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RESUMO

Rotavirus € um dos principais responsaveis por quadros de gastroenterite em
criancas. Neste estudo foi analisado o perfil molecular do Rotavirus identificado em
quadros de gastrenterite em criancas, e o perfil de resposta imune contra esse virus.
90 amostras de fezes foram coletadas de criancas hospitalizadas com sintomas de
gastroenterite de abril a julho de 2010 no municipio de Salvador, e foram submetidas
a deteccao do Rotavirus através das técnicas ELISA. Do total de amostras
analisadas, 89% (80/90) foram positivas e 11%(10/90) foram negativas no ELISA.
Foi observado maior deteccdo de gastrenterite por Rotavirus em criancas menores
de dois anos de idade, sendo encontrada no més de junho maior frequéncia da
infeccdo por esse virus. Contudo, em 53 amostras positivas no ELISA foi realizada a
extragdo do RNA viral diretamente das fezes, e posteriormente submetido a
identificacdo do eletroferotipo por SDS-PAGE e genotipagem através RT-PCR. Foi
observado o eletroferotipo correspondente ao Rotavirus do grupo A em todas as
amostras analisadas por SDS-PAGE. Em relacédo a determinacao dos gendtipos de
Rotavirus, foi possivel a identificacdo de 4 genétipos G (G1,G2,G3 e G9) com
predominéancia de G1 e G2, dois gendtipos P (P4 e P6), e a combinacdo dos
genotipos G e P identificaram cinco cepas circulantes (G1P[4],G1P[6],G2P[4],G2P][6]
e G3[P4]). A deteccao da resposte imune contra o Rotavirus foi realizada em 50
soros de criangas com 12 anos através da técnica de Western Blot, e 42% das
amostras (21/50) identificaram bandas correspondente as proteinas imunogénicas
virais. Concluindo, nesse trabalho observou-se a continua circulagdo do RV do
grupo A, com mudanca do perfil de circulagdo dos genoétipos RV para a atual
predominéncia de G1, G2, P4 e P6, e uma populacdo de criancas susceptivel com

capacidade de resposta imune para RV.

Palavras-chaves: Rotavirus, criancas, genotipos, resposta imune.
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ABSTRACT

Rotavirus is commonly associated with gastroenteritis in children. In this study, we
investigated the molecular profile of rotavirus identified in children with symptoms of
gastroenteritis, and the profile of immune response against this virus. 90 fecal
samples were obtained from patients hospitalized with symptoms of acute
gastroenteritis from April to July 2010 in Salvador, and were subjected to rotavirus
detectionby ELISA. The samples analyzed by ELISA, 89% (80/97) were positive and
11% (10/90) were negative. It was found an increase detection of Rotavirus
gastroenteritis in children under two years of age, was found in June increased
frequency of infection with this virus. However, 53 samples positive in ELISA the viral
RNA was extracted directly from faeces sample and later submitted to identification
of electropherotype by SDS-PAGE and genotyping by RT-PCR. It was observed the
electropherotype corresponding to rotavirus of group A in all samples analyzed by
SDS-PAGE. In relation to the Rotavirus‘s genotypes was identified four genotypes G
(G1, G2, G3 and G9) with predominance of G1 e G2, two genotypes P (P4 and P6),
and the combination of G genotypes identified five strains circulating (G1P [4], G1P
[6], G2P [4], G2P [6] and G3 [P4]). The detection immune response against the
Rotavirus was carried out in 50 sera from children under 11 years old by Western
blot, and in 42% of this samples (21/50) were identified bands correspondent to the
immunogenic viral proteins. In conclusion, this study observed the continuous
circulation of the RV group A, with changing of Rotavirus genotypes circulating profile
for the present predominance of G1, G2, P4 and P6, and a children’s susceptible

population with capacity to develop an immune response against RV.

Key Words: Rotavirus, children, genotypes, immune response.
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1 INTRODUCAO

Os quadros clinicos de diarreia aguda em criangas podem estar associados a
agente etioldgico de origem viral, bacteriano ou parasitario (GLASS et al., 2006).
Dentre os agentes virais, o Rotavirus (RV) € o mais comumente relacionado com
quadros de gastrenterite em criangas, sendo o responsavel por mais de 600.000
mortes por ano no mundo (PARASHAR et al, 2003; SANTOS & HOSHINO, 2005).

O RV pertence a familia Reoviridae, é um virus nao envelopado, com triplo capsideo
protéico de morfologia icosaedrica, e o seu genoma RNA é composto por 11
segmentos de dupla fita, que codificam seis proteinas ndo estruturais e seis
proteinas estruturais. Dentre as proteinas estruturais, a VP4, VP6 e VP7 sao as de
maior imunogenicidade induzindo uma resposta imune protetora com a producao de
anticorpos neutralizantes (LINHARES, 2000; PARASHAR, 2006). Estudos
moleculares com essas proteinas resultaram na classificagdo do RV: a VP4
classificou em 27 gendtipos “P”; a VP6 classificou em sete Grupos denominados de

A a G; e a VP7 classificou esse virus em 15 Gendtipos “G”.

A infeccdo por RV possui periodo de incubacéo de 1 a 3 dias, acompanhadas de
febre, diarreia e vomito. As particulas virais sdo eliminadas em grande quantidade
nas fezes. A principal forma de transmissdo € oral-fecal, pela ingestdo de agua,
alimentos, fomites ou por contato pessoal (BRAGA, 2006; ARMAH et al.,2010,
CHANDRAN et al., 2010).

No Brasil, o RV foi identificado pela primeira vez por Linhares e colaboradores em
1976, e dados epidemioldgicos atuais sobre a infeccdo por RV apontam que esse
virus é o responsavel por até 30% dos casos de diarreia agudas no pais.
(LINHARES, 2000; MINISTERIO DA SAUDE, 2005, OLIVEIRA, R.B, 2011).

Na Bahia o RV pode ser responsavel por até 20% dos casos notificados de
gastrenterites (BOLETIM INFORMATIVO, 2007). O estudo realizado por Campos e
colaboradores (2002), mostrou que o RV do grupo A é predominante em casos de
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gastroenterite na cidade de Salvador. E Serravalle e colaboradores (2007) e
Munford e colaboradores (2009) identificaram a presenca dos genotipos G1, G2, G4
e G9 nessa populacdo. Dessa forma, os estudos sobre a caracterizacdo do
Rotavirus circulante ajudaria a elucidar questdes como diversidade genética, historia
evolutiva e circulagdo desse virus na cidade de Salvador, contribuindo para novas

politicas de vacinacgéao.
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2 OBJETIVOS:

2.1 Objetivo Geral:

Analisar o perfil molecular do Rotavirus Humano identificado em quadros de diarreia

aguda de criangas, e detectar a resposta imune contra o RV.

2.2 Objetivos Especificos:

e Detectar o RV nas fezes pelo método de imunoenzimatico ELISA.

e Identificar o eletroferotipo de RV detectado nas fezes pela técnica de

Eletroforese em gel de Poliacrilamida.

e Comparar as técnicas ELISA e SDS-PAGE.

e Caracterizar o perfil molecular do RV através da técnica de Reacdo em

Cadeia da Polimerase.

e Analisar e comparar o perfil molecular do RV descrito na cidade de Salvador.

e Caracterizar a resposta Imune para as proteinas do RV utilizando a técnica de

Western Blot.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ROTAVIRUS

3.1.1 Historico

O RV é considerado um importante agente etiolégico de gastrenterite néo
bacteriana em vérias espécies de mamiferos e aves (PARASHAR et al., 2003). A
etiologia da doenca diarreica associada ao RV foi descrita pela primeira vez em
1963 em camundongos jovens, e nesse periodo esse virus recebeu o nome de Virus
da Diarreia Epidémica de camundongos- EDIM-virus. Posteriormente, a infeccdo por
RV foi observados em outros animais como equinos, ovinos, felinos, suinos,

bovinos, caninos, lapinos e aves ( ESTES,2001).

Em 1973 foi descrito a associacdo desse virus com diarreia em humanos,
comprovado por Bishop e colaboradores, através de Microscopia eletrénica (ME) em
amostras de fezes e biopsia duodenal de criancas hospitalizadas com diarreia nao
bacteriana. Apés a sua identificacdo, o RV foi primeiramente chamado de Orbivirus,
Duodenovirus e Reovirus-like, mas por apresentar a morfologia semelhante a uma
roda em imagens de ME, esse virus recebeu o nomenclatura de Rotavirus, e essa
denominacéo foi aceita em 1979 pelo Comité Internacional de Taxinomia Viral
(ICTV) (SANTOS & GOUVEA, 1997).

No Brasil, o RV foi identificado pela primeira vez por Linhares e colaboradores em
1976, também por ME em amostras de fezes de criangas internadas por
gastrenterite em um hospital publico de Belém, Para (LINHARES, 2000). Desde
entdo, esse virus foi identificado em todo o territério nacional, causando infeccéo

graves em criangas menores de 5 anos.
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3.1.2 Morfologia

O RV pertence a familia Reoviridae, do género Rotavirus. O RV é um virus néo
envelopado de 70 nm de didmetro, e possui um triplo capsideo protéico de
morfologia icosaedrica, composto por seis proteinas estruturais (VP1 a VP7) e cinco
nao estruturais (NSP1 a NSP5) codificadas por 11 segmentos de RNA de dupla fita
de polaridade positiva. Entretanto, em algumas cepas de RV, o segmento 11 pode
apresentar duas regides aberta de leitura (Open Reading frame-ORF), a primeira
codifica a proteina NSP5 e a segunda codifica a NSP6 (KAPIKIAN & CHANOCK,
1996; ESTES 2001).

A camada mais externa do capsideo viral é formada por 750 cépias de VP7
organizadas em 260 trimeros e 120 cépias de VP4 que formam 60 espiculas virais.
A VP7 (37 kDa) é uma glicoproteina que pode ser codificada pelos segmentos 7, 8
ou 9, e corresponde a 30% do total de proteinas virais. A VP4 (88 kDa) é uma
proteina ndo glicosilada que é codificada pelo segmento 4, e apresenta um sitio
sensivel a protease o qual a subdivide em VP8 e VP5. A VP8 contém a maioria dos
epitopos associado a imunidade, e a VP5 é responsavel pela adsor¢cao do virus na
célula hospedeira. Além disso, a VP4 possui atividade hemaglutinante. A VP4 e VP7
sdo proteinas imunogénicas, e sdo as responsaveis pela inducdo da producdo de
anticorpos neutralizantes que resulta em uma resposta imune protetora (ESTES
2001; ALFIERI, et al. 2007; ESTES.& KAPIKIAN,2007).

