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Resumo

Os rotavirus sdo caracterizados por uma ampla diversidade genética, que possui
implicagdes na epidemiologia das diarréias agudas infecciosas. O objetivo deste estudo foi
descrever a variabilidade dos genétipos G dos rotavirus do grupo A circulantes no Distrito
Federal, regido Central do Brasil, nos periodos de 1986 a 1990; de 1994 a 1996 e de 2004 a
2005. Foram analisadas cento e trés amostras fecais cedidas pelo Laboratério Central de Salde
Publica do Distrito Federal. Essas amostras foram coletadas em trés periodos distintos: 1986 a
1990, 1994 a 1996, e de 2004 a 2005. A deteccdo dos rotavirus foi inicialmente realizada por
meio das técnicas de EIARA (Ensaio Imunoenzimético para Rotavirus e Adenovirus) e PAGE
(Eletroforese em Gel de Policriamida). Os resultados obtidos pelas duas técnicas apresentaram
concordancia de 98%. Apenas duas amostras foram positivas em PAGE e ndo reagentes no
EIARA. Todas as amostras apresentaram perfil caracteristico dos rotavirus do grupo A em
PAGE. Das 103 amostras analisadas, 94 apresentaram perfil longo, oito perfil curto e um perfil
curto atipico. Os RNAs foram transcritos reversamente e amplificados pela PCR, utilizando-se
os primers 9conl e 9con2, para a obtencdo de um fragmento de 904 pb, correspondente ao gene
que codifica a proteina VP7. Os produtos da PCR foram submetidos ao segiienciamento
automéatico a as seqliéncias obtidas analisadas pelos programas FASTA e BLAST. Quando os
dados dos trés periodos foram analisados conjuntamente, o genétipo predominante foi o G1
(50,48%), seguido pelos gendtipos G9 (18,45%), G2 (10,68%), G5 (10,68%), G3 (5,83%) e G4
(3,88%). No primeiro periodo (1986-1990) 41% das amostras eram do genétipo G1; 24% do
gendtipo G5; 18% do gendtipo G3 e 9% dos gendtipos G2 e G4. No segundo periodo (1994-
1996), 74,47% foram do gendtipo G1; 17,02% G2; 6,38% G5 e 2,13% G4. No terceiro periodo
(2004-2005) o gendtipo mais prevalente foi 0 G9 (86,36%), seguido do G1 em 13,64% das
amostras. A andlise filogenéticafoi realizada pelo método de neighbor-joining e a separacdo dos
ramos em genétipos apresentou valores de bootstrap elevados, confirmando os dados de
homol ogia obtidos por meio dos programas FASTA e BLAST. As informacfes geradas por este
trabalho estdo de acordo com os dados da literatura e poderdo subsidiar estudos futuros de
eficacia da vacina que foi introduzida no Calendario Naciona de Imunizacdo no Brasil, bem

como o0 monitoramento dos gendtipos de rotavirus circulantes no Distrito Federal e Entorno.



Abstract

Rotaviruses are characterized by a high genetic diversity. Such diversity has potential
implication on the epidemiology of acute infectious diarrhea. This work aimed to describe the
variability of G genotypes from group A rotaviruses circulating in the Federal District, Central
Brazil. One hundred and three fecal samples kindly provided by the Public Health Laboratory of
the Federal District were analyzed. The samples were collected at three distinct timeframes:
1986 to 1990, 1994 to 1996 and 2004 to 3005. The rotavirus detection was initially performed by
EIARA and PAGE. The results from these two procedures presented 98% of agreement. Only
two samples were positive by PAGE and non reactive by EIARA. All samples showed
electrophoretic profile compatible with group A rotaviruses. From the 103 samples analyzed, 94
showed long electropherotype, whereas eight showed short and one atypical electropherotype.
The extracted RNAs were reversely transcribed and amplified by PCR, using 9conl and 9con2
primers, generating DNA fragments with approximately 904 bp corresponding to part of the VP7
protein gene. The PCR products were submitted to automated sequencing and the generated
sequences were analyzed by the FASTA and BLAST programs. When the three seasons were
evaluated, the predominant genotype was G1 (50.48%), followed by G9 (18.45%), G2 (10.68%),
G5 (10.68%), G3 (5.83%) and G4 (3.88%) genotypes. In the first season (1986-1990), 41.18%
of the samples were described as genotype G1; 23.53% genotype G5; 17.65 G3 and 8.82% G2
and G4. During the second season (1994-1996), 74.47% of the samples were characterized as
Gl; 17.02% G2; 6.38% G5 and 2.13% G4. The most prevalent genotype of the third season
(2004-2005) was G9 (86.36%) followed by G1 (13.64%). Phylogenetic analysis was performed
by the neighbor-joining method and the segregation of the genotypes confirmed the homology
results obtained by FASTA and BLAST. The information generated by this study is in
agreement with the literature and may subsidize future evaluation of vaccine efficacy as well as

the monitoring of rotavirus genotypes in the Federal District and in Brazil.
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Caracterizacao de gendtipos G de rotavirus do grupo A circulantes no Distrito Federal

1. Revisio Bibliogréfica
1.1.Contextualizacéo

A diarréia aguda infecciosa é considerada uma causa importante de morbidade e
mortalidade em criangcas com menos de cinco anos de idade nos paises em
desenvolvimento, ocasionando €l evada morbidade também em popul agcdes da mesma faixa
etéria em paises desenvolvidos (Santos e Hoshino, 2005).

Os agentes etiol 6gicos mais comumente associados as diarréias agudas em criangas sdo
de natureza vira e bacteriana (Linhares et al., 1983). As diarréias agudas bacterianas tém
como agentes etiologicos mais freqlientes a Escherichia coli, € com menor incidéncia o
Vibrio cholerae, a Salmolella sp. e a Shigella sp. (Black et al., 1980; Gomes et al., 1991,
Timenetsky et al., 1993).

Dentre os mais de 20 diferentes agentes infecciosos associados com o0 quadro de
diarréias em criancas, 0s rotavirus sdo a causa mais comum de diarréia grave (Glass et al.,
2005). A ocorréncia universal dos rotavirus € amplamente reconhecida e sabe-se que
praticamente todas as criangas aos cinco anos ja apresentaram pelo menos um episddio de
infeccdo por esse patégeno (Parashar et al., 2003; Brasil, 2006). Outros virus também
relacionados a quadros de diarréias sdo os astrovirus, os adenovirus e os calicivirus (Conner
e Ramig, 1997).

Dados epidemiolégicos recentes indicam que a proporcdo de hospitalizacdes
decorrentes de diarréias atribuidas aos rotavirus continua crescendo. Anualmente, esse virus
causa 611 mil mortes em criancas com idade inferior a cinco anos em todo o mundo. Mais
de 80% dessas mortes ocorrem em paises de baixa renda do sul da Asia e da Africa

(Parashar et al., 2006).

15



Caracterizacao de gendtipos G de rotavirus do grupo A circulantes no Distrito Federal

No Brasil, em funcdo da magnitude das diarréias agudas foi instituida, em 2004, a
Monitorizagdo das Doencas Diarréicas Agudas — MDDA, um sistema de vigilancia
sentinela que, atualmente, estd implantado em 4.379 (78,8%) municipios do Pais. Em 2004,
foram notificados a0 Ministério da Salide, pela MDDA, 2.395.485 casos de diarréia. O
impacto na salde publica das doencas diarréicas agudas em criangas menores de cinco anos
também pode ser demonstrado pela quantidade de recursos destinados ao pagamento de
internacbes hospitalares por esses agravos. No periodo de 1995 a 2004, foram gastos
aproximadamente 173 milhdes de reais, concentrados principa mente nas regides Nordeste
e Sudeste do Pais (Brasil, 2006).

Nas Ultimas duas décadas, varios organismos, incluindo a Organizacdo Mundial da
Saude e a Alianca Global para Vacinas e Imunizagdo, avaliaram a necessidade de
desenvolvimento de novas vacinas e identificaram que a vacina contra os rotavirus
humanos era prioritaria (Glass et al., 2005). Recentemente, foram concluidos o0s ensaios
clinicos de duas vacinas orais contra os rotavirus. Uma delas foi licenciada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) em julho de 2005 e j& foi introduzida no
calendario basico de imunizagbes para criangas brasileiras menores de seis meses de idade
(Brasil, 2006).

Os rotavirus apresentam uma grande diversidade genética e soroldgica. Os diferentes
gendtipos e sorotipos desses virus tém uma distribuicéo variavel do ponto de vista temporal
e geogréfico. Segundo Santos e Hoshino (2005), as formulagdes das futuras vacinas contra
0s rotavirus deverdo levar em consideragdo esses aspectos da epidemiologia do virus.
Conhecer adistribuicdo dos gendtipos e sorotipos de rotavirus se torna ainda mais relevante
nos paises em desenvolvimento, de dimensdes continentais e com diferentes realidades

socio-econdmicas, culturais e geogréficas como é o caso do Brasil.
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1.2. Aspectos historicos das infecgdes causadas por rotavirus

Os relatos de diarréias em seres humanos sdo anteriores a Hipocatres. Porém, s6 no
século XIX, os avancos da bacteriologia e da parasitologia levaram a elucidacdo da
etiologia de uma parte das doencas diarréicas. Apesar desses avancos, logo ficou evidente
que uma proporcdo significativa das epidemias de diarréia e das gastrenterites infantis néo
podia ser atribuida a esses agentes. Por exclusdo, assumiu-se que muitas das gastrenterites
agudas deveriam ser causadas por virus (Kapikian AZ, 1997).

Durante as décadas de 1940 e 1950, foram realizados diversos experimentos
demonstrando a possibilidade de inducdo de gastrenterites através da administracéo oral de
filtrados fecais livres de bactérias em voluntérios (Kapikian AZ, 1997). Entretanto, a
etiologia viral de gastrenterites em humanos s foi comprovada por Bishop et al., em 1973,
na Austrdlia. Esses pesquisadores, analisando por microscopia e etronica cortes ultrafinos
de bidpsias de duodeno de criangas hospitalizadas com gastrenterite aguda, demonstraram a
presenca de particulas virais com aproximadamente 70 nm de didmetro. Posteriormente, foi
possivel verificar que essas particulas virais eram facilmente detectadas em suspensdes de
fezes devidamente processadas para observagao por microscopia el etronica de transmissao.
Esses virus foram denominados “orbivirus’, particulas tipo orbivirus, agentes do tipo
“reovirus’, “duovirus’ e virus das gastroenterites virais. Atualmente, esses agentes virais
s80 denominados e classificados como rotavirus (Kapikian AZ, 1997; Flewett et al, 1974).

Nas décadas de 1960 e 1970 foi possivel detectar a presenca de particulas do tipo
rotavirus no intestino de animais apresentando doencas diarréicas. Estudos soroldgicos
subsequientes demonstraram que essas particulas eram antigenicamente relacionadas aos

rotavirus humanos (Kapikian AZ, 1997).
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Os rotavirus foram identificados pela primeira vez no Brasil em 1976, a partir de
material fecal proveniente de criancas admitidas em um hospital puablico de Belém, Para
(Linhares et al., 1977), sucedendo-se multiplas investigaces ao longo das décadas
posteriores.

Em 1985, De Zoysa e Feachem publicaram um trabalho de reviséo, relatando a
prevaléncia mundia das doencas causadas por rotavirus. As andlises realizadas por esses
autores mostraram que 0s rotavirus eram responsaveis por 6% dos episodios de diarréia e
20% das mortes causadas por diarréias em criancas menores de cinco anos dos paises em
desenvolvimento. Verificou-se que a incidéncia das doencas causadas por rotavirus era
similar em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sugerindo que o controle ndo seria
obtido por meio de melhoria do fornecimento de &gua tratada, nem de medidas de higiene e
saneamento. Consequientemente, foi recomendado o desenvolvimento de vacinas contra 0s
rotavirus que pudessem ser amplamente utilizadas, prevenindo assim a doenca grave e fatal
causada por esses virus (De Zoysa e Feachem, 1985; Parashar et al., 2003).

Em agosto de 1998, foi licenciada nos Estados Unidos da América — EUA, uma
vacina recombinante contendo quatro linhagens de rotavirus. A vacina tretavalente com
rotavirus isolados de rhesus foi denominada Rotashield®. Recomendou-se entdo a
imunizagdo rotineira de criangas americanas utilizando-se essa vacina. Entretanto, nove
meses depois, 0 uso da Rotashield® foi suspenso em conseqiiéncia de uma série de relatos
de uma possivel associacdo da vacina com o quadro de intussuscepcdo intestinal observado
em criangas imunizadas. Ap6s a confirmagdo dessa associagdo, foi recomendada a
suspens3o do uso da Rotashield® e o fabricante Wyeth-Ayerst Company interrompeu a sua

fabricagdo (Parashar et al., 2003; Glass et al., 2005).
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Apesar dos problemas observados com o uso da vacina Rotashield®, dada a
importancia das diarréias, a morbidade e a mortalidade causadas pelos rotavirus, algumas
vacinas encontram-se atualmente em fase de teste e de aprovacdo em varios paises (Glass et
al., 2005). A discussdo do estado da arte das vacinas contra os rotavirus seré retomada no

item 1.9.

1.3. Classificagédo dos rotavirus

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae, apresentando um capsideo de simetria
icosaédrica. Esse envoltdrio de natureza protéica é constituido de camadas concéntricas
organizadas em um, dois e trés capsideos distintos, com didmetro aproximado de 70 nm .

A familia Reoviridae é constituida por nove géneros que podem ser divididos em dois
grupos. Um grupo compreende os virus em que as particulas intactas possuem projecoes
relativamente grandes situadas nos 12 vértices da estrutura icosaédrica. Os géneros
Orthoreovirus, Cypovirus, Aquareovirus, Fijivirus e Oryzavirus apresentam tal
caracteristica. O segundo grupo inclui aqueles géneros com um capsideo mais liso ou quase
esférico e sem grandes projecdes nos eixos pentamericos. Esse grupo é caracterizado pelos
géneros Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus e Phytoreovirus. As particulas virais da familia
Reoviridae apresentam 10, 11 ou 12 segmentos gendmicos congtituidos de RNAs de fita
duplalineares (van Regenmortel et al., 2000).

