com aproximadamente 50 nm de didmetro (DLPs). Esta deixa o viroplasma
e vai para o interior do RE Rugoso (RER), onde adquire o capsideo externo juntamente com
um envoltorio transitorio. A maioria das proteinas estruturais e ndo-estruturais € sintetizada
nos ribossomas livres, no entanto, as proteinas glicosiladas VP7 e NSP4 séo sintetizadas em
associacdo com o RE. A VP7 forma o capsideo externo e a NSP4 possui dominio
citoplasmatico que funciona como receptor das DLPs, interagindo diretamente com VP6 e
VP4 e viabilizando o brotamento das DLPs para o interior do RE. Durante o brotamento, as
particulas adquirem um envoltério lipidico transitorio que se perde durante a passagem no RE.
Em seguida, ocorre a montagem das particulas com capsideo externo, o que resulta na
formacdo de particulas virais maduras com didmetro aproximado de 100 nm (Patton &
Gallegos, 1990). Finalmente, o ciclo infeccioso termina com a liberagéo da progénie viral por
lise celular (Kapikian et al,. 2001; Estes & Kapikian, 2007).
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Figura 7. Modelo esquematico do ciclo de replicacio dos rotavirus. As etapas de replicagio
estdo indicadas nos numeros abaixo (Adaptada de Arias et al., 2004). 1) Adsor¢do do virus a superficie
celular, 2) Penetragdo e liberagdo da particula viral produzindo DLPs (Particulas de duplo capsideo), 3)
Transcricdo primaria do RNAfd gendmico, 4) Sintese das proteinas virais, 5) Sintese primaria de fitas
negativas de RNA, 6) Montagem da particula viral, 7) Sintese secundaria de fitas negativas de RNA, 8)
Montagem das DLPs, 9) Aquisicdo das proteinas VP7 e VP4 no RE, 10) Perda do envoltdrio transitério e
geracgao de virions maduros com triplo capsideo.

1.7.  Classificacdo dos Rotavirus A

1.7.1. Classificacdo baseada nas proteinas estruturais

Os RV estdo classificados em sete sorogrupos distintos (A-G) pela presenca de
diferentes epitopos presentes na proteina estrutural VP6. Os grupos A, B, e C tém sido
encontrados em humanos e em animais, enquanto os grupos D-G somente em animais (Figura
8). Os RV do grupo A (RV-A) séo epidemiologicamente os mais importantes, porque sdo 0s
principais responsaveis pelos episddios de diarréia aguda em criancas em todo o mundo
(Kapikian et al., 2001).

Os RV-A sdo definidos em subgrupos (SG) e sorotipos/genotipos segundo
caracteristicas soroldgicas e moleculares, respectivamente. A proteina VP6 € a responsavel
pela especificidade de diferentes SG, atraves da presenca ou auséncia de epitopos

imunorreativos frente a determinados anticorpos monoclonais, denominados como SGI, SGII,
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SGI+Il e SG ndo | e ndo Il (Greenberg et al., 1983; Estes, 2001). O SGII ¢ o mais
frequentemente encontrado em humanos, enquanto o SGI é mais detectado entre as amostras
de origem animal (lturriza-Gomara et al., 2002).

A diferenca do tamanho dos segmentos do genoma de RV (ndmero de nt) permite que
sejam visualizados separadamente através da utilizacdo da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE), apresentando um padréo tipico e Unico para os RV. Esta caracteristica
permitiu a determinacdo de um padrdo eletroforético (eletroferotipos) dos RV (A-G) e em
particular para os RV-A, que apresentam quatro segmentos de RNAfd de alta massa
molecular (1-4), dois segmentos de média massa molecular (5 e 6), seguidos de um grupo
contendo trés (7-9) e dois segmentos de baixa massa molecular (10 e 11). Os demais grupos
de RV revelam migragdes distintas (Figura 8) (Estes & Kapikian, 2007).

A classificacdo dos RV-A em gendtipos/sorotipos consiste em um sistema binario
baseado na especificidade das proteinas VP7 e VP4. Assim sendo, foram estabelecidos
sorotipos/gendtipos G (glicoproteina) e P (sensivel a protease) para VP7 e VP4,
respectivamente. Até o momento, foram descritos 24 gendtipos G e 33 geno6tipos P
(Matthijnssen et al. 2008a; 2008b; Abe et al. 2009; Maes et al. 2009; Solberg et al. 2009;
Ursu et al. 2009).

Devido a grande diversidade de gendtipos existentes, tornou-se necessaria uma
nomenclatura consenso entre os autores para definir tanto sorotipos como genoétipos de RV-A.
Cabe ressaltar que para a classificacdo de G, o0s sorotipos e genotipos tém nimeros
correlacionados, e enquanto que para 0s genotipos P ndo existe correlacdo. Descreve-se o P-
tipo com o P acompanhado do nimero do sorotipo e 0 nimero do gen6tipo correspondente
entre colchetes. O G-tipo é descrito com o G acompanhado do nimero (amostra de RV-A
humano Wa: P1A[8]G1).
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Figura 8. Esquema representativo dos eletroferotipos dos diferentes grupos de rotavirus analisados em gel

de poliacrilamida (adaptada de Kapikian et al., 2001).

1.7.2. Classificacdo baseada na proteina ndo estrutural NSP4

Analises de seqliéncias do gene que codifica para a enterotoxina viral, NSP4,
identificaram a presenca de seis gendtipos, A — F, (Quadro 1) entre RV-A de origem humana
e animal (Mori et al.,2002).
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Quadro 1. Classificagdo genética dos rotavirus A baseada na proteina nao-estrutural NSP4 (adaptado de Estes

& Kapikian, 2007).

Classificagdo de RV-A pela Proteina NSP4

Nome das cepas seguido da espécie das quals foram iscladas

Genotipo Humanas Animais®
A 1076, RVS, 52, D5=-1 AZE, BaofLE, BOSMCDV-Lincaln, Bo/BRVDZ2Z, Bo/B222, BofAS, BofAld,
EZ210, EZ01, B3V, KUN, CHWILT, BofCBMNLU-2, Bo/WC3E, Sif5A11-5EM, LafALA, LafC-11, LafBAP-
Us1205, L26, B4105 2, LafR-2, Laf30/96, La/160/01, Laf229/01, La/308/01, Eq/H-

2, EQ/F114, Eq/F123, EQfBl, Buf10732, Ov/Lpl4, Ov/OVRTE2

] Wa, 5T3, RV3, RV4, ALIB2, M3T, PofOsSU, PofGottfried, PofYM, Po/A34, POfARS3, PO/AL3],
VATD, 116E, Ai-75, F45, CH-32, Pofidsll, PofAT/76, Po/CRW-3, Po/BEN-144, Po/34461 -4,
CHS5, CHW2, CH9274, ]1-12, Pof134/04-15, Pof134-04-8, Po/134/4-10 PofRU17 2, Eq/H-1

TKOS, TK2E, ¥Q, MO, [TO

= AlU-1, D292 CafrRs15, CafCu-1, SifRRV, Fa/FRV-1, FafFRVE4

b MU/EW, MUfEC, Mu/EHE

E PifPO-13, Ty/Ty-1; TyfTy-3

=] Chicth-1

 Abreviagdes de espécies: Si, Simio; La, Coelho; Po, Porcing; Ga, Canino; Mu, Murno; Bq, Equina; Fe, Felino;
Bo, Bovino, Pi, Pombo; Ty, FPeru; Ch, Galinha; Bu, Bufale; Ov, Cvino

1.7.3. Classificacdo baseada em todos os genes de Rotavirus A

Recentemente, Matthijnssens e col. (2008b) propuseram um novo sistema de
classificacdo para os RV-A, tendo como base as propriedades moleculares dos 11 segmentos
gendmicos. Este novo sistema de classificacdo foi baseado na caracterizacdo molecular e
analise filogenética do genoma completo de 53 prot6tipos. Os diferentes genotipos descritos
para cada um dos segmentos sdo divididos segundo valores de cut-off especificos de
identidade nucleotidica para cada um destes genes (Tabela 1). A partir da analise filogenética
dos genes que codificam para as proteinas estruturais e ndo-estruturais, foi evidenciado um
consistente padrdo evolutivo entre certos virus de origem humana e animal. Segundo 0s
autores, esta nova classificacdo permitira definir a funcdo de cada gene na transmisséo
interespécie, evidenciando os eventos de reestruturacbes gendmicas (reassortment) entre
amostras humanas e entre amostras humanas e animais, que podem levar ao surgimento de
novos genotipos de RV-A. Estas analises permitirdo ainda um melhor entendimento da
origem e padrao evolutivo dos RV-A.
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Tabela 1. Valores de cut-off de percentagem de identidade nucleotidica que definem os diferentes genétipos

de rotavirus A considerando-se os 11 segmentos gendmicos (adaptada de Matthijnssens et al., 2008b).

Valores cut-off
Gene de identidade Gendtipos Designagdo dos nomes dos gendétipos

nucleotidica (%)

VP7 80 24G Glicoproteina

VP4 80 33p Sensivel a Protease

VP6 85 111 Capsideo Interno

VP1 83 4R RNA polimerase — RNA dependente
VP2 84 5C Proteina do Core

VP3 81 6M Metiltransferase

NSP1 79 14A Antagonista do Interferon
NSP2 85 5N NTPase

NSP3 85 7T Intensificador da Tradugao
NSP4 85 11E Enterotoxina

NSP5 91 6H Fosfoproteina (pHosphoprotein)

1.8. Mecanismos de geracao de diversidade genética

Devido a natureza do genoma dos RV, RNAfd segmentado, estes virus podem evoluir
por diferentes mecanismos genéticos. A evolucdo pode ocorrer devido ao acumulo de
muta¢des pontuais (genetic drift), ou mediante mudancas ocasionadas de forma repentina no
genoma do virus (genetic shift). Estas mudancgas repentinas podem ser determinadas por
rearranjos genéticos, reestruturacdo de segmentos gendmicos ou recombinacdo genética
(Ramig, 1997; Estes & Kapikian. 2007).