A VP6 (41 kDa), codificada pelo segmento 6, compde a camada intermediaria do
capsideo viral, € uma proteina hidrofobica, imunogénica e muito estavel, Por
apresentar essas caracteristicas, essa proteina é alvo para muitos testes
diagnosticos ( KAPIKIAN & CHANOCK, 1996).

A VP2 (94 kDa), que é codificada pelo segmento 2, forma a camada mais interna do
capsideo viral, e protege os 11 segmentos de RNA. Associada a VP2 e aos
segmentos gendmicos estdo as proteinas VP1 e VP3, que sdo codificadas pelos
segmentos 1 e 3, respectivamente. A VP1 (125 kDa) € uma RNA polimerase RNA

dependente responsavel pela replicacdo do genoma, e a VP3 (88 kDa) apresenta a
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atividade de uma guaniltransferase e uma metilase, estando envolvida na adicdo do
cap 5 aos RNAs mensageiros virais recém-sintetizados (ESTES 2001; ESTES &
KAPIKIAN, 2007).

Entre as proteinas ndo estruturais destaca-se a NSP4 (20 kDa) que € codificada
pelo segmento 10 e apresenta diversas fungbes no processo de replicacdo e
montagem viral. Mas a sua principal funcdo é a acdo semelhante a uma
enterotoxina, interagindo com um receptor celular do epitélio intestinal que
desencadeia uma via sinalizadora que aumenta as concentragcdes de célcio no meio
intracelular, e por consequéncia aumenta excrecdo de cloro para 0 meio
extracelular, resultando em uma diarreia por hipersecrecdo. A NSP4 age também
sobre o sistema nervoso entérico, estimulando e aumentando a secre¢do de agua
pelas células intestinais (ZHANG et al., 2000, ALFIERI et al., 2007).

Figura 1: Microscopia eletrdnica do RV. Fonte: http://www.cdc.gov/rotavirus.
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Figura 2: (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida mostrando os segmentos genémicos de RV. (B)
Proteinas virais codificadas por cada segmento genémico (Adaptado de ALFIERI et al., 2007).

3.1.3 Genoma

O genoma viral é codificado por 11 segmentos de RNA dupla fita de polaridade
positiva. Esses segmentos sdo monocistronicos, ou seja, cada segmento apresenta
uma ORF que codifica uma Unica proteina, com exce¢do do segmento 11 que
codifica as proteinas NSP5 e NSP6. O tamanho dos segmentos varia de 667 a 3.302
pares de bases (pb), sendo o segmento 11 o que apresenta menor massa molecular
e 0 segmento 1 € o maior (ESTES & KAPIKIAN, 2007).

As regides 5’ dos RNAs gendmicos possuem a estrutura cap, mas diferente do RNA
mensageiro da célula hospedeira ndo apresenta a extremidade 3’ poliadenilada.
Todos os genes do RV possuem regides ndo traduzidas de extensdo variavel
proximo as extremidades 5’ e 3’, que flanqueiam uma unica sequencia ORF, com
excecdo do segmento 11. Quase todos os segmentos terminam com uma

sequencia consenso 5-UGUGACC-3’, que provavelmente seja um sinal importante
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para a transcricao e transporte do RNA, e replicacao e encapsidagdo dos segmentos
gendmicos (ALFIERI et al., 2007; ESTES, 2001).

Regido Regido
Nao- codificante Nao- codificante
(3-48) . (17-182)
B ORF
L T i — e . e ’ fiifs
AUG

Figura 3: Organizacdo do genoma de RV representado por 1 dos 11 segmentos de RNA dupla fita
(Adaptado de ESTES, 2001)

3.1.3.1 Perfil eletroforético

Os segmentos de RNA viral podem ser separados por eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), gerando padrdo eletroforético denominado
eletroferotipo. Essa técnica oferece um método rapido e facil de diagnéstico da
infeccdo viral (GOUVEA e BRANTLY, 1995). ApGs a separacéo por SDS- PAGE, os
11 segmentos de RNA foram enumerados pela ordem de migracéo e divididos em 4
classes: A classe | é formada pelos quatro primeiros segmentos com maior massa
molecular (1, 2, 3 e 4); a classe Il é composta por dois segmentos de massa
molecular média (5 e 6); a classe Ill € formada por trés pequenos segmentos (7,8 e
9); e a classe IV é formada pelos segmentos que apresentam menor massa
molecular (10 e 11) (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996; ALFIERI et al., 2007).

Além da caracterizacdo dos eletroferotipos virais através do perfil de migracdo dos
segmentos de RNA gendmicos, a analise da mobilidade eletroforetica por PAGE
também permite a visualizacéo de diferentes perfis eletroforético determinados pela
posicdo do segmento 11 no gel. Quando o segmento 11 migra mais rapido e se

localiza ap6s o0 segmento 10, € caracterizado o perfil eletroforético “longo”, Quando o
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segmento 11 migra mais devagar que o usual, e se localiza entre os segmentos 9 e
10, é determinado o perfil eletroforético “curto”. “Quando o segmento 11 migra mais
lentamente do que o perfil curto, € denominado o perfil eletroforético “super curto”

(ESTES, 2001; ESTES & KAPIKIAN, 2007)".
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Figura 4: llustracdo esquematica do padrdo de migracdo dos segmentos gendmicos do RV
pertencentes aos eletroferogrupos A-G, apos eletroforese em gel de poliacrilamida. (Adaptado de
KAPIKIAN et al., 2001).

3.1.3.2 Rearranjo génico e mutacao

A variabilidade molecular e antigénica do RV é decorrente de trés mecanismos
genéticos: mutagdes pontuais, rearranjos génicos e “reassortments” (ressortimento).
As mutacfes pontuais consistem em alteracdes na sequencia de nucleotideos que

ocorrem durante a replicagdo do genoma e que resultam em substituicdo de
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aminoécidos na proteina. Essas mutagfes podem ser causadas principalmente pela
enzima RNA polimerase RNA dependente (VP1), que ndo apresenta a capacidade
de reviséo e correcao dos nucleotideos incorporados (proofreading), resultando em
alteracdes nos sitios génicos que podem gerar cepas resistentes aos anticorpos
neutralizantes (ESTES,2001 , GOUVEA & BRANTLY, 1995).

Rearranjos séo alteracbes nas sequencias de nucleotideos localizadas em por¢des
importantes do segmento genémico, que podem ser delecdes ou duplicacdes. Essas
modificacdes acarretam mudanca na massa molecular dos segmentos de RNA viral,
resultando em um perfil eletroforético ou eletroferotipo diferentes que podem ser
evidenciado pela separacdo dos segmentos genémicos pela técnica de SDS- PAGE
(ESTES & KAPIKIAN, 2007).

O reassortment € uma forma de recombinacdo génica que ocorre em virus de
genoma segmentado, decorrente de troca de segmentos gendmicos por cepas
diferentes. Essa troca acontece quando um célula é co-infectada por duas cepas
virais distintas, resultando em uma progénie viral contendo diferente combinacdes
dos genes das cepas parentais. A presenga da sequencia consenso (5’-UGUGACC-
3’) na maioria dos segmentos de RNA viral permite a ocorréncia desse fenémeno.
Por meio desse mecanismo, novas cepas virais podem surgir rapidamente (ALFIERI
et al., 2007; GOUVEA & BRANTLY, 1995).

3.1.4 Classificagéo

O RV possui duas classificagbes: a primeira foi baseada na caracteristica
eletroforetica do RNA gendmico; e a segunda através de estudos moleculares de

suas proteinas estruturais VP6, VP4 e VP7.

Por apresentarem massas moleculares diferentes, apdés uma eletroforese em gel de

poliacrilamida (PAGE), cada segmento de RNA gendmico vai se localizar em uma
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posicdo distinta no gel, resultando em um perfil de migracdo. A analise dos
diferentes perfis de migracdo possibilitou a classificagdo do RV em sete
eletroferogrupos, denominado de A a G. Entretanto, a determinacdo do
eletroferogrupo nédo deve ser utilizada como o Unico método de classificacdo do RV,
pois alteragGes no genoma viral podem resultar em diferentes padrdes de migragéo
dos segmentos de RNA viral (ALFIERI et al. 2007; ESTES & KAPIKIAN, 2007).

A partir da analise antigénica da proteina VP6 foi possivel classificar o RV em 7
grupos, que foram denominados de A a G. Os grupos A, B, C sao responsaveis por
causar infeccdo em humanos e animais, enquanto que os grupos de D a G foram
identificados exclusivamente em animais. Entre 0os grupos que infectam humanos, o
grupo A € o mais preponderante nos casos gastrenterite por RV no mundo, sendo o
grupo B identificado principalmente na China, e o grupo C ja foi relatado
esporadicamente em Vvarios paises. Através de estudos com o determinante
antigénico presente na VP6 foi possivel dividir o grupo A em quatro subgrupos
determinados por I, II, I+l e ndo | e ndo Il (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996; ESTES,
2001).

Além da classificagdo em grupos e eletroferotipos, o RV grupo A foi também
diferenciado em sorotipos através de estudos de neutralizacéo viral em cultura de
células; e em gendtipos a partir de analise do RNA viral por técnica de amplificacéo,

sequenciamento ou técnica de hibridizagdo molecular (SERRAVALLE, 2004).

