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RESUMO

CARMONA, R. C. C. Diversidade genética dos rotavirus humanos detecta  dos
em pacientes com diarréia aguda no Estado de S&do Pa ulo, no periodo de 1996
a 2006. 2010. 181 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sado Paulo, 2010.

O rotavirus é considerado o principal agente etioldgico das gastroenterites graves em criangas em
todo o mundo. Em margo de 2006, uma vacina contra rotavirus (oral, atenuada, monovalente,

P[8]G1, Rotarix ® GlaxoSmithKline Biologicals) foi introduzida no Brasil no calendario de rotina de
imunizacao infantil. O estudo da diversidade genética dos rotavirus, antes e apés a introducdo desta
vacina pode ser importante para o desenvolvimento de estratégias de vacinagdo. Um total de 8.961
amostras fecais coletadas de pacientes com diarréia aguda, durante o periodo de vigilancia de 11
anos no Estado de Sao Paulo (1996-2006) foi testado para rotavirus por ELISA. Destas, 1.784
(20,0%) foram positivas, e posteriormente a caracterizacdo dos rotavirus em genétipos G e P foi
realizada em 1.300 amostras por nested RT-PCR. O genétipo G1 de rotavirus foi o0 mais freqiiente,
detectado em 35,2% das amostras, seguido do tipo G9 (31,2%), G2 (4,0%), G3 (3,5%), G4 (2,2%),
infeccdo mista (1,8%) e G12 (0,5%). A associagdo mais frequente foi a P [8]G1 e P [8] G9. Foi
realizada a sequéncia nucleotidica do gene 9 (VP7) de 38 rotavirus genétipo G1, selecionados de um
total de 341 P[8]G1. Duas cepas foram analisadas de cada ano como 1997, 1998, 2001 e 2002, trés
cepas do ano 1996, 1999 e 2003, quatro cepas em 2000, sete cepas foram em 2004 e 2005, e cinco
em 2006. Os 38 rotavirus G1 neste estudo foram classificados em duas linhagens distintas, linhagem
G1-1, com 44,7% (17/38) e linhagem G1-Il com 55,3% (21/38). A linhagem G1-I foi detectada durante
seis anos, 1996-1997, 2001-2002 e 2004-2006, e a linhagem G1-1l foi detectada durante os anos de
1998-2001, e 2003-2005. Analises preliminares mostraram que Rotarix ® foi eficiente contra estas

linhagens G1.

Palavra-chave: Rotavirus. Diarréia. Genotipos. Diversidade genética. Analise

Filogenética. Linhagens. Vacina.



ABSTRACT

CARMONA, R. C. C. Genetic diversity of Human Rotaviruses detected in
patients with acute diarrhea in Sdo Paulo, from 199 6 to 2006. 2010. 181 p. Ph D
Thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo,
Séo Paulo, 2010.

Rotavirus (RV) infections are recognized as a major cause of severe gastroenteritis
in children worldwide. In March 2006, a monovalente P[8]G1, human RV vaccine
(Rotarix® GlaxoSmithKline Biologicals) was introduced in Brazil into the routine
childhood immunization schedule. Therefore, the study of genetic diversity among
rotavirus strains before and after the introduction of this vaccine may be important for
the development of vaccination strategies. A total of 8,961 fecal samples collected
from patients with acute diarrhea, during the 11-year period surveillance in Sdo Paulo
State (1996 to 2006) were tested for rotavirus by ELISA. One thousand seven
hundred eighty- four (1,784, 20.0%) were positive, and the characterization of the G
and P genotypes was performed on 1,300 rotavirus samples by nested RT-PCR. The
G1 type was the most prevalent rotavirus strain (35.2%). The second most prevalent
was the G9 type (31.2%), followed by G2 (4.0%), G3 (3.5%), G4 (2.2%), mix infection
(1.8%) and G12 (0.5%). The more frequent association was P[8]G1 and P[8]G9. We
performed a sequence analysis of 38 P[8]G1 rotavirus strains, selected from a total of
341 P[8]G1l.Two strains from 1997, 1998, 2001, and 2002 were analyzed; three
strains from 1996, 1999, and 2003; four strains from 2000; seven strains from 2004,
and 2005; and five strains from 2006. All 38 rotavirus G1 sequence in this study
were found to be classified into two distinct lineages, lineage | with 44.7% (17/38)
and lineage Il with 55.3% (21/38). The G1-I lineages were detected during six
rotavirus seasons 1996-1997, 2001- 2002, and 2004-2006 whereas and lineage G1-

I was detected during 1998-2001, and 2003-2005. Preliminary analyses
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demonstrated that Rotarix® has been efficacious against these G1 lineages.

Keywords: Rotavirus. Diarrhea. Genotypes. Genetic diversity. Philogenetic Analysis.

Lineages. Vaccine.



1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES

A diarréia aguda é considerada uma doenca comum no mundo inteiro, porém
nos paises em desenvolvimento a doenca assume um significado especial,
constituindo a principal causa de morbidade e mortalidade em criangcas menores de
5 anos de idade (KOSEK; BERN; GUERRANT, 2003). A morbi-mortalidade devido a
doenca diarréica diminuiu consideravelmente na década de 70 em diversos paises.
No Brasil, este fato ocorreu em funcdo da implementacdo gradativa de politicas
publicas de saude, como melhorias no saneamento basico domeéstico,
abastecimento de agua potavel, incentivo ao aleitamento materno, e melhora no
estado nutricional das criangcas. Uma das mais importantes intervencdes foi a
introducéo e utilizacdo crescente da terapia de reidratacdo oral (TRO). Esta acéo de
baixo custo representou grande impacto na reducédo da mortalidade por desidratacao
causada por diarréia aguda. Entretanto, apesar destas acdes, a doenca ainda
representa uma preocupacao e um problema em saude publica (BLACK; MORRIS;
BRYCE, 2003; SASTRY e BURGARD, 2005).

Estima-se a ocorréncia de 1 bilhdo de episdédios de diarréia e
aproximadamente de 3 a 5 milhdes de mortes anualmente (LINHARES e BREESE,
2000). Também nos paises desenvolvidos, a diarréia aguda apresenta taxa de
morbidade consideravel e um ndamero substancial de hospitalizacdes em criangas
menores de 2 anos de idade (HO et al., 1988; KOSEK et al., 2003; PARASHAR,;
BRESEE; GLASS, 2003).

A etiologia da diarréia aguda na infancia pode estar relacionada com diversos
agentes infecciosos como virus, bactérias e parasitas, ou agentes nao infecciosos

(CICERELLO e GLASS, 1994). Dentre os agentes infecciosos, os rotavirus (RVS)
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sao considerados 0s principais agentes etioldgicos da diarréia aguda grave.
1.2 HISTORICO

Os primeiros relatos relacionados a participacdo de agentes virais em
doencas diarréicas ocorreram em 1943 por Ligth e Hodes. Os autores induziram a
doenca diarréica em bezerros jovens, através da inoculacdo por via oral, utilizando
filtrado de fezes de criancas com quadro de diarréia ndo bacteriana, ocorrido em
1942 durante 4 surtos em bercarios de Baltimore e Washington. Depois de 32 anos,
as fezes liofilizadas desses animais foram submetidas a microscopia eletrénica
direta, ainda sendo observadas particulas tipicas de RVs (HODES, 1977). Em 1969,
Mebus et al. utilizando a microscopia eletrbnica, demonstraram a presenca de
particulas virais de 70 nandmetros (nm) de diametro, em fezes de bezerros com a
doenca diarréica, e que a mesma poderia ser reproduzida, por meio de inoculagdes
seriadas por via oral.

Até o inicio da década de 70, as técnicas utilizadas para diagnosticar as
diarréias agudas em humanos eram limitadas aos agentes bacterianos e parasitarios
e a maioria ndo podia ser identificada (LE BARON et al., 1990).

Finalmente, em 1972, Kapikian et al. utiizando a técnica de
imunomicroscopia eletrénica, demonstraram a presenca de particulas virais com 27
nandémetros de diametro em filtrado de fezes de adultos voluntérios, que ingeriram
filtrados de fezes diarréicas durante um surto de diarréia ndo bacteriana ocorrido em
Norwalk, Ohio, EUA. Estes virus foram denominados de virus Norwalk, que
representa um grupo diverso de virus, atualmente classificado na familia
Caliciviridae (HEDBERG e OSTERHOLM, 1993; WANG et al., 1994; LEVETT et al.,
1996; INTENATIONAL COMMITTEE TAXONOMY OF VIRUSES, 2006).

No ano seguinte, em 1973, Bishop et al. descreveram pela primeira vez a
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presenca de RVs em humanos, através de cortes ultrafinos de bidpsia da mucosa
duodenal de criancas com diarréia aguda ndo bacteriana. Utilizando a microscopia
eletrdnica, os autores observaram a presenca de particulas virais em 6 dos 9 casos
estudados e devido a sua morfologia sugeriram tratar-se de um virus pertencente ao
grupo Orbivirus. No mesmo ano, Flewett, Bryden; Davis observaram pela primeira
vez por microscopia eletrénica, particulas de virus diretamente nas fezes de criancas
com diarréia aguda. Eram particulas com duplo capsideo, tornando-as muito
semelhantes aos Reovirus. Em 1974, Flewett; Bryden; Davis sugeriram a
denominagcdo de Rotavirus, anteriormente denominada de Reovirus-like, pois as
particulas virais apresentavam morfologias semelhantes a uma roda (latim “rota”),
guando observadas ao microscépio eletrénico (Figura 1). Essa denominacdo, como
género Rotavirus, viria a ser definida como oficial em 1978 pelo Comité Internacional
de Taxonomia dos Virus (I.C.T.V.) durante o 4° Congresso Internacional de Virologia

(MATTHEWS et al., 1979).

Figura 1. Particula de rotavirus observada ao microscopio eletrénico JEOL JEM-1011.
FONTE: Foto gentilmente cedida por Dra. Marli Ueda, Sec¢do de Microscopia Eletrdnica, Instituto
Adolfo Lutz.



Diversos virus tém sido reconhecidos como agentes etioldgicos das doencas
diarréicas, porém, somente alguns sao considerados de importancia epidemioldgica
além dos rotavirus, como Norovirus e Sapovirus (Caliciviridae), Astrovirus

(Astroviridae) e Adenovirus (Adenoviridae) (WILHELMI et al., 2003).

A primeira descricdo da ocorréncia dos RVs no Brasil foi feita por Linhares et
al., (1977). Utilizando a técnica de microscopia eletrénica, os autores demonstraram
a presenca de particulas de rotavirus nas fezes de 2 de 13 criancas com diarréia
aguda admitidas em um Hospital Pablico na cidade de Belém do Para. Ao longo dos
trinta anos, diversos estudos associados a infeccéo por esses virus foram objeto de
estudo em nivel nacional, integrando um espectro que abrange desde os primeiros
achados por microscopia eletrbnica até a caracterizacdo molecular das cepas

circulantes (LINHARES e BRESSE, 2000).

1.3 PARTICULA DOS ROTAVIRUS

O RV pertence a familia Reoviridae, género Rotavirus. A particula integra
apresenta aproximadamente 100 nm de diametro, um nucleocapsideo icosaédrico e
sem envoltério. Possui uma tripla camada protéica compondo os capsideos externo,
intermediario e interno. O core que contém o genoma viral encontra-se na camada

mais interna, apresentando um diametro aproximado de 37 nm.

O seu genoma € constituido de onze segmentos de RNA de fita dupla
(dsRNA). Cada segmento gendmico codifica uma proteina viral especifica, ou seja, 6
proteinas estruturais, designadas com as iniciais em inglés VP, “Viral Protein” (VP1-
VP4, VP6 e VP7); e 6 proteinas ndo estruturais - NSP, “No Structural Protein”

(NSP1-NSP6). Sdo denominadas de monocistrénicos, com excecdao do segmento
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gendmico 11 que codifica duas proteinas, NSP5 e NSP6 (ESTES e KAPIKIAN, 2007;
RAMIG, 2004) Figura 2.

A camada mais interna ou o core é constituida por 60 dimeros da proteina
viral VP2, codificada pelo segmento gendmico 2. A VP2 por sua vez interage com as
proteinas virais VP1 e VP3, codificadas pelos segmentos gendomicos 1 e 3,
respectivamente, organizadas na forma de 12 complexos enzimaticos e ligadas
diretamente ao genoma viral (PRASAD e CHIU, 1994; SHAW et al., 1993).

A camada intermediaria da particula de rotavirus € constituida por 260
trimeros da proteina VP6, a qual circunda o core, codificada pelo segmento
gendmico 6, representando cerca de 51% do virion (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

O capsideo externo da particula de rotavirus consiste em 2 proteinas

estruturais: VP4 e VP7.