O género Rotavirus apresenta particulas com aspecto de roda, do latim — “rota’, do
qual deriva o nome atribuido aesses virus. A figura 1 ilustra a estrutura das particulas virais

em microscopia el etronica de transmisséo.
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Figura 1- Particulas de rotavirus visualizadas por imunomicroscopia eletrénica a partir de filtrados
de fezes de criangas com gastrenterite aguda. A barra representa 100 nm e as particulas virais
possuem 70 nm de didmetro. Fonte: Parashar et al., 1998.

O capsideo viral possui trés camadas protéicas e envolve 11 segmentos de RNAs de
fita dupla. Esse género so infecta animais vertebrados e é transmitido pela via oral-fecal
(Estes MK, 1996; Parashar et al., 1998; van Regenmortel et al., 2000; Arias et al., 2004).

De acordo com o Relatério do Comité Internacional de Taxonomia de Virus (van
Regenmortel et al., 2000), os rotavirus so classificados em cinco espécies, RV-A aRV-E,
com duas espécies tentativas adicionais: RV-F e RV-G. Os virus das diferentes espécies séo
descritos como incapazes, em condi¢Bes normais, de trocar segmentos genémicos. Cada
espécie representa, portanto, um conjunto separado de genes. Essa caracteristica €
observada também nos outros géneros da familia Reoviridae. Os membros de uma mesma

espécie de rotavirus séo identificados por seis caracteristicas principais.

20



Caracterizacao de gendtipos G de rotavirus do grupo A circulantes no Distrito Federal

1 - A habilidade de trocar material genético por meio do intercAmbio de segmentos
gendmicos durante as infeccBes mistas, produzindo progénies de linhagens virais viaveis;

2 - Altos niveis de reacdes cruzadas em ELISA, usando-se anticorpos monoclonais ou
policlonais;

3 — Alto nivel de conservacdo das sequiéncias de RNA nas regifes terminais ou préoximas as
terminagdes gendmicas;

4 — Alto nivel de similaridade das sequiéncias de RNA nos segmentos gendmicos
conservados. Os virus da mesma espécie apresentam menos de 10% de variacdo na
sequiéncia do segmento 6 do genoma, que codifica a proteina VP6. Os virus de espécies
diferentes normal mente apresentam mais de 30 % de variagdo na sequéncia do segmento 6
do genoma. Essas diferencas se refletem na seqiiéncia de aminoacidos das proteinas virais,

5 - Identificacdo de um sorotipo viral com um virus ja classificado em uma espécie de
rotavirus. Nenhum dos sorotipos de espécies diferentes apresenta neutralizagdo cruzada
com sorotipos de outras espécies €,

6 - ldentificagcdo do espectro de hospedeiros. Por exemplo, a espécie RV-E sb é encontrada
infectando suinos. RV-D e as espécies tentativas RV-F e RV-G so foram isoladas de aves.

Os pesguisadores envolvidos na caracterizacdo dos rotavirus costumam denominar
as espécies virais como grupos, nomenclatura que passaremos a adotar, por ser mais usual
na literatura especifica da area.

Os rotavirus do grupo A sdo considerados como 0s principais responsaveis pelas
gastrenterites agudas graves em criangas de paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
Os representantes do grupo B, que também infectam humanos, apresentam importancia
epidemiol 6gica na China e Bangladesh , onde sdo associados a epidemias anuais de diarréia

severa principalmente em adultos. O grupo C tem sido relatado esporadicamente em
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espécimes fecais de criancas com diarréias, mas o0 seu significado clinico ainda ndo foi
estabelecido (Estes MK, 1996; Santos e Hoshino, 2005).

O capsideo externo dos rotavirus do grupo A consiste de duas proteinas,
denominadas VP7 e VP4, que apresentam antigenos com propriedades neutralizantes e
imunologicamente protetoras independentes. Em fungéo disso, costuma-se utilizar um
sistema binario de classificacdo dos rotavirus A para designar a neutralizacdo especifica
para essas duas proteinas. A proteina VP7 é designada como G, por ser uma glicoproteina.
A proteina VP4 é designada P, pois essa proteina é sensivel a protease. Com base na
especificidade antigénica das proteinas do capsideo externo, VP4 e VP7, os rotavirus do
grupo A sdo classificados ainda em sorotipos € ou genétipos. Os sorotipos sdo
determinados pela reatividade do virus em ensaios de neutralizagdo, usando-se soro
hiperimune ou anticorpos monoclonais. Os gendtipos sdo determinados pelo
sequieciamento, amplificacdo ou hibridizacdo dos genes que codificam essas proteinas
(Santos NSO, 2002).

Na literatura ja foram descritos 14 sorotipos G e a designacdo de tais sorotipos é
idéntica & denominagéo de gendtipos G. Do total de 14 gendtipos G descritos, dez ja foram
isolados de humanos. S&o eles os G1 a G6, G8 a G10 e o G12. Recentemente, foi descrito
um novo gendtipo G, isolado na india a partir de bovinos. Esse isolado ainda ndo foi
testado por ensaio de neutralizagdo para definicdo do sorotipo (Santos e Hoshino, 2005;
Castello et al., 2006)

Os sorotipos e 0s gendtipos denominados como P ndo sdo coincidentes. Para
diferenciar sorotipos de gendtipos, os primeiros sdo descritos pela letra P, seguido de um
nimero e os Ultimos pela letra P, seguida de nimeros entre colchetes. Até 0 momento,

foram descritos 14 sorotipos P, nove foram isolados de humanos e 26 genétipos P, dez
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infectando humanos. Como os genes que codificam as proteinas VP4 e VP7 podem se
segregar de maneiraindependente, varias combinacdes entre P e G podem ser detectadas na

natureza (Santos e Hoshino, 2005; Castello et al., 2006).

1.4. Estrutura das particulas virais

Como mencionado anteriormente, 0s rotavirus apresentam trés camadas concéntricas de
proteinas que envolvem o genoma composto de 11 segmentos de RNA de dupla fita. O
tamanho desses RNAs varia de 663 a 3302 pares de bases (pb). O tamanho completo do
genoma apresenta em média 18550 pb. Cada segmento de dsRNA apresenta uma guanina
na extremidade 5’ seguida por uma sequiéncia conservada de nucleotideos, que é parte da
regido ndo codificadora dessa extremidade do genoma. Segue-se uma regido aberta de
leitura, correspondente a proteina codificada pel o gene e uma outra regid&o ndo codificadora
com uma sequiéncia também conservada. A figura 2 mostra a organizacéo dos segmentos do

dsRNA de rotavirus (Estes MK, 1996).

nao codante nao codante
P (17 185)/
1 x
(9:130) ORF

5 3
T
AUG

GGCUUUUAAA (2° AUG em fase ou fora de fase) AUGUGACC
AA A UU U UGUG

Figura 2 - Principais caracteristicas da estrutura do genoma dos rotavirus. Na extremidade 5’ e 3’
as regides ndo codificadoras, indicando os nucleotideos conservados (regido achurada). Em branco
aregido codificadora. Modifcado de Estes MK, 1996.
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Os mRNA codificados pelos segmentos gendmicos apresentam cap, Ou sgja, uma
guanina metilada na extremidade 5, mas ndo apresentam sina de poliadenilagcdo na
extremidade 3' (van Regenmortel et al., 2000; Arias et al., 2004).

O virion apresenta seis proteinas estruturais com localizagdo na particula vird ja
definida. O envoltério protéico mais interno € constituido por 120 moléculas da proteina
VP2, que circunda o genoma. Doze cOpias das proteinas VP1 e VP3 constituem o core da
particula viral. A adicdo de 260 trimeros de VP6 sobre VP2 da origem ao segundo
envoltdrio protéco, constituindo particulas denominadas double-layered particles (DLPs).
O envoltério mais externo € constituido de 780 cdpias da glicoproteina V' P7, organizada em
trimeros, e de 60 estruturas em forma de espiculas formadas por dimeros de VP4. Esses
dimeros se projetam aproximadamente 12 nm na superficie de VP7. As particulas virais
que apresentam os trés envoltérios sdo denominadas triple-layered particles (TLPs). A
Figura 3 mostra a estrutura das particulas virais e as seis proteinas estruturais encontradas

no virion.
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Figura 3 - llustragdo das trés camadas protéicas concéntricas que compdem as particulas virais dos
rotavirus. A camada mais externa é congtituida por VP4 e VP7. A camada intermediaria é
formada por VP6 e amais interna por VP2, VP1 e VP3. Uma das moléculas de RNA viral também

pode ser observada. Fonte: van Regenmortel et al., 2000.

Além das seis proteinas estruturais (VPs), o genoma viral codifica ainda seis proteinas
ndo estruturais, NSP1 a NSP6, que participam na replicacdo do virus (van Regenmortel et
al., 2000). A Figura 4 indica as proteinas codificadas por cada um dos 11 segmentos do

genomaviral.
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SEGMENTOS PROTEINAS  VIRION ESQUEMATICO
GENOMICOS CODIFICADAS (localizagéo das proteinas)

— vP?
g
5
- NSP2 =
NSP3—
—— 10~ NSPA _
_<:~5P5—.
B NSPE

Figura 4- Eletroforese em gel de poliacrilamida mostrando cada um dos 11 segmentos de RNA de
fita dupla e as proteinas codificadas pelo genoma dos rotavirus. VP-1 a VP-7 sdo as proteinas
estruturais. NSP-1 a NSP-6 sdo as proteinas ndo estruturais. Adaptado de Eric et al., acessado em
junho de 2006.

thttp://www.iah.bbsr c.ac.uk/dsRNA virus proteing/rotavir us% 20figure.ntm

Por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) esses virus tém sido
agrupados de acordo com o padréo de migragdo dos segmentos gendmicos. Observa-se que
os 11 segmentos de RNA dos rotavirus A migram sempre em quatro grupos distintos de
acordo com massa molecular: o primeiro grupo com quatro segmentos, o segundo com
dois, o terceiro com trés e o quarto com dois. A migracdo dos segmentos 10 e 11, em

particular, define os padrfes “longo” e “curto” dos rotavirus do grupo A (Lourenco et al.,
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1981). O perfil denominado curto atipico € resultado de uma duplicacdo parcial na
terminacdo 3' do gene 11, o que promove a sua migracdo mais lenta. O perfil longo é

definido pelo gene 11 com tamanho esperado (Matsui et al., 1990; Gentsch et al., 2005).

1.5. As proteinasvirais

A proteina VP1 é a maior proteina estrutural do virus e apresenta atividade de RNA
polimerase dependente de RNA, sendo encontrada em associacdo com o RNA viral. VP2 é
a proteina mais abundante do interior da particula viral. Também possui propriedade de se
associar ao RNA vira. A partir da seqiiéncia deduzida de aminoéacidos, foi possivel
verificar que VP2 apresenta dois motivos do tipo ziper de leucina, o que sugere a formagéo
de dimeros nas proteinas que tém propriedade de se ligar a &cidos nucléicos. VP3 apresenta
atividade de guanililtransferase e provavelmente esta envolvida na adi¢do do cap, presente
na extremidade 5' de todos os MRNASs virais. A proteina VP6 constitui a segunda camada
protéica da particula viral. As duas Ultimas proteinas estruturais, VP4 e VP7, constituem o
envoltdrio externo (Estes e Cohen, 1989; van Regenmortel et al., 2000; Arias et al., 2004).

VP4 possui um sitio de clivagem por tripsina. A clivagem dessa proteina gera dois
produtos protéicos, VP5* e VP8*, o que aumenta a infectividade viral. A entrada dos
rotavirus nas células provavel mente é dependente dessa clivagem, o que provavelmente ndo
interfere na ligagdo do virus a célula. VP7 é uma proteina glicosilada codificada pelo
segmentos sete, oito e nove do genoma. O segmento nove contém dois cddons de iniciagdo
na mesma regido aberta de leitura. O primeiro apresenta uma seqiiéncia Kosak fraca, o que
da origem a duas formas protéicas de VP7 (van Regenmortel et al., 2000; Arias et al.,

2004).
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O genoma viral codifica ainda seis proteinas ndo estruturais. A maior delas, NSP1, € a
mais variavel de todas as proteinas dos rotavirus, podendo apresentar até 65% de
diversidade de sequéncia entre linhagens de RV-A. Apesar dessa variagdo, NSP1 apresenta
um motivo conservado, rico em cisteina, 0 que sugere a presenca de um dominio do tipo
dedo de zinco. Esse dominio € encontrado em proteinas que se ligam a &cidos nucléicos e
tem sido demonstrado experimentalmente que essa proteina se liga a RNAs de fita simples.
NSP1 parece estar envolvida nos estagios iniciais da montagem das particulas virais, que
inclui a selecéo dos segmentos gendmicos que serdo encapsidados (van Regenmortel et al.,
2000).

NSP2 tem papel direto no mecanismo de replicacéo viral, apresentando a propriedade
de se ligar de maneira inespecifica a RNA de fita ssimples e dupla NSP3 também é
encontrada em associagdo com intermediérios replicativos precoces, sugerindo o seu papel
na morfogénese viral. NSP3 interage com fatores de iniciagdo da sintese protéica em
células humanas, substituindo a proteina de ligagdo as caudas de poli A e promovendo a
interrupcdo da sintese de proteinas celulares. NSP4 € uma proteina modificada pos-
traducionalmente pela adicéo de acUcares N ligados. Ja foi demonstrado que NSP4 esta
envolvida nos estagios terminais da maturacdo viral no reticulo endoplasmatico e,
recentemente, foi demonstrado que essa proteina apresenta atividade de enterotoxina (van
Regenmortel et al., 2000; Arias et al., 2004).