1.8.1. Mutacéo Pontual

Modifica¢do genética mais frequente em RV-A. A auséncia de mecanismo de corregao
de erros (remocdo de bases mal pareadas) pela RNA polimerase - RNA dependente facilita a
ocorréncia de mutacfes, que ao se acumularem no genoma podem definir novas linhagens e

sublinhagens dentro de um mesmo genotipo. As mutacbes podem ser sinénimas ou
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silenciosas, ndo provocando nenhuma mudanca na sequéncia de aa, e consequentemente na
proteina, ou podem ser ndo-sindnimas, podendo desta forma provocar uma mudanga genética
que fornegca uma vantagem evolutiva para o virus ou provocando uma perda de funcdo ou

estrutura do mesmo. (Figura 9).

CCAGCGCAA

3
! ~ Replicagao Viral
3

CCATCGCAA

!

Mutacao Pontual

Figura 9. Esquema representativo da ocorréncia das mutagoes pontuais.

1.8.2. Rearranjos genéticos

Os rearranjos representam alteracdes na seqiiéncia do segmento gendmico, algumas
vezes na forma de delecdo ou mais frequentemente como duplicagdo (Figura 10). A
visualizacdo deste tipo de mecanismo pela PAGE caracteriza-se pela auséncia de alguns
segmentos da sua posi¢cdo usual e/ou o aparecimento de bandas adicionais com mobilidades
diferentes (Taniguchi & Urasawa, 1995). Pedley e cols. (1984) investigaram RV isolados de
criancas imunodeficientes e observaram variacdo na mobilidade dos segmentos do RNAfd
pela PAGE. Com isso, vieram as primeiras descricdes de que tais variagdes ocorriam nao
somente em criancas imunodeficientes, mas também em animais e criancas sadias
(Desselberger, 1996). Os rearranjos resultam de erros de transcri¢do de um Unico segmento e
possuem nada mais do que a seqiiéncia de um gene. Na maioria das vezes 0s genomas com
rearranjos surgem como produtos de uma duplicacdo parcial da ORF do genoma dos RV-A,
com variadas conseqliéncias relativas a sua expressdo. Provavelmente no momento da
transcri¢cdo, por uma falha da RNA polimerase — RNA dependente, ela retorne a sua fita
molde (template) reiniciando a transcricdo a partir de diferentes estagios. As regides
codificantes sdo mantidas em todos os rearranjos observados, apesar de alguns produzirem
proteinas de tamanho anormal. Os virus com segmentos de genoma rearranjados Sao
geneticamente estaveis e reestruturam seus segmentos em infecgdes mistas (Desselberger,
1996).
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Figura 10. Estruturas rearranjadas de segmentos de genoma de rotavirus contendo duplicagdo parcial da

ORF. (adaptada de Taniguchi & Urasawa, 1995).

1.8.3. Reestruturacao de segmentos genémicos

Nas reestruturacGes de segmentos genémicos ocorre uma troca de material genético
entre dois virus similares durante infec¢bes mistas (Figura 11). No caso dos RV-A em
humanos, esta troca ocorre entre dois ou mais segmentos gendmicos de duas amostras
pertencentes a genotipos diferentes, podendo ser de origens diferentes e gerando uma amostra
com segmentos de RV-A, por exemplo, de origem animal e humana. As reestruturagdes foram
observadas por Matsuno e col. (1980) quando obtiveram o primeiro clone reestruturado
através da co-infeccdo em cultura celular de RV-A bovino (Lincoln) e RV simio (SA-11). A
estreita associacdo entre eletroferotipos, subgrupo, G e P tipos implica que, pelo menos na
natureza, 0s segmentos ou as proteinas por eles codificadas sejam interdependentes. Isto
resulta na selecdo de certos grupos de segmentos durante a formacdo de um genoma
reestruturado (Taniguchi & Urasawa, 1995). As reestruturacBes in natura contendo
combinacg6es genotipicas ndo usuais tém sido descritas (Mascarenhas et al. 1989; Krishnam et
al. 1994; Heiman et al. 2008). Assim como isolados com especificidade animal podem ser
encontrados em outras espécies (Nakagomi & Nakagomi, 1991; Beards et al. 1992; Brussow
et al. 1992; Taniguchi et al. 1994; Palombo & Bishop. 1995; Alfieri et al. 1996; Timenetsky
et al. 1997). No entanto, esses isolados parecem ser mais freqlientes nos paises em
desenvolvimento, provavelmente facilitados pelas precarias condi¢Ges de saneamento basico e
higiene, defesas imunoldgicas limitadas, co-infeccbes com parasitas e desnutricdo, além do

estreito relacionamento entre o homem, animais domésticos e outros animais. Nessas
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condigdes, ha favorecimento de infecgbes mistas e, consequentemente, maior possibilidade de

ocorrer as reestruturaces gendmicas (Desselberger, 1996).

RV-A RV-A

humano animal
Co-infecgao /

Reestruturagdo de um

Replicagdo e segmento
morfogénese | | | | | |

viral

Progeénie viral de RV-A com
reestruturagao humana-animal

Figura 11. Esquema representativo dos eventos de reestruturagcdo genémica.

1.8.4. Recombinacdo genética

Embora sejam poucos os relatos de eventos de recombinacdo genética (Figura 12) em
RV-A, tem sido descrita sua importancia na geragédo de variabilidade genética e evolucéo dos
virus (Worobey & Holmes, 1999). Além disto, varios estudos descrevem a ocorréncia de
infeccOes mistas com amostras de diferentes gendtipos de RV-A ou diferentes linhagens de
um mesmo gendtipo ocorrendo em um mesmo individuo, aumentando desta forma as
probabilidades de ocorréncia de eventos de reassorment e/ou recombinacédo genética (Gouvea
& Brantly, 1995; Jain et al. 2001).
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Figura 12. Esquema representativo de um evento de recombinagio genética.
1.9.  Transmissdo interespécies

A ocorréncia de transmissdo de RV-A animal para humanos € mais descrita nos paises
em desenvolvimento, onde além da caréncia de saneamento basico e precariedade no sistema
de saude publica, é mais frequente o estreito contato entre humanos e animais, principalmente
bovinos, suinos e aves (Jain et al. 2001).

Varios segmentos gendémicos dos RV-A parecem ser potenciais determinantes de
restricdo ao hospedeiro e viruléncia. O seglienciamento completo do genoma de amostras de
RV-A tem permitido um melhor entendimento da base molecular na restricdo das espécies e a
viruléncia dos RV-A (Matthijnssens et al. 2008a; Tsugawa & Hoshino. 2008; Heiman et al.
2008 ).

No Brasil, varios trabalhos tém demonstrado o envolvimento de amostras de origem
suina, especificamente os gendtipos G5 e G9, causando diarréia em criangas, sugerindo uma
constante troca de material genético entre as amostras de RV-A humano e animal (Alfieri et
al. 1996; Leite et al. 1996; Timenetsky et al. 1997; Gouvea & Santos, 1999; Araujo et al.
2001; Mascarenhas et al. 2002; Santos et al. 2005).
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1.10. Epidemiologia

Os RV-A sdo os principais agentes etiologicos da DA, em criangas menores de cinco
anos em todo o mundo, sendo responsaveis por 40% das hospitalizagdes. Os paises em
desenvolvimento — principalmente os asiaticos e africanos - sdo 0s que apresentam maiores
taxas de mortalidade devido a DA por esses virus (UNICEF/WHO, 2009). No entanto, apesar
do namero limitado de dbitos, nos paises desenvolvidos observa-se uma elevada morbidade

(Parashar et al., 2006), revelando o impacto global das infec¢bes por RV-A.

1.10.1. Distribuicdo mundial de genotipos de Rotavirus A

O padréo de sazonalidade das infec¢fes por RV-A nos diversos paises varia de acordo
com a regido. Nas regides de clima temperado observa-se um padréo tipicamente sazonal,
caracterizado pela ocorréncia de surtos e epidemias durante os meses mais frios e secos do
ano, sendo que nas regides de clima tropical as infec¢des por RV-A ocorrem ao longo de todo
0 ano (Kapikian et al, 2001).

Estudos de epidemiologia molecular tém demonstrado que diferentes genétipos P e G
podem co-circular dentro de uma mesma regido, e que 0 genotipo prevalente em uma
determinada regido pode mudar anualmente. Outra observacao é que 0s genotipos prevalentes
em diferentes regiGes de um pais podem ser diferentes dentro do mesmo periodo epidémico
(Perez-Vargas et al. 2006). O geno6tipo prevalente (50% ou mais dos casos registrados) pode
variar em intervalos de 1-3 anos, provavelmente como resultado do acumulo progressivo dos
individuos imunes (Castello et al. 2004).

Santos & Hoshino (2005) realizaram ampla revisao de artigos descrevendo gendtipos
de RV-A circulantes no mundo e demonstraram que mais de 90% das infecgdes por RV-A na
America do Norte, Europa e Australia eram associadas a combinagdes dos genotipos P[8]G1,
P[4]G2, P[8]G3 e P[8]G4. Na América do Sul e Asia, elas representaram 68% e na Africa
50%. A combinacdo P[8]G1 ocorreu em mais de 70% das infeccGes na América do Norte,
Europa e Australia, e em 34% e 23% das infecgbes na América do Sul e na Africa,
respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Distribui¢do continental/subcontinental de rotavirus A humano com as combinagées binarias G e P

(adaptada de Santos & Hoshino, 2005).