A proteina VP4 é codificada pelo segmento genémico 4, constituindo cerca
de 1,5% da proteina total do virion. (KAPIKIAN e ESTES, 2007). A proteina VP4
projeta-se do capsideo externo da particula viral em forma de pequenas espiculas
(SHAW et al., 1993). A proteina estd associada a varias fungdes importantes como:
indugdo na producdo de anticorpos neutralizantes; atividade hemaglutinante;
restricdo do crescimento do rotavirus de origem humana em culturas de células; é o
sitio para ativacdo da infecciosidade por clivagem proteolitica; contém o peptideo de
fusdo dos rotavirus; e estd associada a viruléncia. A clivagem proteolitica divide a
proteina VP4 em duas subunidades protéicas indicadas com asterisco: VP5* e VP8*,
A subunidade VP5* estd associada a neutralizacdo heterotipica, enquanto a VP8*

esta associada a neutralizacdo homotipica (ESTES e KAPIKIAN, 2007).



A proteina VP7, uma glicoproteina, € considerada o principal componente do
capsideo externo da particula de rotavirus e constituindo cerca de 30% do virion. A
proteina é codificada pelos segmentos gendémicos 7, 8 ou 9, dependendo da
amostra de virus, apresentando um papel importante na inducdo de producéo de

anticorpos neutralizantes (ESTES e COHEN, 1989).

As proteinas NSP1 e NSP4 sao codificadas pelos segmentos 5 e 10,
respectivamente, as proteinas NSP5 e NSP6 sao codificadas pelo segmento
gendmico 11 e as proteinas NSP3 e NSP2 séo codificadas pelos segmentos 7, 8 ou
9, dependendo da amostra de virus. As proteinas NSP1 -NSP3 e NSP5 parecem
apresentar propriedades de ligacdo a acidos nucléicos, atividades de replicase e
estdo envolvidas na replicacdo do genoma viral (ESTES e COHEN, 1989; ESTES e
KAPIKIAN, 2007). A proteina NSP4 foi descrita como sendo uma enterotoxina viral

(BALL et al., 1996) (Figura 2).

SEGMENTOS PROTEINAS VIRION
GENOMICOS CODIFICADAS

- |
|
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— VP1
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y vea VP2
Gendtipos/Sorotipos P
10— &= — NSPg VIP7 VP6

11— a—-—— NSP5 Gendtipos/Sorotipos G

NSP&

Figura 2. Representacéo esquematica dos segmentos gendmicos e estrutura tridimensional em 3D da particula
viral de Rotavirus-A Simio (SA11).
FONTE: Adaptado de Desselberger et al. (2009).
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1.4 CLASSIFICACAO

Os rotavirus sao classificados dentro de trés importantes especificidades
antigénicas com base no grupo, subgrupo e sorotipo (HOSHINO e KAPIKIAN,
1994a; ESTES e KAPIKIAN, 2007).

A especificidade do grupo é determinada predominantemente pela proteina
VP, classificando o rotavirus sorologicamente em 7 grupos (A - G). Os rotavirus dos
grupos A (RVs-A), B e C sdo encontrados tanto em humanos como em animais e 0s
demais grupos (D - G) sado encontrados apenas em animais. As cepas pertencentes
aos grupos B, C, D, E, F e G sdo denominados como RVs do grupo-ndo A. O RV-A
constitui a maioria dos rotavirus e € considerado o principal agente causador das
gastroenterites graves em criancas e animais (ESTES e KAPIKIAN, 2007; SANTOS
e HOSHINO, 2005).

O rotavirus do grupo B, inicialmente relacionado a diarréia animal, foi
implicado como causa de varios surtos de gastroenterites graves ocorridos na China,
envolvendo predominantemente adultos e em recém-nascidos e, mais tarde, a
quadros diarréicos em adultos na india, Bangladesh e Miyanmar (KRISHNAN et al.,
1999; AHMED et al., 2004; BARMAN et al., 2006; KOBAYASHI et al., 2001; CHEN et
al. 1985; FANG et al., 1989; HUNG et al., 1984; AUNG et al., 2009).

O rotavirus do grupo C, do mesmo modo inicialmente relacionado a diarréia
em animais tem sido detectado de forma esporadica e surtos em humanos em
diversos paises (RODGER; BISHOP; HOLMES, 1982; DIMITROV et al., 1983;
ESPEJO et al., 1984; ARISTA; GIOVANELLI; TITONE, 1985; SZUCS; KENDE; UJ,
1987; PENARANDA et al., 1989; USHIJIMA et al., 1989; JIANG et al., 1995; YEE et
al., 2006, SANCHEZ — FAUQUIER et al., 2003; PHAN et al., 2004; STEYER et al.,
2006; RAHMAN et al., 2005a, SCHNAGL et al., 2004; CAUL et al.; 1990; CASTELLO
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et al., 2002; BANYAI et al., 2006); inclusive em algumas regiées no Brasil (PEREIRA
et al., 1993; SOUZA et al., 1998; TEIXEIRA et al., 1998; GABBAY et al., 1999, 2008;
LUCHS et al., 2009).

A especificidade de subgrupo do RV-A é definida pela proteina VP6, por
ensaios imunoenzimaticos utilizando anticorpos monoclonais especificos. Até o
momento, quatro subgrupos especificos sdo descritos: subgrupo | (comum em
animais e pouco freqiente em humanos); subgrupo Il (comum em humanos e pouco
freqiente em animais); subgrupo | e Il (pouco freqiiente em humanos ou animais) e
subgrupo néo | ndo Il (pouco freqiiente em humanos e animais e comum em aves)
(HOSHINO e KAPIKIAN, 1994a). Anteriormente, os subgrupos especificos das
amostras de RV-A eram determinados pela analise do genoma viral, utilizando a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). Determinam 2 padrdes
eletroforéticos distintos de acordo com a mobilidade dos segmentos 10 e 11: “longo”
e “curto”. Amostras de rotavirus com padrdo eletroforético “longo”, estédo
freqientemente associadas ao subgrupo Il e amostras com padrdo eletroforético
“curto”, estdo frequentemente associadas ao subgrupo | (ESTES; GRAHAM,;
DIMITROV, 1984; ESTES e KAPIKIAN, 2007). Porém, estudos demonstram
excecdes a estas associagfes, ou seja, amostras de rotavirus pertencentes ao
subgrupo | com um padrao eletroforético “longo” e amostras pertencentes ao
subgrupo Il com um padréo eletroforético “curto” (HOSHINO e KAPIKIAN 1994b).

A especificidade de sorotipo do RV-A é determinada pelas proteinas VP7 e
VP4, que induzem de forma independente a producdo de anticorpos neutralizantes
(HOSHINO et al., 1985; OFFIT et al., 1985, 1986). Para facilitar a descricdo dos
rotavirus em sorotipos, sugeriu-se uma terminacdo bindria: para 0s sorotipos
especificos VP7 utiliza-se a letra G (por ser uma glicoproteina), para os sorotipos
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especificos VP4 utiliza-se a letra P (por ser sensivel a protease).

O critério estabelecido para se determinar um novo sorotipo VP7 ou VP4 esta
ligado a demonstracdo da diferenca de 20 vezes ou mais no titulo de anticorpos
neutralizantes entre o sorotipo de referéncia e 0 novo sorotipo. Alternativamente,
pode-se empregar a analise comparativa da sequéncia dos aminoacidos dos genes
do RNA viral que codificam as proteinas VP7 e VP4, e para que as amostras
pertencam ao mesmo genotipo, estas devem apresentar pelo menos 89% ou mais

de homologia (HOSHINO e KAPIKIAN, 1994a; ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Para definir a especificidade em sorotipos determinada pela proteina VP4 séao
utilizadas na literatura duas classificacfes: genétipos P (idealizada por ESTES e
COHEN, 1989) e sorotipos P (idealizada por GORZIGLIA et al., 1990). Os sorotipos
P e os genotipos P sdo determinados como descrito anteriormente, porém néao ha
relacdo entre os resultados obtidos nas duas metodologias utilizadas, tornando dificil
a classificacdo e o seu entendimento, ao contrario dos sorotipos e gendtipos G
(ESTES e COHEN, 1989). Recomenda-se que os gendtipos P sejam colocados
entre colchetes seguidos da designagdo completa do sorotipo P (ex. a amostra
padrdo humana DS-1 deve ser designada como P1B[4], G2) e para aquelas
amostras que nao apresentam sorotipo P definido colocar apenas o gendtipo entre
colchetes (ex. a amostra humana padrdo DHAKAG6 deve ser designada como P[25]
G11).

Com base em testes sorolégicos, até o momento foram descritos em
humanos e animais 14 P e 14 sorotipos G, e com base na caracterizagdo molecular,
pelo menos, 30 P e 21 gendtipos G (ABE et al., 2009) Desses, 11 G tipos (G1-G6 e

G8-G12) e 12 P tipos (P1 [8], P1B [4], P2A [6], P2C [6], P3 [9], P4 [10], P5A [3], P6

13



[1], P8 [11], P11 [14], P12 [19] e P [25]) tém sido isolados de seres humanos
(MATTHIIJNSSENS et al., 2008a).

Como as amostras de rotavirus humanos e animais possuem duas
especificidades para sorotipos, sugere-se que a caracterizacdo antigénica completa
dos rotavirus inclua tanto a proteina VP7 como a proteina VP4 (HOSHINO et al.,
1985), como consta no quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo genotipica de RVs-A de origem humana com base na
proteina VP4.

VP4 VP7 Cepas de Origem Humana
Genotipo Sorotipo/Genétipo

P[6] Gl M37

P[8] Gl Wa, KU, Dhaka 16-03, D

P[9] Gl K8

P[4] G2 DS1, TB-Chen, NR1, S2, RV5, RMC/G66, KUN, E210,

AU85, AU102.

P[6] G2 1076

P[3] G3 PA260/97

P[6] G3 RV3

P[8] G3 YO, RMC437, P, Ai-75, CH32,CHW2, MO

P[9] G3 Au-1, “02-92",

P[14] G3 B4 106

P[4] G4 RMC61

P[6] G4 ST3

P[8] G4 Hosokawa, RMC 100, Hochi, VA70, Odelia

P[8] G5 IAL28

P[6] G6 B1711

P[9] G6 Seb584

P[14] G6 Hun5, PA169, 11/05-27, B10925-97

P[1] G8 MP409

P[6] G8 DRC86

P[8] G8 DRC88

P[10] G8 69M

P[6] G9 US1205

P[8] G9 WI61, B3458, F45

P[11] G9 116E

P[19] G9 RMC321, RMC/G7, Mc323, Mc345

P[11] G10 1321

P[14] G10 A64

P[25] G11 Dhaka6, KTM368

P[4] G12 L26

P[6] G12 Dhakal2-06, Matlab13-03, N26-02, RV176-00, RV161-00

P[8] G12 B4633-03, Dhaka25-02

P[9] G12 T152

Nota: As amostras de origem humana séo indicadas de acordo com o nome dado pelo local aonde
foram isoladas as amostras.
FONTE: Adaptado de Matthijnssens et al. (2008a); Estes e Kapikian (2007).
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Estudos utilizando técnicas de hibridizacdo classificam os rotavirus dentro de
familias de genes ou genogrupos. Pela andlise do nimero de segmentos genémicos do
virus € possivel observar a formacdo ou ndo de bandas hibridas estaveis entre as
amostras padrdes utilizadas. Até o momento 3 genogrupos foram descritos em
amostras de rotavirus humanos, séo eles: Wa, DS-1 e AU-1 e varios em animais. Estes
estudos indicam que a transmissdo de rotavirus entre as espécies € provavelmente
rara. Entretanto, h& relatos que indicam homologia genética entre 0os genogrupos das
espécies animal e humana, sugerindo que a diversidade génica desses virus seja
devida a ocorréncia de um rearranjo genético natural entre as amostras de rotavirus
(WARD et al., 1990; NAKAGOMI e NAKAGOMI, 1991).

Recentemente uma nova recomendacdo tem sido proposta para classificagao
dos RVs-A, idealizada pelo Grupo de trabalho da Classificacdo dos Rotavirus em
parceria com o Grupo de Estudo Reoviridae, do Comité Internacional de Taxonomia dos
Virus (MATTHIINSSENS et al., 2008a). Com base na porcentagem de identidade dos
nucleotideos foram definidos diferentes genoétipos para todos os 11 segmentos
gendmicos do virus, incluindo as proteinas VP1 a VP3, e proteinas NSP1 a NSP3 e
NSP5/6 (MATTHIIJNSSENS et al., 2008b). O novo sistema de classificacdo baseia-se
na analise comparativa (valor do cut-off), da percentagem de identidade da sequéncia
completa de nucleotideos da fase aberta de leitura (open reading frame — ORF) com
outras sequéncias de cepas padrdes disponiveis no GenBank. Portanto a sequéncia de
nucleotideos da ORF de todos os segmentos gendmicos de uma cepa de rotavirus
deve ser preferencialmente obtida de forma inequivoca, permitindo definir ou classifica-

la em um dos gendtipos ja conhecidos ou em um novo genoétipo, como demonstra o



quadro 2.

Quadro 2 - Genétipos dos 11 segmentos genbmicos do rotavirus, segundo
porcentagem de identidade dos nucleotideos das ORFs.

Proteina Porcentagem de NUmero Nome do Gendtipo
Identidade. de
Valor cut-off (%) Genotipos
descritos
VP7 80 21G Glicoproteina
VP4 80 30P Sensivel-Protease
VP6 85 111 Capsideo Intermediario
VP1 83 4R RNA polimerase RNA -
dependente

VP2 84 5C Proteina do Core
VP3 81 6M Metiltransferase
NSP1 79 14A Antagonista Interferon
NSP2 85 SN NTPase
NSP3 85 T Translation enchancer
NSP4 85 11E Enterotoxina
NSP5 91 6H pHosphoprotein

FONTE: Adaptado de Matthijnssens et al. (2008a).