As duas Ultimas proteinas ndo estruturais, NSP5 e NSP6, sdo codificadas em duas
regiOes abertas de leitura diferentes no mesmo segmento genémico. NSP5 € rica em serina
e treonina e € modificada pos traducionalmente por fosforilagbes e adi¢do de aglcares O
ligados. Também apresenta atividade de ligagdo a RNA, mas sua fun¢éo nessa ligagdo

ainda ndo é conhecida. Essa proteina também parece estar envolvida na organizagdo de
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viroplasmas. A proteina NSP6 também é fosforilada e esté |ocalizada nos viroplasmas (van

Regenmortel et al., 2000; Arias et al., 2004).

O quadro | apresenta uma sintese das proteinas codificadas por cada um dos segmentos

gendmicos com suas respectivas fungoes.

Quadro 1- Proteinas codificadas por cada um dos segmentos gendmicos dos rotavirus e suas

respectivas funcdes. Adaptado de van Regenmortel et al., 2000.

Segmento Proteina Funcdes das pr oteinas
gendmico codificada

1 VP1 RNA polimerase dependente de RNA.

2 VP2 Proteina com capacidade de ligagdo a RNA. Possui dominio de ziper de leucina

3 VP3 Guanililtransferase.

4 VP4 Proteina de superficie que forma espiculas e se liga a célula. A clivagem em
VP5* e VP8* aumenta a infectividade das particulas virais. Antigeno de
neutralizagdo do tipo P.

5 NSP1 Proteina viral que apresenta maior diversidade genética intra-especifica. Possui
dominio de dedo de zinco e se liga a RNA. Participa nos estagios iniciais da
montagem das particulas virais.

6 VP6 Principa proteina estrutural da particula viral. Congtitui o envoltério protéco
intermediério.

7 NSP3 Ligacdo a extremidade 3' dos mRNAs virais. E encontrada em associagdo com
0 citoesquel eto.

8 NSP2 Apresenta a propriedade de se ligar de maneira inespecifica aos RNAs virais de
fita simples. Participa daformag&o dos viroplasmas.

9 VP7 Glicoproteina envolvida na entrada dos virus na célula Antigeno de
neutralizag&o do tipo G.

10 NSP4 Glicoproteina transmembrana associada ao reticulo endoplasmético. Tem papel
importante na morfogénese viral. Atua como enterotoxinaviral.

11 NSP5 Proteina fosforilada e glicosilada que apresenta atividade de quinase e de
ligacdo a RNA. Interage com NSP6, formando corpuscul os virais de inclus&o.

NSP6 Produto da segunda regido aberta de leitura do Ultimo segmento gendmico.

Interage com NSP e é encontrada nos corpiscul os de inclusdo.
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1.6. Replicacao

Os estagios iniciais da replicacdo dos rotavirus envolvem a ligacdo de VP4 aos
receptores celulares e a entrada na célula. Dentre os receptores celulares envolvidos na
entrada dos rotavirus destacam-se alguns tipos de integrinas e de gangliosideos. O papel de
VP7 nos estagios iniciais da infecgdo viral ainda ndo foi elucidado, embora ja tenha sido
demonstrado que essa proteina interage com a superficie celular logo apés a ligagdo das
espiculas aos receptores. A entrada do virus na célula parece ser dependente do tratamento
com tripsing, 0 que resulta na clivagem especifica de VP4 em VP8* e VP5* (Estes
MK,1996; van Regenmortel et al., 2000; Arias et al., 2004).

Logo ap6s a entrada do virus na célula, a particula contendo os trés envoltérios
protéicos (TLP) é desnudada, o que envolve a perda do envoltério mais externo e a
manutencdo das particulas virais contendo dois envoltorios protéicos. Essas particulas,
denominadas DL Ps, sdo ativas natranscri¢do (Arias et al., 2004).

A proteina VP1, que tem atividade de RNA polimerase dependente de RNA, sintetiza
0S primeiros transcritos virais, que sdo liberados das particulas para o citoplasma celular
através de canais localizados nos vértices pentaméricos dos capsideos (Figura 3). Esses
transcritos de RNA, funcionando como mRNAS, servem de molde para a sintese das seis
proteinas estruturais e das seis proteinas ndo estruturais do virus (Estes MK,1996; van
Regenmortel et al., 2000; Arias et al., 2004).

Os RNAs de fita simples positivos também servem de molde para a sintese de novos
RNASs negativos que ddo origem aos segmentos gendmicos de RNAs de dupla fita. As
proteinas se acumulam no citoplasma em estruturas denominadas viroplasmas. Esse

processo da origem a particulas virais contendo RNAs de dupla fita e particulas virais com

30



Caracterizacao de gendtipos G de rotavirus do grupo A circulantes no Distrito Federal

uma dupla camada protéica. Essas particulas sdo responsaveis por uma segunda etapa de
transcricao, que resulta na sintese de mais particulas com uma dupla camada protéica.

As particulas agora iniciam um brotamento para o interior do reticulo endoplasmatico,
mediado pela interacdo das particulas com a proteina NP4 |ocalizada na membrana dessa
organela celular. Durante o brotamento as particulas virais adquirem um envelope
transitorio. Essas particulas tém esse envelope substituido pela camada protéica externa,
congtituida de VP4 e VP7, bem como pequenas quantidades de outras proteinas ndo
estruturais. O mecanismo de remocdo do envelope lipoprotéico ainda ndo foi
completamente esclarecido, mas sabe-se que esse processo de maturacdo das particulas
virais é dependente de cécio (Estes MK,1996; van Regenmortel et al., 2000; Arias et al.,
2004).

Uma série de eventos intracelulares, provavel mente envolvendo a proteina NSP4, levaa
liberagdo de célcio do reticulo endoplasmético. O aumento da concentragcdo de célcio no
citoplasma dispara diversos processos celulares, incluindo a desestruturacdo do
citoesqueleto. As particulas virais sdo posteriormente liberadas por lise celular (Estes
MK,1996; van Regenmortel et al., 2000; Arias et al., 2004; Ramig RF, 2004). A figura5

resume as etapas da replicacdo dos rotavirus nas células infectadas.
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Figura 5 Representacdo esquemética do ciclo de replicagdo dos rotavirus no citoplasma de uma
célulainfectada. Ap0s a entrada do virus na célula, inicia-se a transcricdo dos mRNAs, dos RNAs
genbmicos e a sintese das proteinas. Esses componentes sdo direcionados para viroplasmas e,
posteriormente, para o reticulo endoplasmatico rugoso (RER), onde adquirem um envelope

transitério. A liberacdo das particulas ocorre por lise celular. Adaptado de Estes MK, 1996.

Como discutido anteriormente, os rotavirus possuem um genoma de RNA de dupla
fita que se replica no citoplasma das células infectadas. Essas moléculas de RNA
permanecem sempre envolvidas por capsideos e ndo sdo encontradas livremente no
citoplasma. 1sso provavelmente impede que o genoma dos rotavirus seja detectado pelos

mecanismos de defesa das células que envolvem silenciamento génico dependente de
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RNAsde duplafita (Arias et al., 2004). O fenbmeno do silenciamento génico jafoi descrito
em células vegetais e animais. Em mamiferos, a presenca dos RNAs de dupla fita induz
uma resposta inespecifica mediada por interferon, mas também os mecanismos especificos
de degradacdo de RNASs, envolvendo a enzima dicer. Varios estudos estdo sendo
conduzidos utilizando-se a abordagem do silenciamento génico tanto para o entendimento
do ciclo de replicacdo dos rotavirus, quanto para definir a fungdo de proteinas celulares
potencia mente importantes nainfeccéo por esse virus. O genoma segmentado dos rotavirus
faz desses agentes um alvo excelente do uso do silenciamento génico para fins de pesguisa

e, possivelmente, terapéutico (Arias et al., 2004).

1.7. Transmissao e patogénese das infeccdes por rotavirus

O rotavirus pode ser transmitido pela via fecal-oral, pessoa a pessoa e pela ingestéo
de &gua e aimento contaminado. Entretanto, ha evidéncias da propagacdo desses agentes
pelo trato respiratério, a partir de aerossois (Linhares et al., 1981). A excregdo de um
individuo com diarréia aguda por rotavirus pode conter até 10" particulasmg de fezes,
sendo que a carga infectante é de apenas 10 particulas viaveis, denotando a elevada
infectividade dos rotavirus (Bishop RF, 1996).

Estudos realizados em ambientes hospitalares, em criangas com quadro de diarréia
aguda, apresentam maior incidéncia de infecgBes por rotavirus do que os estudos
conduzidos em ambulatorios (Bresee et al., 1999 e Linhares AC, 2000).

Infecgbes assintométicas por rotavirus também tém sido relatadas, geralmente
associadas a individuos que convivem em comunidades fechadas, como creches, escolas,
hospitais e casas de repouso e que funcionam como possiveis reservatorios da infecgdo

(Linhares et al., 1981).

33



Caracterizacao de gendtipos G de rotavirus do grupo A circulantes no Distrito Federal

O entendimento da patogénese das infecgdes por rotavirus tem sido possivel
principalmente quando sdo utilizados modelos animais. Os rotavirus se replicam em
enterécitos maduros que ndo mais se dividem, sugerindo que essas células ja diferenciadas
expressam fatores necessarios para a eficiéncia da infeccéo e da replicacdo (Ramig RF,
2004).

A gravidade e a localizacdo da infeccdo intestinal por rotavirus variam entre as
espécies animais e entre os estudos. No entanto, as mudancas patoldgicas observadas
geramente sdo limitadas ao intestino delgado. O processo inflamatério costuma ser mais
incipiente se comparado com outros patdgenos intestinais. Entretanto, a infeccdo por
rotavirus atera afuncdo do epitélio do intestino delgado, resultando em quadros de diarréia
(Ramig RF, 2004). As lesdes decorrentes da infeccdo por rotavirus ocorrem na mucosa
jejunal, podendo alcancar o ileo. Vérias ateracbes sdo observadas, tais como: atrofia das
vilosidades, hipertrofia das criptas, infiltracdo de células mononucleares na lamina propria,
dilatacdo das cisternas do reticulo endoplasmatico, dilatagdo mitocondrial e escassez das
microvilosidades (Kapikian AZ, 1997).

O processo que ocasiona a diarréia tem inicio quando o rotavirus se liga e infecta os
enterécitos no intestino delgado. A ligagdo € mediada por reacfes seqlienciais, com uma
série de moléculas da superficie celular contendo ou ndo acido sidlico. Durante areplicagéo
e montagem das particulas virais, a ateracdo na concentragdo de cédcio no citoplasma
diminui a expressdo de enzimas na superficie apical dos enterécitos, inibe os sistemas de
transporte de sodio através das membranas e promove a necrose. Esses eventos ocasionam

ama absor¢do caracteristicadas diarréias.
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A proteina NSP4, caracterizada como uma enterotoxina, parece ser a principal
envolvida nas ateracfes patoldgicas observadas nas células infectadas. A NSP4 também

induz a secrecdo de ions cloro, ocasionando a perda osmatica de agua (Ramig RF, 2004).

1.8. Métodos de detecgao dos rotavirus

A atissima concentracdo de particulas de rotavirus excretadas nas fezes durante a
fase aguda da enfermidade, possibilitou a padronizacdo de metodologias réapidas para o
diagnostico laboratorial feito diretamente a partir de amostras fecais.

Ao longo dos anos, varias metodologias tém sido utilizadas para o diagndstico dos
rotavirus, sendo as mais comumente empregadas. a microscopia e etrénica direta (MED)
(Bishop et al., 1973); a imunomicroscopia eletronica (IME) (Brandt et al., 1981), a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) (Lourenco et al., 1981; Pereira et al., 1983),
0 ensaio imunoenzimético (EIA) e a aglutinacdo de microesferas de l&tex sensibilizadas
com anticorpos (Pereiraet al., 1985; Brandt et al., 1987; Dennehy et al., 1988). Em 1985,
foi desenvolvido por pesquisadores da Fundagdo Oswaldo Cruz um sistema
imunoenzimatico do tipo duplo sanduiche para a deteccdo de rotavirus e adenovirus
(Pereira et al., 1985). Essa metodologia tem sido amplamente utilizada no Brasil para fins
epidemiol ogicos.

Com o advento de metodologias moleculares, varias técnicas foram descritas como
sendo viavels para o diagndstico dos rotavirus. Entretanto, as mais utilizadas tém sido a
hibridacdo molecular utilizando sondas marcadas com enzimas ou isotopos radioativos
(Leite et al., 1996) e reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para a deteccdo e
caracterizagdo dos gendtipos dos rotavirus do grupo A (Gouvea et al., 1990 e Gentsch et

al., 1992).
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Na tentativa de minimizar 0 tempo necessario para a genotipagem dos rotavirus por
meio de técnicas de PCR, ensaios de microarranjos também ja foram desenvolvidos com
esse fim. Nesse procedimento, produtos da retrotranscricdo dos genes que codificam as
proteinas VP4 e VP7 sdo hibridizados com sondas imobilizadas para os principais
gendtipos G e P. Os resultados da genotipagem por microarranjo foram 100% concordantes

com os de sequienciamento (Lovmar et al., 2003).

1.9. Epidemiologia

Estima-se que mais de 55% das mortes causadas por doencas associadas aos
rotavirus (231.375 casos) ocorram anualmente na Asia, seguida pelo continente africano,
com aproximadamente 184 mil casos de mortes e America Latina, com 15.178 (Bresee et

al., 2005). A figura 6 mostra a distribuic¢éo de casos de mortes por regido do mundo.

Figura 6 - Distribui¢do anual dos casos fatais de diarréia por rotavirus no mundo. Cada ponto
vermelho representa 1.000 mortes. Fonte: Parashar et al., 2003.
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Considerando a distribuicdo mundial dos gendtipos, segundo Santos e Hoshino
(2005), os mais frequentes sdo o G1P[8], G2P[4], G3P[8] e G4P[8], que respondem por
88,5% das diarréias causadas por rotavirus em todo o mundo. A figura 7 resume a
distribuicéo dos gendtipos de rotavirus do grupo A humanos definida a partir da revisao de

124 estudos publicados entre 1989 e 2004 realizados em 52 paises dos 5 continentes.