1.10.2. Distribuicdo de gendtipos de Rotavirus A no Brasil

Em marco de 2006 foi introduzida no Brasil, dentro do Calendario Nacional de
Imunizac@es, a vacina monovalente contra RV-A (Rotarix® - GlaxoSmithKline, Rixensart,
Belgica). Trata-se de uma vacina preparada a partir de uma cepa humana atenuada gendtipo
G1P[8]. Leite e col. (2008) descreveram a genotipagem de RV-A no Brasil em dois periodos
pré-vacinais, 1982-1995 e 1996-2005. Esse estudo demonstrou que as combinagfes mais
frequentemente encontradas foram: G1P[8]/G1P[?] (43%), G9P[8]/ GIP[?] (20%), G2P[4]/
G2P[?] (9%), G3P[8]/ G3P[?] (6%), GAP[8]/ G4P[?] (4%) e G5P[8]/ G5P[?] (4%) (Figuras 14
e 15). Também foi possivel observar que no periodo 1982 — 1995 a distribui¢do do genotipo
G3 era maior nas regides centro-oeste e nordeste, com deteccdo também nas regides norte e
sudeste. No entanto, nos anos seguintes a circulacdo desse genotipo foi restrita a regido

sudeste.
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Figura 14.Distribuicdo dos gendtipos de rotavirus A no Brasil, por regido. A: de 1982 a
1995, e B: de 1996 a 2005 (adaptada de Leite et al, 2008).
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Figura 15. Taxa de deteccdo dos diferentes genétipos G de rotavirus A no Brasil em diferentes periodos

(adaptada de Leite et al, 2008)
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1.10.3. Gendtipo G3 de Rotavirus

Dentre os gendtipos de RV-A descritos até 0 momento, o gen6tipo G3 possui a maior
variedade de hospedeiros. Diversas espécies ja foram descritas, incluindo macacos, coelhos,
porcos, aves, caes, gatos, cavalos, camundongos, ovelhas e humanos (Gentsch et al., 1996,
2005; Martella et al., 2001, 2003; Lee et al., 2003; McNeal et al., 2005; Khamrin et al., 2006).
McDonald e colaboradores (2009) caracterizaram 0 genoma completo de 51 amostras de RV-
A gendtipo G3P[8] de origem humana a fim de avaliar a diversidade e evolugdo dos rotavirus.
Os resultados dessa andlise sugerem que, embora 0s reagrupamentos ocorram, a selecao
natural favoreca a manutencdo de determinadas constelacbes genémicas — prevalecendo
reagrupamentos intra-genogrupos.

Embora poucos relatos tenham descrito a associacdo do genétipo G3P[8] com a
diarréia aguda na década de 90, nos ultimos anos estudos em diversas partes do mundo tém
registrado a re-emergéncia de G3, principalmente nos paises asiaticos (De Grazia et al., 2007;
Chen et al., 2007, Xu et al., 2009; Mishra et al., 2010; Wang et al., 2009; O’Ryan, 2009;
Vainio et al.,2009). No Brasil, foi observada a emergéncia do genétipo G3 em criancgas
hospitalizadas em um hospital publico no municipio do Rio de Janeiro em 2005, sendo
responsavel por 30% dos casos (Carvalho-Costa et al., 2009). Em estudo conduzido na
Austrélia (Gentsch, Parashar & Glass, 2009), observou-se um aumento na frequéncia de G2 e
G9 nos estados em que a vacina Rotarix® foi administrada. No entanto, nos estados em que a
vacina administrada foi a RotaTeq® observou-se um aumento na frequéncia de G3,
corroborando dados obtidos nos Estados Unidos. Esses relatos indicam a possibilidade de
pressao seletiva dos gendtipos G2 e G3 pela vacinacao.

A re-emergéncia de G3 e ampla gama de hospedeiros indicam a relevancia dos estudos
de prevaléncia, transmissdo inter-espécie desse genoétipo, além da possibilidade de escape

vacinal.

1.11. Tratamento

O tratamento da DA preconizado pela OMS esta baseado, principalmente, na terapia
de reidratacéo oral com sais de baixa osmolaridade (SRO) a fim de prevenir a desidratacdo; na
utilizacdo de zinco, que diminui a severidade e a duracdo da diarréia; e na alimentacdo
continua. No entanto, em paises em desenvolvimento apenas 39% das criangas com até cinco
anos recebem o tratamento recomendado (UNICEF/WHO, 2009).
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O profissional de saude pode optar por um de trés planos de tratamento de acordo com
0 estado de hidratagdo do paciente: o plano “A” ¢ aplicado a pacientes sem sinais de
desidratacdo e se baseia na prevencdo da desidratagdo em domicilio; o plano “B” ¢ indicado
para pacientes levemente desidratados, e o tratamento consiste na hidratacdo por via oral na
unidade de saude; o plano “C” ¢ utilizado para tratar a desidratagdo severa, em que 0s

pacientes sdo hidratados por via venosa (Ministério da Saude, 1993).

1.12. Prevencdao e controle

A prevaléncia da DA causada por RV-A tanto em paises desenvolvidos como em
paises em desenvolvimento sugere que, ao contrario de outros enteropatdgenos de transmissao
fecal-oral, ndo seria possivel controlar a infeccdo de RV-A somente através de melhorias na
infra-estrutura sanitaria das populagdes. Consequentemente, acredita-se na possibilidade de
gue uma vacina possa ser a Unica forma de prevencao possivel (Glass et al. 2006).

Alguns estudos demonstraram que as infec¢cdes por RV-A naturalmente adquiridas
conferem protecdo contra reinfeccdes de formas graves (Ward & Bernstein 1994; Moulton et
al. 1998) e a exposicdo assintomatica de recém-nascidos ao RV-A é associada a chances
reduzidas de desenvolvimento de formas graves da gastroenterite na infancia (Bishop et al.
1983; Bhan et al. 1993). Estudos realizados no México demonstraram que o grau de protecao
aumenta com as sucessivas reinfec¢oes, tendo sido relatado, que apos duas infec¢bes por RV-
A, as criancas ndo desenvolvem diarréia aguda pelo patdgeno (Velazquez et al. 1996). Estes
fatos tém servido de base para as tentativas de desenvolvimento de vacinas contra os RV-A.

Devido ao impacto global da DA causada por RV-A, varios grupos de pesquisa tém
trabalhado no desenvolvimento de vacinas contra o RV-A, e diferentes abordagens tém sido

utilizadas.

1.12.1. Vacinas contra Rotavirus A

1.12.1.1. Abordagem Jenneriana Monovalente
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Baseada na premissa das amostras animais de RV-A serem naturalmente atenuadas
para seres humanos e que, administradas por via oral, poderiam mimetizar a infecg¢do natural

pelo patdgeno e desencadear uma resposta imune protetora.

1.12.1.1.1. RIT 4237

Derivada do isolado de rotavirus bovino NCDV de genétipo G6 P[1]. Apresentou
eficdcia na Finlandia, conferindo até 80-90% de protecdo contra casos graves de diarréia por
RV-A (Vesikari et al. 1985). Contudo, na Africa a eficacia dessa vacina ap6s 3 doses foi de
33% (Hanlon et al. 1987). A fabricacdo dessa vacina foi descontinuada devido a sua

imunogenicidade e eficicia insuficientes.

1.121.1.2.  WCS

Também de origem bovina, genétipo G6P[2]. Em ensaio conduzido na Filadélfia, apds
uma Unica dose, induziu 76% de protecdo (Clark et al. 1996). Contudo, em avaliacdes
posteriores em Ohio, Estados Unidos (EUA), a vacina mostrou somente 20% de eficécia. Sua
producdo e aplicacdo também foram descontinuadas.

1.12.1.1.3. RRV ou MMU18006

De origem simia, genotipo G3, foi isolada de fezes de macaco Rhesus sp com diarréia
aguda. Provou ser imunogénica, porém foi associada a reacao febril importante (Vesikari et
al. 1986).

1.12.1.2. Abordagem Jenneriana modificada

1.12.1.2.1. Rhesus Rotavirus Vaccine-Tetravalent (RRV-TV) (Rotashield®)

Seguindo o principio da imunidade sorotipo-especifica o Instituto Nacional de Saude
dos EUA (NIH) desenvolveu a vacina oral RRV-TV, obtida através da incorporacdo de

material genético codificante de VP7 de RV-A humano em RV-A simio. Esta vacina
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contempla as especificidades genotipicas G1, G2 e G4, adicionadas ao ja representado G3 da
amostra original de macaco. Desta forma, a RRV-TV representa uma mistura de trés virus
reestruturados simio-humanos (G1, G2 e G4) com a amostra de macaco Rhesus G3 original.
Esta vacina (Rotashield®) foi licenciada pelo 6rgdo norte-americano Food and Drug
Administration (FDA) em 1998, sendo recomendada para uso em trés doses, aos dois, quatro e
seis meses de idade, tendo a distribuicédo se iniciado em outubro daquele ano nos EUA.
Entretanto, em julho de 1999, apds a administracdo de quase 1,5 milhdo de doses, sua
aplicacdo foi suspensa por estar associada a 15 casos de intussuscepgéo (obstrucdo intestinal)
envolvendo criancas que haviam tomado a vacina (Hoshino et al. 2003). Apds este fato,
motivou-se o0 desenvolvimento de estudos epidemioldgicos onde foram caracterizados 0s
riscos quanto ao desenvolvimento de intussuscepcao, principalmente nas duas semanas apds a
primeira e segunda doses. Os riscos estimados sdo da ordem de 1 evento obstrutivo intestinal
para cada 4.500 criancas vacinadas (Murphy et al. 2001). O risco assumia maiores proporcdes
guando a vacina era administrada em idade superiores a 90 dias, quando comparadas a
criangas imunizadas aos 2 meses (Fischer et al. 2004). Além da intussuscepc¢do, evidéncias
indicam que a vacina foi indutora de outros eventos adversos importantes, como a diarréia

sanguinolenta (Haber et al. 2004).

1.12.1.2.2. Rotateq®

A amostra vacinal bovina WC3 também foi alvo de reestruturagdo seguindo-se 0s
principios utilizados para a criacdo da RRV-TV, dando origem a uma vacina pentavalente
reestruturada bovino-humana. Foi primeiramente licenciada pela Merck (Merck Research
Laboratories, West Point, PA) em fevereiro de 2006 nos Estados Unidos. Esta vacina é
constituida por RV bovino expressando na superficie VP7 correspondente aos sorotipos G1,
G2, G3 e G4, alem de VP4 correspondente ao sorotipo P[8]. A vacina deve ser administrada
em trés doses, aos dois, quatro e seis meses de idade (Vesikari et al. 2006).

Os estudos em fase Il incluiram 4.512 criangas, sendo 2.207 vacinadas e 2.305
pertencentes ao grupo controle. A eficacia da vacina contra estes sorotipos, analisados em
conjunto foi de 74% para gastroenterite aguda de qualquer gravidade e de 98% para

gastroenterite aguda grave (Vesikari et al. 2006).

1.12.1.2.3. Vacina UK
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Esta vacina foi desenvolvida também pelo NIH e consiste em uma amostra de RV-A
de origem bovina (UK), reestruturada por possuir o gene codificante de VP7 de RV-A de
origem humana com especificidades genotipicas G1, G2, G3 e G4 e 0s demais genes da
amostra UK (P[7]G6). Desta forma, com tecnologia obtida através de estudos com
reestruturacdo, se torna possivel desenvolver vacinas para regides geograficas especificas,
com alta prevaléncia de gendtipos emergentes e/ou com co-circulacdo de diferentes genotipos.
Em 2004, o NIH transferiu a patente de produgio da vacina para India, Brasil e China
(Dennehy, 2008). No Brasil, a licenca para producdo foi dada ao Instituto Butantan, em S&o
Paulo (Ferguson, 2004).