A provavel nova nomenclatura para comparacdo do genoma completo dos
rotavirus foi considerada utilizando as seguintes notagdes: Gx-P[x]-I1x-Rx-CX-Mx-Ax-Nx-
Tx-Ex-Hx usados para os genes das proteinas VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-
NSP2-NSP3-NSP5/6, respectivamente. No quadro 3 demonstra-se algumas amostras

padrdes de RV-A com a nova proposta de classificacdo e nomenclatura.



Quadro 3 - Proposta de classificacdo e nomenclatura para as proteinas estruturais e
ndo estruturais, codificadas pelos 11 genes de cepas padrdes de rotavirus
humanos e animais.

Amostra Hospedeiro VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
Padréo
Wa Humano G1 - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
Ku Humano G1 - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
Dhaka 16-03 Humano G1 - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
D Humano G1 - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
P Humano G3 - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
ST3 Humano G4 - P[6] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
IAL28 Humano G5 - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - Tl - El - H1
wiel Humano G9 - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
B3458 Humano G9 - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
RMC321 Humano G9 - | P[A9] | - 15 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
Dhakal2-03 Humano G12 | - P[6] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
Matlab 13-03 Humano G12 | - P[6] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T2 - El - H1
B4633-03 Humano G12 | - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
Dhaka25-02 Humano G12 | - P[8] - 11 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
DS1 Humano G2 - P[4] - 12 - R2 - Cc2 - M2 - A2 - N2 - T2 - E2 - H2
TB-Chen Humano G2 - P[4] - 12 - R2 - Cc2 - M2 - A2 - N2 - T2 - E2 - H2
B1711 Humano G6 - P[6] - 12 - R2 - Cc2 - M2 - A2 - N2 - T2 - E2 - H2
DRC86 Humano G8 - P[6] - 12 - R2 - Cc2 - M2 - A2 - N2 - T2 - E2 - H2
DRCB88 Humano G8 - P[8] - 12 - R2 - c2 - M2 - A2 - N2 - T2 - E2 - H2
69M Humano G8 - | P[a0] | - 12 - R2 - Cc2 - M2 - A2 - N2 - T2 - E2 - H2
L26 Humano G12 | - P[4] - 12 - R2 - Cc2 - | M1M2 | - A2 - N1 - T2 - E2 - H1
N26-02 Humano Gi12 | - P[6] - 12 - R2 - c2 - M2 - A2 - N1 - T2 - E6 - H2
RV176-00 Humano G12 | - P[6] - 12 - R2 - Cc2 - M2 - A2 - N2 - T2 - E6 - H2
RV161-00 Humano Gi12 | - P[6] - 12 - R2 - Cc2 - M2 - A2 - N2 - T2 - El - H2
AU-1 Humano G3 - P[9] - 13 - R3 - C3 - M3 - A3 - N3 - T3 - E3 - H3
T152 Humano G12 | - P[9] - 13 - R3 - C3 - M3 - Al12 - N3 T3 E3 - H6
NCDV- Bovino G6 - P[1] - 12 - R2 - c2 - M2 - - N2 - T6 - E2 -
Lincoln
BRV033 Bovino G6 - P[1] - 12 - R2 - c2 - M2 - A3 - N2 - T6 - E2 - H3
RF Bovino G6 - P[1] - 12 - R2 - c2 - M2 - A3 - N2 - T6 - E2 - H3
UK Bovino G6 - P[5] - 12 - R2 - c2 - M2 - A3 - N2 - T7 - E2 - H3
WC3 Bovino G6 - P[5] - 12 - R2 - c2 - M2 - A3 - N2 - T6 - E2 - H3
KJ44 Bovino G5 - P[1] - 11 - R1 - C1 - M2 - Al - N1 - T1 - El - H1
KJ75 Bovino G5 - P[5] - 11 - R1 - C1 - M2 - Al - N1 - T1 - El - H1
A131 Povino G3 - P[7] - 15 - R1 - c2 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
Gottfried Povino G4 - P[6] - 11 - R1 - C1 - M1 - A8 - N1 - T1 - El - H1
osu Povino G5 - P[7] - 15 - R1 - C1 - M1 - Al - N1 - T1 - El - H1
A253 Povino G5 - P[7] - 15 - R1 - Cc2 - M1 - Al - N1 - T1 - El - Hl
YM Povino G11 | - P[7] - 15 - R1 - C1 - M1 - A8 - N1 - T1 - El - H1
PO-13 Ave G18 | - | PA71 | -| 14 |-| R4 |-]| c4 |- M4 - A |- N4 |- T4 |- E4 |- | H4
SAl11g4"0” Simio G3 - P[1] - 12 - R2 - C5 - M5 - A5 - N5 - T5 - E2 - H5
SA11-5S Simio G3 - P[1] - 12 - R2 - C5 - M5 - A5 - N5 - T5 - E2 - H5
SA11-30/19 Simio G3 - P[1] - 12 - R2 - C5 - M5 - A5 - N5 - T5 - E2 - H5
SA11-30/1A Simio G3 - P[1] - 12 - R2 - C5 - M5 - A5 - N5 - T5 - E2 - H5
SA11-H96 Simio G3 - P[2] - 12 - R2 - C5 - M5 - A5 - N5 - T5 - E2 - H5
SA11-Both Simio G3 - P[2] 12 R2 C5 - M5 - A5 - N2 - T5 - E2 - H5

FONTE: Adaptado de Matthijnssens et al. (2008b).




1.5 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS
A infecctividade do RV e integridade sdo mantidas quando expostas a acéo de

fluorocarbono, éter e cloroformio. Sdo estaveis a temperatura de 56 °C e ao pH entre 3
e 9 (KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001). Mantem a infectividade por longos
periodos a 4 T ou 20 T, quando estabilizadas em C aCl, 1,5mM.

A infectividade do RV pode ser inativada com uso de desinfectantes como fendis,
formalina, cloro e betapropalactona. O etanol a 95% é o desinfetante mais efetivo para
0s RVs, atuando na remocao do capsideo externo da particula viral (KAPIKIAN et al.,
2001).

Estudos realizados utilizando o RV em solugbes de tampédo fosfato tém
demonstrado acao eficiente da irradiacdo por ultravioleta (U.V.) na inativagéo total da
infectividade do virus. No entanto, a influéncia da U.V. na presenca de material sélido
organico, como suspensdes de fezes ou alimento, ndo foi avaliada (SMIRNOV et al.,

1991).

1.6 ORGANIZACAO DO GENOMA

O genoma do RV-A é constituido de onze segmentos de RNA de fita dupla
(dsRNA) e de polaridade positiva. O tamanho dos segmentos varia de 667 pb
(segmento 11) a 3302 pb (segmento 1). O genoma total contém aproximadamente
18.552 pb, com peso molecular de 2,0 x 10° a 2,0 x 10°daltons (ESTES e KAPIKIAN,
2007).

Como o genoma dos rotavirus é naturalmente segmentado, pode ocorrer

rearranjo entre cepas distintas gerando um novo virus, conhecido como reassortant.



Rearranjo € um dos mecanismos importantes para geracdo da diversidade genética dos

rotavirus, bem como para evolugéo do virus (RAMIG et al., 1997; ABE et al., 2009).

Os 11 segmentos de varias cepas de rotavirus ja foram s sequenciados e

primeiro protétipo de rotavirus totalmente sequenciado foi a amostra Simia (SA11). No

guadro 4 estdo relacionadas todas as fungbes de cada uma das proteinas codificada

pelo segmento gendmico do rotavirus.

Quadro 4 - Segmentos gendmicos dos rotavirus e a funcéo das proteinas.

Segmento Pr\(ﬁreélna Tamanho da d';;cgrl:)z;?:;)s
Gendmico ( Protein proteina na particula Funcéo das proteinas
Tamanho [pb] ORFs Function) aa (Da) e
Core
1 : 1088 (capsideo mais | RNA polimerase RNA-
(3302) 18-3282 VPL (Pol) (125005) interno) dependente
2 881 core Ligacdo do  RNA/Formagéo
VP2 (T1 capsideo mais
(2690) 17-2659 () (102431) o ary | Nucleocapsideo
Core -
3 835 ; . Guanililtransferase
(2591) 50-2554 VP3 (Cap) (98120) (capsudeo mais )
interno) Metilltransferase
776 Hemaglutinina
10 -2337 VP4 (86782) Antigeno de neutralizacdo em
tipos-P (sorotipos)
529 ’ Infectividdade do virus pela agéo
4 Capsideo
(2362) VP5* 247-776 exFierno da tripsina clivando a VP4 em
(60000) VP5* e VP8*
VP8 247 Ligagdo das proteinas nas
1-247 (28000) células
Associado com citoesqueleto.
5 495 Rica em cisteina
(1611) 81-1515 NSP1 (58654) Nao estrutural Componente do pré core
Ligagdo celular
Principal proteina do virion.
Compde camada intermediaria
6 ) 397 Capsideo em forma de trimeros
(1356) 24-1214 | VPG (T13) (4816) intermedidrio | Hidrofobica
Determina antigenos de grupo e
subgrupo
7 . 315 = Ligacdo RNA, na regigo 3' do
(1105) 26-970 NSP3 (34600) Nao estrutural | oA da particula viral.
8 317 Ligacdo RNA.
(1059) 47-997 NSP2 (VIP) (36700) N&o estrutural Provéavel participagéo na

replicagdo RNA.

Continua




Conclusao

Segmento Pr\c;:gra Tamanho da dlézcarlzyztz(i;r?gs
Gendmico ( Protein proteina - gartl’cula Funcéo das proteinas
Tamanho [pb] ORFs Function) aa (Da) viral
Glicoproteina
Antigeno de neutralizagdo em G-
9 . 326 Capsideo tipos (sorotipos).
(1062) 49-1026 ve? [7368) externo Proteina tramsmembrana no
RER
Local de ligagdo Ca?".
Enterotoxina
Glicoproteina transmembranica
10 175 . do RE
(751) 41-569 NSP4 (20290) Néio estrutural Provavel participacéo na
morfogénese
Local de Ligacdo Ca*".
Segmento Pr\(;}re;ra Tamanho da Localizagéo das
Genbmico ( Protein proteina proteinas na Funcéo das proteinas
Tamanho [pb] ORFs Function) aa (Da) particula viral
Interage com a VP2, NSP2 e
22-615 NSPS 198 (21.725) Nao estrutural | NSP®.
11
(667) 92 Produto da segunda regido ORF
80-355 NSP6 N&o estrutural | | Interage com a NSP5.
(11012) : A
Localizada em viroplasma].

aa: aminoacido
FONTE: Adaptado de Estes (2001).

Cada segmento de RNA apresenta em sua extremidade 5 uma guanidina,
seguido por um conjunto de nucleotideos de sequéncias conservadas, nao
codificadoras, seguido pelo cédon de iniciacdo e por um ORF, o qual codifica no
minimo uma proteina. No final de cada segmento h4 um conjunto de sequéncias nao
codificadoras, que por sua vez apresenta um conjunto de sequéncias conservadas
terminais 3’ finalizado com uma citidina 3’, com um cédon de parada. Quase todas as
extremidades dos mRNAs com sequéncia consenso 5-UGUGACC-3’ contém sinais
para a expressdao dos genes e replicacdo. Os comprimentos das sequéncias nao
codificadoras 3' e 5° variam para os diferentes genes, e nao possuem cauda poliA na
extremidade 3. Todos os segmentos gendmicos possuem pelo menos um ORF apos o
primeiro codon de iniciacdo para sintese protéica (AUG). Todos o0s segmentos

gendmicos sdo monocistronicos, com excecao do gene 11. Os dsRNA sao pareados do
6



inicio ao final no sentido positivo e contém uma sequéncia 5'cap m’GppG™ GPY
(MATTION et al., 1991; ESTES e KAPIKIAN 2007). O empacotamento destes
segmentos gendmicos no capsideo requer proteina-RNA interacdes (KAPAHNKE et al.,

1986) (Figura 3).

Reqido ndo Regiao nao
codificadora codificadora
(9-48) Fase aberta de leitura (ORF} (17-182)
'| q_\__hi T '
N —
_,—-—'—'_'_'_'_'_'_'_'_ ——
h, UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC
GGCUUUUAA L U ucuac
AR A U B
5'_-Sequéncia 3'-Sequéncia Reqgido Elementos
intensificadora intensificadora promotora cis-regulatérios
GACC Intensificador da
B e

tradugao

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura do gene dos RVs.
FONTE: Adaptado de Estes ( 2001)..

AUG - Cddon de iniciagdo para sintese protéica
5’ - sequéncia intensificadora, extremidade guanidina
3’ — sequéncia intensificadora, extremidade citosina

Os segmentos 1, 2, 3, 4, 6 e 9 codificam respectivamente as proteinas VP1, VP2,
VP3, VP4, VP6 e VP7, enquanto os segmentos 5, 7, 8 e 10 codificam as proteinas
NSP1, NSP3, NSP2 e NSP4, respectivamente e o segmento 11 codifica as proteinas
NSP5 e NSP6. A proteina VP7 é codificada pelos segmentos 7, 8 ou 9 dependendo da
amostra de RV.