P[6IG1, G2, G3 ou Hemasa
G4; P[9IG1 ou G3 4,9%
2,5%

P[6]GS

1,4%

P[8]GY
27%

P[8IG1
64,7%

P[8]G4
8,5%

P[8]G3
3,3%

P4]G2
12,0%

Figura 7- Distribuicdo mundia dos genttipos G e P de rotavirus humanos do grupo A entre
criancas a partir de trabalhos publicados entre 1989 e 2004. Adaptado de Santos e Hoshino, 2005.

Quando a distribuicdo de gendtipos foi avaliada por continente, ficou evidente que
ha uma grande variac8o entre as diversas regides geogréficas. As quatro combinagdes de
gendtipos descritas anteriormente como as mais prevalentes no mundo, representaram 90%
das infecgbes por rotavirus na Ameérica do Norte, Europa e Austrdia. Entretanto, na
América do Sul, elas representaram 68% e na Africa, 50%. A combinagdo G1 P[8]
isoladamente ocorreu em mais de 70% dos casos de infecgdo por rotavirus na America do
Norte, Austrdlia e Europa, 30% dos casos na América do Sul e Asia e 23% na Africa. Nos

cinco continentes, o gendtipo G1 é o mais prevalente. Na Asia, América do Norte e Europa
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0s gendtipos G1 a G4 respondem por 97,5% das infeccBes por rotavirus analisadas. No
entanto, na Américado Sul, Africae Austrdiaa freqiiénciarelativa de G1 a G4 foi de 89%,
83,5% e 90,4% respectivamente. Na Africa, o gen6tipo G8 tem sido detectado em uma
fregliéncia elevada, sendo considerado o quarto mais fregiente. O genétipo G5 até o
momento, SO foi detectado na América do Sul, mais especificamente no Brasil, Argentina e
Paraguai, além de um isolado na Republica de Camardes. Até 2002 esse gendtipo ainda ndo
havia chegado a América do Norte. O genétipo G9 foi freqliente na Austrdlia, entre 1973 e
2002, sendo responsavel por 9,6% das infeccBes nessa regido geogréfica. Na América do
Sul, o gendtipo G9 foi considerado mais prevalente do que o genétipo G3, sendo o quarto
mais freqliente no continente. A freqiiéncia de genétipos G1 a G4 na América do Sul se
assemelha mais a distribuico da Africa e Asia. Jana América do Norte, essa freqiiéncia é
mais similar aguelas observadas na Europa e Austrdia (Linhares e Bresee, 2000; Santos e
Hoshino, 2005).

Em relacdo aos gendtipos P, o P[8] € o predominante e os tipos P[8] e P[4]
respondem por mais de 90% de todos os casos de diarréia por rotavirus, com excegédo da
Africa onde se observa que o padrdo de distribuicdo de P € um pouco diferente. Nessa
regido, o gendtipo P[6] corresponde a aproximadamente um terco de todos os P detectados,
sendo o segundo mais frequiente depois do P[8] (Santos e Hoshino, 2005). Asfiguras8 e 9
indicam os padres de distribuicdo dos gendtipos G e P nos diferentes continentes, de

acordo com Santos e Hoshino, 2005.
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Figura 8- Distribuicdo dos genétipos G nos vérios continentes a partir de dados coletados entre
1973 e 2003. Adaptado de Santos e Hoshino, 2005.
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Figura 9- Distribuicdo dos gendtipos P nos vérios continentes a partir de dados coletados entre

1982 e 2003. Adaptado de Santos e Hoshino, 2005.

No Brasil, em 1996, um levantamento realizado por Leite et al. em nove estados e

no Distrito Federal, indicou a predominancia de genétipos similares agueles descritos em

outras partes do mundo, com G1 P[8] ocorrendo em 43% das amostras, G2 P[4] em 12% e

G3 P[8] em 6% e G4 P[8] também em 6%. As infeccBes mistas foram responsaveis por

21% dos casos e gendtipos atipicos, como o G5 P[8], G2 P[6], G1 P[9] e G3 F[9] foram

observados em 12% das amostras. No mesmo ano, foi publicado por Ramachandran et al.

um levantamento feito na india, em 1993, mostrando a predominancia do gen6tipo G2 P[4]
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e G9 P[6], embora 22% das amostras ndo tenham sido caracterizadas (Linhares e Bresee,
2000; Gentsch et al., 2005). Em 2005, Volotdo et al., em um estudo de caracterizacéo de
gendtipos no Rio de Janeiro relataram o gendtipo G1 como o mais prevalente e G9 como o
segundo mais prevalente naquela cidade no periodo entre 2000 e 2004. Nesse estudo, 0s
gendtipos G2 e G3 ndo foram detectados. O gendtipo P[8] foi 0 mais prevalente.

Esses dados de diversidade de freqiiéncia de genétipos G e P na vérias regides
geogréficas em diferentes periodos podem ter implicacGes importantes na vacinagao contra

os rotavirus (Gentsch et al., 2005; Santo e Hoshino, 2005).

1.10. Vacinas contra rotavirus

Como mencionado anteriormente, a partir do trabalho desenvolvido por De Zoysa e
Feachem, em 1985, ficou demonstrado que a incidéncia da doenca causada por rotavirus
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento era semelhante. Conseguentemente,
medidas de saneamento basico ndo seriam suficientes para controlar ainfecgdo causada por
esse virus, sendo necessario o desenvolvimento de uma vacina que pudesse ser amplamente
utilizada em todo o mundo (De Zoysa e Feachem, 1985). Nesse sentido, as vacinas contra
rotavirus poderiam ser benéficas mesmo em paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos, por
exemplo, a doenca severa causada por rotavirus € associada a 227.000 visitas médicas e
34.000 hospitalizagdes de criancas com idade inferior a cinco anos (Tucker et al., 1998).

Outros fatores também justificam o desenvolvimento de uma vacina. O
desenvolvimento de vacinas tem bases cientificas solidas e a protecdo natural contra a
infeccdo por rotavirus j& foi observada em criancas que participaram de ensaios com

vacinas orais de virus atenuados. A introducdo de uma vacina contra os rotavirus pode
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prover beneficios mensuraveis e visiveis para a salide publica em um periodo estimado em
2a3anos(Glasset al., 2005).

Em 1999, os esforcos mundiais para controlar as gastrenterites causadas por
rotavirus foram consideravel mente ameagados quando a primeira vacina contra os rotavirus
licenciada, a Rotashield®, foi retirada do mercado em funcéo da sua associagdo com a
intussuscepcdo intestinal, um evento adverso raro que porém colocava em risco a vida de
uma em cada 10.000 criancas submetidas a vacinacdo (Glass et al., 2005; Glass e Parashar,
2006).

Apesar do risco de outras vacinas contra os rotavirus também serem associadas aos
quadros de intussuscepcdo e da necessidade de se realizar ensaios de larga escala de
seguranga de novas vacinas, duas empresas ja estdo, atualmente, desenvolvendo ensaios
com duas vacinas contra rotavirus. Os dois novos produtos sdo denominados RotaTeq,
produzida pela Merck Sharp & Dohme e Rotarix, da empresa GlaxoSmithKline e ambas
s80 vacinas orais de virus atenuados (Ruiz-Palacious et al., 2006; Vesikari et al., 2006).

A Rotarix® é uma vacina monovalente, derivada do genétipo mais comum de
rotavirus, o G1P[8], que foi atenuado por uma série de passagens e deve ser administrada
em duas doses orais com intervalos de um a dois meses. Essa linhagem vacinal se replica
bem no intestino e fornece prote¢cdo cruzada contra a maioria dos outros sorotipos (Glass e
Parashar, 2006; Ruiz-Paacious et al., 2006).

A RotaTeq® é uma vacina pentaval ente baseada em uma linhagem de rotavirus que
infecta bovinos, a WC3, além de recombinantes de humanos e bovinos. A linhagem WC3 é
naturalmente atenuada por humanos, mas ndo confere ampla protegdo cruzada. Desse

modo, cada um dos virus recombinantes contém um gene que codifica a proteina do
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capsideo externo dos sorotipos mais comuns em humanos, séo eles: G1, G2, G3e G4 aém
do gendtipo P[8] (Santos e Hoshino, 2005; Glass e Parashar, 2006; Vesikari et al., 2006).

Apesar dessas diferencas, as duas vacinas demonstraram grande eficacia em relacéo
& doenca causada por rotavirus. A RotaTeq® foi testada nos EUA e na Finlandia, em 34.035
criangas no grupo vacina e 34.003 no grupo placebo. A intussuscepcdo ocorreu em 12
criangas que receberam a vacina e em 15 do grupo tratado com placebo. A eficacia contra
0s rotavirus dos sorogrupos G1 a G4 foi de 74% e a eficécia contra a gastrenterite grave foi
de 98% (Vesikari et al., 2006). A Rotarix® foi testada em 31.673 criancas que receberam a
vacina e 31.673 tratadas com placebo. Os ensaios foram realizados na Finlandia e em 11
paises Latino Americanos: Argentina, Brasil, Chile, Colédmbia, Republica Dominicana,
Honduras, México, Nicaragua, Panama, Peru e Venezuela. A eficacia da vacina contra a
gastrenterite grave causada por rotavirus foi de 85%. Seis criangas do grupo vacina e sete
do grupo controle apresentaram quadro de intussuscepcao (Ruiz-Palacios et al., 2006).

Segundo Glass e Parashar (2006), um dos aspectos de maior importancia em termos
de salde publica foi a magnitude da reducéo das hospitalizagdes por diarréia associada a
qualquer causa. Na América Latina, a vacinacdo com Rotarix® reduziu as hospitalizactes
por diarréia em criangas com idade inferior a um ano em 42%. Nos EUA e na Finlandia, a
RotaTeq® reduziu internagdes em 63% também no primeiro ano de vida. Na América
Latina, essa reducdo pode implicar também na diminui¢do da mortalidade.

No Brasil, em marco de 2006, foi iniciada a imunizagdo das criangas com a
Rotarix®. A vacina é dirigida & populacdo de criancas menores de seis meses de idade, entre
um més e quinze dias e 5 meses e quinze dias de vida, com a intengdo de proteger
anteci padamente as criancas na faixa etaria de 6 a 24 meses, nas quais observa-se o maior

nimero de complicagdes decorrentes da infecgdo por rotavirus. Paralelamente, de acordo
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com o Ministério da Salde, em 2006 deverd ser implantada também a vigilancia
epidemiol 6gica da doenga diarréica causada por rotavirus em todos os estados e no Distrito
Federal. Quando da ocorréncia de surtos, serdo coletadas amostras de fezes de criangas
menores de 5 anos. Essas amostras deverdo ser encaminhadas aos Laboratorios Centrais de
Salde Publica de cada estado para a realizacdo de testes imunoenziméticos e aos
laboratérios de referéncia para a genotipagem (Brasil, 2006).

A medida que essas vacinas forem sendo licenciadas nos diversos paises, o interesse
mundial dever4 se voltar para o efeito dessas vacinas na reducdo do numero de
hospitalizagdes e dos custos nos paises desenvolvidos e para a reducdo da mortalidade nos
paises em desenvolvimento. A questdo fundamental serd determinar se essas vacinas
funcionam de maneira similar nas criangas de paises em desenvolvimento. As vacinas orais
atenuadas precisam ser processadas no intestino das criangas para desencadearem uma
resposta imune eficaz. A replicagdo do virus vacina € dependente da dose da vacina
administrada e de fatores do hospedeiro que podem neutralizar o virus, tais como:
anticorpos maternos, aeitamento, agentes bacterianos €/ou virais interferentes, e ma
nutricdo. Além disso, embora as duas vacinas protejam contra varios sorotipos circulantes,
a Rotarix® foi menos eficaz na protecéo contra G2. E fundamental que os estudos futuros
definam como serd a eficécia da vacina nas regides geogréficas em que 0s genotipos ndo
incluidos na vacina sdo mais prevalentes (Bresee et al., 2005; Glass et al., 2005; Santos e

Hoshino, 2005; Glass e Parashar, 2006).
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2. Objetivos

Os dados existentes sobre a epidemiologia de rotavirus do grupo A no Distrito
Federal (Teixeira et al.; 1991) foram obtidos por meio de técnicas imunolégicas e
eletroforese em gel de poliacrilamida. Devido & inexisténcia de informagdes sobre os
gendtipos de rotavirus circulantes no Distrito Federal é de fundamental importancia a
realizagdo de estudos moleculares, no sentido de elucidar questdes como a diversidade

genética e a histéria evolutiva do rotavirus. O presente trabalho teve como objetivos:

Geral

» Iniciar a implantacdo da metodologia de genotipagem de rotavirus do grupo A no
Distrito Federal e determinar os genétipos G dos rotavirus do grupo A identificados
nos periodos de 1986 a 1990; de 1994 a 1996 e 2004 a 2005 em criancas com

quadro de diarréia aguda infecciosa do Distrito Federal;

Especificos

» Comparar os dados de sorotipagem G e perfil eletroforético com agqueles obtidos por
meio da genotipagem de G;

» Gerar dados sobre o0s genétipos G, que possam subsidiar estudos futuros do impacto
da vacina contra os rotavirus do grupo A nestaregido geogréfica; e

» Redlizar aandlise filogenética das sequiéncias obtidas.
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3. Metodologia

3.1. Amostragem

Todas as amostras utilizadas no presente trabalho foram cedidas pelo Nucleo de
Virologia do Laboratério Central de Salide Publica do Distrito Federal, Lacen-DF. Foram
analisadas 103 amostras fecais de criangas até cinco anos de idade, com quadro agudo de
diarréia, positivas para rotavirus por pelo menos uma das duas técnicas virologicas de
triagem empregadas. A amostragem abrangeu trés periodos, a saber: 1° periodo (de 1986 a
1990) trinta e quatro (34) amostras coletadas durante o projeto intitulado “Aspectos
Epidemiol6gicos das I nfecgdes por Rotavirus no Distrito Federal”, vigente entre maio
de 1986 e setembro de 1990, financiado pela FINEP e CNPg; 2° periodo (de 1994 a 1996) -
quarenta e sete (47) amostras coletadas durante a vigéncia do projeto intitulado “Etiologia
das Diarréias Agudas no Distrito Federal”, vigente entre maio de 1994 e setembro de
1996, financiado pela FAPDF; 3° periodo (de 2004 a 2005) — vinte e duas (22) amostras
encaminhadas por unidades da rede publica de salde ao Lacen-DF para diagnostico
viroldgico.