1.12.1.2.4. RIX 4414 (Rotarix®)

A vacina Rotarix® foi introduzida no calendério brasileiro de imunizacdes em marco
de 2006, porém ja estava disponivel desde 2005 em clinicas e consultorios particulares. Esta
vacina, desenvolvida pela GlaxoSmithKline Biologicals, contém em torno de 10° unidades
formadoras de foco da amostra de RV-A humano RIX 4414, de especificidade genotipica
G1P[8] (Vesikari et al. 2004).

A eficécia da vacina foi avaliada em varios paises, como Finlandia (Vesikari et al.
2004), México, Venezuela e Brasil (Salinas et al. 2005). Considerando duas doses da vacina,
sua eficcia para episodios de diarréia grave causada por RV-A variou entre 68,5 e 90,0%.
Para diarréia de qualquer gravidade, a eficacia variou entre 55,7 e 73%. Para hospitalizacfes
devido a doenca causada por RV-A, a eficacia variou entre 65,4 e 93%. A eficacia na reducéo
de hospitalizacdes de uma forma geral foi de 42% (Ruiz-Palacios et al. 2006). Os dados da
América Latina (Brasil, México e Venezuela) mostraram uma eficacia protetora contra
gastroenterite, gastroenterite grave e hospitalizacbes por RV-A de 62,9%, 78,3% e 86,0%,
respectivamente. A partir da primeira dose, a vacina mostrou eficacia na preven¢édo da doenca.
Para qualquer gastroenterite a eficacia foi de 63,5% e para gastroenterite grave foi de 73%
(Salinas et al. 2005).

A vacina foi especialmente eficaz na prevencdo de gastroenterite por RV-A de
genotipo G1, porém, estudos descrevem a ocorréncia de protecdo cruzada para gastroenterite e
gastroenterite grave causada por outros genotipos (G3, G4 e G9), normalmente associados ao

gendtipo P[8]. Esta eficicia variou entre 65% e 100%. Em relagdo ao genotipo G2 foi
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observada uma eficacia de 41% (a menor protecdo cruzada verificada), visto que 0 mesmo,

geralmente esté associado ao genotipo P[4] (Ruiz-Palacios et al. 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

Sucessdes de genoétipos de RV-A vém ocorrendo em diversas partes do mundo e
caracteristicas genéticas podem comprovar a relacdo entre esses genotipos e sua forma de
evolucdo em periodos diferentes de tempo. Estudos anteriores demonstraram baixa freqiiéncia
ou auséncia da deteccdo do gendtipo G3 de RV-A em fezes de criancas com DA na década de
90, no entanto, nos anos seguintes observou-se a re-emergéncia do genotipo em diversas
partes do globo. Em 2005, Carvalho-Costa e col. (2009) demonstraram a associacdo de RV-A
G3 a 30% das criangas com DA em um hospital publico do Rio de Janeiro.

Em 2006, foi introduzida a vacina monovalente Rotarix® (G1P[8]) pelo PNI no Brasil.
Estudos de eficacia descreveram a ocorréncia de protecdo cruzada para gastroenterite e
gastroenterite grave causada por outros gendétipos (G3, G4 e G9), normalmente associados ao
gendtipo P[8]. No entanto, em 2009 o Laboratério de Virologia Comparada e Ambiental,
Laboratorio de Referéncia Regional de Rotaviroses (LRRRV) do Instituto Oswaldo Cruz —
Fiocruz recebeu amostras de fezes originadas do Rio Grande do Sul de criangas vacinadas
com DA. Essas amostras foram caracterizadas como pertencentes ao genétipo G3.

Neste contexto, analises filogenéticas e estudos de caracterizacdo molecular do
gendtipo G3 de RV-A no Brasil tornam-se relevantes na avaliacdo da relacdo genética das

amostras isoladas antes e depois da introducdo da vacina contra rotavirus.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Avaliar a relagdo genética de amostras de RV-A gendtipo G3 isoladas no periodo de
1996 a 2009, antes e apds a introducdo da vacina monovalente Rotarix® (G1P[8]) no
calendario nacional de imunizacgdes do Brasil, através da analise dos genes que codificam para
as proteinas VP7, VP4 e NSPA4.

3.2.  Obijetivos especificos

Confirmacdo do gendtipo G3 e determinacdo os gendtipos de VP4 e NSP4
segundo o novo sistema de classificacdo dos RV-A nas amostras isoladas na

cidade do Rio de Janeiro.

Comparacdo das amostras incluidas no estudo com outras seqiiéncias dos mesmos

genes disponiveis em base de dados.

Anélise da ocorréncia de possiveis eventos geradores de variabilidade genética em
RV-A gendtipo G3.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras Clinicas

Foram selecionadas 73 amostras fecais de criangas menores de 5 anos de idade com
quadro de GA, obtidas da colecdo do LVCA, 10C — FIOCRUZ entre 1996 e 2009. As
amostras foram previamente genotipadas como G3 utilizando RT-PCR, de acordo com o
protocolo descrito por Das e cols. (1994). As amostras detectadas em 2005 e 2006 foram
genotipadas por Carvalho-Costa e colaboradores (2009). No periodo compreendido entre
1998-2004 e 2007-2008 ndo foram recebidas no LVCA amostras pentencentes a esse
genotipo. Foram analisadas amostras provenientes dos seguintes estados: Bahia (n=2),
Espirito Santo (n=2), Rio de Janeiro (n=58) e Rio Grande do Sul (n=11).

4.2.  Suspensédo Fecal

A partir das amostras clinicas foram preparadas suspensdes fecais a 10% em tampao
Tris-HCI Ca 2* 0,01M pH 7,2 (ver item 4.5). Apds homogeneizacio em vortex, as suspensoes
foram submetidas a centrifugacdo a 3000 x g por 10 min, os sobrenadantes coletados e

armazenados a —20°C.

4.3. Extracdo de RNA

A partir dos sobrenadantes obtidos conforme descrito no item 4.2, extraiu-se RNA
pelo método descrito por Boom e cols. (1990), incluindo modificagbes de Aradjo e cols.
(2001). As solucdes utilizadas estéo descritas no item 4.5. Em tubo plastico tipo Eppendorf®
de 1,5mL foram adicionados 1 mL de tampdo L6 e 400uL de suspensédo fecal a 10%. Apds
homogeneizacdo e incubacdo a temperatura ambiente por 5 minutos, adicionou-se 15uL de
silica. Apds agitagdo orbital por 20 minutos, as suspensdes foram centrifugadas a 16.000 x g
por 1 minuto, descartando-se o sobrenadante em solucdo de NaOH 10N. Adicionou-se 1 mL
de tampdo L2, seguido de agitacdo em vortex para homogeneizagdo do sedimento formado.
Novamente os tubos foram centrifugados a 16.000 x g por 1 minuto e o sobrenadante

descartado em solucdo de NaOH 10N. A seguir foram realizadas duas etapas de lavagens:
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adicdo 1 mL de etanol a 70% gelado, e posterior adicdo de 1 mL de acetona P.A (Merck®)
gelada. Nas duas etapas de lavagem foram utilizados os mesmos procedimentos de
homogeneizacdo e sedimentacdo descritos nas etapas anteriores, desprezando-se o0
sobrenadante em recipiente plastico proprio, que aguardou descarte adequado provido pela
instituicdo. Apds a Gltima lavagem, os tubos foram incubados a 56° C por 15 minutos com as
tampas abertas para completa evaporacao da acetona. Apds esse periodo, foram adicionados
60pL de &gua livre de endo e exonucleases (Invitrogen®) em cada tubo. Os tubos foram
novamente homogeneizados em vortex e incubados a 56° C por 15 minutos com as tampas
fechadas. Apods a centrifugacdo a 16.000 x g por 3 minutos, 50uL do sobrenadante contendo
RNA foram coletados cuidadosamente e transferidos para outro tubo, sendo armazenados a -
70°C.

4.4.  Amplificacdo dos genes VP7, VP4 e NSP4 por RT-PCR

A partir da extracdo de RNA realizou-se a transcrigdo reversa com a utilizagéo do kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, USA) de acordo com as
instrucdes do fabricante, seguida da amplificacdo com iniciadores especificos.

A mistura de reagentes utilizada para a amplificacdo dos genes que codificam as
proteinas VP4, VP7 e NSP4 estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Reagentes utilizados na rea¢ao em cadeia pela polimerase (PCR) para a amplificagdo dos genes que
codificam para as proteinas VP4 e VP7.

Reagentes Concentragao Volume
H,0 livre de DNAase/RNAase (Invitrogen") - 31,25 uL
Tamp3o de PCR sem MgCl, (Invitrogen’) 10x 5 MI
dXTP: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Invitrogen") 2,5mM 4 Ml
MgCl, (Invitrogen®) 50mM 2,5 uL
Taq DNA polimerase Platinum Il (Invitrogen®) 5U/Ml 0,25 Ml

Oligonucleotideos especificos para:

VP7 Beg9' — End9" 20uM (cada) 2 ul
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VP4 4con3” — 4con2’
NSP4 jrg30° — jrg31®

Total 45 pL

'Gouvea et al. 1990. > Gentsch et al. 1992. *Cunliffe et al. 1997.

Para a PCR do gene que codifica para VP7 realizou-se uma etapa de desnaturacao
prévia a 94°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificacdo a 94°C por 1 minuto para a
desnaturacéo, 50°C por 1 minuto para o pareamento dos iniciadores e 72°C por 2 minutos para
a extensdo das de DNA. A etapa de extenséo final foi realizada a 72°C por 7 minutos.

As condicdes de termociclagem para VP4 e NSP4 consistiram de: uma etapa de
desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificagdo a 94°C por 30
segundos para a desnaturacdo, 47°C por 30 segundos para o anelamento dos iniciadores e
72°C por 1 minuto para extensdo das fitas de DNA. A extenséo final da fita de DNA foi a
72°C por 10 minutos.