O genoma segmentado do RV-A apresenta um padrdo eletroforético de
migracdo, quando este € submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida. Os onze
segmentos sdo distribuidos em 4 classes, de acordo com sua ordem de migracao e

peso molecular, sdo eles: Classe | (segmentos 1, 2, 3 e 4); Classe Il (segmentos 5 e 6);
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Classe lll (segmentos 7, 8 e 9) e Classe IV (segmentos 10 e 11), caracteristicos do RV-
A (4:2:3:2). Esses dois ultimos segmentos caracterizam os padrfes eletroforéticos
“longo”, “curto” e “super curto”, de acordo com a maior ou menor velocidade de
migracdo (LOURENCO et al., 1981; MATSUNO et al.,, 1985; ESTES, 1996). Os
segmentos 7, 8 e 9 apresentam aproximadamente o mesmo peso molecular, formando
um triplet caracteristico dos RVs-A, diferenciando-os dos outros rotavirus do grupo nao

A (RVs-néo A) (Figura 4).

A B Cc D E F G
Human Human Human | Human Porcine Bovine Ovine Rat Human Porcine Bovine |Chicken | Porcine | Chicken | Chicken
Wa DS-1 B69M ADRV Ohio D531 E1101 IDIR TG Cowden Shintoku | 132 DC-9 A4 555

HNR

N
|I
I
1
I
I
I 1
| |
|

|
1T

I
|
Al
|
|
|
|

10— — — = = —

11— —_ — —

Figura 4. Demonstracdo esquematica do padrdo de migracdo eletroforética dos
segmentos de amostras de rotavirus dos grupos A a G.
FONTE: Kapikian et al. (2001).
A diversidade de migracdes eletroforéticas provavelmente ocorra devido a trés
diferentes mecanismos de evolugdo na natureza entre diferentes cepas do RVs em

diferentes hospedeiros, como pontos de mutacdes (drift), rearranjos gendmicos (shift) e

reestruturacéo (reassortment) (DESSELBERGER, 1996; TANIGUCHI e URASAWA, 1995;
8



GOUVEA e BRANTLY 1995).

Provavelmente os rearranjos dos RVs ocorrem em funcao de erros no processo
da transcricdo pela RNA polimerase, RNA - dependente de um unico segmento do
genoma. O produto destes rearrranjos gendmicos surge provavelmente pela duplicacado
parcial do ORF dos RVs, ou sob a forma de delecdo, migrando desta maneira de forma
diferente na eletroforese em gel de policarilamida. (DESSELBERGER, 1996; DUNN et
al., 1993).

Amostras de RVs consideradas ndo usuais sugerem a ocorréncia de rearranjos
naturais entre varios tipos de RVs humano ou rearranjos entre amostras de origem
humana e animal (GOUVEIA e BRANTLY, 1995). Rearranjos genéticos também podem
originar cepas de rotavirus com especificidades para dois sorotipos simultaneamente
(TIMENETSKY et al., 1997; CIARLET; HIDALGO; LIPRANDI, 1996; NAGESHA et al.,

1990).

1.6.1 Proteinas virai s

1.6.1.1 Proteinas estruturais

a) Proteinas do capsideo interno ( core)

VP1: Proteina codificada pelo segmento genémico 1 do dsRNA viral, de maior peso
molecular com 125 kDa, constituida por 1088 aminoacidos. E uma RNA polimerase.
Além de sua func¢do estrutural, participa do complexo enzimatico que ativa a replicacédo
dos rotavirus. Liga-se especificamente na extremidade 3’ do mRNA com propriedades
semelhantes as RNA polimerases. No entanto, para atividade de replicacdo necessita

da proteina VP2 (PATTON et al., 1997).



VP2: Proteina estrutural codificada pelo segmento genémico 2 do dsRNA viral. Possui
peso molecular de 102kDa, constituida por 881laminoacidos. Proteina mais abundante
do core viral. Estudos demonstram que a VP2 é uma proteina imunogénica, e que 0s
anticorpos para esta proteina sejam indicadores de infec¢do primaria (SVENSSON et
al., 1987.) Apresenta uma camada de densidade continua onde estdo as unidades
morfolégicas de 120 mondmeros. E considerada essencial para atividade de replicase
junto com a VP1, e sua fungéo na replicacdo esta associada a habilidade de se ligar ao
MRNA. Andlise com a técnica de crio microscopia eletrbnica demonstrou que as
proteinas VP1/VP3 estdo ligadas a VP2 que por sua vez circunda o genoma do

rotavirus. (LAWTON et al., 1997.)

VP3: Proteina estrutural codificada pelo segmento 3 do dsRNA viral, com peso
molecular de 98 kDa e 835 aminoacidos. Apresenta atividade de helicase e
metiltransferase associada a formacdo de estrutura da cap durante o processo de
transcricdo do mRNA. E uma guanililtransferase, pois se liga convalentemente a

guanosina trifosfato - GTP(LIU; MATTION; ESTES, 1992).

b) Proteinas dos capsideos interno (camada intermed  iaria) e externo

VP4: Proteina estrutural do capsideo externo codificada pelo segmento 4 do dsRNA
viral, constitui cerca de 1,5% da proteina total do virion. Proteina ndo glicolisada,
apresentando peso molecular de 87 kDa, com 775 aminoacidos (rotavirus de origem
humana) e 776 aminoécidos (rotavirus de origem simia). Estudos utilizando técnica de

criomicroscopia eletrénica demonstram que a proteina é representada por 60 estruturas
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gue projeta em forma de pequenas espiculas da superficie do capsideo viral, cada qual
formada por um dimero VP4 (LI et al., 2009; PRASAD et al.,, 1990; YEAGER et al.,
1994).

A proteina esta associada a varias funcdes importantes como: indugdo na
producdo de anticorpos neutralizantes sendo responsaveis pela determinacdo dos
sorotipos/genotipos P; atividade hemaglutinante; restricdo do crescimento do rotavirus
de origem humana em culturas de células; é o sitio para ativacédo da infecciosidade por
clivagem proteolitica; contém o peptideo de fusdo dos rotavirus; e esta associada a
viruléncia. A clivagem proteolitica divide a proteina VP4 em duas subunidades protéicas
indicadas com asterisco: VP5* e VP8*.

A subunidade VP5* apresenta peso molecular de 60kDa e contém 529
aminodcidos. Esta associada com a atividade de neutralizacdo heterotipica e possui 0s
epitopos responsaveis pela adsor¢cado do virus a célula com uma regido variavel e outra
conservada. Da mesma maneira esta associada com a restricdo da replicacédo de certas
amostras de RVs em cultura de células e associado a viruléncia em cepas animais
(GREENBERG et al., 1983). Estudos demonstram que a subunidade VP5* induz de
maneira mais efizaz a producdo de anticorpos neutralizantes, conferindo imunidade
protetora em seres humanos e animais, quando comparados com a VP8* (DUNN et al.,
1995; OFFIT e BLAVAT, 1985, 1986).

A subunidade VP8* apresenta peso molecular de 28kDa e contém 247 aminoacidos. A
maioria dos epitopos esta associada as reacdes tipo-especifico e localizada na regido
hipervariavel entre os aminoacidos residuais 71 e 24, e entre os aminoacidos residuais

84 e 180 correlacionados com os tipos P de VP4 (TANIGUCHI, 1989; LARRALDE et al.,
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1991).

Também possui trés sitios antigénicos responsaveis pela reacdo cruzada entre
diferentes VP4. O peptideo B, localizado entre os aminoéacidos residuais 84 a 180
contendo especificidades para sorotipos e subtipos; peptideo A entre os aminoacidos

residuais 1 a 102 e o C entre os aminoacidos residuais 150 a 246.

VP6: Proteina do capsideo interno codificada pelo segmento genémico 6 do dsRNA
viral, forma a camada intermediaria do virus, que por sua vez circunda 0 core.
Apresenta peso molecular de 48kDa e contém 396 aminoacidos. Representa
componente estrutural em maior quantidade, aproximadamente 51% do virion.
Desempenha um papel importante na organizacao geral da particula viral ao interagir
com as proteinas do capsideo externo VP4 e VP7 e com a proteina do core, VP2,
integrando a entrada de célula e transcricdo endégena (PESAVENTO et al., 2006). E
uma proteina hidrofébica, imunogénica e altamente estavel. Apresenta epitopos
conservados, alvo para o diagnostico laboratorial. A VP6 € a base para classificar os
rotavirus em sete sorogrupos (A — G). Esta proteina também define a especificidade de
subgrupo (SGI, SGIl, SGI e Il, SG ndo | e Il) do RV-A por anticorpos monoclonais
especificos, reconhecida entre os aminoéacidos 296 a 259 e 305 (ITURRIZA-GOMARA

et al., 2002).

VP7: Proteina estrutural codificada pelos segmentos gendmicos 7, 8 ou 9, dependendo
da amostra de RV e principal componente do capsideo externo. E uma glicoproteina e a

segunda mais abundante, constituindo aproximadamente 30% do virion. Considerada
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altamente imunogénica possui importante papel na inducdo de anticorpos
neutralizantes e responsaveis pela determinacdo de sorotipo-especifico G (OFITT e
BLAVAT, 1986).

Apresenta um peso molecular de 37 kDa e contém um ORF de 326 aminoéacidos
com dois codons de iniciacdo. Estes cddons sdo precedidos por dois dominios
hidrofobicos denominados de H1 (entre os aminoacidos residuais 6 e 23) e H2 (entre os
aminoacidos residuais 33 e 34) orientando a VP7 para o reticulo endoplasmético. Na
extremidade 3’ do segmento gendmico encontra-se um terceiro cédon. Contem seis
regides consideradas sorotipo-especifico, denominadas de A a F, constituida de
aminoacidos altamente conservados entre as cepas do mesmo sorotipo, porém com
variacbes entre cepas de diferentes sorotipos. Através da comparacdo da sequéncia
deduzida de aminoacidos até o momento foram descritos 9 regibes antigénicas
variaveis (VR) VR1 a VR9. As regifes variaveis VR5, VR7 e VR8 correspondem as
regides A, B e C, respectivamente, responsaveis pela codificacdo dos epitopos
neutralizantes. A regido A esta localizada entre os aminoéacidos residuais 87 e 101, a
regido B entre os aa residuais 143 e 152, e a regido C entre os aa residuais 208 e 221,
esta Ultima considerada o sitio antigénico mais imunogénico da VP7. (ESTES e
KAPIKIAN, 2007). Outras trés regides antigénicas foram descritas como a regiao D,
corresponde ao aa 291; regido E corresponde ao aa 190 e regiao F corresponde a VR9,

localizada entre os aa residuais 235 e 242 (TRINH et al., 2007).
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1.6.1.2 Proteinas néo estruturais

O genoma do RV-A codifica outras seis proteinas consideradas ndo estruturais.
Entre estas, cinco proteinas estdo envolvidas na replicacdo do genoma viral (NSP1 a
NSP3, NSP5 e NSP6), interagindo com o &cido nucléico e uma esta associada a

morfogénese viral (NSP4) (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

NSP1: Proteina codificada pelo segmento gendmico 5 do dsRNA viral, apresenta peso
molecular de aproximadamente 58kDa e contém 495 aminoacidos. A proteina tem sido
detectada no citoplasma das células infectadas por rotavirus em baixas concentragdes
nos estagios inicias da maturacdo, provavelmente em associacdo com citoesqueleto
(HUA et al., 1994). Provavelmente apresenta atividade na a replicacdo do RNA viral

associada ao pré core (HUA et al., 1994; PATTON, 1986).

NSP2: Proteina codificada pelos segmentos genémicos 7, 8 ou 9 de dsRNA,
dependendo da amostra de RV-A. Apresenta peso molecular de 36 kDa e contém 317
aminoéacidos. E uma proteina altamente conservada, expressa em niveis elevados em
células infectadas por RV. Possui atividade nucleotideo trifosfatase (NTPase). E um
componente intermediario da replicacdo, com atividade de replicase, interagindo com a
RNA polimerase RNA - dependente (PATTON et al., 2006). Exerce importante papel na
replicacdo gendmica e na formag&o do viroplasma quando associada a VP1, sendo

designada como matriz protéica do viroplasma (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

NSP3: Proteina codificada pelos segmentos genbémicos 7, 8 ou 9 dependendo da
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amostra de RV. Apresenta peso molecular de 36 kDa e contém 315 aminoéacidos. A
proteina estd envolvida no reconhecimento especifico de RNA viral, facilitando a
traducdo pela maquinaria celular. Este reconhecimento € realizado pelo fator de
inicializacdo eucariotica (elF4G) e a mensagem de poliadenilagdo por uma poli (A). O
dominio N-terminal de NSP3 interage com a sequéncia consenso 3 ' 0 mRNA viral,
enquanto o dominio C-terminal interage com o elF4G para facilitar circularizacdo dos
MRNAs virais e seu caminha para os ribossomos para a sintese de proteina

(PESAVENTO et al., 2006).