Estudos moleculares com as proteinas estruturais classificou o RV em: genétipos G
através da VP7, que foi assim denominado por se tratar de uma glicoproteina, e em
genaotipos P através da VP4, que € uma proteina sensivel a protease e por isso foi
denominado de “P”. Analise molecular e genbmica da VP7 identificou 15
genotipos/sorotipos G, e entre eles 10 sdo responsaveis por causar infeccdes em
humanos (G1 a G6, G8-G10 e G12). No entanto, estudos com a VP4 encontrou 25
genaotipos e 14 sorotipo, sendo P1[8], P1[4], P2[6], P3[9], P3[13], P4[10], P5[3] e
P8[11] os mais detectados em humanos (PARASHAR, et al, 2006; LEITE, et al.
2008).
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Por tanto, a classificacdo do RV € determinada pelo conjunto de informacdes
moleculares de suas proteinas estruturais VP6, VP7 e VP4, e a analise dessas
proteinas classifica cada cepa analisada em grupos, em gendtipos G e gendtipos P,
como no exemplo: a cepa de RV humano Wa pertence ao grupo A, subgrupo II,
gendtipo G1 e gendtipo P1A[8] (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996; ESTES, 2001,
ANGEL et al., 2007). Entretanto, a partir de abril de 2008, um novo modelo de
classificacdo e nomenclatura para o RV foi proposto baseado na analise de todos os
segmentos gendmicos. Esse sistema atribuiu um genotipo para cada segmento de
RNA: onde VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5
corresponde respectivamente a GX-P[X]-1X-Rx-Cx-Mx-AX-Nx-Tx-Ex-Hx
(MATTHIINSSENS et al., 2008).

Para o grupo responsavel pela classificacdo do RV (The Rotavirus Classification
Working Group- RCWG), como os 11 segmentos de RNA viral podem sofrer
recombinacdes independentes e cada um desempenha um papel fundamental na
geracado de diversidade do RV, um sistema de classificacdo baseado na analise de
todos os segmentos genbmicos seria 0 mais desejavel, pois ajudaria a determinar
quais os genes influenciam na interacdo com hospedeiros, na replicacdo e na
viruléncia, a elucidar questdes como eventos zoondéticos, reassortment,
epidemiologia e evolugdo do RV (MATTHIIJNSSENS et al.,2008; MATTHIINSSENS
et al.,2011)

3.1.5 Ciclo de replicacao

O RV infecta principalmente as células diferenciadas do topo das vilosidades do
intestino delgado. Estudos demonstram que a infectividade de algumas cepas de RV
dependem da presenca do &cido sidlico (AS) na superficie celular, entretanto,
também foram identificadas moléculas independentes da presenca AS. Dessa
forma, dois receptores para o RV foram propostos: os AS-dependentes, que Ss&o
gangliosideos; e os AS-independentes, que séo integrinas (ALFIERI et al., 2007;
RUIZ et al., 2009).
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A interacéo inicial com a célula (Adsorc¢do viral) € dependente de concentracdes de
sédio e ocorre na faixa de pH de 5,5 até 8. E essa primeira interacdo é mediada
apos a clivagem proteolitica da VP4 e exposicéo do peptideo de fusdo VP5. Estudos
mostram que somente as particulas contendo a VP4 em sua superficie sdo capazes
de interagir com a célula hospedeira produzindo uma replicagdo produtiva. A VP7
também apresenta um papel importante nesse processo de interacdo com a célula
hospedeira, pois aperfeicoa a interacdo da proteina VP5 (ESTES, 2001, KAPIKIAN
& CHANOCK, 1996).

As particulas séo internalizadas entre 60 a 90 minutos, e pode ocorrer por dois
mecanismos: endocitose ou penetracao direta com a membrana. ApoOs a adsor¢éo a
particula viral € desnudada, perdendo a camada externa, e passa a ser chamada de
DLP (particula viral de duas camadas). Nesse momento ocorre a ativagdo da
replicacdo e transcricdo viral, que sdo mediadas pela VP1 (RNA polimerase-RNA
dependente) associada a VP3 (gualniltransferase). Esse processo ocorre no
citoplasma, em estruturas denominadas viroplasmas, onde a DLP se mantém
integra (ESTES & KAPIKIAN, 2007; ALFIERI et al., 2007).

O RV possui todas as enzimas necessarias para o processo de transcricdo do RNA
mensageiro com o cap 5, incluindo a transcriptase, nucleotideo fosfohidrolase,
guaniltransferase e metilase. A transcricdo é um processo assimétrico, onde todos
os transcritos sao de polaridade positiva produzida a partir da fita negativa do RNA
dupla fita viral. Esse processo ocorre dentro das DLPs e requer a forma hidrolisavel
da Adenina Trifosfato (ATP). Os RNAs mensageiros recém-transcritos apresentam
duas fung¢des: atuam como mensageiros na sintese das proteinas virais, e atuam
como molde para sintese da fita de polaridade negativada da dupla fita de RNA que
sera o genoma da progénie viral (ESTES 2001; ALFIERI et al., 2007).

O RNA mensageiro viral possui o cap 5 mas nao possuem a cauda poliadenilada.
Apesar disso, a traducdo € mediada pelo o mecanismo de sintese de proteinas
celular, através dos ribossomos livres no citoplasma. Apenas a VP7 e NSP4, que
sdo glicoproteinas, sdo produzidas pelos ribossomos ligados ao reticulo

endoplasmatico rugoso (RER). Dessa forma todas as proteinas estéo localizadas no
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viroplasma, com excec¢ao da VP7 e NSP4 que estdo no REG, e da NSP1 e NSP3
gue estao ligadas aa fibras do citoesqueleto (ESTES & KAPIKIAN, 2007).

A replicacdo € um processo semiconservativo, onde o0s transcritos que sao de
polaridade positiva também servem como molde para fitas negativas, e essa nova
fita sintetizada permanece ligada a fita positiva formando a dupla fita. Apos a sintese
o RNA dupla fita permanecem ligado as particulas subvirais, ndo sendo encontrado
RNA gendmicos livres na célula (ESTES, 2001; RUIZ et al., 2009).

A morfogénese viral esta associada ao processo de replicagcéo, e ocorre a formacao
de pelo menos trés estagios intermediarios de replicagcdo (IR), que sdo os
precursores das particulas de duplo capsideo: IR pré-core, IR-core, e IR-VP6. Apos
a sua formacdo o IR-VP6 é acrescido pela VP4, e passa do viroplasma para o
interior do RER, onde ocorre o processo de maturacdo. A maturacdo final é
dependente de altas concentragBes de célcio, que promove a estabilizacdo das
proteinas no capsideo. Durante esse processo, as particulas virais adquirem uma
bicamada lipidica que serve como envelope. O envelope é removido pela NSP4
dentro do RER, e em seguida a VP7 é adicionada para formar a particula viral
madura composta por trés camadas proteicas (ESTES & KAPIKIAN, 2007).

Estudos com ME demonstram que o virus é liberado através da lise celular. Mas, foi
também observado que o virus de dupla e/ou tripla camada permanece ligado aos
restos celulares, sugerindo que essas particulas interagem com estruturas celulares
como citoesqueleto e membrana (ALFIERI et al., 2007; RUIZ et al., 2009).
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Figura 5: Modelo para penetracdo do RV em células susceptiveis por meio de endocitose (Adaptado
de ALFIERI ET al., 2007).
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Figura 6: Ciclo replicativo do RV (Adaptado de ALFIERI et al., 2007).
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3.2 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A transmissdo do RV ocorre principalmente pela via oral-fecal, através da ingestéao
de particulas virais presente na 4gua, alimentos e fomites contaminados com fezes.
Alguns estudos sugerem uma possivel transmissdo atraves do via respiratéria. Essa
forma de contagio é evidenciada pela presenca do virus no trato respiratorio
superior, e pela ocorréncia de sintomas respiratérios em alguns pacientes com
gastrenterite por RV, mas a via respiratéria ndo € considerada um modo usual de
transmissdo (ESTES & KAPIKIAN, 2007; ALFIERI et al. 2007; CHANDRAN et al.,
2010).

O RV possui tropismo pelas enterdcitos maduros do intestino delgado, localizados
na regido apical das vilosidades intestinais. Apos adsorgdo, € iniciado o ciclo
replicativo nos enterdécitos que resulta na lise celular e liberacdo dos virions. Os virus
liberados irdo infectar outros enterdécitos, contribuindo para propagacao da infeccao.
Em consequéncia da grande injuria tecidual, a reposicao celular é realizada por
células cubdides provenientes das criptas intestinais que sdo imaturas no ponto de
vista estrutural e funcional. Quando o numero de enterécitos infectados € maior do
gue o mecanismo de reposicao celular, é observada a atrofia das vilosidades. Em
decorréncia das lesdes no epitélio intestinal, mediadores inflamatdérios séo liberados
comprometendo a mobilidade das células da cripta e a motilidade intestinal que pode
ser inibida durante o episédio de diarreia (BRICKS, 2005; WEISBERG, 2007,

KAPIKIAN et al., 2007).

A infeccdo por RV pode apresentar um periodo de incubagdo de no maximo 48
horas, e logo apds surgem os primeiros sintomas de diarreia, associado a vomitos,
dores epigastricas, nausea, febre e desidratacdo severa que pode evoluir para o
Obito. Em adultos a infec¢cdo por RV maioria das vezes é assintomética. Em
neonatos, por causa da alta prevaléncia de anticorpo materno sugere-se que a
infecg@o é subclinica ou ocorre na forma de diarreia branda. Entretanto criangas de
6 a 24 meses de idade sdo apontadas como o grupo mais susceptivel a forma grave
dessa doenga, sendo considerada uma importante causa de mortalidade infantil

nessa faixa etaria. Entretanto, a partir dos 2 anos é observada a diminuicdo da
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prevaléncia da gastrenterite por RV em criancas, devido a algum episodio de
infeccdo assintomatica ou ndo que resultou em uma resposta inume protetora
(KAPIKIAN & CHANOCK, 1996; SANTOS & GOUVEA, 1997;; ALFIERI et al., 2007).

Apesar de a desidratacdo ser a principal complicagédo desse processo infeccioso,
causando 90% das mortes associadas a esse patdgeno, a infeccdo por RV
geralmente evolui para cura espontanea. Essa infeccdo viral ndo possui tratamento
especifico sendo administrado 0 mesmo tratamento adotado nos casos de doencas
diarreicas agudas, apenas medidas paliativas como hidratacdo e nutricdo, e ndo é
recomendado o uso de antibidticos ou antidiarreicos. (KAPIKIAN et al.,, 2001;
MINISTERIO DA SAUDE, 2005; CHANDRAN et al., 2010).