As amostras foram col etadas nos setores de emergéncias de vérias unidades publicas
de salde do Distrito Federa utilizando-se frascos coletores universais, sendo
posteriormente encaminhadas sob refrigeracdo ao Nucleo de Virologia do Lacen-DF.

A representatividade das amostras dos primeiro e segundo periodos foi calculada
utilizando-se o programa Estatcalc Epi-6 (CDC), para nivel de confianca de 90% e 95%,
respectivamente. Para tanto, foi considerada, no primeiro periodo (n=607) e no segundo
periodo (n= 700), para a populacéo de criancas com diarréia, admitidas no estudo durante a

vigéncia dos dois projetos. Como limite inferior, foi utilizada a freqtiéncia de 13%, descrita
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por Pereira et al. (1994). Como ndo houve monitoramento sistematico de quadros de
diarréia pela Rede Publica de Salide do Distrito Federal no terceiro periodo, ndo foi

possivel analisar a representatividade das amostras col etadas em 2004 e 2005.

3.2. Preparo das suspensdes fecais

As fezes brutas foram diluidas a 10 % em PBS, pH 7,4 (NaCl 8,0g; KCI 0,2g,
NaHPO, 12 H,0 2,899 ; KH,PO, 0,29 e H,0 destilada g.s.p. 1000 ml, gjustar o pH com
HCI ), homogeneizadas em agitador de tubos Vortex e clarificadas por centrifugacdo a 700g
por 15 minutos (Pereira et al., 1983). Os sobrenadantes foram conservados a -80°C até
serem processados por meio das seguintes técnicas virologicas: Ensaio Imunoenzimaético
Combinado para Rotavirus e Adenovirus (EIARA); extracdo do RNA viral para posterior
utilizacdo nas técnicas de Eletroforese em Gel de Policriamida (PAGE) e Reagdo em

Cadela pela Polimerase associada a transcrigéo reversa (RT-PCR).

3.3. Ensaio | munoenzimatico Combinado para Rotavirus e Adenovirus (EIARA)

Os sobrenadantes das amostras coletadas em todos os periodos foram submetidas a
técnica de EIARA para a pesquisa de rotavirus e adenovirus (Pereira et al., 1985),
utilizando-se o kit produzido por Bio-Manguinhos, Fiocruz (Fundagdo Oswaldo Cruz).
Nessa técnica, foram utilizados anticorpos policlonais para o antigeno VP6 dos rotavirus do
grupo A.

O procedimento consistiu inicialmente da sensibilizacdo por 16 horas a 4°C dos
orificios da microplaca de poliestireno (NUNC) com soro hiperimune de cabra produzido
pelainoculacdo com virus de simio (SA-11), seguido da adic¢éo da amostra fecal (suspenséo

a10% em PBS pH 7,4) diluida 1:4.
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Apbs incubacdo e lavagem, adicionou-se soro hiperimune de cobaia e, também apds
incubacdo e lavagem, adicionou-se 0 conjugado (soro de coelho anti 1gG de cobaia
marcado com peroxidase). Apds nova incubacdo e lavagem, foi adicionado o substrato
(peréxido de hidrogénio/ tetrametilbenzidina), incubado por 15 minutos a temperatura
ambiente, quando entéo procedeu-se a parada da reagdo com H,SO, 2M. A leitura da
reacdo foi realizada visualmente e em espectrofotdometro (Behring- EL 311) a 450nm. As
amostras foram consideradas positivas quando apresentaram densidade éptica (DO) duas
vezes maior do que os controles de conjugados e substrato na presenca de captura para

rotavirus. Todas as incubacdes referidas foram feitas a 40 °C por 30 minutos.

3.4. Extracdo de RNA viral

Foi empregada a técnica descrita por Boom et al. (1990), com modificacdes. Para
cada 400 pL da suspensdo fecal, foram adicionados 1000 puL de tamp&o L6 (Isotiocianato
de guanidina/ 0,1M Tris HCl pH 6,4 / 0,2M EDTA pH 8,0/ Triton X-100) e 1,5 yL de
solucdo de silica (Sigma S-5631). Apds homogeneizacdo, a mistura foi incubada, sob
agitacdo lenta, por 30 minutos, a temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugada a
16.000 x g por 1 minuto, descartando-se o0 sobrenadante. Foram ent&o adicionados 1000pL
de tampdo L2 (Isotiocianato de guanidina/ 0,AM Tris HCl pH 6,4), seguido de
homogeneizacdo. Apds centrifugacdo (16.000 x g por 1 min), o sobrenadante foi
novamente descartado. Ao precipitado foram adicionados 1000uL de etanol 70%
(acondicionado a temperatura de 4°C a 8°C), com posterior homogeneizacdo. Apds
centrifugagcdo (16.000 x g por 1 min), o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram
adicionados ao precipitado 1000uL de acetona PA, com posterior homogeneizacdo e

centrifugacdo a 16.000 x g por 1 minuto. Apds o descarte do sobrenadante, o precipitado foi

48



Caracterizacao de gendtipos G de rotavirus do grupo A circulantes no Distrito Federal

submetido a temperatura de 56°C por 15 minutos, em banho seco, para total evaporacéo da
acetona. Quarenta microlitros de agua Milli-Q estéril, RNAse free, foram adicionados ao
precipitado e, em seguida, procedida a incubacdo a 62°C por 15 minutos. Apés
centrifugacdo a 16.000 x g por 3 minutos, o sobrenadante contendo o dsRNA de rotavirus

foi transferido para um novo tubo de 1,5mL e estocado a-70°C.

3.5. Anadlise por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

Para a eletroforese foi utilizada a técnica de Laemmli, modificada por Pereira et al,
1983. A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical utilizando sistema continuo
apartir de dois géis. No gel separador foi utilizada uma concentracdo constante de 7,5% de
acrilamida, enquanto que no gel concentrador de 3,5% de acrilamida.

A corrida foi processada em tampé&o (Tris/ glicina pH 8.3) durante 1 hora e 45
minutos utilizando 25 mA. A coloragdo do gel foi feita pela impregnacdo por prata

(Boulikas e Hancock, 1981).

3.6. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Inicialmente, foi feita a desnaturacdo do dsRNA (5uL) a 97°C por 5 minutos,
seguida da adicéo de 3pL de DM SO (dimetilsulféxido). A reacdo foi incubada em banho de
gelo por 5 minutos, parando reverter a desnaturacdo do RNA viral.

A reacdo de amplificagdo foi feita por RT-PCR, seguindo a descri¢éo de Gouvea et
al, 1990, utilizando-se os iniciadores 9conl e 9con2 (Das et al, 1994), que amplificam um
fragmento de 904pb do gene VP7 (Quadro 2). As reagtes de PCR foram realizadas em um
volume final de 100 pL, contendo 5uL do RNA total extraido; 10 uL de tampdo 10x

(Invitrogen); 4 pL de cloreto de magnésio 50 mM (Invitrogen); 2,5 mM de cada dNTP
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(Gibco BRL); 10 uM de cada iniciador (9conl e 9con2); 2.5U da enzima Taq polimerase
(Invitrogen); e, 10U da enzima Transcriptase Reversa Super Script I11 (Invitrogen). Trinta
ciclos de amplificagéo foram realizados no termociclador MJ Research PTC-100, utilizando
a seguinte sequéncia de ciclos 42°C por 60 minutos, 95°C por 5 minutos; 30 ciclos a 94°C
por 30 segundos, 40°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos e um ultimo ciclo a 72°C
por 7 minutos.

Todas as amostras foram amplificadas na presenca de controles negativos. Os
produtos de PCR obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose. Todos o0s

procedimentos para amplificagdo foram conduzidos em condicbes RNAse free.

Quadro 2. Sequéncias e posi¢ao do alinhamento dos iniciadores consensuais utilizados.

Iniciadores Sequéncias Posicéo
9conl TAGCTCCTTTTAATGTATGG 37-56
9con 2 GTATAAAATACTTGCCACCA 922-941

3.7. Eletroforese

Apébs cada reacdo de RT-PCR, 10uL dos produtos gerados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%. O corante da amostra utilizado foi azul de bromofenol e
0 padrdo de massa molecular foi de 123pb DNA (Gibco BRL). O tampéo de corrida
utilizado foi TRIS/EDTA 0,5x. Apés a corrida, as amostras foram coradas com 1mg/mL de

brometo de etideo.
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3.8. Precipitacéo

Os produtos de PCR que apresentaram o tamanho esperado (904pb) foram
precipitados pelo tratamento com acetato de amonio e etanol 100%, com a seguinte
metodologia: foram adicionados, para cada volume do produto de PCR, meio volume de
acetato de amonio 7,5M e 2,5 volumes de etanol 100%. A precipitacédo foi realizada a-80°C
por 30 minutos e as amostras foram posteriormente submetidas a centrifugacdo a 13.000
rpm por 40 minutos a 4°C. Apds o descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com
100 pL de etanol 70% e centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado mantido a temperatura de 37°C por 1 horae, em

seguida, foi homogeneizado em 15 L de agua Milli-Q estéril, RNAse free.

3.9. Seglienciamento automatico

Os produtos de PCR foram sequenciados automaticamente, utilizando o iniciador
9conl (senso) (Das et al., 1994) para o seqlenciamento do gene da proteina VP7. O
sequenciamento foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de
Brasilia, utilizando o kit “ Taq Dye-terminator”, no sistema Megabace Molecular Dynamics
(Amersham, Pharmacia) e na plataforma de sequenciamento da EMBRAPA (Cenargen)
utilizando o kit ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

versdo 3.1 (Applied Biosystems).

3.10. Sorotipagem para a proteina VP7 (G)

Foi avaliada a ocorréncia dos sorotipos G1, G2, G3 e G4 pela técnica de ELISA,

utilizando anticorpos monoclonais sorotipo especificos do kit Serotec/ Rota-MA da Serotec
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Laboratory, Japan. Somente, as amostras do segundo periodo foram analisadas por essa

técnica por Teixeira, IMS (dados ndo publicados).

3.11. Genotipagem G
3.11.1. Analise de homologia

A qualidade das seqiiéncias obtidas na reacdo de sequienciamento automético foi
verificada por PHRED (Ewing et al, 1998). A determinacdo do genétipo das amostras
baseou-se na andlise de homologia das sequiéncias nuclectidicas utilizando o programa
BLAST ( Basic local Alignment Search Tool) ( Altschul et al.,1990) e FASTA (Pearson

WR,1990) onde as mesmas sdo alinhadas com as sequéncias virais disponiveis no banco

3.11.2. Analisefilogenética

As andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando-se o programa PHYLIP
(Felsenstein J, 1993). O alinhamento de mdiltiplas sequéncias foi realizado pelo programa
CLUSTAL W (Thompson et al, 1994) e editado por inspecdo visual. A construcéo da
arvore filogenéticafoi realizada pelo método de neighbor-joining (NJ), utilizando o modelo
de distancia dois parametros de Kimura (Kimura MA, 1980). A confiabilidade da &rvore NJ
foi avaliada pela andlise de 1000 réplicas (bootstrap). Na formagdo da arvore filogenética,
foram incluidas as sequiéncias do gene da proteina VP7 que geraram um fragmento de 300
pb das amostras do Distrito Federa e sequéncias de diferentes gendtipos de rotavirus do
grupo A. Uma seqliéncia do gendtipo G9 (WI61) de rotavirus do grupo A foi utilizada
como grupo externo. As arvores foram desenhadas com o programa TreeView 1.4 (Page

RDM, 1996).
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Para construcéo da arvore filogenética foram utilizadas as seguintes seqiiéncias de

SA3958 (AY261344), SA356 (AY261342), SA4476 (AY261343), BF3676 (AY261355),
GH1803 (AY261353), SA514 (AY261338), DS-1 (AB118023), WI61 (AB180969),
97CM113 (AY866505), R160 (AF274971), 5001DB/97 (AF529864), H8 (U41005), R291
(AY855064), MaCHO09004 (AY900173), GR846 (AF161822), Arg928 (AF373918), TES6
(AF183856), B74-02 (AY635048), T73 (AF450291), RMC (AY603150), Hund
(AJ487833), R353 (DQ122400), 94H109 (AB045375), T108 (AF450293), e 1054

(U41003).

3.12. Analise estatistica

Os dados foram armazenados e analisados no programa Epi Info 6.0, o método
estatistico empregado foi Qui-quadrado através dos modulos STATCALC e ANALYSIS

do mesmo programa.
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4. Resultados

4.1. Amostragem

Foram analisadas pelo Nucleo de Virologia do Laboratério Centra de Salde
Publica do Distrito Federal, Lacen-DF, 103 amostras fecais positivas de criancas de 0 a 5
anos, com quadro de diarréia aguda, atendidas nas emergéncias de vérias unidades da rede

publica de saide do Distrito Federal.

Considerando o nimero total de casos positivos para rotavirus no primeiro periodo
(1986 a 1990) e segundo periodo (1994 a 1996), foi observado uma frequéncia
significativamente maior nafaixa etéariade >6 a = 12 meses quando comparada a faixa
et&riade =6 (p = 0,007282). Nao houve diferenca significativaentre asfaixasde >6 a =
12 mesesede >12 a =24 meses (p = 0, 548708). Também nédo foi observada diferenca
significativa entre as faixas eté&riasde =6 meses e > 24 a = 60 meses (p = 0,980664).
Entretanto, comparando-se as faixas de > 6 a = 24 meses com as demais (até 6 meses e
maiores de 24 meses), foi possivel observar uma positividade para rotavirus
significativamente maior na faixa etariade > 6 a = 24 meses (p = 0,000062) mostrando
gue as infeccdes por rotavirus s8o mais frequientes em criancas nafaixa etariade >6a =
24 meses (Tabelal).