NSP4: Proteina codificada pelo segmento genémico 10, apresenta peso molecular de
20 kDa e contém 175 aminoacidos. E considerada uma glicoproteina transmembrana
associado ao reticulo endoplasmatico. Apesar de ndo estar associada ao RNA viral
durante a replicacéo, apresenta um papel importante na morfogénese viral e da mesma
maneira na viruléncia por apresentar atividade de enterotoxina (BALL et al., 1996).

O NSP4 interage com receptor celular do epitélio intestinal promovendo o aumento de
niveis de calcio e a permeabilidade ao cloreto da membrana plasmatica, o que
potencializa a secrecéo de cloreto, induzindo diarréia secretora. (ESTES e KAPIKIAN,

2007; TIAN et al., 1994).

NSP5: Uma das proteinas codificada pelo segmento genémico 11, apresenta peso
molecular de 22 kDa contendo 198 aminoacidos. E uma proteina &cida, rica em
residuos de serina e treonina, que formam dimeros. Liga-se eficientemente tanto ao

sSRNA quanto ao dsRNA (VENDE; TARAPOREWALA; PATTON., 2002) sofre
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fosforilacdo na célula infectada (WELCH; CRAWFORD; ESTES, 1989). O acumulo de
NSP5 no viroplasma sugere que a proteina esteja envolvida na replicacdo do genoma e
montagem do nudcleo. Contudo outras evidéncias indicam que talvez a sua atividade

ligada ao RNA esteja conectada a supresséao da ativacdo dsRNA da resposta antiviral.

NSP6: Proteina codificada pelo ORF do segmento genbmico 11, apresenta peso
molecular de 11 kDa contendo 92 aminoacidos. Considerada a menor proteina dos RV-
A. E uma componente do viroplasma interagindo com a NSP5 (PESAVENTO et al.,

2006).

1.7 TRANSMISSAO

A transmissdo dos rotavirus ocorre basicamente pela via fecal-oral, pessoa a
pessoa e pela ingestdo de agua e alimentos contaminados (LINHARES et al., 1981,
STUMOLLER et al.,, 1982). A possibilidade de transmissdo por via aérea tem sido
considerada (KAPIKIAN et al., 2001). A transmissdo entre as espécies ndo tem sido
documentada em condi¢cdes naturais, poréem tem sido descrito alto grau de homologia
entre amostras de rotavirus animais e humanas, devido a rearranjos genéticos entre as
espécies (GOUVEA e BRANTLY, 1995; NAKAGOMI e NAKAGOMI, 1993).

O periodo de incubacéo da infeccao por rotavirus pode variar de 1 a 3 dias. Em
seguida, a manifestacéo clinica da infecgdo € caracterizada pela presenca de diarréia
aguosa e abundante, por um periodo médio de 3 a 8 dias, podendo levar a
desidratacao e 6bito (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

A alta infecctividade dos RVs é revelada durante a excrecdo do virus na fase
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aguda da diarréia, onde apenas 10 particulas se constituem em dose infectante em um

trilndo de particulas virais por mililitro de fezes (WARD et al., 1996).

1.8 REPLICACAO E PATOGENESE

Os RV-A possuem tropismo pelos interceptos maduros das vilisodades do
intestino delgado, especificamente da mucosa do jejuno (LUNDGREN e SVENSSON,
2001). Estas células séo infectadas quando as particulas de rotavirus ultrapassam as
barreiras de defesa do trato gastrointestinal. A replicacdo do virus ocorre principalmente
no jejuno, podendo chegar até o ileo. A replicagdo e a estrutura do virus sao
dependentes da concentracdo de Ca** no meio. A adsorcdo dos rotavirus & célula
hospedeira € determinada pela proteina VP4, apds clivagem em dois dominios VP5* e
VP8*, pela acdo da tripsina pancreatica. O dominio VP5*, acido-sialico independente,
interage na ligacdo com enterdcitos humanos. A penetracdo da particula viral na célula
€ mediada por VP4 e auxiliada pela VP7, processo que envolve receptores contendo
acido sialico e integrinas o231, avp3 e a4p1 e pode ocorrer, diretamente através da
membrana plasmatica do enterdcito ou por endocitose. Nesta etapa ocorre 0
desnudamento, perda do capsideo externo e em seguida a liberagdo do cerne no
citoplasma celular.

Os mRNAs sdao sintetizados de forma ordenada, inicialmente pelos segmentos
menores e posteriormente pelos maiores. As proteinas codificadas pelo genoma viral
sao sintetizadas em ribossomos livres, ao contrario das proteinas VP7 e NSP4, que sdo

sintetizadas em ribossomos ligados ao reticulo endoplasmético rugoso (RER). A

montagem das particulas de duplo capsideo (core viral e VP6) esta associada a

17



formacéo de viroplasmas. A maturacao final das particulas virais ocorre no interior do
RER, na dependéncia de ions Ca2+. No interior do RER as particulas de dupla camada
brotam através da membrana adquirindo a tripla camada. Durante esse processo
ocorrem interacdes especificas entre as proteinas VP4, VP6, VP7 e NSP4, sendo
transitoriamente envelopadas. As particulas recebem o capsideo externo (VP4 e VP7),
antes ou apds o brotamento a partir do reticulo endoplasmético. As particulas virais
completas perdem o envelope, migram para o citoplasma e em seguida sao liberadas

apos a lise celular, infectando outros enterdcitos (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Estudos envolvendo modelos animais demonstram que durante a replicagcdo dos
RVs varias alteracbes ocorrem como: atrofia das vilosidades; hipertrofia das criptas;
dilatacdo mirtocondrial e infiltrado da lamina propria.
Na célula absortiva, o reticulo endoplasmético se torna dilatado e ha destruicdo das
microvilosidades; como consequéncia, as células das criptas migram rapidamente em
direcdo ao topo das Vvilosidades, produzindo uma reducdo na atividade das
dissacaridases. Isto causa um aumento da osmolaridade, ocasionando uma afluéncia
de liquidos, dando origem a uma diarréia do tipo osmdética. Esta diarréia ocasiona uma
diminuicdo na digestdo de acuUcares e na absorcdo de sais minerais e agua, fatores
estes que caracterizam a gravidade da doenca (KAPIKIAN et al.,, 2001). Entretanto,
estudos em modelo animal demonstraram que a doenca diarréica também pode ocorrer
na auséncia de danos celulares, sugerindo outro fator como causa. Estes estudos
indicam que a proteina NSP4 foi a responsavel pelas alteracdes patoldgicas

observadas nas células infectadas (BALL et al., 1996). Atualmente, esta proteina
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representa um papel importante na indu¢do da doenca diarréica, possuindo atividade
semelhante as enterotoxinas bacterianas (RAMIG, 2004). A proteina NSP4 interage
com receptor celular do eptélio intestinal expressando aumento nos niveis de Ca*", o
gue leva ao aumento da permeabilidade da membrana plasmética ao cloreto e de sua
secrecao; como decorréncia induz a diarréia secretora (KAPIKIAN et al., 2001).

Estudos recentes descrevem o provavel papel do sistema nervoso entérico,
guando ativado na presenca da proteina NSP4, como indutor da secrecédo de fluidos
intestinais e eletrdlitos (LUNDGREN et al.,, 2000; LUNDGREN e SVENSSON, 2001;

RAMIG, 2004).

1.9 MANISFESTACOES CLINICAS

As manifesta¢des clinicas mais freqlentes observadas nas infec¢des por RV séo
diarréia, febre e vomito. A infeccdo pode ser assintomatica ou causar diarréia de
variada intensidade, de moderada a grave levando a desidratacao e obito (LINHARES e
BREESE, 2000).

A infeccdo sintomatica geralmente ocorre na faixa etaria de 6 a 24 meses, porém
pode acometer individuo de qualquer idade. Recém nascidos e criangas até 0os 4 meses
de idade raramente apresentam a doenca sintoméatica, em funcdo da protecdo conferida
pelos anticorpos maternos; por outro lado os prematuros podem apresentar quadro
grave com alta letalidade (LINHARES et al., 1989). Em adultos e criangas previamente
infectados por RV frequentemente apresentam quadro assintomatico ou diarréia com
sintomatologia mais branda (KAPIKIAN et al., 2001).

O inicio do quadro clinico é agudo e os vbmitos ocorrem na maioria das
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infeccdes por RV. Cerca de 30% a 50% das criancas apresentam febre de >39 'C
precedida do inicio da diarréia. As fezes sdo aquosas, isotbnicas e raramente contém
muco, sangue ou leucécitos com numero aumentado.

Manifestacdes clinicas ndo usuais devido a infeccdo por RV também tém sido
descritas, dentre estas, comprometimento das vias respiratorias, evoluindo a otite e
broncopneumonia (ZAHN e MARSHALL, 2006), doenca de Kawasaki (MATSUNO;
UTAGAWA; SUGIURA, 1983), encefalites (BARNES e BISHOP, 1997), enterocolite
(MOGILNER e SHANON, 1983), exantema subito (SAITOH; MATSUNO; MUKOYAMA,
1981) e intussuscepcao (NICOLAS et al., 1982).

Em individuos saudaveis, as manifestacdes clinicas perduram no maximo até 8
dias. As re-infec¢des por RV s&o comuns, e isto ocorre devido aos diferentes sorotipos
do virus. A primo-infeccdo é considerada a mais grave e as subsequentes geralmente

mais brandas.

1.10 IMUNIDADE

O mecanismo da resposta imunoldgica contra as infecgbes por rotavirus ainda
ndo estd totalmente definido. Provavelmente a imunidade seja representada por
anticorpos sistémicos, locais - produzidos na mucosa intestinal, ou mediados por
células (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

A proteina viral VP6 tem demonstrado o seu potencial imunogénico, na producao
de anticorpos secretdrios (Imunoglobulinas A - IgA) presentes predominantemente na

mucosa do intestino delgado (BURNS et al., 1996).
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As proteinas do capsideo externo da particula de rotavirus VP4 e VP7 possuem
especificidade de sorotipo-especifico e sdo responsaveis pela producdo de anticorpos
séricos, capazes de neutralizar acdo do virus (OFFIT et al., 1985, 1986; 1993; WARD,
1996). Nas infeccbes naturais, a proteina VP4 parece ser o principal indutor de
imunoglobulinas especificas (WARD, 1996).

A resposta imunolégica aos sorotipos de rotavirus possui 2 tipos de
componentes: a homotipica, que é sorotipo especifica e a heterotipica, ou seja, um
sorotipo capaz de induzir a resposta imunologica para mais de um sorotipo, podendo
fornecer protecdo a outros episédios de diarréia (GERNA et al., 1990; GREEN et al.,

1989).

A primo-infec¢cdo natural por rotavirus pode conferir protecdo contra a forma
grave da doenca no decorrer de re-infeccgcbes subsequentes, sugerindo-se que a
imunidade a infeccdo natural é transitéria ou incompleta (BISHOP et al., 1983;
VELAZQUEZ et al., 1996; LINHARES et al., 1989). Na infec¢do natural sugere-se que a
imunidade seja sorotipo-especifico e nas demais infec¢des confira imunidade cruzada.
As Imunoglobulinas IgM, IgG, IgA séo produzidas tanto na primo-infeccdo natural como
nas infeccbes subsequentes e sdo detectadas no soro, saliva e secrec¢des intestinais.
Estudos demonstram associacdo direta dos altos niveis de anticorpos da classe IgA na
mucosa intestinal com o nivel de protecdo contra a infec¢do por rotavirus e contra a
gravidade da doenca (BURNS et al., 1996; COULSON et al., 1991).

A imunidade as infeccbes por rotavirus em neonatos pode ser adquirida
passivamente através de anticorpos maternos, administragdo do leite materno ou

colostro. Esta imunidade n&o confere protecéao total contra a infecgcéo; geralmente a
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doenca é assintomatica e parece proteger contra a diarréia grave (MATSUI et al., 1989;

ZHENG et al., 1991; NEWBURG et al., 1998).

1.11 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

As manifestacdes clinicas da infeccdo ocasionada pelo rotavirus ndo séo
especificas e se assemelham as de outros enteropatégenos. Portanto é necessaria a
confirmacao laboratorial, a qual € de grande utilidade para a vigilancia epidemiolégica e
em algumas situacdes clinicas.

A grande quantidade de virus excretada durante os primeiros dias da doencga (2 -
5 dias) permitiu o desenvolvimento de varias metodologias para a deteccdo dos
rotavirus diretamente das amostras fecais, como a microscopia eletrénica direta (MED)
(BISHOP et al., 1973; FLEWETT; BRYDEN; DAVIS, 1973) e técnicas imunoldgicas
como a imunomicroscopia eletronica (IME) (BRANDT et al., 1981), ensaio
imunoenzimatico (EIE) (YOLKEN et al.,, 1978; PEREIRA et al., 1985; DENNEHY;
GAUNTLETT; TENTE, 1988), reacdo de imunofluorescéncia (YOLKEN et al., 1977,
CANDEIAS et al, 1980), radioimunoensaio (KALICA et al, 1977),
contraimunoeletroforese  (CANDEIAS; ROSENBURG; RACZ, 1978), coaglutinacio
(DURIGON et al.,, 1991), aglutinacdo em latex (THOMAS et al., 1994) e
imunocromatografia (TOPKAYA et al., 2006). A pesquisa do genoma viral por EGPA
além de ser muito utilizada no diagndstico dos rotavirus, também é aplicada nos
estudos epidemioldgicos (KALICA et al., 1978; GOUVEA et al., 1990a; LOURENCO et
al., 1981; PEREIRA et al., 1983a,b).