3.3 EPIDEMIOLOGIA

Dados de estudo epidemioldgicos sugerem que o RV € o responsavel pela a maioria
dos casos graves de gastrenterites em criangas no mundo inteiro, acometendo com
mais severidade bebés de 6 a 24 meses de idade. Estimasse que ocorram no
mundo por ano 114 milhdes de episddios de gastrenterite por RV, 2.400.000
hospitalizacbes a cada ano. Em 2004 foram mais de 500 mil mortes atribuidas ao
RV, representando 5% de todas as mortes de criancas até 5 anos de idade nesse
ano (PARASHAR et al., 2003; CHANDRAN et al., 2010).

A rotavirose apresenta alta prevaléncia tanto em paises desenvolvidos quanto em
paises em desenvolvimento. Nos paises desenvolvidos, apesar dessa infeccao
apresentar uma alta frequéncia, os indices de mortalidade sé&o baixos, e 0 RV é
responsavel por 60.000 a 70.000 hospitalizacbes de criangas por ano, que
representam um custo de 400.000 milhdes de dodlares. Contudo, nos paises em
desenvolvimento € observado um maior indice de mortalidade infantil, e estimasse
que ocorram aproximadamente 100.000 milhdes de casos e cerca de 600.000
mortes associados ao RV nesses paises por ano. Além disso, o0 RV é o0 agente
causal de 25% a 55% das hospitalizagGes por diarreia em criangas menores que 5

anos em paises da América latina, Asia e Africa. E 86% do total de mortes por RV



31

ocorrem na Asia e na Africa subsaariana (BRICKS, 2005; ESTES & KAPIKIAN,
2007).

Estudos sobre a sazonalidade demonstram que existe um aumento no numero de
casos de rotavirose nos meses mais frios nas regioes de clima temperado, que pode
estar associado a baixa humidade relativa e maior permanéncia da populacdo em
ambientes fechados decorrente da diminuicdo da temperatura. Entretanto nas
regides tropicais, a sazonalidade ndo € tdo marcante, manifestando-se pela
constante prevaléncia da gastrenterite por RV durante todo o ano (OLIVEIRA, et al.,
2010).

Entre os grupos de RV estudados, apenas o grupo A, B e C infectam humanos.
Desde sua primeira identificacdo, o grupo A é apontando como o principal agente
causal de gastrenterite no mundo, sendo o responsavel por 90% do total dos casos
diagnosticados. As infec¢des pelo RV do grupo B sdo menos comuns e ocorre
principalmente na China. O grupo C é responsavel por surtos esporadicos em todo o
mundo (SANTOS & HOSHINO, 2005; PARASHAR et al., 2006).

A epidemiologia dos gendétipos e sorotipos do grupo A € muito complexa, havendo
predominéancia de alguma cepa, 0s quais podem variar de pais para pais, de regiao
a regiao ou até mesmo de ano para ano. Com tudo, em relagdo ao genétipo “G”, o
G1 € apontado como o mais prevalente em todos os continentes, sendo G1 a G4
mais detectados na Asia, América do norte e Europa, e G5, G8 e G9 0s mais
frequentes na América do Sul, Australia e Africa. E entre os sorotipos e gendétipos
“P”, o sorotipo 1 e as cepa P[8] e P[4] s&o os mais prevalentes no mundo. Dados
epidemioldgicos mundiais apontam G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GI9P[8], GOP[6]
como 0s principais responsaveis pelos casos de gastrenterite por RV (ANGEL et al.,
2007, ESTES & KIPIKIAN, 2007; MUKHERJEE & CHAWLA-SARKAR, 2011).

No Brasil, entre 0 periodo 2006 a 2009, o RV foi o responséavel por 30% total de
casos de diarreia agudas em relagcdo aos outros virus entéricos em criancas
menores que cinco anos, sendo que a frequéncia dessa infeccdo varia nos

diferentes estados, e apresenta um aumento na incidéncia de casos entre 0s meses



32

de maio a setembro nas regides Central e Sudeste, mas € constante durante todo o
ano no Norte e Nordeste. Entre os genotipos circulantes identificados, o G1P[8] é o
de maior circulacdo em todo o Brasil, seguido de G9P[8], G2P[4] e o G3P[X]
(LINHARES, 2000; MINISTERIO DA SAUDE, 2005, OLIVEIRA et al., 2010).

Na Bahia o RV pode ser o responsavel por até 20% dos casos de gastrenterites
notificados em criangas menores que cinco anos. E os estudos realizados por
Campos e colaboradores (2002) e Serravalle e colaboradores (2006) encontraram o
RV do grupo A associado ao genoétipo G9 como o principal agente causal de
gastrenterite na cidade de Salvado desde 1999.

Figura 7: Estimativa global das mortes por gastrenterite associada ao RV (Adaptado de PARASHAR,
et al., 2006).
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Figura 8: Distribuicdo dos gendétipos de RV nas regides do Brasil. (A) 1982-1995 (B) 1996-2005
(Adaptado de LEITE et al., 2008).

3.4 RESPOSTA IMUNE

A infeccdo natural por RV pode conferir imunidade e parece estar associado a
mecanismos imunoldgicos e nao imunologicos (BRICKS, 2005). Os mecanismos
imunolégicos envolvidos na resposta a infecgcdo por esse virus ainda ndo estédo
totalmente esclarecidos. No entanto A resposta imunoprotetora contra o0 RV tem
curta duracdo, uma vez que as reinfeccbes sao frequentes, mas estas sao
geralmente assintomaticas ou resultam em um quadro de diarreia mais branda
(SANTOS e GOUVEA, 1997).

As proteinas do capsideo VP6, VP4 e VP7 induzem a producéo de anticorpos IgG
neutralizantes, mas as funcfes especificas dessa classe de anticorpo ainda néo
foram esclarecidas. No entanto as imunoglobulinas IgA, responsaveis pela
imunidade de mucosas, constituem na principal forma de defesa contra a infeccéao
intestinal causada por esse virus. Estas imunoglobulinas sdo anticorpos nao

neutralizantes dirigidos contra a proteina VP6, e inativam os virus dentro das células
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epiteliais, durante o processo de transcitose. Altos niveis de IgA secretora nas
superficies das mucosas oferecem protecdo contra a reinfeccdo sintomatica.
Também foi descrito o importante papel das IgGs neutralizantes de origem materna
na protecdo de neonatos contra a gastrenterite por RV (ANGEL et al., 2007 ALFIERI
et al., 2007).

ApoOs a infeccdo natural, apenas 38% das criancas apresentam imunidade completa
contra reinfeccdo. A presenca de IgM sérica especifica € detectada 7 dias apos a
infeccdo natural ou a imunizacao, e a IgA secretora especifica é detectada na saliva,
no suco duodenal e nas fezes ap6s 7 a 28 dias. O aumento nos titulos de anticorpos
séricos das classes IgA e IgG é observado apos 20 dias (BECKIS, 2005).

Apesar de imunidade celular apresentar grande importancia na eliminacdo das
infecgdes virais, para resposta contra a infecdo por RV seus mecanismos nao foram
totalmente esclarecidos, mas parece estar mais relacionada com a recuperacao
clinica do enfermo do que com a prevencdo da reinfeccdo. Estudos utilizando o
camundongo como modelo experimental demonstrou que: a) 0s anticorpos
especificos contra 0 RV sdo de importancia primaria para a protecdo contra a
reinfec¢céo; b) cepas homdlogas de RV induzem mais a resposta imune humoral que
as cepas heterdlogas; c) os linfocitos T CD8. apresentam um papel crucial na
resolucdo da enfermidade; d) citocinas e células natural killer também séo
responsaveis pela eliminacdo do virus (KAPIKIAN & CHANOCK, 1996; ESTES &
KAPIKIAN, 2007).

Por apresentar atividade semelhante a uma enterotoxina, em estudos com a
proteina ndo estrutural NSP4 foi observado que ela estimula a resposta imune
humoral e celular, com a participacéo dos linfécitos T citotoxicos. Mas essa resposta
imune mediada por NSP4 néo é fundamental para o controle da infeccdo por RV
(ANGEL et al., 2007).



35

3.5 VACINA

A alta prevaléncia da gastrenterite por RV em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento demonstra que apenas medidas de higiene sanitarias ndo séo
suficientes para controlar essa infecgdo. Dessa forma, varios estudos foram
propostos com o objetivo de criar uma vacina eficaz contra os diversos genotipos

promovendo o controle da diarreia por RV em criancas (LINHARES, 2000).

Para uma vacina contra o RV ser realmente eficaz ela precisa apresentar algumas
caracteristicas: a) ser administrada de forma oral b) ter o publico alvo criancas com
até 2 anos, pois nesse grupo a infeccdo € mais severa c) capacidade de promover
imunidade local, induzindo a producao de IgA intestinal d) oferecer imunidade contra
0s principais genétipos circulantes (G1 a G4) e) promover protecao duradora contra
a infeccao (ESTES & KAPIKIAN, 2007).