4.4.1. Oligonucleotideos

No Quadro 2 estdo descritos os oligonucletideos utilizados nas diferentes reacdes de
PCR para a amplificacdo dos genes em estudo. Para amplificacdo do gene que codifica para a
proteina VVP7 foram utilizados os oligonucleotideos Beg9 e End9, obtendo-se um amplicon de
1062pb. Para o gene que codifica para a proteina VP4 foram utilizados os oligonucleotideos:
4con3 e 4con2, obtendo-se um amplicon de 877pb. E para o gene que codifica para a proteina
NSP4 foram utilizados os oligonucleotideos jrg30 e jrg31, obtendo-se um amplicon de 738

pb. Os mesmos oligonucleotideos foram utilizados no seqlienciamento.

Quadro 2. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos genes NSP4, VP4 e VP7.

Nome do Posi¢ao do
Gene Seqiiéncia sentido 5" - 3°
oligonucleotideo nucleotideo (nt)
VP7 Beg9 (+) GGCTTT AAA AGA GAG AATTTCCGT CTG G 1-28
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VP7 Endo (-) GGT CACATC ATACAATTC TAATCT AAG 1062-1036
VP4 4 con2(-) ATT TCG GACCAT TTATAACC 887 — 868
VP4 4con3 (+) TGG CTT CGCTCATTIT ATAGACA 11-32
NSP4 Jrg30 (+) GGCTTTTAAAAGTTCTGTT 1-19
NSP4 Jrg31 (-) ACCATTCCTTCCATTAAC 738-721

4.4.2. Anélise dos amplicons por eletroforese em gel de agarose a 1,5%

Os amplicons obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (GIBCO-
BRL®) a 1,5% em tamp&o TBE 0,5% (GIBCO-BRL®; ver item 4.5) por 1 hora a 100 volts. Os
géis foram corados com brometo de etideo (0,5 pg/mL), os amplicons foram visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta (Labnet®) e as imagens registradas em sistema de captura

de imagem (Biolmaging Systems®) utilizando o programa Labworks 4.0.

4.5.  Solucgbes

45.1. Tampédo TRIS/HCI/Ca++ 0,01M pH 7,2

Tris - hidroximetil-tris-aminometano (SIGMA") 1,21g
Cloreto de Calcio (CaCl,) 0,0015M (Vetec') 0,02g
Agua destilada q.s.p. 1000mL

Os reagentes foram adicionados, homogeneizados com agitador magnético e ajustado
0 pH (7,2) com HCI PA (Merck®). Em baldo volumétrico de 1000mL completou-se o volume
final. A solucdo foi transferida para um frasco com vedacdo, autoclavada a 121°C por 20
minutos e armazenada entre 2 - 4°C.

45.2. EDTA0,2M pH 8,0
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EDTA-acido etilenodiamino tetracético-(SIGMA") 37,22mg

Agua destilada q.s.p. 500mL

A solucdo de EDTA e agua destilada foi homogeneizada e o pH (8,0) ajustado com
NaOH. O volume final foi ajustado em baldo volumétrico, e 0 armazenamento se deu em
frasco com tampa a 22°- 25°C.

45.3. Tris-HCI 0,1M pH 6,4

Tris (hidroximetil-tris-aminometano) (SIGMA®) 12,11g

Agua destilada qg.s.p. 1000mL

Apds homogeneizacgdo, o pH (6,4) foi ajustado com HCl e completou-se o volume final em

baldo volumétrico. A solugdo foi armazenada a 22°- 25°C.

45.4., Tampéao L6

Isotiocianato de guanidina (Invitrogen®) 120g
Triton X-100 (SIGMA”) 2,68

EDTA 0,2M pH 8,0 (SIGMA”) 22mL
Tris-HCl 0,1M pH 6,4 (SIGMA”) q.s.p 100mL

Os reagentes foram adicionados e homogeneizados com agitador magnético. Apos o
ajuste de volume e pH (6,4), a solucdo foi transferida para frasco &mbar e conservada entre
22°- 25°C.

455. Silica
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Didxido de silicio (SIGMA”) 60g

Agua destilada q.s.p. 500mL

Ap06s homogeneizada, a solu¢do permaneceu em repouso por 24 horas para que a silica
sedimentasse. Foram desprezados 430mL do sobrenadante e adicionados 500mL de agua
destilada a silica. Apdés sedimentacdo por 5 horas, 440mL do sobrenadante foram
desprezados. O pH (2,0) foi ajustado com adicdo de HCI 37% (Merck®). Aliquotas de 10mL
em frascos de cor ambar foram autoclavadas a 121°C por 20 minutos e estocadas entre 22°-
25°C.

45.6. Tampao L2

Isotiocianato de guanidina (Invitrogen®) 120g

Tris-HCl 0,1M pH 6,4 (SIGMA”) g.s.p. 100mL

Os reagentes foram adicionados e homogeneizados com agitador magnético. Apos o

ajuste de volume, a solucdo foi transferida para frasco &mbar e conservada entre 22°- 25°C.

4.5.7. Tampao Tris-Boro-EDTA 10X pH 8,4 (TBE)

Tris-base (Invitrogen’) 108g
Acido bérico (Reagen’) 55g
EDTA 0,5M pH 8, 8 (Sigma") 40mL
Agua Milli-Q g.s.p. 1000mL

Os reagentes foram adicionados e homogeneizados com agitador magneético. A
solucéo foi transferida para frasco com tampa e armazenada a 2°- 4°C.

4.5.8. Gel de agarose a 1,5%
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Agarose (Invitrogen") 1,2g

Tamp3o TBE 0,5 X pH 8,4 (Invitrogen’) 80mL

Adicionou-se a agarose a 80mL de tampdo TBE 0,5X. O erlenmeyer foi levado ao
forno de microondas em intervalos de 30 segundos seguidos de agitacdo branda, até que a
agarose fosse dissolvida, deixando resfriar até +/- 50°C. Em seguida a agarose foi despejada

na cuba de eletroforese, observando-se a auséncia de bolhas.

4.6.  Purificacdo dos produtos da reacdo em cadeia pela polimerase

Para a purificagcdo dos amplicons foram utilizados os kits comerciais “QIAquick® PCR
Purification Kit” (QIAGEN™, Valencia, CA, USA), quando apenas a banda esperada foi
obtida. Na presenca de bandas inespecificas, foi realizada a purificacdo do produto pela
extragio em gel de agarose utilizando o “QIAquick® Gel Extraction Kit” (QIAGEN™,
Valencia, CA, USA) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. A quantificacdo do
DNA purificado para as reacbes de sequenciamento foi determinada em espectrofotdmetro
NanoDrop™ (Thermo Scientific, USA).

4.7.  Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado pela Plataforma de Sequenciamento de DNA
PDTIS/Fiocruz (Otto et al. 2008). Segundo orientacdo da plataforma de sequenciamento, 6,5
puL de DNA purificado e 3,2 pmoles (1,6 pL) de iniciadores utilizados na PCR foram
adicionados em tubo tipo Eppendorf” de 1,5 mL. A reacdo foi realizada utilizando o Kit Big
Dye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems®, CA, USA), conforme
recomendado pelo fabricante. Os produtos da reacdo de sequéncia foram purificados com as
colunas CENTRI-SEP® (Princeton Separations®, CA, USA) conforme orientacdo do
fabricante. A quantificacdo do DNA amplificado foi determinada em espectrofotdmetro
NanoDrop™ (Thermo Scientific, USA). Os cromatogramas das sequéncias foram obtidos a
partir do sequenciador automatico de 48 capilares “ABI Prism 3730 Genetic Analyzer”
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) do servi¢o da “Plataforma de Sequenciamento
de DNA PDTIS/FIOCRUZ” (Otto et al. 2008).

Os oligonucleotideos utilizados no sequenciamento foram os mesmos utilizados nas

reacOes de PCR.
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4.8.  Andlise das sequéncias

Os cromatogramas das sequiéncias recebidos da Plataforma de Sequlienciamento de
DNA PDTIS/FIOCRUZ, foram analisados com a programa BioEdit ® versdo 7.0.9.0 (Hall
1999) e as sequéncias consenso geradas. O alinhamento de nucleotideos e aminoécidos foi
realizado utilizando o CLUSTAL W (Thompson et al. 1994), e as matrizes de identidade
obtidas com BioEdit® versdo 7.0.9.0.

As sequiéncias prototipos representantes dos diferentes genotipos de RV-A de origem
humana e animal, descritas em diferentes paises, foram obtidas no GenBank (NCBI, National
Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os prot6tipos foram
selecionados de acordo com a disponibilidade e identidade com as amostras incluidas no
presente estudo, e seus nimeros de acesso encontram-se descritos na Tabela 3.

As relaces filogenéticas entre as diferentes sequéncias foram determinadas mediante
a utilizacdo do pacote de programas MEGA v. 4.0 (Tamura et al., 2007) através do método de
reconstrucdo filogenética Neighbor-joining. As distancias genéticas entre as diferentes
amostras foram calculadas mediante 0 modelo Kimura-dois-parametros como modelo de
substituicdo nucleotidica, e o modelo Poisson Correction como modelo de substituicdo
aminoacidica. A fim de corroborar os resultados obtidos através dessa anlise, também foram
construidas arvores filogenéticas por diferentes modelos de determinacdo de distancia
genética entre as sequéncias nucleotidicas, entre os quais 0os modelos de Tajima-Nei e
Maximum Composite Likelihood, disponiveis no programa MEGA v. 4.0 (dados ndo
mostrados). A significancia estatistica das diferentes filogenias obtidas foi estimada através de
2.000 réplicas de bootstrap. O mapeamento das diferentes mutacGes sinbnimas e nao-
sinbnimas foi realizado através da andlise direta dos alinhamentos de amino&cidos obtidos
para 0s genes que codificam para VP7, VP4 e NSP4 das amostras analisadas e prot6tipos

disponiveis no GenBank.