Tabela 1. Distribuicdo do nimero total de casos positivos para rotavirus nos periodos de
1986 a 1990 e 1994 a 1996 segundo afaixa etéria.

Faixa etéria Positivo Negativo Total
(meses)

=6 11 349 360

>6 a =12 31 387 418
>12a =24 28 297 325
>24 a = 60 6 188 194

Sem dados 5 5 10

Tota 81 1226 1307

Nota: Os dados referentes ao terceiro periodo (2004 e 2005) ndo foram incluidos, tendo em vista
que ndo houve monitoramento sistematico de quadros de diarréia pela Rede Publica de Salde do
Distrito Federal nesse periodo.
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4.2. Sazonalidade

O Distrito Federa, com a superficie de 5.783 Km?, localizado no Estado de Goiés, é
limitado pelas latitudes de 15° 30’/ 16° 03’ S e pelas longitudes de 47° 18’/ 48° 177 W e
encontra-se a uma altitude média de 1100m. Seu clima é Tropical de Savana Temperado,
caracterizado basicamente por duas estagcbes: uma seca, de maio a setembro que
compreende o periodo de estiagem; e outra chuvosa, de novembro a mar¢o quando ocorre
92% da precipitacdo anual. Os meses de abril e outubro sdo caracterizados pela transicéo
entre as estacbes chuvosa e seca (abril) e a seca e chuvosa (outubro). O periodo seco
apresenta baixos indices de umidade relativa, com predominancia de névoa seca produzida
por particulas de poeira em suspensdo, fumacgas de queimadas e didxido de carbono dos
automoveis. A névoa seca chega a ficar mais intensa de agosto até setembro, quando os
indices de umidade relativa do ar alcancam os valores criticos. (Brasil, 1986). Durante os
trés periodos estudados, os rotavirus s6 ndo foram detectados nos meses de fevereiro e
dezembro, sendo que as maiores frequéncias foram registradas nos meses de agosto e

setembro, os mais secos do ano (Gréafico 1).
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Gréfico 1 - Distribuicdo mensal das amostras positivas para rotavirus durante os trés periodos
estudados. A distribuicéo temporal das freqliéncias de positividade para rotavirus foi realizada

com base na data de coleta das amostras.
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A freguiéncia de casos positivos foi nitidamente mais elevada entre os meses de
maio e setembro (85,30%), periodo de menor precipitacdo pluviométrica, quando

comparado com o periodo chuvoso de novembro a marco (4,9%) (Brasil, 1986) Tabela 2.

Tabela 2 - Distribui¢éo dos casos positivos para rotavirus A, segundo as estagdes do ano no

Distrito Federal. Percentual relativo ao nimero total de amostras analisadas.

EstacOes NUmero %
Més de transic¢ao (abril) 4 3,92
Estacdo seca (maio a setembro) 87 85,30
Periodo transicéo (outubro) 6 5,88
Estacdo chuvosa (novembro a marco) 5 4,90
Total 102* 100,00

Fonte: Instituto Nacional de meteorologia.
*Nota: Uma amostra ndo foi analisada quanto ao aspecto de sazonalidade, uma vez que a data de coleta ndo

constava na ficha epidemiol gica.

4.3. Deteccéao viral
4.3.1.Técnica de EIARA

A deteccdo de rotavirus do grupo A nas amostras analisadas pelas técnicas EIARA e
sorotipagem foi previamente realizada por Teixeira, JM.S. (dados ndo publicados). Os
dados obtidos por essas analises foram gentilmente cedidos ao nosso grupo de pesguisa em
Virologia e comparados com os observados pela técnica PAGE. Do total de 103 amostras,

101 foram reagentes pelatécnicade EIARA.
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4.3.2. Técnica de PAGE

Para andlise do PAGE, foram consideradas como apresentando infeccdo por
rotavirus do grupo A as amostras com 11 segmentos de tamanhos correspondentes aos
segmentos gendmicos virais. Observa-se que 0s 11 segmentos de dsRNA dos rotavirus do
grupo A migram sempre em quatro classes distintas de acordo com o peso molecular:
Classe | (segmentos 1, 2, 3 e 4), Classe |1 (segmentos 5 e 6), Classe 111 (segmentos 7, 8 e 9)
e Classe IV (segmentos 10 e 11). A migracdo dos segmentos 10 e 11, em particular, define
os padrdes longo e curto dos rotavirus (Lourenco et al., 1981).

O perfil curto é caracterizado pela maior proximidade dos segmentos gendmicos 10
e 11 (Classe V) em relacéo aos segmentos da Classe |11, enquanto no perfil longo esses
segmentos encontram-se mais distantes. Na amostra caracterizada como perfil curto atipico,
os segmentos 10 e 11 encontram-se sobrepostos na altura do segmento 11 do padréo
eletroforético curto.

A Figura 10 mostra diferentes padres de migracéo, perfil longo, curto e atipico, em

gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata.
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Figura 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata, evidenciando
diferentes perfis eletroferéticos. A coluna 1 contém uma mistura de RNA com perfis eletroforéticos
longo e curto. Ascolunas 2, 5, 6, 7 e 9 apresentam amostras com perfil eletroforético longo; coluna
3, perfil eletroforético curto e coluna 4, perfil eletroforético curto atipico. As colunas 8 e 10

representam amostras negativas no teste PAGE.

Ao andlisar o perfil eletroforético das 103 amostras correspondentes aos trés
periodos, foi observado que todas apresentaram resultado positivo em PAGE. Do tota de
103 amostras, 94 (91,26%) apresentaram perfil longo, oito (8,51%) perfil curto e uma
(0,97%) Unicaamostrafoi classificada como perfil curto atipico.

Das 94 amostras que apresentaram perfil longo, 32 (34,04%) eram do primeiro
periodo, 40 (42,55%) do segundo periodo e 22 (23,40%) do terceiro periodo. Dentre as oito
amostras que correspondiam ao perfil curto, duas (25%) eram do primeiro periodo e sete
(75%) do segundo periodo. Uma amostra do segundo periodo foi classificada como perfil
curto atipico. Na Tabela 03, estéo representados os perfis eletroforéticos encontrados em

cada periodo analisado.
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Tabela 3 - Freqiiéncia dos perfis eletroforéticos por periodo estudado. Andlise da migracéo dos
segmentos gendmicos de rotavirus encontrados nos diferentes periodos e o percentua relativo

ao total de amostras analisadas por periodo.

Perfil Periodo
eletrofor ético

Primeiro % Segundo % Terceiro % Total %
Curto

2 5,88 7* 14,90 0 0 9 8,74
Longo

32 94,12 40 85,10 22 100,00 94 91,26
Total 34 100,00 47 100,00 22 100,00 103 100,00

(*) — Uma amostra apresentou um padréo de migracao eletroforética curto atipico.

Quando foi efetuada a comparagdo entre as duas técnicas, EIARA e PAGE, foi possivel
observar que 101 amostras (98,05%) foram positivas nas duas metodologias. Duas
amostras do primeiro periodo foram néo reagentes pela técnica EIARA e positivas na

técnica PAGE.

4.3.3. Transcricdo Reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Todas as 103 amostras foram transcritas reversamente e amplificadas para o gene da
proteina VVP7 com iniciadores consenso, obtendo-se um fragmento esperado de 904pb. Esse
resultado confirmou ainfecg&o por rotavirus do grupo A nas amostras analisadas.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e
corado com brometo de etideo para avaliar a qualidade do cDNA amplificado. Nenhuma

das amostras apresentou bandas inespecificas, mostrando a especificidade dos iniciadores
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utilizados. Em todo procedimento foi incluido o controle negativo para monitorar possiveis

contaminagOes (Figura 11).

M 12 3 4 5 6

861 pb—

Figura 11 - Andlise eletroforética dos produtos de PCR em gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo. A letra M indica o marcador de massa molecular 123 pb, 0 nimero 1 indica o controle
negativo e os nimeros de 2 a 6 representam os fragmentos amplificados para gene VP7, mostrando

o tamanho esperado de 904pb.

4.4. Genotipagem G

A genotipagem do gene da VP7 foi realizada por meio da andlise de homologia das
sequéncias de nucleotideos geradas pelo seqiienciamento automético. Nesta andise, as
sequéncias obtidas foram alinhadas com as sequéncias virais disponiveis nos bancos
gendmicos, utilizando-se os programas FASTA e BLAST (PearsonWR, 1990; Altschul et
al., 1990).

Os gendtipos G detectados nas amostras coletadas em todos os trés periodos
analisados foram: genétipo G1 em 52 amostras (50,48%), gendtipo G2 em 11 amostras
(10,68%), gendtipo G3 em seis amostras (5,83%), gendtipo G4 em quatro amostras

(3,88%), gendtipo G5 em 11 amostras (10,68%) e gendtipo G9 em 19 amostras (18,45%)
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(Gréfico 2). Vale ressdtar que, até o presente trabalho, o gendtipo G9 ndo havia sido

identificado no Distrito Federal .
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Grafico 2 - Frequéncia dos gendtipos G encontrados nos trés periodos estudados no Distrito
Federal. Percentuais relativos ao total de amostras analisadas. A determinacdo dos gendtipos G das
amostras dos trés periodos estudados foi baseada nas andlises e homologia, realizada pelo programa
FASTA eBLAST.

Das 34 amostras coletadas no primeiro periodo (1986 a 1990), foram identificadas
14 amostras do gendtipo G1(41,18%), oito do gendtipo G5 (23,53%), seis do gendtipo G3
(17,65%), trés do gendtipo G2 (8,82%) e trés do gendtipo G4 (8,82%). Nesse periodo ha
uma grande diversidade genotipica, sendo o gendtipo G1 o mais freqlente, seguido do
gendtipo G5 (Gréfico 3, Gréfico 4 e Tabela b).

Das 47 amostras coletadas no segundo periodo (1994 a 1996), 35 amostras
apresentaram genotipo G1 (74,47%), oito do genétipo G2 (17,02%), trés do gendtipo G5
(6,38%) e uma amostra do genétipo G4 (2,13%). Nesse periodo, o genétipo G1 foi

notoriamente o mais freqiente (Gréfico 3, Grafico 4 e Tabelab).
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Das 22 amostras sequienciadas do terceiro periodo (2004 a 2005), 19 amostras foram
caracterizadas como genétipos G9 (86,36%) e trés como gendtipo G1 (13,64%), seguido do

gendtipo G2 (17,02%) (Gréfico 3, Gréfico 4 e Tabela 4).
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Gréfico 3 - Gendtipos G de rotavirus A detectados no Distrito Federa nos periodos de 1986
a1990; 1994 a 1996 e 2004 a 2005

62



Caracterizacao de gendtipos G de rotavirus do grupo A circulantes no Distrito Federal

23,53%

Primeiro Periodo — 1986 a 1990

41,18%

|Gl
m G2
mG3
o G4

o
8,82% m G5

8,82% 17,65%

Sequndo Periodo — 1994 a 1996
74,47%

m Gl
m G2
oG4
m G5

9
2.13% 17,02%

Terceiro Periodo — 2004 a 2005

86,36%

m Gl
oG9

13,64%

Grafico 4 - Freqliéncia dos gendtipos G encontrados nos trés periodos analisados.
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Tabela 4 - Freqiiéncia dos diferentes gendtipos G encontrados nos trés periodos estudados.

Primeiro periodo

Segundo periodo

Terceiro periodo

Gendtipo G NGmero % NGmero % NGmero %
Gl 14 41,18 35 74,47 3 13,64
G2 3 8,82 8 17,02 0 0
G3 6 17,65 0 0 0 0
G4 3 8,82 1 2,13 0 0
G5 8 23,53 3 6,38 0 0
G9 0 0 0 0 19 86,36

Totd 34 100,00 47 100,00 22 100

Para cada periodo estudado, foi analisada a distribuicdo anual de cada gendtipo G

(Tabela 5). O gendtipo G1 foi detectado em todos os anos e os demais gendtipos

apresentaram flutuacdes na ocorréncia anual. Quando o gendtipo G5 foi detectado, G9 ndo

foi observado e no ano em que G9 foi encontrado, G5 ndo estava presente.

Tabela 5 - Distribuicéo dos gendtipos G por ano em cada periodo analisado.

Genotipos G
G1 G2 G3 G4 G5 G9
Primeiro Periodo
1986 2 1 0 0 4 0
1987 2 0 0 1 0 0
1988 2 0 2 0 0 0
1989 6 2 2 1 0 0
1990 1 0 2 1 4 0
Segundo Periodo
1994 9 6 0 0 2 0
1995 25 0
1996 1 0 0 0 0
Terceiro Periodo
2004 2 0 19
2005 1 0 0
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4.5. Sorotipagem para a proteina VP7 (G)

Das 47 amostras do segundo periodo, 46 foram submetidas a sorotipagem. Dessas,
28 amostras (60,87%) tiveram o sorotipo definido em relacéo a proteina VP7 do capsideo
externo. Dezoito amostras (39,13%) ndo foram reconhecidas pel os anticorpos monoclonais

utilizados — sorotipos G1, G2, G3 e G4, ndo permitindo a sorotipagem.

Das amostras sorotipadas, 27 corresponderam ao sorotipo G1 e uma ao sorotipo G2.
Do tota de 35 amostras genotipadas como G1, 26 (74,3%) foram do sorotipo G1,
evidenciando a concordancia entre as duas metodol ogias para essas amostras. Oito amostras
do gendtipo G1 foram ndo reagentes. Em relagdo ao gendtipo G2, do total de oito amostras,
apenas uma foi caracterizada como do sorotipo G2. A amostra caracterizada como G4 n&o

foi detectada por sorotipagem.