Baseado nesses principios, em 31 de agosto de 1998 foi licenciada pela Food and
Drug Admnistration (FDA) nos Estados Unidos, a primeira vacina contra o RV
denominada RotaShield® desenvolvida pelo Instituto Nacional de Saude e
Laboratérios Wyeth (Wyeth Laboratories, Monmouth Junction, NJ). Era uma vacina
tetravalente produzida a partir de recombinagcdo do RV humano e RV rhesus, e foi
administrada em criancas em trés doses no 2°, 4° e 6° meses de idade. No entanto,
a partir de julho de 1999 o Center for Diasease Control (CDC), comecou a notificar
caso de intussuscepc¢ao (invaginagao de uma porcéo do intestino em outra porcao
adjacente que pode levar a obstrugao intestinal) em criangas que foram imunizadas
com essa vacina e suspendeu a sua comercializacdo. ApOsS a sua suspensao,
muitos trabalhos demonstraram a relacdo da RotaShield® com os casos de
intussuscepcao. Depois da retirada da RotaShiel® novas vacinas foram
desenvolvidas e algumas foram licenciadas e estéo disponiveis no mercado (ANGEL
et al., 2007; CHANDRAN et al., 2010; MUKHERJEE & CHAWLA-SARKAR, 2011).
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Em 2004 foi licenciada a Rotarix®, que foi desenvolvida pelo grupo GlaxoSmithKline
(GlaxoSmithKline, Genval, Belgica). Essa vacina € monovalente composta por cepa
de RV humano G1P[8] isolado de uma amostra de fezes de uma crianca
diagnosticada com a gastrenterite durante um ensaio clinico de uma vacina contra o
RV em 1988. No entanto a vacina testada neste estudo foi considerada ineficaz, mas
observacdes subsequentes mostraram que as criancas naturalmente infectadas com
essa cepa circulante apresentaram protecdo contra as infeccdes subsequentes.
Além disso, foi observado que os anticorpos produzidos durante essa infeccdo foram
capazes de neutralizar os genétipos G1 a G4. Dessa forma, esta cepa foi atenuada
em cultivo celular e utilizada para a producdo da vacina. A Rotarix® deve ser
administrada por via oral em duas doses em criancas de 6 a 24 meses. Essa vacina
foi licenciada no Brasil em julho de 2005 pela Agencia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), e em margo 2006 foi introduzida no calendario basico de imunizagfes
para criancas (MINISTERIO DA SAUDE, 2005; GLASS et al., 2006 CHANDRAN et
al., 2010; MUKHERJEE & CHAWLA-SARKAR, 2011).

Em 2006 foi licenciada a Rotateq® que foi desenvolvida pelo grupo Merck (Merck
and Co. Whitehouse Station, NJ). Essa vacina é composta por 5 diferentes RV
humano-bovino recombinante, os quais apresentam proteinas de superficie de
cepas humanas associado com proteinas de cepas bovinas. Essa vacina promove
protecdo contra os genotipos G1 a G4 e P8, e deve ser administrada por via oral em
bebés entre 6 a 32 semanas, em um esquema de 3 doses com um intervalo de 4
semanas entra cada dose (GLASS et al., 2006; CHANDRAN et al., 2010).

A LLV, uma vacina resultante da atenuacdo de uma cepa animal G10P[12] em
cultivo celular. Apos 37 passagens, 0 virus foi testado em varios ensaios clinicos, e
em 2000 essa vacina foi licenciada pela China Drug Inspection e Management
Bureau. A LLV é administrada em uma Unica dose oral em criangas com idade entre
2 a 36 meses, seguido por um reforgco anual. No entanto, a vacina € relativamente
cara na China, por isso poucas criancas receberam mais de uma dose, e nao é
rotineiramente utilizado no programa nacional de imunizacado da China (CHANDRAN
et al., 2010, MUKHERJEE & CHAWLA-SARKAR, 2011).
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3.6 DIAGNOSTICOS LABORATORIAIS

Os sintomas da infeccdo por RV sdo semelhantes aos de gastrenterite causada por
diversos outros patdégenos, por isso ndo é suficiente para permitir um diagnostico.
Assim, o diagnostico diferencial se faz necessario e pode ser realizado através da
pesquisa do virus ou de suas proteinas, ou pela identificacdo da resposta
imunologica. O RV pode ser detectado nas fezes até quarto dia apos o inicio dos
sintomas, onde acontece maior excreg¢do viral. No entanto, os anticorpos IgM
apresentam alta titulacao até o sétimo dia, e 0 0s IgG e IgA ap6s 20 dias do inicio da

infeccéo.

3.6.1 Deteccao das particulas virais

A particula viral pode ser detectada através de amostras de fezes ou corte
histoldgicos do epitélio intestinal atravées da técnica de microscopia eletronica.
Porém, por apresentar alto custo e necessidade de profissional altamente treinado, o

Seu uso esta restrito pelos laboratoérios de pesquisa.

3.6.2 Deteccéao sorolégica

A deteccao das diferentes classes de anticorpos responsaveis pela resposta imune
anti- RV pode ser realizada por diversas técnicas como Imunofluorescéncia, reacéo
de neutralizagéo ou inibicdo, hemaglutinacdo, fixagdo de complemento, mas a mais
empregada e também utilizada em kit de diagndsticos comerciais SG0 0S ensaios

imunoenzimético como o ELISA (Enzyme-liked imussorbent assay).
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3.6.3 Isolamento Viral

O RV pode ser cultivado em linhagem de células MA-104 (células de rim de macaco)
e CaCo-2 (células de carcinoma de colon humano). Entretanto, por ser um pouco
demorado e custoso, o isolamento viral ndo é utilizado como diagndéstico, mas é

amplamente utilizada em laboratérios de pesquisa.

3.6.4 Deteccao do antigeno viral

O antigeno viral pode ser detectado nas fezes através das técnicas ELISA e
aglutinacdo em latex. Essas técnicas estdo disponiveis em forma de Kits
diagnosticos especificos para o RV do grupo A. Porém, ndo sdo capazes de
diferenciar o sorotipo responséavel pela infeccéo, e baseiam se na reacdo antigeno-
anticorpo especifica para a proteina VP6.

3.6.5 Diagndéstico Molecular

3.6.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

A técnica de PAGE foi uma das primeiras a serem utilizadas para diferenciacdo e
classificagdo do RV, e até hoje ela continua sendo uma metodologia importante nos
estudos epidemiologicos desse virus. Os 11 segmentos de RNA gendmicos
apresentam massa molecular diferente e por isso podem ser separados no gel de
poliacrilamida. E ap6s a coloracdo com nitrato de prata é possivel observar o perfil
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eletroforético especifico para cada grupo. Além disso, através do perfil eletroforético
é possivel identificar variagdes no genoma viral decorrente de eventos mutacionais,

e também permite a observacéo de infec¢cdes mistas.

3.6.5.2 Reacgéao de Transcriptase Reversa (RT) e Reagdo em Cadeia da polimerase
(PCR)

A técnica de RT associado a PCR permite a amplificacdo dos segmentos gendmicos
do RV, e por isso é muito utilizada em estudos de genotipagem, sequenciamento,

clonagem, expressao e analise por enzimas de restricao.

Por ser um virus de RNA, na primeira etapa de genotipagem do RV é realizada a
reacdo de RT, onde o RNA gendmico € convertido em um DNA complementar
(cDNA), utilizando como o molde a fita de RNA alvo, iniciadores especificos para
esse segmento e a enzima Transcripase reversa. Apos essa reacao, é realizado um
primeiro PCR com o objetivo de amplificar o cDNA gerado na RT, utilizando a
enzima DNA polimerase e os iniciadores especifico. Essa primeira etapa pode ser
realizada separadamente, onde primeiro ocorre a reacdo de RT e depois a PCR em
momentos diferentes, ou as duas reacdes podem ser realizadas no mesmo

momento, onde o ciclo de RT seré seguida do ciclo de PCR (RT-PCR).

Para a identificacdo dos gendtipos de RV € realizada um segundo PCR (Nested-
PCR). Nessa etapa serdo utilizados iniciadores genoétipos- especificos que irdo se
ligar em diferentes regides do cDNA amplificado na RT-PCR, gerando amplicons de
diferentes pesos moleculares permitindo a identificacdo dos genotipos circulantes. A
genotipagem viral € de fundamental importancia nos estudos epidemioldgicos, pois
permite a identificacdo dos gendtipos circulante. Além disso, essa metodologia
também tem sido aplicada em diagndsticos, visto que mais sensivel e especifica do
que a sorotipagem. Porém no caso do RV, como o RNA tem que ser extraido
diretamente de amostras de fezes, a reacdo de amplificagdo algumas vezes € mal

sucedida devido a presenca de RNAses, DNAses e inibidores da polimerase.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM

No periodo de abril a julho de 2010, foram coletadas amostras de fezes de 90 casos
de criancas com até 10 anos de idade internadas com quadros de gastroenterites
(Servico ambulatorial do Hospital Alianca- Salvador, BA). Apds analise pelo
laboratorio de diagndstico do referido hospital, esse material foi cedido ao
Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias da Saude-UFBA e armazenado a -

70°C até a realizacao do estudo.

4.2 TESTE IMUNOENZIMATICO- ELISA

As 90 amostras coletadas foram primeiramente submetidas a detec¢cdo do RV nas
fezes pela técnica de ELISA Ridascreen Rotavirus (R-Biopharm, Alemanha),

segundo as instrucdes do fabricante.

4.3 EXTRACAO DO RNA VIRAL

O RNA viral foi extraido de fezes utilizando o kit QIAmp viral RNA (QIAGEN,
Alemanha) segundo as instru¢des do fabricante. Apds a extracdo, esse material foi
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), e a Reacdo em

cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR).
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4.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

A técnica de SDS-PAGE foi realizada para caracterizar os eletroferotipos do
Rotavirus. O RNA extraido (Materiais e métodos 5.3) foi acrescido do tampéo
desnaturante de Laemmli, e submetido a eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida composto por um gel concentrador (4%) e um gel separador (7.5%), a
uma voltagem de 100V por 2 horas. Posteriormente, o gel foi fixado em uma solucao
de etanol 10% e acido acético 0,5%, e logo, corado com uma solucdo de nitrato de
prata, permitindo a visualizagdo das bandas correspondentes aos segmentos de

RNA viral.