A MED foi a primeira técnica utilizada para a detecc¢édo de particulas de rotavirus
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pelo exame direto em amostras fecais (FLEWETT; BRYDEN; DAVIS, 1973). A IME
apresenta maior especificidade e sensibilidade comparada a MED, pois esta técnica
utiliza anticorpos especificos para rotavirus (WU et al.,, 1990). A MED e IME sé&o
ferramentas importantes no diagnodstico dos rotavirus e outros virus associados a
doenca diarréica, porém seu uso rotineiro se torna inviavel devido a necessidade de
técnicos altamente especializados e ao custo elevado do aparelho (DENNEHY et al.,
1988).

O EIE é o método imunoldgico mais utilizado no diagnostico das gastroenterites
por rotavirus, permitindo a detecdo direta do antigeno nas fezes. Os varios ensaios
disponiveis comercialmente para o diagnostico dos RV do grupo A, utilizam anticorpos
monoclonais ou policlonais direcionados a proteina VP6, proteina do capsideo interno a
qual define antigeno comum de grupo. E um método amplamente utilizado
apresentando alta sensibilidade e especificidade, considerado de facil execucao,
acessivel a laboratérios de rotina e que permite testar inUmeras amostras
simultaneamente. Seu emprego em laboratorios clinicos tornou-se viavel devido a
producéo de reagentes especificos em grande escala (YOLKEN et al., 1978; PEREIRA
et al., 1985; DENNEHY et al., 1988).

Ensaios imunoenziméticos, utilizando anticorpos monoclonais especificos,
também sdo empregados para a detec¢ao dos rotavirus dos grupos B e C (FUJII et al.,
1992), porém estes de uso apenas em Instituicbes de pesquisa. A reacdo de
polimerase em cadeia (PCR) tem sido utilizada para a deteccdo dos rotavirus dos
grupos B e C (GOUVEA et al., 1991).

Os métodos de aglutinacdo em latex e imunocromatografia para deteccao dos
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RVs-A apresentam sensibilidade pouco inferior quando comparado ao EIE, porém
devido a rapidez do teste e facil execucdo tem sido amplamente utilizado e
recomendado em hospitais e em consultorios pediatrico (WILHELMI et al., 2001;
THOMAS et al., 1994).

A EGPA é uma técnica amplamente utilizada para a pesquisa do genoma dos
rotavirus, no ambito da investigacdo cientifica. O dsRNA dos rotavirus apresenta 11
segmentos com diferentes perfis eletroforéticos. Esses perfis sdo determinados com
base na velocidade de migracdo dos segmentos gendmicos “10” e “11”, sendo
classificados como “curtos”, “longos” e “supercurtos” (TANIGUCHI e URASAWA, 1995).
Empregando a EGPA, varios estudos demonstraram a diversidade de perfis
eletroforéticos encontrados em amostras de rotavirus (GOUVEA et al., 1990a;
LOURENCO et al., 1981; PEREIRA et al., 1983 a,b; STEWIEN et al., 1994). A analise
dos perfis eletroforéticos do genoma dos rotavirus apresenta importante significado
epidemioldgico, permitindo demonstrar a presenca da diversidade de eletroferotipos, de
diferentes cepas de rotavirus em diferentes regibes em que circulam e a época do ano,
a possibilidade de definir surto de diarréia, modo de transmissdo e acompanhar a sua
evolucdo (ESTES et al., 1984; GOUVEA et al., 1990a). Esta técnica também tem sido
utilizada para o diagnostico presuntivo dos rotavirus do grupo néo-A, apresentando
perfis eletroforéticos distintos. Estes virus ndo possuem a trinca de segmentos 7, 8 e 9
na Classe lll, que € caracteristica do rotavirus do grupo A (4:2:3:2). Os rotavirus dos
grupos B, E e G apresentam o seguinte perfil eletroforético 4:2:2:3, do grupo C, 4:3:2:2

e dos grupos D e F, 5:2:2:2 (LOURENCO et al., 1981; SAIF e JIANG, 1994).
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Para estudos epidemioldgicos e investigacao cientifica, a determinag¢édo dos RVs-
A em sorotipos e subgrupos é realizada por ensaios imunoenzimaticos, com anticorpos
monoclonais; e por metodologias moleculares como Transcricdo Reversa — Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (RT-PCR), para deteccéo e caracterizacdo dos genaotipos.

Recentemente, outras metodologias como RT-PCR ELISA e Microarray
hibridizacdo foram desenvolvidas com o objetivo de diminuir a freqiéncia de amostras
de RVs ndo tipadas por EIE ou RT-PCR. Ambas as técnicas empregam diversas
sondas especificas para os tipos G (VP7) e P (VP4) demonstrando ser altamente
sensiveis e especificas (SANTOS et al., 2008; HONMA et al., 2007).

Os RVs podem ser isolados em cultura de células com utilizacao de linhagens de
origem animal e humana como MA104 (rim de macaco rhesus) e CaCo-2
(adenocarcinoma de colon humano). Entretanto, a propaga¢édo do virus é muito lenta,
desta maneira 0 método ndo possui valor pratico para o diagndstico e seu uso limita-se

a investigacao cientifica.

1.12 EPIDEMIOLOGIA
1.12.1 Distribuicdo rotavirus

Apds a descricdo inicial da presenca de rotavirus em humanos (BISHOP et al.,
1973; FLEWETT; BRYDEN; DAVIS, 1973), véarios estudos epidemioldgicos tém sido
descritos no mundo, demonstrando o impacto da doenca diarréica por este virus
(PARASHAR et al., 2006).

Aproximadamente 110 milh6es de casos de diarréia a cada ano sé@o atribuidos

aos RVs. Estima-se que causa > 500.000 mortes por ano em criangcas menores de 5
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anos de idade e é responsavel por 2 milhdes de hospitaliza¢cdes em todo o0 mundo, com
consequente impacto econémico. Nos paises em desenvolvimento, aproximadamente
1.200 criancas morrem diariamente devido a doenca, sendo que 82% destas mortes
sdo oriundas de paises mais pobres (ESTES e KAPIKIAN, 2007; PARASHAR et al.,
2006; GLASS et al., 2006).

Nos Estados Unidos, a doenca por RV acomete aproximadamente 3 milhdes de
criancas menores de cinco anos de idade, e destas, 55 a 70 mil sdo hospitalizadas,
com estimativa de 200 milhdes de dblares em gastos hospitalares e aproximadamente 1
bilhdo de dodlares em gastos sociais (WIDDOWSON et al.,, 2007; PARASHAR et al.,
2006). Na América Latina, Africa e Asia, estima-se a ocorréncia de 30% a 60% das
hospitalizacbes em criangcas menores de 5 anos de idade devido a infec¢ao por RV, e
destas aproximadamente 80% das mortes ocorrem na Africa e Asia (O’'RYAN et al.,
2001; STEELE et al., 2003; BRESEE et al., 2004; RHEINGANS et al., 2007).

No Brasil, apos trés décadas do primeiro relato da ocorréncia de rotavirus em
casos de diarréia aguda, diversos estudos epidemiolégicos e moleculares tém sido
realizados. A maioria destes estudos permitiu determinar o impacto da doenca
ocasionado pelo rotavirus, bem como conhecer a diversidade de gendtipos circulantes
no nosso meio (LEITE; CARVALHO-COSTA,; LINHARES, 2008; SARTORI et al., 2008;
LINHARES, 2000; LINHARES et al., 1977). A gravidade da doenca diarréica causada
por RV tem sido maior no ambito ambulatorial e hospitalar, quando comparado no
comunitario (KAPIKIAN et al., 2001). Aproximadamente 12% a 48% dos rotavirus tém
sido associados a casos que necessitam de hospitalizacdo ou atendimento

ambulatorial, afetando principalmente criancas abaixo de 2 anos de idade (ANDREASI
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et al., 2007; CARVALHO-COSTA et al., 2006; CARNEIRO et al., 2005; LUZ et al., 2005;
CARMONA et al., 2004; LINHARES et al., 2000; STEWIEN et al., 1994; PEREIRA et al.,
1993).

InfeccBes assintomaticas por rotavirus tém sido relatadas, porém com pouca
frequéncia. A excrecdo assintomatica desses virus parece estar mais associada a
adultos e criangcas maiores de dois anos de idade, que permanecem em comunidades
fechadas como creches e hospitais, funcionando como possiveis reservatorios da
infeccdo (TIMENETSKY et al., 1993; LINHARES et al., 1989; KOOPMAN; MONTO;
LONGINI, 1989; PICKERING et al., 1988).

Infecc@o priméria assintomatica ou clinicamente leve ja foi descrita em neonatos,
isto provavelmente ocorra devido a transferéncia passiva de anticorpos maternos. Estas
cepas de rotavirus detectadas entre neonatos foram consideradas naturalmente
atenuadas, representando possiveis candidatas a vacina contra a doenca (CICIRELLO
et al., 1994; BHAN et al., 1993; LINHARES et al., 1989).

Linhares et al. (2002) realizaram o primeiro estudo no Brasil demonstrando
participacdo dos rotavirus entre neonatos hospitalizados ocasionando infecgbes, das
guais a maioria desenvolveu infeccdo nosocomial assintomatica.

O rotavirus também apresenta papel importante nas infec¢cdes nosocomiais
infantil, relatado em inimeros estudos (GUTIERREZ-GIMENO et al., 2010; GLEIZES et
al., 2006; CHANDRAN et al., 2006; FISCHER; BRESEE; GLASS, 2004; WIDDOWSON
et al., 2000; GAGGERO et al., 1992).

Gusmao et al. (1995) demonstraram a participacdo dos rotavirus como causa de

diarréia nosocomial em criangas internadas em um Hospital Publico de Belém, Para. Os
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autores verificaram que, em 40% dos casos, 0s rotavirus estiveram associados as
diarréias adquiridas em ambiente hospitalar.

Da mesma maneira, Moreira et al. (2009) em Salvador, Bahia, avaliaram a
participacdo dos rotavirus em 77 casos de gastroenterites nosocomial identificados, do
qual 76,6% dos casos foram positivos.

Geralmente, nos 2 primeiros anos de vida, as criancgas ja desenvolvem infec¢des
primarias ou secundarias por rotavirus. Portanto, cerca de 80% a 90% das criancas
adquirem anticorpos contra os rotavirus até os 3 anos de idade (COX et al., 1998;
ISHAK et al., 1984; LINHARES et al., 1983).

Nos adultos, a infeccdo pelo rotavirus tem sido relatada em surtos epidémicos e
em forma esporadica, algum destes casos ocorrendo de maneira grave (TATTE;
GENTSCH; CHITAMBAR, 2010; PODKOLZIN et al., 2009; FEENEY et al, 2006;
ANDERSON e WEBER, 2004; RUBILAR-ABREU et al., 2005; WANG et al., 2007;
TIMENETSKY et al., 1996).

A variagdo sazonal dos rotavirus nas infec¢des diarréicas € bem estabelecida em
paises de clima temperado, sendo frequentes durante os meses mais frios. Nos paises
de clima tropical, porém sua distribuicdo é relativamente constante durante o decorrer
do ano (LINHARES, 2000; BISHOP et al., 1996; COOK et al., 1990; LINHARES et al.,
1989).

No Brasil, Pereira et al. (1993) observaram dois panoramas distintos de
sazonalidade durante estudo envolvendo estados de diversas regides do Brasil. A
ocorréncia da infeccdo por rotavirus apresentou maior incidéncia nos meses mais frios

e secos, em algumas areas das regides sul, sudeste e central do Pais. Entretanto, nas
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demais regides a ocorréncia dos rotavirus foi constante ao longo de todo o ano.

1.12.2 Sorotipos/Genotipos

Atualmente, a distribuicdo endémica dos rotavirus e a epidemiologia dos
diferentes sorotipos/gendtipos circulantes estdo bem definidas em diversas regides do
mundo.

Até o momento foram descritos em humanos 11 sorotipos/gendtipos G de
rotavirus (G1-G6 e G8-G12) e 12 P (P1 [8], P1B [4], P2A [6], P2C [6], P3 [9], P4 [10],
P5A [3], P6 [1], P8 [11], P11 [14], P12 [19] e P [25]) (MATTHIINSSENS et al., 2008a).