A impossibilidade de definicdo de alguns sorotipos por essa metodologia, pode ter
ocorrido por causa de sucessivos congelamentos e descongelamentos das amostras.
Ressdta-se também a presenca entre elas de sorotipos ndo avaliados pela técnica
empregada, o que pdde ser comprovado pelos resultados obtidos no presente estudo, pela

técnica de seguienciamento.

Todos os isolados do sorotipo G1 apresentaram perfil eletroforético longo e a
amostra do sorotipo G2, perfil eletroforético curto. A amostra 262 foi sorotipada como G1,
no entanto, por meio da andlise da segiiéncia de nucleotideos correspondeu ao gendtipo G2

(Tabela6).
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Tabela 6 - Freqliéncia dos Genétipos G, sorotipos G e perfis eetroforéticos das amostras do
segundo periodo. Percentual relativo ao nimero total de amostras analisadas periodo. O perfil
eletroforético das amostras do segundo periodo foi obtido por meio da andlise da migragdo dos
segmentos gendmicos do rotavirus, em gel de poliacrilamida. A sorotipagem G foi feita por ELISA
utilizando anticorpos monoclonais especificos para proteina VP7, para os sorotipos G1 a G4. Os
gendtipos G foram determinados pela andlise de homologia, realizada pelos programas FASTA e
BLAST.

Genotipo G Sorotipo G Perfil elétrofor ético N° %

Gl Gl Longo 26 55,31
N&o reagente Longo 7 14,9

Né&o reagente Curto 1 2,13

G2 Curto 1 2,13

G2 Gl Longo 1 2,13
N&o reagente Curto (*) 5 10,64

N&o redizado Longo 1 2,13

G4 Né&o reagente Longo 1 2,13

G5 N&o reagente Longo 3 6,38

(*) — Uma amostra apresentou um padréo de migracdo el etroforética curto atipico.

4.6. Comparacao entre Genétipo G e o Perfil Eletroforético

Nas amostras do primeiro periodo, 0 genétipo G2 foi 0 Unico que apresentou perfis
curto e longo, tendo uma amostra com padréo curto e duas amostras com padr&o longo. Os

demai's gendtipos desse periodo apresentaram perfil longo (Tabela 7).
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Tabela 7 - Perfis eetroforéticos e gendtipos G detectados nas amostras do primeiro periodo.
Percentual relativo ao total por gendtipo G. A determinac&o do perfil eletroforético das amostras do
primeiro periodo foi realizada em gel de poliacrilamida. Os genétipos G foram determinados pela

andlise de homologia.

Perfil Gendtipo G

eletroforético  G1 (%) G2 (%) G3 (%) G4 (%) G5 (%) Total
Longo 14 (100) 1(33) 6 (100) 3(100) 8 (100) 32
Curto 0(0) 2 (67) 0(0) 0(0) 0(0) 2
Total 14 (100) 3(100) 6 (100) 3(100) 8 (100) 34

As amostras do segundo periodo mostraram perfis longo, curto e curto atipico,
associados aos gendtipos G1 e G2. Das 35 amostras do genétipo G1, 34 apresentaram perfil
longo (97,14%) e uma com perfil curto (2,86%). Das oito amostras do genétipo G2, duas
(25%) corresponderam ao perfil longo, cinco (62,5%) ao perfil curto e uma apresentou um

perfil curto atipico (12,5%) (Tabela 8).

Tabela 8 - Perfis eletroforéticos e gendtipos G detectados nas amostras do segundo periodo.
Percentua relativo ao total por gendtipo. A determinagdo do perfil eletroforético foi realizada por
meio da andlise da migracdo dos segmentos gendmicos viral, em gel de poliacrilamida. Os

gendtipos G foram determinados pela analise de homologia

Perfil Gendtipos G

eletrofor ético G1 (%) G2 (%) G4 (%) G5 (%) Total
Longo 34 (97,14) 2 (25,00) 1 (100,00) 3(100,00) 40
Curto 1(2,86) 6* (75,00) 0 0 7
Tota 35 (100,00) 8 (100,00) 1(100,00) 3(100,00) 47

(*) Uma amostra apresentou um padré&o de migracdo el etroforética curto atipico.

O perfil eletroforético longo foi detectado em todas as amostras do terceiro periodo, as

guais corresponderam aos genétipos G1 e G9 (Tabela 9).
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Tabela 9 - Perfis eetroforéticos e gendtipos G detectados nas amostras do terceiro periodo.
Percentua relativo ao total por gendtipo. A determinagdo do perfil eletroforético foi realizada por
meio da andlise da migracdo dos segmentos gendmicos viral, em gel de poliacrilamida. Os

gendtipos G foram determinados pela andlise de homologia.

Per fil Gendtipo G

eletrofor ético G1(%) G9 (%) Total
Longo 3 (100) 19 (100) 22
Curto 0 (0) 0(0) 0
Total 3(100) 19 (100) 22

4.7. Andlise Filogenética

A andlise filogenética foi conduzida utilizando-se 0 método de neighbor joining por
meio do conjunto de programas PHILIP (Felsenstein F, 1993), para as sequéncias obtidas
com no minimo 300pb para 0 gene da proteina VP7. Desse modo, das 103 amostras
sequenciadas, 51 amostras foram utilizadas para o estudo de filogenia (Figura 12). A
reprodutibilidade de cadaramo foi calculada pelo valor de bootstrap de 1000 replicagdes. O
valor de bootstrap confidvel foi estabelecido acima de 70% (Hillis e Bull, 1993).

A andlise filogenética mostrou que 27 amostras agruparam com isolados do
gendtipo G1 (52 %), sete com isolados do gendtipo G9 (13,7 %), seis com isolados do
gendtipo G5 (12,8 %), quatro com isolados do genétipo G2 (7,8 %), quatro com isolados do
gendtipo G3 (7,8 %) e trés com isolados do gendtipo G4 (5,9 %). Esses resultados estdo de
acordo com obtido pela andlise de homol ogia realizada pelos programas FASTA e BLAST.
Os valores de bootstrap na entrada dos ramos que definem cada gendtipo estéo descritos na

Figura 12. Todos apresentaram valor acima de 70%, dando respaldo estatistico aos ramos.

68



Caracterizacao de gendtipos G de rotavirus do grupo A circulantes no Distrito Federal

G9

— g o hune G
R353 . G6

Shd476 G2
woo L ——BE3676.62 | G2
GH1803 2
L — SA3958 G2
— SRAIDE .2
n5-1.G:2
in514.l:2

G5

T41005_ 5
T41003 5

1000

Figura 12 - Andlise filogenética, realizada pelo método de neighbor-joining, das seqiiéncias
nucleotidicas de VP7, comparadas as seqiiéncias de referéncia do rotavirus. As amostras analisadas
aparecem indicadas pelo nimero do isolado seguido pelo periodo em que foram coletadas. Ja as
sequéncias utilizadas como referéncia aparecem indicadas pelo nome do isolado seguido pelo
gendtipo. Os niimeros mostrados nos pontos de ramificagdo representam os valores de bootstrap para
1000 réplicas. 69
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5. Discussao

Em 1991, Teixeiraet al., descreveram pela primeira vez a ocorréncia de rotavirus do
grupo A associados a diarréias agudas infecciosas no Distrito Federal. Nesse trabaho, foi
relatada uma prevaléncia de rotavirus de 20,27 % num total de 607 amostras provenientes

de criancas nafaixa etariade 0 a 6 anos.

As infecgbes por rotavirus podem ocorrer em criangas desde o nascimento até
idades mais avancadas (Bishop RF, 1996). No presente trabalho foi possivel observar uma
positividade significativamente maior em criangas com idades entre 6 e 24 meses quando
comparada com as demais faixas etérias estudadas (p = 0,000062) evidenciando que as
infeccBes por rotavirus sdo mais freqiientes entre 6 e 24 meses de idade . Este dado é
concordante com Soenarto et al (1981), Pereira et al (1993). Em um estudo pioneiro
realizado no Distrito Federal entre 1986 e 1990 por Teixeiraet al. (1991), foram analisadas
123 amostras fecais de criancas com até 6 anos de idade, positivas para rotavirus. A
distribuicéo desses casos por faixa etéria, também revelou uma maior freqiiéncia (73,98%)

de infecgdes por rotavirus entre 6 a 24 meses de idade.

Em um estudo realizado na Argentina, entre 1996 a 1998, foi possivel observar a
maior prevaléncia de infeccdes por rotavirus em criancas até 12 meses (62%), que diminuiu
para 21% em crian¢as menores de 6 meses (Bok et al., 2001). Yoshinaga et al., (2006)
observou que maior incidéncia de gastrenterites por rotavirus no Japdo encontra-se em

criancas com idade entre 12 e 23 meses (39,9%) e menor na faixa etéria de 6 meses (5,2%).

A amamentacdo, a presenca de anticorpos séricos adquiridos passivamente da
mée (Konno et al., 1978) e fatores fisioloégicos (Doan et al., 2003) podem estar

relacionados com a menor fregiéncia de infeccBes por rotavirus na faixa etaria de 0-6
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meses de idade. Além disso, neonatos possuem quantidades inferiores de proteases
intestinai's, responsaveis por facilitar a entrada do rotavirus nas céulas alvos, dificultando a
infeccdo (Raebel et al., 1999). Yolken et al. (1992) documentaram que componentes nao
imunoglobulinicos presentes no leite humano impedem a replicacéo do rotavirus in vitro e
podem também prevenir o desenvolvimento de gastrenterite, por esse agente, em animais
experimentais. Anticorpos anti-rotavirus comecam a aparecer em baixos niveis aos 7 meses
e sb atingem titulos elevados por volta dos 34 meses de idade (Linhares et al., 1989). Tal
fato poderia estar relacionado com a menor suscetibilidade de criangas mais velhas as

infecgdes por rotavirus.
5.1.Sazonalidade

Em regiGes com clima temperado as infecgbes por rotavirus demonstram estar
predominantemente associadas as temperaturas mais frias e com atmosfera mais seca (Bos
et al., 1995), podendo ocorrer surtos ocasionais no verdo (Mrukowicz et al., 1999). Em
&reas tropicais o rotavirus ocorre em todo o0 ano e com uma menor variagdo sazona (Doan

et al., 2003 e Cook et al., 1990).

No Brasil, a distribuicdo sazonal das infecgbes por rotavirus assume duas
configuragOes bem definidas. As regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul apresentam um perfil
sazonal marcante, com maior incidéncia de casos nos meses mais secos do ano. Entretanto,
0 mesmo ndo acontece nas regides Norte e Nordeste, onde as infecgbes ocorrem durante o

ano todo (Linhares AC, 2000).

Os dados sobre sazonalidade obtidos neste estudo concordaram com 0s resultados
obtidos em um estudo realizado no ano de 1986 por Teixeira et al. (1991) no Distrito

Federal. Goiania, cujo clima é muito semelhante ao do Distrito Federal, também apresenta
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0 mesmo padrdo de sazonalidade (Cardoso et al., 2003). Zaria, cidade da Nigéria situada ao
norte do pais, no hemisfério norte, possui 0 mesmo clima do Distrito Federal (Tropical de
Savana) e apresenta 0 mesmo padrdo de distribuicdo anual de diarréia por rotavirus, com

picos nos meses mais secos (Gomwalk et al., 1993).

Paises situados proximos ao equador, entre as latitudes 0° e 10° Norte e Sul, geralmente
ndo apresentam uma sazonalidade definida ao longo do ano em relacdo as infeccBes por
rotavirus. Por outro lado, paises tropicais situados mais distantes da linha do equador (entre
10° e 23°27’) tanto ao Norte como ao Sul apresentam picos sazonais em determinados
meses do ano (Cook et al., 1990). Os resultados obtidos no presente trabaho séo
concordantes com esses dados, uma vez gque o Distrito Federa situa-se entre as latitudes
15° 30’/ 16° 03 sul e caracteriza-se por apresentar um padr&o de distribuicdo nitidamente

sazonal.

Alguns fatores podem estar relacionados com o ciclo sazonal das doengas infecciosas.
CorrelacOes estatisticamente significantes entre ciclos epidémicos e variagdo de

temperatura, umidade, chuvas ou ventos tem sido identificados (Dowell SF, 2001).

Uma possibilidade para a manutencéo do rotavirus de um inverno para outro € que
adultos minimamente sintométicos possam servir de hospedeiro permitindo a persisténcia
viral na populagdo em zonas temperadas. Também € possivel que portadores assintométicos
possam existir. Nesses casos a quantidade do virus nas fezes é baixa o suficiente para ndo
permitir sua deteccdo. O rotavirus também pode persistir no ambiente em reservatorios ndo
humanos (Hieber et al., 1978). Gouvea et al. (1990) reforcam a idéia de que as infeccdes

pelo rotavirus, tanto sintométicas como assintomaticas, comuns em criangas mais velhas e
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adultos, constituem um provavel fator importante para a manutencéo do virus e transmissdo

em outros periodos.

52. Métodos de deteccéo dos rotavirus

Quando as técnicas de PAGE e EIARA foram utilizadas para deteccdo de rotavirus
nas amostras analisadas neste estudo, observou-se uma concordancia de 98,05% entre elas.
Duas amostras foram ndo reagentes pela técnica de EIARA e positivas em PAGE.
Resultados similares foram obtidos por Pereira et al., (1983), que detectou uma
concordancia de 98,8% entre os ensaios de PAGE, EIARA e imunomicroscopia eletrénica.
A concordancia entre essas técnicas também foi relatada por Teixeira et al., 1991 em estudo
realizado no Distrito Federal, no qual foram analisadas 607 amostras fecais de criancas.
Nesse trabalho, observou-se que 99% das amostras andlisadas pelas duas técnicas

apresentaram resultados concordantes.

Os perfis eletroforéticos observados também foram concordantes com aqueles
descritos na literatura para os 11 segmentos do genoma dos rotavirus. Os 11 segmentos
migraram sempre em quatro grupos distintos, apresentando padréo longo, curto ou curto

atipico (Matsui et al., 1990; Gentsch et al., 2005).