4.5 GENOTIPIFICACAO DAS AMOSTRAS

BN

O RNA viral extraido das fezes (n=50) foi submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase para amplificacdo do segmento 9 e segmento 4 que codificam as
proteina VP7 e VP4 respectivamente. Posteriormente foi realizado o nested-PCR
para a identificacdo dos genoétipos G e P, para essas reacbes foram utilizados

iniciadores representados nos quadros a seguir:

INICIADORES | GENOTIPO | PROTEINA SEQUENCIAS 5- 3’ REFERENCIA
Beg9b G VP7 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG GOUVEA et
al., 1990
End9b G VP7 GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG GOUVEA et
al., 1990
Con3 P VP4 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA GENTSCH et
al., 1992
Con2 P VP4 ATTTCGGACCATTTATAACC GENTSCH et
al., 1992

Quadro 1: Sequéncias de iniciadores utilizados no RT-PCR
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INICIADORES GENOTIPO SEQUENCIAS 5’- 3’ REFERENCIA

RVG9 Especifica GTCACACCATTTGTAAATTCG GOUVEA et al.,
para todos os 1990

gendtipos

aBt1N G1 CAAGTACTCAAATYATRGATGG GOUVEA et al.,
1990

aCt2N G2 CAATGATATTACTACATTTTCYRTG GOUVEA et al.,
1990

aET3 G3 CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG GOUVEA et al.,
1990

aDT4 G4 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG GOUVEA et al.,
1990

aAT8n G8 GTYACACAATTTGTAAATTCG GOUVEA et al.,
1990

aFT9n G9 CTAGTAGTRACTAYAAMTAC GOUVEA et al.,
1990

Quadro 2 : Sequéncias de iniciadores para identificagdo de G (VP7) utilizados no PCR

INICIADORES GENOTIPO SEQUENCIAS 5'- 3’ REFERENCIA
Con3 Especifico para | TGGCTTCGCTCATTTATAG GENTSCH et al., 1992
todos os ACA
genotipos
1T-1- P1A[8] TCTACTTGGATAACGTGC GENTSCH et al., 1992
2T-1 P1B[4] CTATTGTTAGAGGTTAGAG GENTSCH et al., 1992
TC
3T-1 P2A[6] TGTTGATTAGTTGGATTCAA GENTSCH et al., 1992
4T-1 P3[9] TGAGACATGCAATTGGAC GENTSCH et al., 1992
5T-1 P4[10] ATCATAGTTAGTAGTCGG GENTSCH et al., 1992

Quadro 3: Sequéncias de iniciadores para identificacéo de P (VP4) utilizados no PCR
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4.5.1 Reacao de transcripatase reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR)

O RNA viral foi, primeiramente, desnaturado a 97<C por 5 minutos, e foi adicionado
ao tubo eppendorf contendo o Go Tag® Green Master Mix acrescido da enzima
Transcriptase Reversa (Promega, USA), do inibidor de RNAse (Promega, USA) e do
par de iniciadores especificos para o segmento 9-VP7 (Beg9 e End9), ou do par de
iniciadores para o segmento 4- VP4 (con3 e con2). O volume final da reacgé&o foi de
50uL e as amplificagcdes foram realizadas realizada no termociclador GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer).

A amplificacdo do segmento 9 foi realizada sob as condi¢des descritas por Gouvea e
colaboradores, 1990. Primeiramente, foi realizado ciclo de conversdo do RNA em
DNA a 42°C por 30° minutos, seguido de 94°C por 1 minuto. Apés a reacao de RT,
iniciou-se a PCR com 25 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, hibridizacéo a
42 °C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguido de extensao final a 72
°C por 7 minutos e conservacao a 4°C.

A amplificacdo do segmento 4 foi realizado segundo Gentsch e colaboradores, 1992.
A reacdo de RT foi realizada a 42°C por 30 minutos, seguida de 94°C por 1 minuto.
A PCR iniciou-se com 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, hibridizacdo a
50°C por 2 minutos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, seguido de extensao final a

72°C por 7 minutos e conservagao a 4 °C.

4.5.2 Nested- PCR

Para a reacdo do segundo PCR, o cDNA obtido no RT-PCR foi adicionado a uma
solugdo contendo o Go Tag® Green Master Mix e 0s iniciadores genotipo-
especifico para genétipo G e P, que resultam na sintese de fragmentos com
diferentes pesos moleculares, 0s quais correspondem a um genotipo distinto de RV.
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O volume final da reacéo foi 50uL, e as amplificacéo foi realizada no GeneAmp
PCR System 2400 (Perkin Elmer).

A identificacdo dos genotipos G foi realizada sob as condicdes descritas por Gouvea
e colaboradores, 1990, com 15 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minutos,
hibridizagdo a 50 °C por 2 minutos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, seguido de

extensao final a 72 °C por 7 minutos e conservacao a 4 °C.

A identificacdo dos sorotipos P foi realizada seguindo as condi¢cdes de Gentsch e
colaboradores, 1992, com 15 ciclos de desnaturagcdo a 94 °C por 1 minuto,
hibridizacdo a 50 °C por 2 minutos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, seguido de

extensao final a 72 °C por 7 minutos e conservacéao a 4 °C.

O produto do PCR foi submetido a corrida eletroforetica em gel de agarose a 2%, a
100V por 45 minutos. Posteriormente o gel foi corado com Brometo de Etideo,
durante 15 minutos, e os fragmentos genémicos amplificados foram visualizados e

fotografados no fotorevelador.

4.6 DETECCAO DA RESPOSTA IMUNE CONTRA O RV

4.6.1 Producéo do RV Bovino

O RV bovino foi produzido em monocamadas confluente de cultivos de células de

rim de macaco, denominadas MA-104.

Para a multiplicacdo das células de linhagem MA-104, foi utilizadas garrafas tipo

Roux, mantendo a células em meio D-MEM ( Meio Essencial Eagle) suplementado

com 10% de soro fetal bovino. Para o repique da cultura celular foi utilizada a técnica

de desagregacao enzimatica com tripsina 0,25%.
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Para a producdo do RV bovino, o virus foi primeiramente ativado com tripsina
(20pg/ml) foi incubado por 30 minutos a 37°C. As garrafas contendo as células MA-
104 foram lavados 3x com Meio D-MEM sem soro ou PBS 1x estéril para remocao
do soro bovino. Posteriormente as células foram inoculadas com o sobrenadante

contendo o virus ativado, seguido de adsorc¢éo viral por 1 hora a 37 °C.

Apoés esse periodo, o inoculo foi retirado e foi adicionado meio D-MEM contendo
tripsina 2 pg/ml, antifingico e antibiético, e os cultivos foram mantidos em estufa a
37 °C até a observacdo do efeito citopatico (desprendimento da monocamada de
células infectadas). Posteriormente, as garrafas foram submetidas a ciclos de
congelamento (-20°C) e descongelamento, e o sobrenadante e as células foram

coletados e armazenados até seu posterior uso.

4.6.2 Imunofluorescéncia Indireta

Para confirmar a presenca viral foi realizada a técnica de Imunofluorescéncia

Indireta nas culturas de MA-104 infectadas com o RV Bovino.

As células MA-104 foram cultivadas em tubos contendo laminulas, e foram
infectadas como RV bovino ( Materiais e Método 5.6.1). Apds a observacédo do
efeito citopético, as laminulas contendo as células infectadas foram fixadas em
acetona a -20 °C, e incubadas com soro hiperimune de coelho por 1hora a 37°C.
Apés essa primeira incubacao, as laminulas foram lavadas 3 vezes em PBS por 10
minutos, e depois incubadas com anticorpo anti-coelho conjugado FITCH
(isotiocionato de fluoresceina). As laminulas foram lavadas novamente 3 vezes PBS
por 10 minutos, e em seguida foram incubadas com azul de Evans por 3 minutos.
Logo apds, as laminulas foram fixada em laminas de vidro com glicerina, e

analisadas em microscopio de Imunofluorescéncia.
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4.6.3 Deteccédo da Resposta Imune

4.6.3.1 Amostragem

A presenca da resposta imunoldgica IgG contra o RV bovino foi analisada em 50
soros de criancas com até 12 anos sem sintomatologia clinica de quadro de
gastrenterite, que foram cedidos ao Laboratorio de Virologia pelo Hospital Alianca.

4.6.3.2 Western Blot

As garrafas contendo as culturas infectadas foram submetidas a ciclos de
congelamento (-20°C) e descongelamento, e o sobrenadante e as células foram
coletados e centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos. Logo apds, o pellet foi
ressuspendido no tampao desnaturante de Laemmli, e levadas a 100°C por 3
minutos. Inicialmente as proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 7,5%, por 2 horas a 100V, e em seguida, foram transferidas para a

membrana de nitrocelulose, por 1 hora a 100V.

A verificacdo da eletrotransferéncia e identificacdo das proteinas foram realizadas
atravées da coloracdo com a solucdo vermelho de Ponceau 0.5%. Uma vez
confirmada a transferéncia, a membrana foi cortada em fitas, que foram
identificadas, descoradas e bloqueadas por 1 hora sobre agitacdo em uma solucéo
de 5% de leite desnatado diluidos em PBS (PBS-L-5%). ApoOs o bloqueio, as fitas
foram incubadas com soro dos pacientes 1:50 (v/v, PBS-L 0,5%) durante toda a
noite. No dia seguinte, as fitas foram lavadas 3 vezes (por 10 minutos sobre
agitacdo) com PBS mais 0.05% de tween (PBS-T, 0.05%), e foram incubadas por 1
hora a 37 °C com o anticorpo conjugado com peroxidase diluido 1:1000 (v/v, PBS-L
0,5%). Apds a incubagdo, a membrana foi novamente lavada com PBS-T 0.05%. As

bandas foram reveladas em uma contendo solugdo DAB (3°3 Diaminibenzidina-
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SIGMA CHEMICAL CO) e 0.015% de peroxido de hidrogénio. A revelacao foi
interrompida com sucessivas lavagens em PBS, e as fitas foram secas e

fotografadas.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa Epi-Info versdo 6.4. e a plataforma

online OpenEpi verséo 2.3.1
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL DA INFECCAO POR ROTAVIRUS

No periodo de abril a julho de 2010, a analise de 90 amostras fecais de criancas
através da técnica ELISA mostrou que 80 amostras foram positivas (89%) e 10

foram negativas (11%) (Figura 9).

A andlise dos casos de gastrenterite por RV em criancas durante os meses
avaliados (Figura 10) encontrou maior positividade no més de junho com 43%
(34/80) seguido do més de julho com 25% (20/80).

A distribuicdo de gastrenterite associado RV em relacédo as diferentes faixas etaria
(Figura 11) encontrou maior frequéncia no grupo de criangas com até 2 anos de
idade, que correspondeu 44% (35/80) das amostras positivas, e foi observado a
diminuicdo no ndmero de casos a partir dos 3 anos de idade.

® Amostras
Positivas

B Amostras
Negativas

Figura 9: Deteccdo do RV através da técnica ELISA em amostras fecais de criancas hospitalizadas
em Salvador no periodo de abril a julho de 2010
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Figura 10: Distribuicdo de gastrenterite por RV durante o periodo analisado.
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Figura 11: Distribuicao de gastrenterite por Rotavirus em relagéo as diferentes faixas etarias.