Tabela 3. Lista de protétipos utilizados nas analises filogenéticas com seus respectivos nimeros de acesso no
GenBank, pais, ano do isolamento, espécie de origem e genétipo.
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Acesso GenBank

B . a ,
PROTOTIPO PAIS ANO ORIGEM®GENOTIPO 7 VPa NSPa
30/96 Italia 1996 La G3-P[14]-E5 DQ205229.1
Al131 Venezuela 1989 Po G3-P[7]-E1 L35055.1
Ai-75 Japéo Hu G3-P[8]-E1 D86270.1 AB008285.1
Arg5812 Argentina 2007 Hu G3-P[8]-E? GQ282614.1
AU-1 Japéo Hu G3-P[9]-E3 D86271.1 D89873.1
B3458 Bélgica 2003-2004  Hu G9-P[8]-E? EF990707.1
bal2537 Brasil 2006 Hu G9-P[8]-E? FN179485.1
BrzPhim Brasil Hu G1-P[8]-E? AF061361
BrzH8 Brasil Hu G5-P[8]-E? U41006
Cat2 Australia 1984 Fe G3-P[9]-E? EU708961.1
CuU-1 Estados Unidos 1980 Ca G3-P[3]-E3 EU708917.1
DC5544 Estados Unidos 1991 Hu G3-P[8]-E1 FJ947513.1 FJ947508.1 FJ947514.1
DC5549 Estados Unidos 1991 Hu G3-P[8]-E1 FJ947524.1 FJ947519.1 FJ947525.1
DS-1 Estados Unidos Hu G2-P[4]-E2 AB118023.1 EF672577.1 EF672582.1
E885 China 2007 Hu G3-P[8]-E? EU708578.1
e512588 Brasil 2006 Hu G9-P[8]-E? FN179482.1
F45 Japéo Hu G9-P[8]-E? U30716
ITO Japéo Hu G3-P[8]-E? AB008280
Hun9 Hungria Hu G9-P[8]-E? AJ605320
KMRO061 Coréia 2000-2001  Hu G?-P[8]-E? EF077343.1
L174 China 2004 Hu G3-P[8]-E? DQ873670.1
L695 China 2006 Hu G3-P[8]-E? EU708575.1
Mo Japdo Hu G3-P[8]-E1 D86280.1 AB008235.1
MW&670 Malaui 1999 Hu G4-P[8]-E? AJ302146
Nov06-988 Rdssia 2006 Hu G3-P[8]-E1 GQ465015.1
Nov09-D74 RUssia 2009 Hu G1+G4-P[8]-E? GQ453429.1
OP351 Malaui 1998 G1-P[8]-E? AJ302147
OP354 Malaui 1998 G4-P[8]-E? AJ302148
PA46/03 Italia 2003 Hu G3-P[8]-E1 EU872171.1
Py04SR644 Paraguai 2004 Hu G9-P[8]-E? EU045243.1
R11 Australia 2000 Hu G9-P[?]-E1 DQ339149.1
R1455 China 2007 Hu G3-P[8]-E? EU708581.1
R15 india 2007 Hu G?-P[?]-E1 EU847639.1
rj36076/88 Brasil 1988 Hu G?-P[8]-E1 DQ498200.1
rj5412/02 Brasil 2002 Hu G9-P[8]-E1 DQ498180.1
rj9473/04 Brasil 2004 Hu G9-P[8]-E1 DQ498197.1
rs11126 Brasil 2005 Hu G9P[8] FJ793997.1 FN179473.1
RRV Estados Unidos 1980 Si G3-P[3]-E3 EU636932.1
RUBV3 india Bo G3-P[3]-E2 EF200549.1
Rus-41 Russia 2001-2003  Hu G3-P[?]-E? EF495125.1
RV198/95 Italia 1995 Ca G3-P[3]-E8 AF271089.1
SA11-5S Si G3-P[1]-E2 DQ838617.1
SA11-H96 Africa do Sul 1958 Si G3-P[2]-E2 DQ838620.1
SP1.9-3 Espanha 2004-2006  Hu G3-P[?]-E? EU159186.1
VN-582 Vietnd 2001-2003  Hu G3-P[?]-E? EF495122.1
Wa Estados Unidos Hu G1-P[8]-E1 K02033 L34161.1 AF093199
YO Japéo 1977 Hu G3-P[8]-E1 D86284.1 AB008279.1 AB008236.1
Z033 China 2000 Hu G3-P[?]-E? DQ873673.1
Z411 China 2006 Hu G3-P[?]-E? EU708583.1
 La: coelho, Po: suina, Hu: humana, Fe: felina, Ca: canina, Si: simia, Bo: bovina
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5. RESULTADOS

5.1. Amplificagdo por RT-PCR

Foram selecionadas 73 amostras fecais de criangas menores de 5 anos de idade com
quadro de GA, obtidas da cole¢do do LVCA, I0C — FIOCRUZ entre 1996/1997, 2005/2006 e
2009. No entanto, apenas as amostras das quais foram obtidas as sequéncias do gene que
codifica para proteina VP7 e cujo gendtipo foi confirmado foram incluidas nesse estudo,
totalizando 43 amostras.

Foram obtidas 93 sequéncias nucleotidicas a partir da amplificacdo por RT-PCR dos
genes que codificam para as proteinas VP7 (n=43), VP4 (n=22) e NSP4 (n=28) (Tabela 4).

Os géis de agarose representativos da amplificagdo por RT-PCR dos genes incluidos

nesse estudo estdo apresentados na Figura 16.
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Tabela 4. Amplificagao dos genes que codificam para as proteinas VP7, VP4 e NSP4 das amostras incluidas
nesse estudo.

IDENTIFICACAO DA - ~

AMOSTRA MES/ANO | INSTITUICAO| ESTADO VP7 VP4 NSP4
Hu rj416/96 05/1996 HSN RJ X X X
Hu rj442/96 06/1996 HSN RJ X X
Hu rj444/96 06/1996 C-IoC RJ X X X
Hu rj538/96 06/1996 HSN RJ X X X
Hu rj736/96 09/1996 PART RJ X X
Hu rj841/96 12/1996 HMJ RJ X X
Hu rj1058/97 06/1997 HMJ RJ X X
Hu rj1210/97 08/1997 HSN RJ X X

Hu rj10547/05 03/2005 HSN RJ X X X

Hu rj10573/05 03/2005 HSN RJ X X X

Hu rj10577/05 03/2005 HSN RJ X X

Hu rj10604/05 03/2005 HSN RJ X X X

Hu rj10657/05 04/2005 HSN RJ X X

Hu rj10658/05 04/2005 HSN RJ X X X

Hu rj10723/05 04/2005 HSN RJ X X

Hu rj10752/05 05/2005 HSN RJ X X

Hu rj10790/05 05/2005 HSN RJ X X

Hu rj10908/05 06/2005 HSN RJ X X X

Hu rj10910/05 06/2005 HSN RJ X X X

Hu rj10911/05 06/2005 HSN RJ X X X

Hu rj10915/05 06/2005 HSN RJ X X

Hu rj10916/05 06/2005 HSN RJ X X

Hu rj10959/05 07/2005 HSN RJ X X

Hu rj10960/05 07/2005 HSN RJ X X X

Hu rj10963/05 07/2005 HSN RJ X X

Hu rj10974/05 07/2005 HSN RJ X X X

Hu rj10978/05 07/2005 HMJ RJ X

Hu rj10983/05 07/2005 HUPE RJ X

Hu rj10999/05 07/2005 HMJ RJ X

Hu rj11004/05 07/2005 HMJ RJ X X

Hu rj11104/05 08/2005 HMJ RJ X

Hu rj11164/05 08/2005 SMS-WR RJ X

Hu rj11190/05 09/2005 HSN RJ X

Hu rj11207/05 09/2005 HSN RJ X X
Hu rj11777/05 12/2005 HSN RJ X

Hu rj11856/06 01/2006 HSN RJ X X X
Hu rj11857/06 01/2006 HSN RJ X X

Hu rj11875/06 01/2006 HSN RJ X X X
Hu rj11916/06 02/2006 HSN RJ X X X
Hu rj12025/06 04/2006 HSN RJ X

Hu rj12058/06 04/2006 HSN RJ X

Hu rs16928/09 09/2009 LACEN-RS RS X X

Hu rs16929/09 09/2009 LACEN-RS RS X X X

As instituicBes das quais foram recebidas as amostras estdo representadas por HSN: Hospital Salles Neto;
C-10C: Creche 10C; PART: particular; HMJ: Hospital Menino Jesus; HUPE: Hospital Universitario
Pedro Ernesto; SMS-VR: Secretaria Municipal de Salde de Volta Redonda; LACEN-RS: Laboratdrio
Central do Rio Grande do Sul.

43



1500pb —»

1062
600pb —» h P

M 12 3456 78910111213 1415

1500pb —»

600pb —» <«— 877pb

M12345678 910111213
1500pb —»

«— 738pb
600pb —*

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produtos da RT-PCR dos genes que codificam para as
proteinas VP7 (A), VP4 (B) e NSP4 (C).

5.2.  Genotipagem das Amostras

Segundo a nova classificagdo proposta por Matthijnssens e colaboradores (2008b), as
amostras foram caracterizadas como pertencentes ao genotipo G3, P[8], E1, de acordo com as

sequéncias nucleotidicas que codificam para as proteinas VP7, VP4 e NSP4, respectivamente.
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5.3. Andlise Filogenética

Foram obtidas arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias nucleotidicas para 0s
genes VP7, VP4 e NSP4 das amostras incluidas nesse estudo, de amostras protétipos e de
amostras detectadas em diferentes regides do mundo disponiveis no GenBank. As arvores
filogenéticas construidas por diferentes métodos de inferéncia filogenética e modelos
evolutivos de determinacéo de distancia genética entre as sequéncias apresentaram a mesma
topologia e valores de bootstrap similares (dados ndo mostrados).

A analise filogenética dos genes estudados revelou que trés variantes génicas de RV-A
gendtipo G3 circularam no Brasil em periodos diferentes: de 1996 a 1997, de 2005 a 2006, e
em 2009. Observou-se que as amostras detectadas no periodo de 1996 a 1997 séo
filogeneticamente distantes das demais, enquanto que as de 2009 sdo filogeneticamente muito
préximas as de 2005 e 2006.
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5.3.1. Andlise do Gene que Codifica para Proteina VP7

A érvore filogenética baseada na sequéncia parcial de nucleotideos (933pb) da regido
do gene que codifica para proteina VP7 esta representada na Figura 17.

As identidades nucleotidicas e aminoacidicas de amostras representantes dos
diferentes clusters observados e de prototipos RV-A G3 estdo descritas nas Tabelas 6 e 7.