A técnica de PAGE permite ainda a deteccdo de rotavirus de outros grupos. Em
1998, Teixeiraet al., demonstraram a detecgdo de rotavirus do grupo C em amostras do ano
de 1994 no Distrito Federal por meio dessa técnica e da confirmagéo por PCR e hibridacéo

molecular.
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5.3. Genotipagem G

O conhecimento da distribuicéo temporal e geogréfica dos gendtipos de rotavirus €
considerada critica para o desenvolvimento e a implementacdo das vacinas contra esses
agentes (Santos e Hoshino, 2005). Como discutido anteriormente, é possivel observar uma
grande diversidade de gendtipos G e P circulando em diferentes regibes geogréficas.
Quando se leva em consideracdo a distribuicéo mundial de gendtipos, pode-se verificar que
as associagcoes G1P[8], G2P[4], G3P[8] e G4P[8] sdo as mais prevalentes. Portanto, em
relacdo aos gendétipos G, os mais prevaentes mundialmente sdo os G1, G2, G3 e G4
(Santos e Hoshino, 2005).

O gendtipo G1 é considerado 0 mais prevalente nos cinco continentes, ocorrendo
em mais de 60% das infecgBes por rotavirus (Gentsch et al., 1996; Santos e Hoshino,
2005). Estudos realizados tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento
mostraram a ocorréncia elevada do genétipo G1 (Fruhwirth et al., 2000, Kuruzdl et al.,
2003 e Urbinaet al., 2004).

A prevaléncia elevada de G1 no Brasil também tem sido reportada. Em um estudo
conduzido por Pereira et al., (1994), que abrangeu a maioria dos estados brasileiros, o
sorotipo G1 foi o mais freqUente, seguido de G2. Leite et al. (1996), em um estudo
realizado com amostras de nove estados brasileiros e no Distrito Federal verificou que,
entre os anos de 1982 a 1994, G1 era o gendtipo mais prevalente. Santos et al., verificou
que entre 1996 e 1999, G1 foi também 0 gendtipo mais prevalente no Rio de Janeiro
(Santos et al., 1998; Santos et al., 2003). Em Belém, Mascarenhas et al. (2002), relataram
G1 como o mais prevalente. Em Minas Gerais, entre 1998 e 1999, o genétipo G1 foi o

segundo mais prevalente (Rosa e Silva et al., 2002). Timenetsky et al. (1994), analisou
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amostras de S0 Paulo do periodo de 1986 a 1992, detectando o genétipo G1 como 0 mais
prevalente nessa regido geografica. Em Goiania, entre marco de 1986 e junho de 1995, o
gendtipo G1 foi 0 mais prevalente entre as amostras genotipadas, ocorrendo em 21,6% dos
casos (Cardoso €t al., 2001). Linhares AC (2000), aponta uma tendéncia ao predominio de
G1 sobre 0 G2 em casos de internagdes por diarréia, no Brasil. O predominio de G1
também foi observado em Goidnia, nos anos de 2000 a 2003, ocorrendo em
aproximadamente 78% das amostras (Souza et al., 2003; Costa et al., 2004).

Em nosso estudo, o gendtipo G1 também foi 0 mais prevalente, sendo observado em
50,48% das amostras, quando os trés periodos foram analisados conjuntamente. No
primeiro periodo, entre 1986 e 1990, a prevaléncia de G1 foi de 41,18%. No segundo
periodo, entre 1994 e 1996, G1 também foi 0 gendtipo mais prevalente, correspondendo a
74,47% das amostras analisadas. Esses dados concordam com os demais estudos mundiais
e brasileiros descritos anteriormente, que apontam elevada preval éncia desse gendtipo.

Os gendtipos G2, G3 e G4 sdo relatados também como apresentando elevada
prevaléncia no mundo. Esses trés gendtipos, associados ao G1 respondem por 89% das
infecgdes por rotavirus na Ameérica L atina (Santos e Hoshino, 2005). No Brasil, Leite et al.,
(1996) também relataram a ocorréncia elevada desses gendtipos, representando mais de
dois tercos do perfil de gendtipos analisados.

No nosso estudo, os gendtipos G2 G3 e G4 foram detectados em 10,68%, 5,83% e
3,88% das amostras, respectivamente. O gendtipo G3 foi o terceiro mais prevaente no
primeiro periodo (1986-1990). Entretanto, ndo foi detectado nos outros dois periodos. G4 e
G2 foram detectados no primeiro e no segundo periodo. Em resumo, os gendtipos G1, G2,
G3 e G4 foram responsaveis por 70, 87% das infeccdes causadas por rotavirus no Nnosso

estudo. Esse dado concorda com aquele obtido por Leite et al., (1996).
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Das onze amostras de gendtipo G2 detectadas no nosso estudo, oito apresentaram
perfil eletroforético considerado curto e 3 perfil longo. Dentre as 52 amostras de genétipo
G1, foi detectada apenas uma com perfil eetroforético curto. O perfil curto costuma ser
associado a0 genétipo G2 (Timenetsky et al., 1994). Nossos dados concordam com a
literatura, pois o perfil curto foi associado mais freqlientemente ao genétipo G2. Todos os
demai's gendtipos da nossa amostragem apresentaram perfil longo em PAGE.

Em 1994, Gouvea et al., demonstraram pela primeira vez a ocorréncia de rotavirus
do gendtipo G5 em amostras de criangas com diarréia aguda, evidenciando que esse
gendtipo circulava no Brasil desde 1983. O G5 € um gendtipo freqlientemente encontrado
em suinos e também j& foi identificado em eqlinos (Santos e Hoshino, 2005). A ampla
circulagdo de G5 no Brasil foi posteriormente comprovada por outros autores em Varios
estados brasileiros, a saber: Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parg, Pernambuco, Alagoas, Bahia,
Minas Gerais, Parand, Goiés e no Distrito Federal (Leite et al., 1996; Santos et al., 1998;
Mascarenhas et al., 2002). Nos estudos ja redlizados, as amostras identificadas como
pertencentes ao gendtipo G5 apresentavam perfil longo (Gouvea et al., 1994). A ocorréncia
de G5 também foi relatada no Paraguai e na Argentina (Bok et al., 2001; Coluchi et al.,
2002). Recentemente, foi relatada a ocorréncia de G5 na Republica de Camarfes em
amostras de criangas com diarréia aguda. Esse é o primeiro relato da ocorréncia de G5 fora
da América do Sul. Esse isolado mostrou mais homologia com rotavirus de suino do que
com amostras isoladas de humanos, evidenciando a ocorréncia de trocas de segmentos
gendmicos (reassortment) entre linhagens animais e humanas de G5 (Esona et al., 2004).
Essas informagfes sugerem a ocorréncia da transmissdo interespécies de rotavirus de

animais domeésticos para humanos em condicdes naturais.
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Neste estudo, 0 gendtipo G5 foi detectado em 10,68% das amostras analisadas nos
trés periodos. Todas as amostras G5 apresentaram perfil longo em PAGE, concordando
com os achados de Gouvea et al., (1994). No primeiro periodo (1986 — 1990), a prevaléncia
de G5 foi de 23,53%, sendo esse 0 segundo gendtipo mais prevalente no periodo. No
segundo periodo (1994-1996), a prevalénciafoi de 6,38%, sendo o terceiro mais prevalente.
G5 ndo foi detectado no terceiro periodo (2004-2005). Esses dados concordam com aqueles
descritos por Carmona et al. (2004), demonstrando que no Distrito Federal, o gendtipo G5
tem apresentado uma diminuicdo na incidéncia. A literatura descreve que ha indicios de
diminuicdo da incidéncia de G5 no Brasil, dando lugar a emergéncia do gendtipo G9
(Santos et al., 2003; Carmonaet al., 2004).

O gendtipo G9 foi iniciamente identificado em amostras fecais de criangas com
infeccdo por rotavirus na Filadéfia (EUA), no periodo de 1983 e 1984, com uma
prevaléncia de aproximadamente 9% (Clark et al., 1987). Depois dessa deteccdo, o G9
desapareceu por aproximadamente duas décadas, mas reermergiu na metade da década de
1990. Em 1997, G9 foi detectado no Brasil (Aradjo et al., 2001; Santos et al., 2003).
Atualmente, o gendtipo G9 é considerado mundialmente como o quarto mais prevalente, ja
tendo sido detectado no Paraguai, Argentina, em diversos paises asiaticos, na Africa,
Europa, Austrdlia (Aristaet al., 2004; Santos e Hoshino, 2005; Santos et al., 2005).

Um estudo realizado no Rio de Janeiro em criangas menores de cinco anos com
quadro de diarréia aguda coletada entre marco de 1997 e dezembro de 1999 na cidade do
Rio de Janeiro e Niter6i identificou somente uma amostra caracterizada como G9 em 1997,
gue aumentou abruptamente para 25% (9/36) em 1998 e 27,7% (15/54) em 1999. Como
descrito anteriormente, a diminui¢do da freqiiéncia do G5 coincide com emergéncia do G9

no Brasil. (Santos et al., 2003).
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A predominancia do G9 também foi observada em estudo conduzido por Santos et
al., (2005) em Salvador, na Bahia, em trés anos de estudo: 1999, 2000 e 2002. Nos trés
anos analisados, o genétipo G9 foi o mais prevalente, sendo relatado em 78,8% das
amostras.

Em Goiania, Souza et al., (2003) relataram em 1998 e 2000 a ocorréncia de G9
como o terceiro gendtipo mais prevalente. Em amostras de julho de 2000 a 2002, G9 foi o
segundo mais prevalente, ocorrendo em 34% das amostras (Costa et al., 2004).

No presente trabalho, o genétipo G9 foi detectado apenas no terceiro periodo
(2004-2005), sendo o mais prevalente nessa amostragem. A prevaléncia de G9 foi de
86,36%. Todas as amostras G9 apresentaram perfil longo em PAGE. Esses dados
concordam com aqueles descritos previamente, que relatam uma elevada ocorréncia de G9
em estudos mai s recentes conduzidos no Brasil.

Os dados de filogenia apresentados na &rvore foram gerados para 51 amostras das
103 analisadas no nosso estudo. Foi possivel confirmar que a andlise de homologia das
sequéncias foi concordante com a andlise filogenética para todas essas amostras. A divisdo
dos ramos apresentou altos valores de bootstrap, respaldando os dados obtidos para a
separacdo dos gendtipos identificados nas amostras do estudo ora apresentado.

A importancia da protegdo sorotipo especifica na doenca causada por rotavirus
ainda é tema de discussdo. Véarias vacinas candidatas sd0 desenvolvidas com o intuito de
fornecer uma protecdo antigénica para todos os genétipos G e P detectados mundialmente
entre seres humanos. Considerando gque o genétipo G9 € como emergente e ja é relatado
como o quarto mais prevalente no mundo, vérios autores sugerem ainclusdo desse genotipo

nos futuros model os vacinais (Parra et al., 2005; Santos et al., 2005).
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O monitoramento do impacto das duas vacinas, em fase de implantagdo em vérios
paises, é fundamental para que se possa avaliar a eficacia dessas na protecéo cruzada em

relacdo aos diferentes sorotipos de rotavirus.
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6. Conclusdes

v Das 103 amostras analisadas, 94 (91,26%) apresentaram perfil longo, 8 amostras
(8,51%) perfil curto e uma amostra perfil curto atipico. Todas as amostras analisadas
apresentaram perfil caracteristico dos rotavirus do grupo A, com onze segmentos
distribuidos em quatro classes distintas. classe | — quatro segmentos; classe Il — dois

segmentos; classe 111 — trés segmentos; e classe |V — dois segmentos.

v Quando os dados dos trés periodos foram analisados conjuntamente, o gendtipo
predominante foi o G1 (50,48%), seguido pelos genétipos G9 (18,45%), G2 (10,68%), G5

(10,68%), G3 (5,83%) e G4 (3,88%).

v No primeiro periodo (1986-1990) foram anaisadas 34 amostras. Dessas, 41,18%
corresponderam ao genétipo G1, 23,53% ao gendtipo G5, 17,65% ao gendtipo G3, 8,82%
dos gendtipos G2 e G4. No segundo periodo (1994-1996) foram analisadas 47 amostras.
Desse total, 74,47% foram do genétipo G1, 17,02% G2, 6,38% G5 e 2,13% do gendtipo
G4. No terceiro periodo (2004-2005) foram caracterizadas 22 amostras. O gendtipo mais

prevalente foi 0 G9 (86,36%), seguido do G1 em 13,64% das amostras.

v Todos os dados obtidos estdo de acordo com aqueles relatados na literatura, que

apontam o0 gendtipo G1 como o mais prevalente no mundo e no Brasil e o G9 como

emergente.

80



Caracterizacao de gendtipos G de rotavirus do grupo A circulantes no Distrito Federal

v A separacdo dos ramos em gendtipos apresentou valores de bootstrap elevados,

confirmando os dados de homologia obtidos por meio dos programas FASTA e BLAST.

v As informagdes geradas por este trabalho poder&o subsidiar estudos futuros de

eficacia da vacina que esta em fase de implantacédo no Brasil, bem como 0 monitoramento

dos gendtipos de rotavirus circulantes no Distrito Federal e Entorno.
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7. Per spectivas

Este trabalho representou uma iniciativa conjunta da Universidade de Brasilia e do
Laboratorio Central de Salde Publica do Distrito Federal, no sentido de implantar em nossa
regido a detecgdo e a caracterizacdo molecular dos rotavirus humanos.

Nossos objetivos precipuos sao contribuir para o desenvolvimento cientifico e para
a melhoria da qualidade de vida da populacéo do Distrito Federal. Com vistas a atender a
esses anselos, pretendemos dar continuidade as atividades de pesquisa com 0s rotavirus
humanos, envolvendo a colaboragcdo entre essas Instituicdes, por meio das seguintes
abordagens:

1 — Caracterizacdo os gendtipos P das amostras analisadas neste estudo por meio de PCR e
sequienciamento automéatico;
2 — Andlise da diversidade genética dos gendtipos G5 e G9 identificados neste trabal ho.

3 —Monitoramento continuo dos genétipos de rotavirus no Distrito Federa e Entorno.
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