5.2 INDENTIFICACAO DO ELETROFEROTIPO DE RV

Com base no perfil de migracdo dos segmentos de RNA gendmico, todos os
isolados analisados foram caracterizados como RV do grupo A associados ao
eletroferotipo longo e obedeceram a distribuicdo dos segmentos de RNA viral na

ordem 4:2:3:2 caracteristicos desse virus (Figura 12).
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No total de 53 amostras analisadas pela técnica de SDS-PAGE, foi possivel a
visualizacdo dos segmentos genémicos virais em 32 (60%) amostras positivas e em

21 amostras (40%) néo foi observado o RNA viral.
Foi realizado a analise comparativa dos resultados das técnicas ELISA e SDS-
PAGE, e observou-se que o SDS-PAGE em relacdo ao ELISA apresentou

sensibilidade de 75% e especificidade de 50%, kappa 0.1319, valor preditivo positivo
93,75% e valor preditivo negativo 16,67% (Tabela 1).

1°a4e

5%e 6°

7°0,80,90

10°e 11°

Figura 12: SDS-PAGE: Eletroforese do RNA genémico do Rotavirus em gel de poliacrilamida 7,5%.
Colunas de 1 a 5, amostras positivas pela técnica de SDS PAGE. Linhas perfil de distribuicdo dos
segmentos correspondentes ao grupo A (4:2: 3:2), perfil longo.
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Tabela 1: Deteccdo do RV por ELISA e SDS-PAGE em amostras fecais de criancas hospitalizadas
em Salvador no periodo de abril a julho de 2010.

ELISA
Positivo Negativo Total
SDS-PAGE  Positivo 30 (56,6%) 2 (4%) 32 (60.4%)
Negativo 19 (35,8%) 2 (4%) 21 (39,6%)
Total 49 (92,4%) 4 (8%) 53 (100%)

5.3 GENOTIPIFICACAO DOS RV ISOLADOS

A genotipagem do RV circulante foi realizada em 53 amostras positivas através da

reacdo RT-PCR para a identificacdo dos gendtipos G e P circulantes.

5.3.1 Genotipagem G

As amostras analisadas pela técnica de RT-PCR/ nested-PCR mostrou a
identificacdo dos gendtipos G em 21 (42%) amostras, sendo 9 (18%) classificadas
como G1, 8 (16%) como G2, 2 (4 %) como G3 e 2 (4 %) como G9 (Tabela 2).

A figura 13 mostra os produtos de amplificacdo do gene 9 correspondente a
proteina VP7 visualizados em gel de agarose 1%. Nessa figura sdo observados os
produtos de 1062 pb amplificados no RT-PCR, e os produtos correspondentes aos
genadtipos G1 (749pb), G2 (652pb), G3 (374pb) e G9 (306pb).
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Tabela 2 — Distribuicdo das frequéncias dos genotipos G detectados em amostras fecais de criancas
hospitalizadas no periodo de abril a julho de 2010.

NUumero de amostras Frequéncia
Gl 9 18%
G2 8 16%
G3 2 4%
G9 2 4%
Amostras negativas 29 58%
Total 50 100%
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1062pb —
740nh >
652pb —>

<—374pb
<306 pb

Figura 13: Genotipos G: Colunas 1, 3, 6 e 8, fragmentos de 1062pb correspondente a VP7. Colunas
2, 4,7 e 9, os fragmentos correspondentes aos genétipos G2 (652pb), G1 (749pb), G9 (306pb) e G3
(374pb), respectivamente. Na coluna 5 o marcador de peso molecular de 100pb a 1500pb.



5.3.2 Genotipagem P

53

A genotipagem para P foi possivel em 8 amostras, e dentre elas 5 (10%) amostras

foram caracterizadas como P4 e 3 amostras corresponderam a P6 (tabela 3).

A figura 14 mostra os produtos de 876 pb amplificados pela RT-PCR visualizados

em gel de agarose 1% e que correspondem ao segmento 4 que codifica a VP4.

Nessa figura também é possivel observar a amplificacdo dos produtos referentes a

P4 e P6, 483 pb e 267 pb respectivamente.

Tabela 3- Distribuicao das frequéncias dos genétipos P detectados em amostras fecais de criangas

no periodo de abril a julho de 2010.

Numero de amostras Frequéncia
P4 5 10%
P6 3 6 %
Amostras negativas 42 84%
Total 50 100%
1 2 3 4

876 pb —>

483 pb —

267pb —>

Figura 14: Gendétipos P: Colunas 1 e 3- fragmentos de 879 pb correspondente a VP4. Coluna 2, o
fragmentos de 483 pb correspondentes aos gendtipos P4. Coluna 4 fragmento de 267 pb
correspondente a P6. Na coluna 5, o marcador de peso molecular de 100pb a 1500pb.
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5.3.3 Combinacdo dos gendtipos Pe G

Na tabela 4 estdo identificados os genotipos G e P encontrados. Contudo, a
combinacdo bindria foi determinada em 8 (16%) das 50 amostras analisadadas,
sendo identificadas 2 amostras G1P[4], 2 amostras G1P[6], 1 amostra G2P[4], 1
amostras G2P[6] e 2 amostras G3P[4].

Tabela 4- Distribuicdo das frequéncias das combinac¢fes binarias dos genétipos G e P detectados em

amostras fecais de criangas com no periodo de abril a julho de 2010.

Gendétipo Genotipo Numero de Frequencia
“G” “p” amostras
Gl P4 2 25%
Gl P6 2 25%
G2 P4 1 12,5%
G3 P4 2 25%
G2 P6 1 12,5%

5.4 DETECCAO DA RESPOSTA IMUNE CONTRA RV

5.4.1 Producao Viral

A presenca do RV bovino foi confirmado através da tecnica de imunoflorescéncia
indireta. Como pode ser obersavado na figura 15, a replicacdo viral é evidenciada
pela producdo de uma forte fluorescéncia citoplasmatica. Notou-se também que
algumas células apresentavam inclusées no citoplasma semelhante a viroplasmas,

que € o local onde ocorre a replicacdo e montagem do virus.
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Figura 15: Imunofluorescéncia Indireta. (A) Células MA-104 ndo infectadas. (B) Células MA-104
infectadas com RV Bovino,observa-se forte fluorescéncia citoplasmatica. (C) Células MA-104
infectadas com RV Bovino,observa-se presenca de viroplasmas
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5.4.2 Western Blot.

Foram analisados a presenca de IgG anti-rotavirus em 50 soros de criancas atraves
da tecnica de Western blot. Do total analisados, 21 (42%) soros apresentaram
resposta imune positiva, e foram observada bandas correspondentes as proteinas
VP6, VP7 e NSP4 ( Figura 16). Em 29 (48%) soros nao foi observado a reacéo

imune contra as protéinas virais

A relacdo dos soros positvos com as faixas etarias do grupo estudado é
demonstrada na tabela 5, e observa-se que 14 dos 21 (66%) soros positivos
pertecem a criancas com até 5 anos, e 7 (34%) soros pertencem a criangas entre 6

e 11 anos.

Tabela 5- Distribuicdo das faixa etarias dos soros positivos no Western blot.

Grupos Idade NUmero de amostras Frequéncia
Oalano 4 19%
2 anos 3 14%
0 a5 anos 3 anos 2 9.5%
4 anos 4 19%
5 anos 1 5%
6 anos 2 9.5%
7 anos 2 9.5%
6allanos 8 anos 1 5%
9 anos 0 0%
10 anos 1 5%
11 anos 1 5%
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A B

1 2 1 2

Figura 16:ldentificagcdo das proteinas do RV bovino por soros de criancas.
(A) Protéinas virais reconhecidas pelos soros de crianca 1) SDS-PAGE das proteinas virais,

2): Western Blot dos soros nimero 1 e 2.
(B) Proteinas celulares néo infectada-controle 3):SDS-PAGE das proteinas celulares.4) Western Blot

do soro nimero 1

= VP6-41 kDa

= VP7- 38 kDa

= NSP4-28 kDa

3 4
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6 DISCUSSAO

O RV é um dos principais responsaveis pelos quadros de gastrenterite severa em
criancas, e a identificacdo dos genotipos na populacdo colabora com a

monitorizac&o do virus circulante.

No presente trabalho, observou-se que RV foi 0 agente causal dos quadros de
gastrenterites analisados, sendo encontrada no més de junho maior frequéncia
desta infeccdo. Contudo, o aumento dos casos de infeccdo por RV encontrado
nesse trabalho pode estar relacionado com maior pluviosidade observado no
referido periodo de 2010, que faciltou a permanéncia do virus no ambiente,
principalmente em recintos fechados com maior aglomerado de pessoas (escolas,

creches, etc).

O estudo também mostrou que a faixa etaria mais atingida foi o grupo de criancas
menores de dois anos, com um menor indice de infeccdo a partir dos trés anos.
Esses dados coincidem com os descritos na literatura, onde alguns autores
demonstram a maior prevaléncia da infec¢do por RV em crian¢as de até dois anos, e
sugerem que a diminuicdo da prevaléncia acontece desde o terceiro ano de vida.
Fato que estaria relacionado a imunidade adquirida pela a maioria das criancas,
devido a infeccBes sintomaticas ou assintomaticas que surgem até os cinco anos de
idade. (ANDREAS et al., 2007; ANGEL et al., 2007; CHANDARN et al., 2010).