As amostras pertencentes aos anos de 1996 e 1997 apresentaram 97 - 100% de
identidade nucleotidica e 100% de aminoacidica entre si, e com as demais amostras identidade
de 93,6 — 94,7% e 97,1 — 97,7%, respectivamente. Dois prot6tipos isolados nos EUA em 1991
(DC5544 e DC5549) apresentaram a maior identidade com essas amostras, aproximadamente
99% nte 100% aa.  As amostras detectadas em 2005 e 2006 agruparam com amostras da
China, Russia e Vietnd, detectadas entre 2001 e 2007. A identidade de nt e de aa entre 0s
representantes deste cluster foi de 99,5 - 100% e 99,3 - 100%, respectivamente.

As amostras provenientes do Rio Grande do Sul, detectadas em 2009, agruparam com
uma amostra da Espanha (2004/2006) e da Argentina (2007) — apresentando 100% de
identidade nucleotidica e aminoacidica. Esse cluster mostrou uma relagdo genética préxima
com as detectadas em 2005 e 2006, e a identidade de nt entre elas foi de aproximadamente
99% e a de aa 99 — 99,6%.

A andlise das sequéncias parciais de aminoacidos (311 aa), representada na Figura 18,
evidenciou a ocorréncia de varias substituicdes de aa nas amostras isoladas em 1996/1997
guando comparadas com o prototipo Z411. Destas substituicdes, duas situaram-se em sitio
antigénico da proteina: 238 N”K e 242 N”D. Ainda em regides antigénicas, houve
substiuicdo N”T na posi¢cdo 242 nas amostras rj11164/05 e rj11190/05 e A~T na posicdo 90
nas amostras rj11777/05, rj11856/06, rj11857/06 e rj11875/06. Essas ultimas quatro amostras

também apresentaram a substituicdo VM na posigéo 307.
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Figura 17. Arvore filogenética obtida a partir da andlise da sequéncia nucleotidica parcial do gene que
codifica para a proteina VP7 das amostras estudadas (em negrito) e de protoétipos. Os valores de Bootstrap
(2.000 réplicas) estdo indicados nos nds da arvore e valores menores que 50% nao estdo representados. A
barra na parte inferior da figura é proporcional a distancia genética
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Figura 18. Alinhamento das sequéncias parciais de aminoacidos da proteina VP7 das amostras incluidas nesse
estudo e protétipos utilizados na analise filogenética. Os aminoacidos estdo indicados pelo cédigo de
abreviagao de uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o protétipo Z411 (China,
2006). Os retangulos indicam as regides antigénicas A - F.
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5.3.2. Andlise do Gene que Codifica para Proteina VP4

A arvore filogenética baseada na sequéncia parcial de nucleotideos (743 pb) da regido
do gene que codifica para proteina VP4 (VP8*) esta representada na Figuras 19.

As identidades nucleotidicas e aminoacidicas das amostras incluidas nesse estudo e de
prototipos RV-A estdo descritas nas Tabelas 8 e 9.

Assim como observado nas arvores filogenéticas baseadas no gene que codifica para
VP7, as amostras detectadas em 1996 agruparam com o0s prototipos DC5544 e DC5549
isolados nos EUA em 1991, apresentando identidade nucleotidica e aminoacidica de
aproximadamente 99%. A identidade de nt e de aa entre as amostras que compdem este
cluster foi de aproximadamente 100% e com as demais amostras 93 e 93,5 — 95,1%,
respectivamente.

As amostras detectadas em 2005 e 2006 apresentaram identidade de nt e de aa de 99 -
100% com prot6tipos do Paraguai (2004), Bélgica (2003/2004), e com amostras brasileiras do
Espirito Santo, Bahia e Rio Grande do Sul, detectadas entre 2005 e 2006. Todos esses
prototipos e amostras pertencem ao gendtipo G9P[8], sugerindo a ocorréncia de reestruturacao
genbémica. Em duas amostras, rj10910/05 e rj11916/06, foi observada maior divergéncia na
sequéncia de aa e a identidade entre elas foi de 98%.

Das amostras provenientes do Rio Grande do Sul detectadas em 2009, as sequéncias
nucleotidica e aminoacidica de apenas uma foram obtidas. Essas amostras apresentaram
relacdo filogenética muito préxima daquelas detectadas em 2005 e 2006, e identidade de nt e
aa de 97 — 98% e 99%, respectivamente (a identidade aminoacidica com as amostras
rj10910/05 e rj11916/06 foi de 98%). Verificou-se a formacdo de cluster com protétipo da
Coréia (2000/2001) e da Rassia (2009). A identidade de nt e de aa com esses prototipos foi
de 99% e 100%, respectivamente. Embora o prot6tipo da Coréia ndo possua sequéncia do
gene de VP7 disponivel no GenBank, o prototipo da Russia pertence a uma infec¢do mista por
RV-A genotipos G1/G4P[8]. Esses dados sugerem que também houve a ocorréncia de
reestruturacdo gendmica entre essas amostras.

As amostras de 1996 agruparam com protétipos da linhagem P[8]-11 (F45-like). No
entanto, as amostras detectadas em 2005-2006 e 2009 agruparam com protétipos da linhagem
P[8]-III.

A analise das sequéncias parciais de aminoacidos (247 aa), representada na Figura 20,

evidenciou a ocorréncia de varias substituicdes de aa quando comparadas com o prototipo
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rs11126/05, principalmente nas amostras de 1996. Entre outras, essas amostras apresentaram
a substituicdo N~T na posicdo 120 — que faz parte de uma das regies antigénicas de VP4
(VP8*).
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Figura 19. Arvore filogenética obtida a partir da andlise da sequéncia nucleotidica parcial do gene que
codifica para a proteina VP4 (VP8*) das amostras estudadas (em negrito) e de protétipos. Os valores de
Bootstrap (2.000 réplicas) estdo indicados nos nds da arvore e valores menores que 50% ndo estdo
representados. A barra na parte inferior da figura é proporcional a distancia genética.
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Figura 20. Alinhamento das sequéncias parciais de aminoacidos da proteina VP4 (VP8*) das amostras
incluidas nesse estudo e protétipos utilizados na analise filogenética. Os aminoacidos estdo indicados
pelo cédigo de abreviagdo de uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de aminoacido com o
protétipo rs11126/05. Os retangulos indicam os sitios antigénicos da proteina VP8*
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5.3.3. Andlise do Gene que Codifica para Proteina NSP4

A arvore filogenética baseada na sequéncia parcial de nucleotideos (432 pb) da
regido do gene que codifica para a proteina NSP4 esta representada na Figura 21.

As identidades nucleotidicas e de aminoéacidos de amostras representantes dos
diferentes clusters observados e de protdtipos RV-A G3 estdo descritas nas Tabelas 10 e
11.

As amostras detectadas nos anos de 1996 e 1997 agruparam, em sua maioria,
com os prototipos DC5544 e DC5549 (EUA, 1991). A identidade de nt e de aa entre 0s
representantes do cluster foi de 99 - 100%. A amostra rj841/96 formou outro cluster
com uma amostra isolada também no Rio de Janeiro em 1988. A identidade
nucleotidica e aminoacidica desta amostra com as demais de 1996/1997 foi de 94 -95%
e 95 — 96%, respectivamente.

As amostras detectadas em 2005 e 2006 agruparam com protétipos da Australia,
Itdlia e Russia detectadas no periodo que variou entre 2000 e 2006; e também com uma
amostra brasileira, do Rio de Janeiro, de 2004. A identidade de nt e de aa entre 0s
representantes deste cluster foi de 99 - 100% e 98 - 100%, respectivamente.

As amostras provenientes do Rio Grande do Sul, detectadas em 2009, agruparam
com um prot6tipo da India (2007) e do Rio de Janeiro (2002). A identidade
nucleotidica dos representantes do cluster foi de 98 - 99% e a aminoacidica 97 - 98%.

A analise das sequéncias parciais de aminoacidos (143 aa), representado na
Figura 22, evidenciou a ocorréncia de varias substituicdes de aa quando comparadas
com o prototipo Nov06-988. Dessas substitui¢des, situaram-se em sitios antigénicos da
proteina:

1996/1997 - 138 PT, 141 TV, 145T°S, 161 NS, 169 I”’S

2009 - 131 HY,139 VA, 141V 1,142 17V, 161 NS

A amostra rj841/96 apresentou substituicbes em sitios antigénicos que néo
ocorreram nas demais amostras pertencentes aos anos 1996 e 1997. Essas substituices
estdo localizadas nas posigdes 137 R”K e 139 VG. Outro dado que deve ser

observado € que na posicdo 169 nao houve a substituicdo I”°S, mas I°L.
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Figura 21. Arvore filogenética obtida a partir da andlise da sequéncia nucleotidica parcial do gene que

codifica para a proteina NSP4 das amostras estudadas (em negrito) e de protétipos. Os valores de Bootstrap

(2.000 réplicas) estao indicados nos nds da arvore e valores menores que 50% nao estao representados. A
barra na parte inferior da figura é proporcional a distancia genética.
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Figura 22. Alinhamento das sequéncias parciais de aminoacidos da proteina NSP4 das amostras
incluidas nesse estudo e protétipos utilizados na andlise filogenética. Os aminoacidos estdao
indicados pelo cddigo de abreviagcio de uma letra. Os pontos simbolizam a identidade de
aminoacido com o protétipo Nov06-988 (Russia, 2006). Os retangulos indicam os sitios antigénicos
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6. DISCUSSAO

Em decorréncia da natureza segmentada do genoma de RV-A (RNATfd), encontram-se
atualmente descritos quatro mecanismos de geracdo de variabilidade genética e evolucdo
destes virus: mutacdo pontual, reestruturacdo gendmica, rearranjos genéticos e recombinacédo
genética. No presente estudo foi possivel evidenciar a ocorréncia de dois destes mecanismos
em amostras de RV-A genoétipo G3 detectadas no periodo de 1996 a 2009: mutagdo pontual
em todos os genes analisados, e reestruturacdes envolvendo o gene que codifica para a
proteina VP4 (VP8*).

As analises filogenéticas obtidas a partir da seqiiéncia nucleotidica do gene que
codifica para a proteina VP7 revelaram uma relacdo temporal das amostras de RV-A gen6tipo
G3, detectadas no Brasil no periodo de 1996 a 2009, mostrando que diferentes variantes de
RV-A circularam no Brasil neste periodo.