Os sorotipos/gendétipos G1, G2, G3, G4 e P[8] estao freqlentemente associados
a diarréia em humanos, apresentando maior importancia epidemiologica, e € com eles
gue as vacinas foram desenvolvidas (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

No Brasil, a primeira caracterizacdo dos rotavirus em sorotipos foi realizada por
Linhares et al. (1988). Os autores utilizando de ensaios imunoenzimaticos com
anticorpos monoclonais especificos demonstraram que, entre as amostras de rotavirus
caracterizadas, 50%, 40%, 3,3% e 16,7% pertenciam aos sorotipos G1, G2, G3 e G4,
respectivamente. Stewien et al. (1994) demonstraram na cidade de S&o Luis,
Maranh&@o, que os sorotipos de rotavirus G3, G1 e G4, mais comumente relacionados
as infec¢des foram encontrados em 41%, 27% e 9%, respectivamente. O sorotipo G2
néo foi detectado nas amostras analisadas. Castro et al. (1994) identificaram o sorotipo
G1 como causa de um surto ocorrido em uma creche no Rio de Janeiro. Os autores
também observaram que no periodo de 1989 a 1991, antes da ocorréncia do surto,

somente o sorotipo G2 havia sido identificado nessa mesma creche. Timenetsky et al.
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(1996) descreveram um surto de gastroenterite grave ocorrido no Interior do Estado de
Séo Paulo afetando adultos e criancas. O rotavirus foi detectado em 44% das amostras
analisadas e, identificado o gendétipo G2 como causa do surto.

Tipos de rotavirus considerados ndo usuais em amostras humanas tém sido
descritos em diversos paises, incluindo o Brasil (LEITE; CARVALHO-COSTA,
LINHARES, 2008; SANTOS e HOSHINO, 2005; GENTSCH et al., 2005; CASTELLO et
al., 2004).

Os genotipos G5 (GOUVEA et al., 1994a; CARMONA et al., 2004; LEITE et al.,
1996), G6 (MARTINI et al., 2008), G8; G10 (GOMEZ et al., 2010; VOLATAO et al.,
2006; MASCARENHAS et al., 2002; SANTOS et al., 1998) e G12 (PIETRUCHINSKI et
al., 2006) ja foram detectados em diversas regifes do Brasil.

O gendtipo G5 também foi detectado na Argentina, Paraguai, Republica dos
Camardes, do Reino Unido China e Vietnan (SANTOS e HOSHINO, 2005; DUAN et al.,
2007; AHMED; ANH; NAKAGOMI, 2007); G6 tem sido detectado na Austrélia, india,
Estados Unidos, Bélgica, e Hungria; G8 tem sido frequentemente detectado na Africa e
esporadicamente em na Asia e América do Sul; G10 em sido relatado no Reino Unido,
india, Tailandia e Paraguai (SANTOS e HOSHINO, 2005); G11 foi recentemente
detectado em Daca, Bangladesh (RAHMAN et al., 2005b) e Coréia do Sul (HONG et al.,
2007); e G12 foi detectado na América do Norte, América do Sul, Asia e Europa
(CASTELLO et al., 2006, 2009; PIETSCH e LIEBERT, 2009; HOSHINO e KAPIKIAN,
2005; CASTELLO et al., 2004).

O gendtipo G9 inicialmente considerado um tipo ndo usual, tem sido identificado

com muita frequéncia em diversos paises, sendo atualmente considerado como o
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quinto tipo de rotavirus mais freqiente mundialmente (SANTOS & HOSHINO, 2005;
GENTSCH et al., 2005; CASTELLO et al., 2004). No Brasil, este sorotipo foi encontrado
pela primeira vez em Belém do Para (1990-1992), a seguir amplamente detectado em
diversos Estados do pais (MUNFORD et al., 2009; CARMONA et al., 2006; SANTOS et
al., 2005; SOUZA et al., 2003; ARAUJO et al., 2001; SANTOS et al., 2001; LINHARES
et al., 1996).

Inimeros estudos realizados sobre a distribuicdo dos gendtipos P e G de
rotavirus demonstram que as associacdes consideradas usuais P[8]G1, [4]G2, P[8]G3 e
P[8]G4 sdo as mais frequentes nas infeccbes em humanos. Representando 90% das
infeccBes na América do Norte, Europa e Australia. Na América do Sul e Asia estas
associacdes representam 68% das infeccdes, América Latina cerca de 80% e na Africa
50%.(GENTSCH et al., 2005; SANTOS e HOSHINO, 2005; CASTELLO et al., 2004).

No Brasil, estudos realizados sobre a distribuicdo dos genétipos de RV-A indicam
a predominancia de 62% de amostras humanas caracterizadas como P[8]G1/P[N&ao

tipadas (NT)]G1; P[4]G2/P[NT]G2; P[8]G3/P[NT]G3 e P[8]G4/P[NT]G4 (Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo dos gen6tipos de rotavirus no Brasil por regido geografica.
FONTE: Adaptado de Leite; Carvalho-Costa; Linhares. (2008).

O primeiro estudo de vigilancia da associagédo dos genétipos P e G de rotavirus
em casos de gastroenterites agudas foi realizado no Brasil por Timenetsky, Santos;
Gouvea (1994). Utilizando a técnica de PCR, os autores analisaram 139 amostras de
rotavirus isoladas de criancas com gastroenterite aguda no Estado de S&o Paulo e
observaram predominancia dos genoétipos P[8] (21%) e P[4] (8%). Estes estiveram em
associacdo com os sorotipos G1, G3, G4 e G2, respectivamente. Também foi
observada a presenca de nimero grande de amostras P[6], P[3], mistura de gendtipos
G e P e uma diversidade de gendtipos ainda ndo encontrados em humanos.

Associacdes de rotavirus P e G ndo usuais também tém sido detectadas em todo
mundo, representando aproximadamente 5% do total das amostras de RV, destes a

maioria é detectada nos paises da Africa, América do Sul e Asia (LEITE; CARVALHO-
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COSTA,; LINHARES, 2008; GENTSCH et al., 2005; SANTOS e HOSHINO, 2005).

Diversas associagfes de rotavirus P e G, até entdo descritas, demonstram a
possibilidade da ocorréncia de reassortment de forma espontanea na natureza entre
amostras de diferentes genotipos de RV humanos (ITURRIZA-GOMARA et al., 2001).
Por outro lado, associacdes consideradas ndo usuais, também poderiam representar
reassortants entre amostras de RV de origem humana com animal (DAS et al, 1994); ou
até mesmo pela transmissdo direta de RV animal para humano, esta Ultima
possibilidade classificaria os rotavirus como uma zoonose (BANYAI et al., 2009; COOK
et al., 2004; PALOMBO, 2002; DUNN, et al., 1993).

As associacOes P e G ndo usuais poderiam emergir como resultado de infec¢des
mistas de RV (GOUVEA e BRANTLY, 1995). As infec¢cdes mistas por rotavirus tém
sido detectadas na América do Sul, Asia, Africa, América do Norte, Australia e Europa,
com freqiiéncia aproximada de 15%, 12%, 10%, 5%, 2% e 1,8%, respectivamente
(SANTOS e HOSHINO, 2005). Nos paises em desenvolvimento, a diversidade de tipos
incomuns de RV é frequentemente encontrada, portanto a deteccdo de infeccbes
mistas € muito elevada (GENTSCH et al., 2005). O impacto destas amostras ndo usuais
na evolugdo dos RVs ainda ndo foi determinada, entretanto sabe-se que poderia
proporcionar a introducédo de um novo tipo P ou G de RV na popula¢do humana através

do evento de reassortment (MAUNULA e VON BONSDORFF, 2002).

1.13 TRATAMENTO, PREVENCAO E CONTROLE

O tratamento das doencas diarréicas agudas por rotavirus e outros
enteropatdgenos associados consiste na reposicdo das perdas hidroeletroliticas.
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Esforcos continuos tém sido realizados mundialmente para incentivar o uso da TRO nos
casos de diarréia aguda moderada e grave. Para esta finalidade, a Organizacao
Mundial da Saude padronizou os componentes utilizados na solucéo de reidratacéo oral

(WALKER et al., 2009).

Diversos estudos controlados e metanalises tém demonstrado a utilizacdo de
probioticos na reducdo do tempo da diarréia aguda por RV bem como a sua gravidade.
Os efeitos do uso de probiéticos também tém sido avaliados em ensaios controlados
randomizados para a prevencdo da infeccdo por RV nosocomial ou adquirida na
comunidade, em lactentes e criancas jovens (SZAJEWSKA e DZIECHCIARZ, 2010;
GUANDALINI et al., 2008; MRUKOWICZ; SZAJEWSKA; VESIKARI, 2008).

Um medicamento recentemente lancado no mercado, denominado nitazoxanida,
ja esta em utilizacéo para tratamento das diarréias causadas por parasitas e da mesma
maneira tem sido indicada para tratamento de rotavirus e norovirus. De acordo com 0s
estudos realizados, o medicamento mostrou ser efetivo na reducdo do tempo de
duracdo da doenca, possuindo atividade anti-viral decorrente de um mecanismo de
provavel atuacdo na sintese da proteina viral, inibindo a replicacdo viral, e podendo
reduzir a excrecdo do virus. Porém, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar
a seguranca da nitazoxanida e eficicia no tratamento da diarréia por rotavirus (TERAN;
TERAN-ESCALERA; VILLARROEL, 2009; ROSSIGNOL; KORBA; KABIL, 2006;
LANATA e FRANCO, 2006).

A utilizagdo de imunoglobulinas de origem animal ou humana, com niveis
elevados de anticorpos da classe IgA para RV, adquiridos por imunizagdo, tem
demonstrado efichcia contra a gravidade da doenca diarréica em criancas
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imunodeficientes (MRUKOWICZ; SZAJEWSKA,; VESIKARI, 2008).

Devido a importancia epidemioldgica dos rotavirus nas gastroenterites graves,
gue levam a obito > de 400 mil criangas menores de 5 anos de idade no mundo inteiro,
inumeros esforcos tém sido realizados na elaboracdo de uma vacina eficaz para o
combate efetivo da doenca (DENNEHY, 2008).

A primeira vacina de rotavirus foi produzida seguindo os principios de Edward
Jenner, que imunizou com sucesso seres humanos contra a variola no século XVII,
utilizando virus vivo de origem bovina.

Trés vacinas monovalentes, vivas atenuadas de origem animal seguindo o
principio de Jenner foram desenvolvidas. Séo elas: RIT-4237; WC3 e MU18006. A
primeira vacina monovalente testada contra rotavirus era constituida por virus de
origem bovina, denominada RIT-4237. Esta cepa foi derivada de rotavirus de origem
bovina (NCDV - “Nebraska Calf Diarrhoea Virus”, sorotipo P[1]G6), considerada uma
cepa naturalmente atenuada para humanos. Esta vacina proporcionou uma eficiéncia
de 88% na protecdo contra a doenca em criancas finlandesas de 6 a 12 meses de
idade (VESIKARI et al., 1984). Nos paises em desenvolvimento, como Peru e Gambia,
a eficdcia desta vacina foi testada, apresentando reduzida imunogenicidade em
criancas menores de 6 meses de idade e, em consequéncia, o0 seu uso foi interrompido
(VESIKARI e JOENSUU, 1996). Outra vacina de origem bovina, WC3 (sorotipo P[5]G6),
mostrou ser eficaz na protecdo homotipica contra a doenca diarréica moderada e grave
em criancas de 5 a 11 meses de idade (CLARK et al.,, 1988). Porém, em outros
estudos, a vacina mostrou eficiéncia reduzida (MIDTHUN e KAPIKIAN, 1996). A vacina

MMU 18006 (RVV, sorotipo P[3]G3), originaria de rotavirus simia, mostrou ser segura e
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imunogénica em criangas de 2 a 5 meses de idade. Porém, 3 a 4 dias apés a
vacinacao, 30% destas criancas desenvolveram reacOes adversas. Esta vacina
desenvolveu protecdo contra a cepa homotipica de rotavirus (sorotipo G3) e néo
protecdo heterotipica. Durante o periodo de estudo circulava o sorotipo G1 na
comunidade. Estes estudos demonstraram resultados variaveis, e por esta razao,
constatou-se a necessidade da elaboracdo de uma vacina que protegesse contra 0s
guatro sorotipos de RV considerados mais importantes epidemiologicamente para o
homem.

A partir dai foram desenvolvidas vacinas derivadas de rearranjos genéticos
(reassortants) entre amostras de rotavirus animais e humanas.

Como os rotavirus animais sao cultivaveis em linhagens continuas celulares e
apresentam baixo potencial patogénico, foi feito rearranjo genético (reassortants) in
vitro entre cepas de rotavirus origem simia (RRV), sorotipo G3 e de origem humanas
(HRV): D (sorotipo G1) X RRV, DS-1 (sorotipo G2) X RRV, e ST3 (sorotipo G4) X RRV.
Todos os segmentos sdo derivados da cepa simia RRV, menos o segmento 9 que
codifica a proteina VP7 derivada das amostras de rotavirus humanas. A vacina RRV-TV
contém a amostra simia RRV, sorotipo G3, e 0s reassortants para os sorotipos G1, G2

e G4 (HOSHINO e KAPIKIAN, 1994b; KAPIKIAN et al., 1996) (Figura 6).
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D x ARV DS-1 x RRV

Figura 6. Demonstracdo esquematica do reassortant entre amostras de RV animal e humana
na producéo da vacina tetravalente humana com VP7 sorotipos especificos.
FONTE: Kapikian et al. (1996)

Durante estudos clinicos com a vacina RRV-TV (rhesus-human reassortant
rotavirus tetravalent vaccine), realizados em criangas nos EUA, Venezuela e Finlandia
observou-se eficacia de 69%, 88% e 91%, respectivamente, nos casos mais graves da
doenca diarréica por RVs. No Brasil, Linhares et al. (1996) observaram eficacia contra a
doenca diarréica de 35%, e 57% de imunogenicidade durante o primeiro ano de

acompanhamento.