O diagnostico da infeccdo por RV pode ser realizado pela técnica de ELISA que
permite a identificacdo do virus nas fezes de forma rapida e especifica, e por isso €
considerada uma importante ferramenta diagnéstica. A identificacdo do genoma viral
pela metodologia de SDS-PAGE, apesar de ser importante para caracterizacao do
grupo de RV responsavel pela infeccdo, ndo € usada como diagndstico, mas é
amplamente utilizada em estudos epidemiologicos. Na comparacdo dos dados
obtidos pelas duas técnicas aplicadas nesse estudo pode-se observar que o SDS-
PAGE apresentou leve concordancia com o ELISA, porém foi menos sensivel. Esse

fato pode ser explicado por uma possivel degradacdo do RNA viral por enzimas
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presentes nas fezes, que dificulta a deteccdo no SDS-PAGE. Mas apesar dos
valores de sensibilidade e especificidade, o SDS-PAGE ainda € uma importante
ferramenta para os estudos moleculares do RV, pois permite de forma rapida a
identificacdo do eletoferotipo viral circulante. A analise do genoma viral atraves
dessa técnica encontrou o eletroferotipo correspondente o grupo A em todas as
amostras analisadas, o que confirma a predominancia desse grupo nas infecgoes
gastrointestinais causadas pelo RV em criancas. Campos e colaboradores (2002) e
Serravalle e colaboradores (2007), também, identificaram o grupo A como o0 agente
causal de gastrenterite em criangcas nos anos de 1998 a 2002, dessa forma esses

achados sugerem a circulacdo do grupo A até os dias atuais nesta populagéo.

O estudo molecular do RV do grupo A mostrou a maior ocorréncia de G1 e G2,
seguido de G3 e G9. Esses resultados divergem com o0s descritos no primeiro
estudo da caracterizagdo molecular do RV em Salvador, que detectou a
predominédncia de G9 seguido de G1 e G4 (SERRAVELLE et al.,, 2007), e
recentemente, Munford e colaboradores (2009) detectaram G9 e relataram pela
primeira vez a presenca de G2 nessa populacédo. Dessa forma, observa-se que o
perfil de circulacdo dos genétipos G responsaveis pela infeccdo por RV estaria em
continua modificagdo nessa comunidade. Estas variacdes observadas em vérias
partes do pais levou a divisdo da epidemiologia dos genétipos de RV no Brasil em
dois periodos: o primeiro antes da introducéo da vacinacéo (1982-2005) onde G1 foi
0 genodtipo mais prevalente no pais (PIETRUCHINSKI et al., 2004; CARVALHO-
COSTA et al.; 2006) e o segundo apds a vacinagédo (a partir de 2006) onde foi
observado a reemergéncia de G2, sendo apontado como o mais prevalente em
diferentes regides do pais (GUNGEL et al. 2007; ARAUJO et al., 2010; BOGES et
al.,, 2011; DULGHEROFF et al, 2012). Alguns trabalhos realizados apés 2006
sugerem que esse maior ocorréncia de G2 poderia estar associado a uma menor
eficacia da vacina contra esse gendtipo. Porém estudos longitudinais e de coorte
com grupos de criangas vacinadas e ndo vacinadas contra RV que encontraram
maior deteccdo de G2 nos dois grupos descartariam a influencia da vacina, mas
sugerem gue esse evento estaria associado a uma flutuacdo normal da circulacao
dos gendtipos de RV (GURGEL et al, 2007; CARVALHO-COSTA et al., 2011;
VIEIRA et al.,, 2011). Essa flutuacdo na circulacdo dos gendtipos de RV foi

observada por Bishop e colaboradores (1991) na Australia, que descreveram a
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reemergéncia de G2 a cada 10 anos. No Brasil, dados epidemiologicos também
demonstram um intervalo de 10 anos entre a diminuicdo na detec¢do de G2 em
1996 e seu posterior ressurgimento em 2006 (OLIVEIRA & LINHARES, 2011;
OLIVEIRA et al., 2012). Além disso, esse ressurgimento notavel de G2 parece estar
relacionado a um evento continental, pois paises americanos como Argentina,
Honduras, El salvador, Guatemala, Paraguai também relatam a predominancia de
G2 nas infecgOes por RV a partir de 2006 (LEITE et al., 2008).

A respeito da genotipagem de P (apesar da limitada deteccdo motivada
possivelmente pela degradacdo do RNA gendmico) foi possivel a identificacdo de
dois gendétipos P4 e P6. No entanto, estudos moleculares do RV em Salvador
mostram que P8 foi predominante nos casos de gastrenterites até 2006, sendo o P4
responsavel por apenas 1,1% das infec¢cdes (SERRAVALLE et al., 2007; MUNFORD
et al.,, 2009). Contudo, P4 e P8 sdo considerados os responsaveis por 90% das
infeccbes por RV no mundo, sendo o P6 o segundo mais frequente. Alguns
trabalhos identificaram semelhanca entre o genétipo P6 humano e animal, e
apontam para uma possivel transmissao interespécies (PEREIRA, 2011). O estudo
realizado por Mascarenhas e colaboradores (2010), com amostras de P6 isoladas de
pacientes com gastrenterite em Belém, Para, através da analise filogenética
encontraram similaridade entre a cepa humana e suina, e reforcam a possibilidade
de transmisséo interespécie. Além disso, sugerem a continua investigacdo desses
fenbmenos, pois pode constituir uma limitacdo para o desenvolvimento de novas
vacinas. No entanto, as combinacfes dos genétipos G e P mostrou a circulacédo de
cinco cepas diferentes, sendo elas G1P[4], G1P[6], G2P[4], G2P[6] e G3P[4]. Esses
resultados divergem com os descritos anteriormente nos estudos moleculares de RV
em Salvador, que indicavam a predominancia de G9P[8], seguido de G1P[8] e
G4P[8] até 2002, e apos esse periodo G2P[4] seguido de G9P[8] e GI9P[4] até 2006
(SERRAVALLE et al., 2007; MUNFORD et al., 2009). A mudanca no perfil de
detecc¢do dos genotipos de RV pode estar relacionada com a introdu¢do em 2006 da
vacina monovalente composta da cepa humana atenuada G1[P8] (Rotarix®). A
protecdo oferecida para esse gendtipo resultou na diminuicdo da sua incidéncia,
mas em contrapartida essa vacina nao ofereceria protecéo efetiva contra outros
genotipos. Apds a introducdo da vacinagdo, tal fendmeno foi observado com o

genaotipo G2[P4]. A protecdo contra o G1P[8] e a flutuacdo normal dos genadtipos de
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RV resultou na maior deteccédo de G2P[4] no Brasil, e atualmente é apontando como
0 genoétipo mais predominante nos casos de gastrenterite por RV no pais
(CARVALHO-COSTA, et al. 2009; BORGES et al., 2011; IKEDA- CARMO et al.,
2011, VIEIRA et al., 2011; DULGHEROFF, et al., 2012).

Até o momento, as pesquisas moleculares do RV apontam a dindmica de circulagéo
desse virus no mundo, e sdo fundamentais os programas de imunizacao, ja que
vacinas sdo desenvolvidas e introduzidas com base nos principais genotipos
circulantes no pais, como aconteceu no Brasil em 2006 que introduziu a vacina
monovalente Rotarix®. Entretanto, estudos da resposta imunoldgica contra 0 RV na
populacdo ndo séo realizados com frequéncia, e por isso, este trabalho abordou a

resposta imune contra o0 RV em um grupo criancas.

A resposta imune protetora contra o RV pode ser adquirida através de infeccao
natural ou pela vacinacdo. Nesse estudo, observou-se que 40% das amostras
testadas identificaram as bandas correspondentes as principais proteinas
imunogénicas virais (VP6, VP7 e NSP4), e foi encontrado maior resposta imune em
criancas com até cinco anos de idade. Esses dados colaboram com os descritos na
literatura, que indicam maior prevaléncia da infecgcdo por RV em criangas menores
gue cinco anos e consideram essa faixa etaria como grupo de risco dados
(PARASHAR, 2003), e demonstram que a populacdo estudada apresentou alguma
forma de contato com RV o0 qual resultou na resposta imune detectada. Contudo,
novos estudos epidemioldgicos dos virus entéricos apontam para a diminuicdo da
gastrenterite por RV apdés a introducdo da vacina no Brasil, e sugerem o aumento
das infec¢Bes por outros virus, principalmente o Norovirus (NoV) (RIBEIRO et al.,
2008; CILLI et al.,, 2011). Fato semelhante foi observado pelo Laboratério de
Virologia em seus trabalhos com RV e NoV (dados ainda néo publicados), e sugere
gue uma maior protecdo contra o0 RV aumentaria a possibilidade de infeccéo por

outros agentes virais responsaveis por quadro de gastrenterite.

Concluindo, os resultados descritos demonstram na cidade de Salvador a continua
circulacdo do RV do grupo A, com mudanca do perfil de circulacdo dos genétipos RV
para a atual predominancia de G1, G2, P4 e P6, e uma populacdo de criangas

susceptivel com capacidade de resposta imune para RV. Dessa forma, estudos
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moleculares e sorolégicos devem prosseguir ajudando elucidar questbes como
diversidade genética, historia evolutiva e circulacdo desse virus, contribuindo para

novas politicas de vacinacao e de monitorizacao dos genotipos de RV circulantes.
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7 CONCLUSAO

e A gastrenterite por RV apresentou alta frequéncia entre Abril de Julho de 2010.

e O RV do grupo A foi o predominante nos casos de gastrenterites detectados.

e As técnicas de SDS-PAGE e ELISA apresentaram leve concordancia sendo
consideradas ferramentas importantes para o estudo do RV.

¢ No ano de 2010 foi observada a mudanca na circulacao dos genétipos de RV
em relacdo aos anos de 1998 a 2002 e 2005 a 2006.

e Os genotipos G1, G2, G3 e G4 foram detectados na populagdo estudada,

sendo observada a predominancia de G1 e G2.

e Os gendtipos P identificados nesse estudo foram P4 e P6.

e Em relacdo a combinacdo binaria de G e P, foram detectados 5 genétipos :
G1P[4], G1P[6], G2P[4], G2P[6] e G3P[4].

e A populacdo estuda apresentou resposta imune protetora contra as proteinas

imunogénicas do RV.



64

8 PERPESCTIVA

e Sequenciamento genético das amostras e estudo filogenético.

e Desenvolvimento de Kits nacionais para deteccdo do RV em amostras de

fezes pelo método de ELISA Indireto.

¢ Desenvolvimento de Kits nacionais para a extracao eficaz do RNA do RV em

amostras de fezes.

e Desenvolvimento de Kits nacionais para genotipagem do RV, podendo ser

utilizado nos laboratérios clinicos.

e Estudo e desenvolvimento de um banco de dados sobre o Rotavirus, o qual
forneca informacao de eletroferotipo, gendétipos e os segmentos gendmicos

sequenciados.
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