No periodo 1996/1997 circulou uma variante de VP7 que mostrou uma relacdo
filogenética distante de outras amostras brasileiras, apresentando identidade de nt de 94-95%
com as amostras brasileiras detectadas em 2005/2006 e 2009 (Tabela 5). Ficou demonstrado
gue estas amostras mostraram maior identidade nucleotidica com dois prot6tipos isolados nos
EUA em 1991 (McDonald et al., 2009) (Figura 17). Nos anos seguintes ndo foram recebidas
no LVCA amostras pertencentes ao genétipo G3.

Em 2005, foi descrita a re-emergéncia de RV-A G3 no Rio de Janeiro e a alta
frequéncia dos casos de DA, associados a esse gendtipo (Carvalho-Costa et al., 2009). A
analise das sequéncias das amostras detectadas em 2005 e 2006 revelou 100% de identidade
nucleotidica entre elas, demonstrando a origem comum dessas amostras. As analises
filogenéticas demonstraram a relacdo genética proxima com amostras que circularam no
periodo de 2001 a 2007 na China, Russia e Vietnd (Wang et al., 2009, 2007).

Em 2009 foram detectadas no Rio Grande do Sul amostras de RV-A gendtipo G3. As
analises filogenéticas revelaram que essas amostras agruparam muito proximas as amostras
brasileiras detectadas em 2005 e 2006, entretanto formando um cluster com amostras
detectadas na Espanha e Argentina no periodo de 2004 a 2007 (Martinez-Laso et al.,2009;
Stupka et al., 2009).

Diversos estudos tém demonstrado a alta prevaléncia de RV-A gendtipo G3 nos paises
asiaticos nos ultimos anos (De Grazia et al., 2007; Chen et al., 2007, Xu et al., 2009; Mishra
et al., 2010; Wang et al., 2009; O’Ryan, 2009; Vainio et al.,2009). Os dados obtidos no

presente estudo evidenciam que as amostras de RV-A gen6tipo G3 que circularam no Rio de
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Janeiro nos periodos 2005/2006 e 2009 apresentam relacdo genética muito préxima com
amostras da China, Russia, Vietnd, Argentina e Espanha. Stupka e col. (2009) relatam que,
embora em baixa frequéncia, foram detectadas na Argentina amostras filogeneticamente
muito proximas de amostras que circularam na China e em Taiwan no mesmo periodo. Em
conjunto com esses dados, os resultados obtidos nesse estudos, corroboram os indicios do
fluxo de variantes virais de G3 no mundo, ainda que em alguns paises sejam detectados em
menor frequéncia. Além disso, esses dados sugerem que este genétipo pode ter sido
introduzido no Brasil em varias oportunidades. No entanto, mais sequéncias de G3 de outros
estados e paises devem ser investigadas, e estudos mais profundos realizados a fim de melhor
compreender a dindmica desse gen6tipo no Brasil e no mundo.

Através da analise das sequéncias de aa da proteina VP7 foi possivel observar
substituicdes aminoacidicas tanto em regides antigénicas (A e F) quanto fora das mesmas
(Figura 18). Mais estudos deverdo ser realizados para avaliar a importancia destas mudancas
de aa em nivel biologico.

Baseando-se no gene de VP4, o gendtipo P[8] de RV-A tem sido classificado em
quatro linhagens distintas: P[8]-I, P[8]-11, P[8]-IlI e P[8]-1V (Arista et al., 2005; Cunliffe et
al., 2001; Gouvea & Santos, 1999). No presente estudo foi possivel evidenciar a ocorréncia da
linhagem P[8]-I1 nas amostras detectadas em 1996 e 1997, e da linhagem P[8]-Ill nas
amostras detectadas em 2005/2006 e 2009 (Figura 19). Esses dados sugerem que ao longo dos
anos a linhagem P[8]-111 substituiu a linhagem P[8]-11 nas amostras de RV-A G3. Devido a
linhagem P[8]-11l ser a mesma que circula no Brasil em combina¢do com outros genotipos G
(Aradjo et al., 2007), é possivel que essa mudanca de linhagem de P[8] em amostras de RV-A
genotipo G3 esteja associada a adaptacao destes virus na populagéo brasileira.

As analises filogenéticas baseadas nesse gene mostraram que as amostras detectadas
no Rio de Janeiro em 2005 e 2006 agruparam junto com amostras G9P[8] detectadas no
Paraguai em 2004 (Espinola et al., 2008) e no Brasil, Espirito Santo e Bahia, em 2006 (Tort et
al.,2010), apresentando identidade nucleotidica de 99 - 100% entre elas. A amostra detectada
no Rio Grande do Sul em 2009, por sua vez, agrupou com uma amostra proveniente de uma
infeccdo mista com os genotipos G1 e G4 associados a P[8] na Russia. Esses resultados
sugerem a ocorréncia de reestruturacdo gendmica entre amostras humanas de RV-A no gene
que codifica para a proteina VP4 (VP8*) nessas amostras, e a substituicdo da linhagem de
P[8] através destes eventos de reestruturagéo.

A andlise das sequéncias parciais de aminoacidos de VP4 (VP8*) das amostras do
estudo e amostras protétipos revelou a ocorréncia de substituicdes em diferentes posigoes

aminoacidicas, incluindo uma das regides hiper-varidveis descritas por Kovacs-Nolan e
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colaboradores (2003). No entanto, como dito para VP7, serdo necessarios mais estudos para
determinar a importancia dessas substituicbes em nivel bioldgico.

A andlise do gene que codifica para a NSP4 demonstrou que as amostras detectadas
nos anos de 1996 e 1997 agruparam, em sua maioria, com dois prototipos isolados nos EUA
em 1991 (DC5544 e DC5549) (Mc Donald et al., 2009). No entanto, a amostra rj841/96
agrupou-se distante das demais, e constatou-se que apresentava maior identidade de nt e aa
com uma amostra que circulou no Rio de Janeiro em 1988 (Arauljo et al., 2007).

As amostras detectadas em 2005 e 2006 agruparam com prototipos da Australia, Italia
e Russia detectadas no periodo que variou entre 2000 e 2006; e também com uma amostra
brasileira, do Rio de Janeiro, de 2004 (Aradjo et al., 2007; Banyai et al., 2009; Shah et al.,
2006).

As amostras do Rio Grande do Sul, detectadas em 2009, agruparam com amostras do
Rio de Janeiro e da India que circularam nos anos de 2002 e 2007, respectivamente (Araujo et
al., 2007).

A anélise das sequéncias parciais de aminoacidos (143 aa) evidenciou a maior
variabilidade do gene de NSP4 em comparacdo com os genes de VP4 e VVP7 para as amostras
deste estudo. Através do alinhamento das sequéncias de aminoacidos foram observadas varias
substituicdes em sitios antigénicos da proteina. Ball e colaboradores (1996) descreveram a
importancia na atividade enterotdxica da tirosina na posicdo 131 da sequéncia aminoacidica
de NSP4. Estudos relatam que as amostras pertencentes ao gendtipo E2 apresentam com
amior frequéncia uma tirosina na posicdo 131, enquanto que as amostras pertencentes ao
genotipo E1 apresentam com maior frequéncia uma histidina nessa posicdo (Cunliffe et al.,
1997; Mascarenhas et al., 2007). Corroborando esses dados, no presente estudo observou-se
gue, enquanto as amostras detectadas em 1996/1997 e 2005/2006 possuem histidina na
posicdo 131, as amostras de 2009 apresentam tirosina nessa mesma posicdo. Mais estudos sdo
necessarios para demonstrar se esta substituicdo na posicdo 131 sera mantida nas amostras
mais recentes e qual a importancia bioldgica dessa mudanca na proteina.

Em 2005 ocorreu no Rio de Janeiro a re-emergéncia do genétipo G3, com aumento
consideravel dos casos de DA causados por esse genotipo. Os dados obtidos no presente
estudo sugerem que 0 aumento da ocorréncia deste gendétipo pode estar relacionado a
substituicdo da linhagem Il pela linhagem 111 de P[8], que teria ocorrido mediante eventos de
reestruturagdo gendmica. A aquisicdo de uma variante de P[8] que se encontra circulando na
populacéo brasileira significaria uma vantagem adaptativa para o virus.

As anélises filogenéticas e de sequéncias de aa de amostras detectadas no Rio Grande

do Sul em 2009 demonstraram que as mesmas representariam uma nova variante de RV-A
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gendtipo G3P[8]. Estudos complementares de seqilienciamento gendémico e analise
filogenética, assim como de analise de estrutura molecular e infecciosidade devem ser
realizados a fim de melhor compreender a natureza e o padréo evolutivo dessas amostras.

No decorrer deste estudo foram recebidas no LVCA duas amostras coletadas de
criancas com DA que haviam recebido a vacina monovalente Rotarix®, G1P[8]. Foi descrita a
ocorréncia de protecdo cruzada para gastroenterite e gastroenterite grave causada por outros
genotipos (G3, G4 e G9), normalmente associados ao gendtipo P[8] (Ruiz-Palacios et al.
2006). O sequenciamento dessas amostras permanece como perspectiva para melhor
compreensdo do comportamento desse genotipo e possivel escape vacinal.

O monitoramento da diversidade genética dos RV-A é fundamental para a
compreensdo do padrdo evolutivo desses virus e avaliagdo do impacto de novas variantes na

efetividade da vacina.
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CONCLUSOES

Mediante a analise filogenética dos genes que codificam para as proteinas VP7, VP4
(VP8*) e NSP4, todas as amostras analisadas nesse estudo foram classificadas dentro

dos gendtipos G3 — P[8] — E1, respectivamente;

A andlise filogenética dos genes estudados revelou que trés variantes génicas de RV-A
gendtipo G3 circularam no Brasil em periodos diferentes: de 1996 a 1997, de 2005 a

2006, e recentemente em 2009;

Foram identificadas mutacGes pontuais sindbnimas e ndo-sinénimas, com algumas das
substituicdes de aminoacidos ocorrendo em regides antigénicas, em todas as

sequéncias dos genes analisados;

Foram evidenciados eventos de reestruturacdo gendmica entre amostras humanas para

0 gene que codifica para VP4 (VP8*).

PERSPECTIVAS

Obter sequéncias melhores que permitam a analise filogenética das amostras que

precisaram ser excluidas do estudo;

Realizar a anélise filogenética de todos os genes de RV-A das amostras gen6tipo G3

analisadas neste estudo;

Realizar estudos de coalescéncia para melhor compreensao do padrdo evolutivo de RV
G3.
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