Em agosto de 1998, o 6rgao governamental dos Estados Unidos, Food and Drug
Administration (FDA) licenciou a vacina tetravalente contra rotavirus - RRV-TV,
conhecida como Rotashield™ (Wyeth-Laboratories, Inc., Marietta, Pensilvania, EUA).

Em julho de 1999, depois de ter sido administrada cerca de um milhdo e meio de doses
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nos EUA, a vacina foi suspensa e retirada do mercado devido a associagdo com casos
de intussuscepcéo em 15 criancas vacinadas (CDC, 1999a,b). Em outubro do mesmo
ano, o Comité Assessor para Pratica de Imunizacdes (ACIP) cancelou a recomendacao

d™ em territério americano, recomendando mais estudos na

do uso da Rotashiel
associacdo de casos de intussuscep¢do como reacdo adversa a vacina. Tal medida

também foi sugerida a outras regiées do mundo (MURPHY et al., 2001).

Atualmente, algumas vacinas ja foram licenciadas para uso em humanos e
outras estdo na fase de ensaios clinicos. Estas vacinas foram desenvolvidas utilizando
amostras de virus vivos atenuados de origem humana (LLR e RIX4414/Rotarix®),
amostras de rotavirus recombinantes de bovino-humano (WC3/Rotateq e UK) e
amostras de origem neonatal (116E, RV3, 132, M37).

A vacina contra RV LLR é composta por amostra de virus atenuada de origem
ovina, sorotipo P[12]G10 (Lanzhou Institute of biologial Products, China). Esta vacina
foi licenciada apenas para uso em algumas regides da China (GLASS et al., 2005).

Em 2004, a vacina contra rotavirus Rotarix® (GlaxoSmithKline® Biologicals,
GSK, Rixensart, Bélgica) foi aprovada no mercado Internacional. Trata-se de uma
vacina oral, atenuada, monovalente (P[8]G1-1l), amostra RIX4414. Originalmente, esta
amostra de RV foi isolada a partir de fezes de uma crianca com quadro de diarréia
moderada, em Cincinnati, Ohio, EUA, designada de 89-12. A partir de passagens
seriadas em cultura de células VERO (rim de macaco verde africano) e posteriormente
clonagem deu origem a amostra atenuada RIX4414 (BERNSTEIN et al., 2002). Ensaios

clinicos desenvolvidos com a vacina em lactentes de 6 a 13 semanas de idade
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provenientes de 11 paises da America Latina (Argentina, Brasil, Chile, Colémbia,
Honduras, México, Nicardgua, Republica Dominicana, Panamd, Peru, Venezuela) e
Finlandia, demonstraram aproximadamente 85% de eficacia contra a doenca diarréica
grave. A eficacia para prevencdo de diarréia grave para 0s sorotipos de RV foi de
90,8% para P[8]G1; 87,3% para P[8]G3, P[8]G4P[8] e P[8]G9 e 41,0% para P[4]G2. A
protecdo teve inicio cerca de duas semanas ap6s a segunda dose. Nao foram
observados casos com reacgOes adversas graves, como intussuscepcado (RUIZ-
PALACIOS et al., 2006). Em mar¢o de 2006, o Brasil foi o primeiro pais do mundo a
introduzir a vacina oral contra rotavirus humano (VORH) Rotarix® no sistema publico de
saude, Programa de Imunizacdo Nacional.

A vacina oral atenuada pentavalente contra RV Rotateqg® (Merck Sharp &
Dohme) é derivada da amostra bovina WC3. E produzida com reassortant entre a cepa
bovina e humana, para os tipos G1, G2, G3, G4 e P[8]. Trata-se de produto nao-
reatogénico e altamente eficaz, alcancando niveis protetores de até 100% frente aos
episodios diarréicos mais graves. Recentemente a vacina foi licenciada pelo FDA nos
EUA. Aléem da auséncia quanto ao risco representado pela intussuscepcdo, a vacina
apresentou 98% de eficacia referente aos episodios graves causados por rotavirus
(VESIKARI et al.,, 2006). Em abril de 2008 esta vacina foi licenciada no Brasil pela

Agencia Nacional Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Outra candidata a vacina oral contra rotavirus foi produzida pelo National Institute
of Health (NIH), a partir de reassortants entre amostras bovinas UK e humanas,

utilizando os sorotipos G1 a G4, e tipos adicionais como G8 ou G9, conforme sua
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importancia epidemioldgica no pais. Estudos de fase Il realizados na Finlandia tém se
mostrado satisfatorios quanto aos niveis de inocuidade, eficacia e imunogenicidade
(KAPIKIAN et al., 2005). Atualmente, a vacina esta em fase de producdo em escala
para os ensaios clinicos no Brasil, China e India. No Brasil, a Fundagdo Butantan, em
Sé&o Paulo, tem realizado a produgédo da vacina pentavalente com foco nos sorotipos
mais frequentes no pais (G1 a G4), incluindo o sorotipo G9, pois este tem sido
detectado com alta frequéncia nas duas ultimas décadas no nosso meio (LEITE;
CARVALHO-COSTA; LINHARES, 2008; CARMONA et al., 2006). Aléem da vantagem de
fornecer um produto mais especifico para a realidade nacional, a meta é reduzir 0os
custos da vacina e fornecer um preco mais acessivel para o governo brasileiro.

Candidatas monovalentes a vacinas contra rotavirus compostas de amostras de
neonatos humanos tém sido avalidas quanto a sua eficacia e potencial imunogénico,
como a cepa proveniente da Austrélia, RV3 (sorotipo G3); e amostras de RV oriundas
da india, 116E (sorotipo G10) e 132l (sorotipo G9) (BHANDARI et al., 2006; BARNES et
al., 2002). A cepa M37, P [6]G1 foi a primeira candidata a vacina utilizando esta
estratégia, isolada em neonatos com infeccdo assintomatica na Venezuela e
considerada uma cepa naturalmente atenuada. Entretanto, os resultados inexpressivos
de eficacia obtidos em testes realizados na Finlandia promoveram a descontinuagéo
dos estudos com esta vacina (LINHARES e BRESEE, 2000).

A vacina RRV-TV Rotashield foi adquirida pelo grupo americano BioVirx, que
possui planos para retomar a sua fabricagcdo. Este grupo considera que o risco de
intussuscepcao dos estudos originais foi seriamente superestimado e que, dada a

elevada mortalidade e morbidade infantil devido a doenca diarréica por rotavirus nos
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paises em desenvolvimento, o beneficio seria maior em relacdo a possibilidade de

eventuais riscos (GLASS et al., 2005).

No quadro 5 encontra-se um resumo das vacinas atualmente licenciadas e em

desenvolvimento.

Quadro 5 - Vacinas orais contra

desenvolvimento.

rotavirus atualmente licenciadas e em

Vacina/Origem/Laboratorio, Pais

Cepas rotavirus/genétipo

Estagio

1. Tetravalente, reassortant entre
amostras de rotavirus rhesus
(RRV) - humana/BIOVIRX, EUA

RRV X D/P[3],G1
RRV X DS1/P[3], G2
RRV/P[3], G3

RRV X ST3/P[3],G4

Licenciada 1998 (EUA)
Suspensa em 1999
Atualmente nao
comercializada

2. Monovalente, amostra de 89-12/P[8]G1 Licenciada
rotavirus atenuada humana

(R1X4414)/ GSK, Bélgica

3. Pentavalente, reassortant entre | WC3 X 179/P[5],G1 Licenciada

amostras de rotavirus bovina
(WC3)- humana/Merck, EUA

WC3 X SC2/ P[5],G2
WC3 XW178/P[5],G3
WC3 XBrB/P[5],G4

WC3 XW179/P[8],G1

4. Monovalente, amostra
ovina/Lanzhou Institute of
Biological Products, China

LLR/P[12],G10

Licenciada na China

5. Tetravalente rearranjo de UK X Wa/P[5],G1 Fase Il
amostras de rotavirus de bovina | UK X DS1/P[5],G2
(UK)-humana/National Institute of | UK X P[5],G3

Health, EUA UK X ST3/P[5]G1

6. Monovalente, neonatal humana | RV3/P[6], G3 Fase Il
(RV3)/Universidade de

Melbourne, Austrédlia e Bio Farma,

Indonésia.

7. Monovalente, neonatal 116E/P[11], G10 Fase |

humana/Bharat Biotech, india.

Além dos sorotipos reconhecidos como de importancia epidemioldgica universal
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(P[8] G1, G2, G3 e G4), o encontro de tipos adicionais deve ser considerado para o
desenvolvimento de novas vacinas a serem administradas em diferentes regides do
mundo. Desta maneira, a vigilancia continua dos rotavirus € imprescindivel para
monitorar a diversidade genética e antigénica de cepas circulantes na nossa
comunidade, antes e apos a introducdo de uma vacina contra a deonca (KAPIKIAN e
HOSHINO, 2007). Este monitoramento permite prever possiveis emergéncias e/ou re-
emergéncias de genotipos e aperfeicoar a compreensdo da dindmica e o padrdo de

evolucéo do virus.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

A presenca de rotavirus foi observada em 20% (n=1.784) das 8.961 amostras de
fezes analisadas de pacientes com diarréia aguda, provenientes de diversos

municipios do Estado de S&o Paulo, entre 1996 e 2006.

Neste estudo foi possivel observar a ampla diversidade de RVs no nosso meio.
Entre as 1.300 amostras de RVs selecionadas para caracterizagdo em genotipos
G (VP7) e (VP4), o tipo G1 foi o mais frequente, seguido dos tipos G9, G2, G3,
G4 e G12. Verificou-se 1,8% de mistura de genotipos G entre as amostras
analisadas, com diferentes combinacdes. Em relacdo ao gendtipo P, o tipo P[8]
foi o mais predominante, seguido dos tipos P[4], P[6], P[9], P[10], e P[3].
Verificou-se 1,0% de mistura de gendtipos P. As associacfes P(VP4) e G(VP7)
dos rotavirus foram determinadas em 51,5% das amostras analisadas. A
associacdo P e G mais predominante entre as amostras de rotavirus foi P[8]G1,
seguidos P[8]G9, P[4]G2, P[8]G4 e P[8]G3. Infec¢cbes mistas e associacoes

consideradas nao usuais também foram observadas em 7,9% das amostras.

O gendtipo G1 foi o mais freqUente durante 7 anos, ou seja, entre 1996 e 2001 e
2003. A emergéncia do gendtipo G9 pdde ser verificada a partir do ano 2000,
sendo o tipo mais predominante nos anos 2002, 2004 e 2005. No ano de 2006, o
tipo G2 foi o mais frequiente entre os tipos G de rotavirus, representando 28,9%
das infeccbes, seguidos dos tipos G9, G1 e G3. O gendtipo G12 foi detectado

apenas no ano de 2004 em pacientes provenientes do municipio de Guarulhos,
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d)

f)

com caracteristicas socio-econdmicas menos favorecidas. Em relagdo ao
genotipo P, o tipo P[8] foi 0 mais predominante em todos os anos, seguidos dos
tipos P[4], P[6], P[9], P[10] e P[3]. Entretanto, nota-se a exce¢do em 2006, onde

genatipo P[4] foi o mais frequente entre os tipos de rotavirus.

Foi possivel identificar 8 surtos de diarréia agudas por RVs comparando-se 0s
dados laboratoriais com os dados epidemiolégicos do CVE/SP, em diversos
municipios do Estado de S&o Paulo, nos anos de 2004 a 2006. O genotipo
P[6]G9 foi responsavel pelo surto no municipio de Brodésqui, P[8]G9
responsavel por surtos ocorridos nos municipios de Cerquilho, Sete Barras e
Fernandopolis, P[8]G1 responsavel pelo surto no municipio de Urania,
P[8]G1+G9 pelo surto no municipio de Martindpolis e P[4]G2 pelo surto nos
municipios de Pitangueiras e Salto. Alguns destes acometeram tanto criancas
como adultos, e de forma grave levando a hospitalizagdo, demonstrando a

viruléncia desses gendtipos.

As 38 amostras sequenciadas e analisadas quanto a filogenia do gene 9 VP7 G1
foram agrupadas em duas linhagens distintas: G1-1 (44,7%) e G1-Il (55,3%),
guando comparadas com as cepas padrées humanas. Este € o primeiro relato de

classificacdo da VP7 G1 em linhagens no Estado de Sao Paulo.

Foram detectadas mudancas de aminoacidos entre as amostras de RVs G1 de

mesma linhagem, indicando a presenca de polimorfismo ou subtipos. Entretanto,

44



nenhum acumulo de muta¢des de aminoacidos foi observado dentro das regides

antigénicas.

g) Andlises preliminares sugerem que a vacina anti-RV-A disponivel no calendario
infantil brasileiro, Rotarix® G1 linhagem Il demonstrou ser eficiente contra ambas
as linhagens dos virus G1-1 e G1-ll detectadas neste estudo, porém analises

adicionais serdo necessarias para confirmar os achados.
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